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Abstrakt

Skupina Polymastigidae je jednou z péti Celedi oxymonad (Metamonada, Preaxostyla).
Zahrnuje drobné bicikovce obyvajici travici trakt hmyzu. V poslednich letech byla ziskana
molekularné-fylogenetickd data, ktera monofyleti¢nost této skupiny zpochybiuji. Typovym
rodem celedi Polymastigidae je Polymastix. Fylogenetické postaveni tohoto rodu zatim nebylo
studovano, ackoliv by prave tato informace mohla vyznamné napomoci objasnit pfibuzenské
vztahy v ramci zminéné skupiny. Tato prace poskytuje prvni sekvencni data zastupcii tohoto
rodu, kterd jsme ziskali pomoci metody single-cell genomové amplifikace a nasledné
celogenomové sekvenace na Illumina HiSeq X Ten (Macrogene) ze tii jedincii P. melolonthae
obyvajicich zadni stievo larvy tiplic. Fylogenetické analyzy zalozené na genu pro 18S rRNA,
EF-1a a HSP90 pfinesly dvé zhruba stejné pravdépodobné hypotézy o postaveni tohoto rodu
vramei celé skupiny Oxymonadida. Prvni znich umistuje rod Polymastix do nejblizsi
ptibuznosti s rodem Streblomastix, dle druhé hypotézy je nejptibuznéjsi Termitimonas travisae.
Charakteristickym znakem tohoto prvoka jsou ektosymbiotické bakterie napojené na jeho
povrch. Tyto byly nutné amplifikovany a sekvenovany spole¢né se svym hostitelem, coz nam
umoznilo ziskat data i pro tyto organizmy. Identifikace eubakteridlnich symbionti
P. melolonthae probihala na zaklad¢ 16S rDNA. Jedna se pravdépodobné o zastupce jednoho
z nasledujicich bakteridlnich kmeni: Alfaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Firmicutes nebo
Bacteroidetes. Blizka ptibuznost ektosymbiontl Streblomastix strix se sekvencencemi z kmene
Bacteroidetes nalezenymi v datech podporuje teorii, Ze ektosymbiotické bakterie
P. melolonthae, pochdzi pravé ztohoto kmene. Pro ovéfeni identity ektosymbiontl
P. melolonthae jsme pouzili také metodu fluorescenéni in situ hybridizace, ta vSak zatim
neposkytla jednoznacné zaveéry.

Kli¢ova slova: Oxymonady, Polymastix, symbiotické bakterie, fylogeneze, single-cell
genomika



Abstract

Polymastigidae is one of the five families of oxymonads (Metamonada, Preaxostyla). It
includes small flagellates inhabiting the digestive tract of insects. Recently obtained molecular
phylogenetic data have questioned the monophyly of this group. The type genus of the family
Polymastigidae is Polymastix. The phylogenetic position of this genus has not been studied yet,
although this information could significantly help to clarify the relationships within this group.
This work provides the first sequence data of this genus, which we have obtained using a single-
cell genome amplification and subsequent whole genome sequencing on Illumina HiSeq X Ten
(Macrogene) from three individuals of P. melolonthae inhabiting the posterior hindgut of crane
fly larvae. Phylogenetic analysis based on the gene for 18S rRNA, EF-1a and HSP90 yielded
several roughly equally probable hypotheses about the position of this genus within
Oxymonadida. The first of them places the genus Polymastix in a close proximity to the genus
Streblomastix, according to the second hypothesis, Polymastix is sister to Termitimonas
travisae. A characteristic feature of this protist is ectosymbiotic bacteria attached to its surface.
These were necessarily amplified and sequenced together with their hosts, which allowed us to
obtain sequence data for these organisms as well. Identification of P. melolonthae eubacterial
symbionts was based on 16S rDNA. It is probably a representative of one of the following
bacterial phyla: Alfaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Firmicutes, or Bacteroidetes. The
close relationship between the ectosymbionts of Streblomastix strix and the Bacteroidetes
sequences identified in the data supports the theory that the ectosymbiotic bacteria of
P. melolonthae come from this phylum. Verification of the identity of P. melolonthae
ectosymbionts was performed by fluorescence in situ hybridization, but this has been
inconclusive so far.
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Seznam zkratek

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool

DAPI - 4',6-diamidin-2-fenylindol

EDTA — disodna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové (ethylene diamine tetraacetic acid)
EF-1a — elongac¢ni faktor 1a

ESOM — Emergent Self Organizing Maps
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FISH — fluorescencni in situ hybridizace

gDNA — genomickd DNA
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ML — Maximum Likelihood

NCBI — National Center for Biotechnology Information
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PCR — polymerédzova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
rDNA — ribozomalni DNA

rRNA — ribozomélni RNA

SDS — dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulfate)

SOC — Super Optimal broth with Catabolite repression

SSU — mala podjednotka (Small Subunit)

TAE — pufr Tris-acetat-EDTA
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1 Literarni prehled

Oxymonady (Metamonada, Preaxostyla) jsou skupinou exkavatnich prvokt, ktera je
znama prevazné ze stiev nizSich termiti a dievokaznych Svaba, kde jsou spolecné
s parabasalidy soucasti spolecenstva podilejiciho se na degradaci lignocelulozy. Zastupce této
skupiny vSak nalezneme v travicim systému 1 ostatnich skupin hmyzu nebo dokonce
obratlovct. Jejich nejblizsi pfibuzni jsou volné zijici organizmy, které obyvaji anoxické
sedimenty — Trimastigida a Paratrimastigida, zahrnuji rody Paratrimastix a Trimastix,
a spole¢né vytvaii skupinu Preaxostyla (Dacks et al., 2001). Spoleénym znakem této skupiny
je miizovana struktura spojena s fibrilou, kterd je u oxymonad obzvlasté vyvinuta
a spoluvytvari ultrastrukturalni tvar tzv. preaxostyl, ktery je spolecn¢ s axostylem a peltou
soucasti cytoskeletu zpeviiujiciho bunku.

Oxymonady jsou velmi diverzifikovanou skupinou. Jejich buiiky nabyvaji nejriizngjsich
tvari a velikosti od n¢kolika pm po stovky pm, 1i8i se i poctem bicikli. VéEtSina zastupci mé
dva pary, ale n¢které rody maji biciky (vcetné celého karyomasigontu) zmnozené, napf.
Pyrsonympha ma biciki osm, Saccinobaculus 12 a Microrhopalodina ¢i Sauromonas jich maji
bezpocet (Hampl, 2016). Co vSak celou skupinu charakterizuje je redukce az ztrata
mitochondrie, absence peroxizomu, Golgiho komplexu a cytostomu. VétSina ze zminénych
znakl je adaptacemi na mikroaerofilni prostiedi, které uvnitt traviciho traktu hostitele panuje.
Aby se bunky byly schopny v tomto dynamickém prostfedi udrzet, musi vynalozit energii
a pohybovat se aktivnim pohybem za pomoci bi¢ikli proti peristaltice, nebo se ke sténé stfeva
ptichytit tzv. holdfastem, ktery byva situovan na ptednim konci buiikky zvaném téz rostelum.
Schopnost stievo v pravy &as opustit je ale neméné dilezitd. Sifeni mezi hostiteli z Fady
eusocialniho hmyzu probihd pomoci proktodealni trofolaxe, kdy mladi jedinci, ¢i jedinci po
svlékani konzumuji Cerstvé exkrementy svych druhd, jenz obsahuji oxymonady ve stadiu
trofozoita (Nalepa, 2015). Mezi ostatnimi hostiteli se §ifi pomoci cyst. Jejich tvorba byla zatim
pozorovana u rodd Monocercomonoides, Blattamonas, Saccinobaculus a Sauromonas
(Cleveland, 1950; Grassé, 1952; Lee, 2000; Treitli et al., 2018).

Role oxymonad v ekosystému neni zcela zndma. V minulosti byly malé rody oxymonad
vnimany jakozto parazité, toto pojeti je jiz vSak prekonano (Klug and Kotarski, 1980;
Krishnamurthy and Sultana, 1978). Vétsi zastupci (Pyrsonympha, Trichonympha, Oxymonas,
Microrhopalodina) se se svymi prokaryotickymi symbionty pravdépodobné, obdobné jako
Parabasalia, podileji na traveni celuldézy (Carpenter et al., 2013). Mensi zastupci, ktefi nejsou
schopni dievni ¢astice pojmout, zda se, pouze vyuzivaji schopnosti jinych a konzumuji gluk6zu
a jiné monosacharidy z okolniho prosttedi (Radek, 1999).

Skupina Oxymonadida je tvofena cca 140 druhy, které jsou roziazeny do péti Celedi
Pyrsonymphidae, Oxymonadidae, Saccinobaculidae, Streblomastigidae, Polymastigidae
(Hampl, 2016; Heiss and Keeling, 2006). Do oxymonad ndlezi i Opisthomitus longiflagellatus
a Oxynympha loricata, kteti nejsou zatrazeni do zadné ze zminénych celedi (Radek et al., 2019,
2014). Fylogenetické vztahy v ramci jednotlivych skupin, ale ani mezi nimi nejsou zcela
vyteSeny. Vzhledem ke slozitym interakcim mezi Cleny spolecenstva, jehoz jsou oxymonady
soucasti, jsou jen tézko kultivovatelné. S nastupem modernich metod, které¢ umoznuji studovat
tyto organizmy bez nutnosti kultivace, mnoZstvi informaci pfibyva, presto stale neni



biochemickych ani molekularnich dat dostatek. Vétsina fylogenetickych analyz je zaloZena jen
na genu pro 18S rRNA, coz se v mnoha piipadech ukazuje byti nedostatecné. Recentni
fylogeneticky strom je zndzornén na Obr. 1.
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Obr. 1: Fylogeneticka analyza skupiny Oxymonadida na zéklad¢ genu pro SSU rRNA (Radek et al., 2019)

1.1 Oxymonady a jejich diverzita

V této kapitole bych rada uvedla pro Uplnost prehled vSech ¢eledi a nezatfazenych roda
spadajicich do skupiny Oxymonadida s dirazem na skupinu Polymastigidae, do které se fadi
rod Polymastix, o némz pojednava tato prace.

1.1.1 Rod Opisthomitus

Tento rod neni zatazen do Zadné z péti Celedi, dle 18S rRNA ma vSak nejblize k celedi
Pyrsonymphidae (Radek et al., 2014). Doposud byly popsany ctyfi druhy: Opisthomitus
avicularis, O. longiflagellatus, O. brasiliensis a O. flagellae, pti¢emz zatazeni poslednich dvou
zminénych druhtl je nejasné (Hampl, 2016). Opisthomitus je drobny biCikovec se Spi¢atym
utvarem podobnym rostelu v pfedni ¢asti bunky. Pfichyceni bunék Opisthomitus k epitelu
stteva hostitele nebylo jesté pozorovano (Duboscq and Grassé, 1934; Radek et al., 2014).

1.1.2 Rod Oxymnympha

Oxynympha loricata je jedinym zéstupcem tohoto nové popsaného druhu. Pozorovana
byla zatim pouze ve stfevé Porotermes adamsoni. Fylogeneticky je nejbliz§i rodu
Saccinobaculus, morfologicky se vSak podoba spiSe zastupciim Celedi Polymastigidae snad pro
jejich ancestralni morfologii vS§em oxymonadam. Je to drobny bic¢ikovec (9-13 um) s dlouhym
a tenkym axostylem, ktery neni kontraktilni a na zadnim konci vyrazné vystupuje z bunky.
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V tomto misté je patrny periaxostyldrni prstenec. Bunika nemd Zzadny pfichytny aparat.
Od zéstupct skupiny Polymastigidae se odliSuje mimo jiné biciky, které jsou na proximalni
poloving ztlustélé. Na povrchu O. loricata jsou nadpadné podlouhlé invaginace (Radek et al.,
2019).

1.1.3 Celed’ Pyrsonymphidae

Zahrnuje dva druhové pocetné rody Pyrsonympha a Dinenympha. V minulosti probihala
diskuze, zda se nejednd pouze o rozdilné morfotypy téhoz druhu ptipadné rizna Zivotni stadia,
molekularné-fylogenetické studie vSak existenci obou rodu potvrdily (lida et al., 2000; Moriya
et al., 2003). Pro oba dva rody jsou charakteristické symbiotické interakce s prokaryoty. Bi¢iky
jsou uspotradany do dvou (Ctyti bic¢iky) ptipadné Ctyt (osm bicikii — P. vertens) oddélenych pari.
Vybihaji z pfedniho konce bunky k zadnimu konci a levoto¢ivé obmotavaji buiikku ulozené
v ryhach (Bloodgood et al., 1974). Pohyb buiiky zajiStuje kromé bicikl také kontraktilni
axostyl.

Bunky Pyrsonympha sp. jsou pomérné veliké (az 150 pm), jsou tak schopny pohltit
drevni ¢asteCky a podilet se na jejich degradaci. Pro ukotveni ve stfevé hostitele (termita) maji
na prednim konci utvotfeny holdfast (Bloodgood et al., 1974). Pelta je zna¢né redukovana.
Dinenympha méfi v porovnani se sesterskym rodem pouhé desitky pm, je typicky
Sroubovicového tvaru a postrada holdfast (Moriya et al., 2003).

Zastupci této celedi — Dinenymphites spiris a Pyrsonymphites cordylinis byli objeveni
1 ve fosilnich vzorcich termita Kalotermes burmensis starého 97 az 110 miliont let, ktery se
dochoval v jantaru (Poinar, 2009).

1.1.4 Celed Oxymonadidae

Zastupci Celedi Oxymonadidae bychom nalezli vyhradné v nizSich termitech celedi
Kalotermitidae, v jejichZ stfevé Ziji bud’ volné nebo pfisedle. K epitelu stieva byvaji bunky
napojeny pomoci hodfastu na konci dlouhého rostela, které se mize za jistych situaci pomalu
zkratit ¢i prodlouzit. Pohybuji-li se buiiky volné, napomaha jim kontraktilni axostyl ale i bi¢iky.
Ne&kteti zastupci (Barroella nebo Microrhopalodina) maji 1 vice jader a tudiz
1 karyomastigonti, které mohou byt uspofadany na bazi rostela ptipadné byvaji rozptylend po
buiice (Rother et al., 1999). Povrch zéastupci Oxymonadidac byva kolonizovan
ektosymbiotickymi bakteriemi.

Typovym rodem celedi je rod Oxymonas. Velikosti bunék tohoto rodu se pohybuji
v Sirokém rozptylu od pouhych 5 po 240 um na délku od 4 po 165 um (Hampl, 2016).
V termitovi Incisitermes tabogae byla pozorovana i amébovita forma bliZze neur¢eného druhu
Oxymonas (Tamschick and Radek, 2013).

Rod Sauromonas zahrnuje pouze jeden druh — S. m baikiensis obyvajici stievo termita
Glyptotermes boukoko. Byla pozorovana synchronizace Zivotnich cykld prvoka s etapami
v zivote termita. Pokud se jeji hostitel pfipravuje ke svlékani, odpoji se Sauromonas od epitelu,
projde n€kolika proménami, zadvérem odhodi bi¢iky a zacystuje se (Grassé, 1952; Hampl,
2016).

1.1.5 Celed Saccinobaculidae
Jedinym zndmym hostitelem zastupcti z celedi Saccinobaculidae je dfevokazny Svab
rodu Cryptocercus (C. punctulatus a C. relictus). Charakteristickym znakem, ktery je téz



zodpoveédny za jméno typového rodu celedi, je kontraktilni axostyl, jenz pisobi zmény tvaru
buiky vedouci k lokomoci (McIntosh, 1973). Pohybujici se bunika pripominala Clevelandovi
»vrtictho se hada v pytli (1934). Organizmy z této celedi nemaji zadny pfichytny aparat.
Disponuji ¢tyimi, osmi nebo dvanécti neaherujicimi (pfipadné castecné adherujicimi) biciky,
které pohybu bunky piili§ nepiispivaji.

Saccinobaculus a Notila jsou jediné popsané rody spadajici do této Celedi. Rozd¢leni
byli na zaklad¢ rozdilt pfi sexualnim rozmnozovani. Morfologicky se odlisuji tim, ze axostyl
u Saccinobaculus mirné vy¢niva z buiiky. U rodu Saccinobaculus byla pozorovana tvorba cyst.
V kontextu celé skupiny oxymonad je pozoruhodnd piitomnost elektrondenzni organely
pfipominajici redukovanou mitochodrii ¢i peroxizoém (Carpenter et al., 2008; Mclntosh, 1973).

1.1.6 Celed’ Streblomastigidae

Tato ¢eled’ zahrnuje doposud jediny popsany druh — Streblomastix strix. Bézna velikost
S. strix byva 15-50 pm, ale nékteré gigantické formy dortstaji vzacné do velikosti 300 pm. Je
to podlouhla vietenovitd buiika vytvatejici Sest az sedm Zeber, v pti¢ném prifezu hvézdovitého
tvaru. Tato, v porovnani s ostatnimi oxymonadami, zna¢né atypickd morfologie je
pravdépodobné adaptaci zvétSujici povrch buiilky, aby se na néj mohlo napojit co nejvetsi
mnozstvi ektosymbiotickych bakterii (Dyer and Khalsa, 1993). Pfi odstranéni téchto
ektosymbiontl pomoci antibiotik méni Streblomastix razantné sviij tvar a stdva se podobnym
Moncercomonoides ¢i Polymastix (Leander and Keeling, 2004). Buitka m4 ¢tyfi neadherujici
biciky a tenké rostelum s poharovitym holdfastem pro uchyceni k epitelu hostitele. Tvorba cyst
nebyla pozorovana. Genom S. strix obsahuje nadstandartni mnozstvi intrond (1.1 intronu pro
gen)(Slamovits and Keeling, 2006). Geneticky kod neni kanonicky — kodony TAA a TAG
koduji misto stopkodonu aminokyselinu glutamin (Keeling and Leander, 2003).

Streblomastix strix byl pozorovan ve ttech druzich termita Zootermopsis. Organizmus
identifikovany jako Streblomastix sp. byl zaznamenan také v Archotermopsis sp (Noda et al.,
2006a). V travicim traktu dfevokazného Svaba Cryptocercus punctulatus byl objeven
organizmus, ktery odpovida vyse popsané morfologii. TéZ molekularni data ptipadné zatazeni
tohoto organizmu do Celedi Streblomastigidae potvrzuji. Tento objev vSak nebyl doposud
publikovan (Hampl/Treitli — Gstni sdéleni 2020).

1.1.7 Celed’ Polymastigidae

Organizmy tfazené do této ¢eledi jsou drobné buiiky kapkovitého az kulovitého tvaru se
Ctyfmi biciky. Jejich axostyl neni kontraktilni a nemaji ptichytny aparat (Brugerolle et al., 2003;
Radek, 1994). Typovym rodem této Celedi je Polymastix, jehoz sekvence nebyla doposud
publikovana, a tak jsou vSichni ostatni zastupci této Celedi zatazeni jen na zakladé spolecnych
morfologickych a ultrastrukturdlnich znaki. Tradi¢n€ jsou do této nejvétsi skupiny fazeny rody
Monocercomonoides, Blattamonas, Tubulimonoides, Paranotila, Brachymonas, Termitimonas
a samoziejmé Polymastix. Celkoveé zahrnuje vice nez 70 druht (Hampl, 2016). JelikoZ se jedna
o malé bunky, je velice obtizné rozliSovat jednotlivé rody pouze na zaklad¢ morfologie. Teprve
v neddvné dobé byl popsan rod Blattamonas. Fylogenetické studie, do kterych byly sekvence
téchto dvou rodl zafazeny naznacuji, ze je skupina Polymastigidae parafyleticka. Divodem je,
ze se morfologicky pomérné odlisSny Streblomastix ze skupiny Streblomastigidae vétvi mezi
zminéné dva rody (Kofoid and Swezy, 1919; Treitli et al., 2018).



1.1.7.1 Monocercomonoides

Nejlépe  prostudovanym  zastupcem Celedi  Polymastigidae je  bezesporu
Monocercomonoides exilis, je také jedinym zastupcem celé¢ skupiny Oxymonadida, jehoz
genom je publikovan. Tato skute¢nost pfinesla mnoho novych poznatki. Geny M. exilis
obsahuji vétsi mnozstvi intrond. Jinak se zd4, ze se genom tohoto organizmu nijak vyrazné
neodliSuje od ostatnich zndmych genomti ze skupiny Metamonada, s jedinou podstatnou
vyjimkou, doposud se nepodarilo nalézt zadné diikkazy ptitomnosti mitochondrie. M. exilis je
tak jedinym zndmym organizmem, ktery mitochondrii zcela postrada. Od vétsiny ostatnich
eukaryot se lisi téZ mechanizmem pro syntézu zelezo-sirnych klastrii. V davné minulosti
pravdépodobné ziskal spole¢ny piedek celé skupiny Preaxostyla bakteridlni SUF (sulphur
mobilisation system). Tato udalost tak umoznila nékterym liniim kompletni ztratu mitochondrie
(Karnkowska et al., 2016).

Monocercomonoides obyva travici trakt nejen bezobratlych ale i nékolika druht
obratlovct (Abraham, 1961; Hampl et al., 2005; Kulda and Nohynkova, 1978). Na rozdil od
ostatnich oxymonad je téz kultivovatelny (Hampl et al., 2005). Jelikoz je Monocercomonoides
bakteriovorni a bez své potravy dlouho nepfezije, nepodaftilo se zatim ziskat kulturu axenickou.

Stavba buiiky Monocercomonoides je pravdépodobné ancestralni pro vSechny zbylé
oxymonady, jelikoz se podobé stavbé bunky Trimastix a Paratrimastix. Mizeme pozorovat
jist¢ homologické struktury pfitomné u exkavatnich organizma (Simpson et al., 2002).
Monocercomonoides ma dva pary bi¢iki oddélené preaxostylem. Zpétny bicik, jenz adheruje
k povrchu buiiky, je podlozen plné vyvinutym mikrotubuldrnim kofenem R1 tzv. funisem.
Celou bunkou prochazi nekontraktilni axostyl sloZzeny ze tfi fad rovnob&znych mikrotubult
propojenych mistky. Jadro je obklopeno peltou (Brugerolle et al., 2003; Kulda and Nohynkova,
1978; Radek, 1994). Stejné tak jako ostatni zastupci této Celedi postrada holdfast a pohybuje se
v prostiedi volné (Lee, 2000).

1.1.7.2 Blattamonas

Hlavnim znakem, ktery odliSuje rod Blattamonas od rodu Monocercomonoides je
axostyl, ktery vzdy vystupuje ze zadni Casti builky a ktery je obklopen periaxostylarnim
prstencem. JiZ méné niapadnym znakem je pozice jadérka, kterd je u Blattamonas vzidy
excentrickd. Trofozoit je drobna buiika ovalného tvaru, dlouhd vétSinou méné nez 7 um. Jako
ostatni zastupci Celedi Polymastigidae ma 1 Blattamonas Ctyti bi€iky, z nichZ jeden, delsi, je
zpétny a obvykle neadheruje k buiice. Vzhledem k této morfologii, ktera neni nijak vyrazné
atypicka, se na vymezeni tohoto rodu vyznamné podilela molekularni data. Zatim byly popsany
tti druhy: Blattamonas nauphoetae, B. junai a B. varadinovae. VSechny druhy obyvaji travici
trakt Svabu (Treitli et al., 2018).

1.1.7.3 Tubulimonoides

Ani tento drobny bic¢ikovec (primérna velikost 11,7 % 9,3 pum) se od rodu
Monocercomonoides ptili$ nelisi (Krishnamurthy and Sultana, 1976). Hlavnim charakterovym
znakem rodu Tubulimonoides je, jak uz ndzev napovida, tubuldrni axostyl. Relevanci tohoto
druhu znevaZzuje fakt, jak autofi Krishnamurthy a Sultana popisuji, Ze z jedné skupiny bazalnich
télisek Tubulimonoides gryllotalpae vystupuji tii predni biCiky, kdezto posledni bazélni télisko
je samostatné a nese zpétny bicik (Hampl, 2016). Takové uspotadani nebylo doposud u zddného



zastupce oxymondd pozorovano. Tento rod byl poprvé popsan z krtonozky Gryllotalpa
africana (Krishnamurthy and Sultana, 1976).

1.1.7.4 Brachymonas

Prvni zminky o Brachymonas nalezneme jiz v Grassé (1952), kdy toto oznaceni nalezelo
jednomu z poddruht Monocercomonoides, nasledné pak upadlo v zapomnéni. Znak odliSujici
Brachymonas od Monocercomonoides je opét periaxostylarni prstenec, ktery je v ptipade prvné
zminéného pfitomny, a vycnivajici axostyl. Od rodu Blattamonas, u kterého je preaxostylarni
prstenec taktéz, se lisi pozici blepharoplastt (skupin bazalnich télisek). Molekularni data stale
chybi, ptesto byly na zéklad¢ morfologie n¢které druhy Monocercomonoides ptesunuty do noveé
piipomenuté taxonomické jednotky Brachymonas (B. pileata B. digranula B. robustus)(Treitli
et al., 2018).

1.1.7.5 Paranotila

Tento rod je zastoupen jedinym zndmym druhem P. lata obyvajicim travici trakt
Cryptocercus punctulatus, kde iidajn¢ konzumuje dievni ¢astice. Do ¢eledi Polymastigidae byl
zatazen na zakladé morfologie (Lee, 2000). Bunky Paranotila jsou v porovnani
s Monocercomonoides vétsi (15-25 pm), jejich axostyl je delsi a nevystupuje ven z buiiky. Byl
pozorovan sexualni cyklus, pfi némz probihd déleni jadra, nedochazi vSak k cytokinezi.
V buiice se vytvoii 16 jader, které nasledné splyvaji a vytvareji zygoty, nakonec dochazi
k rozpadu buniky a uvolnéni zygot. (Cleveland, 1966).

1.1.7.6 Termitimonas

Je nejnovéji popsanym zastupcem Celedi Polymastigidae. Stejné jako vétSina vyse
zminénych rodi je morfologicky velmi podobna Monocercomonoides, ale jejich sekvence genu
pro SSU rRNA jsou zna¢n¢ odlisné. Termitimonas je drobny bic¢ikovec (6-10 um) ovélného az
hruSkovitého se zaSpicatélym prednim koncem bunky. Zpétny bicik je ¢aste€né napojen
k buice. Jediny popsany druh 7. travisi se vyskytuje ve stieve termita Porotermes adamsoni.

1.1.7.7 Polymastix (Butschli, 1884)

Polymastix je drobny bicikovec (cca 5-22 um) mandlovitého, hruskovitého C¢i
vietenovitého tvaru (Obr. 2.). Zadni konec jeho buiiky byva zaSpicatély. V ptedni, zaoblené
¢asti buniky je umisténo kulovité ¢i ovalné jadro (2 pm), které je propojeno mikrofibrilarnim
svazkem s prvnim z bazélnich télisek. Z kazdého bazalniho téliska vystupuje bi¢ik, z nichZ tfi
jsou kratsi (13,1-22,2 pm*) a smétuji vétSinou vpied. Na rozdil od rodu Monocercomonoides
zpétny bi¢ik (20,3-35,1 pm*) neadheruje k povrchu bunky (Hampl, 2016). Pokud je bicik
podloZen fibrilou R1 (funis), tak jen kratkou. Preaxostyl je uzky. Z prvniho bazalniho téliska
vybihd nenapadny a tenky axostyl tvofeny pouhymi 10 mikrotubuly, ktery obklopuje jadro.
Ptedni ¢ast buniky vyztuzuje mala pelta, zadni ¢ast byva u nékterych jedinct rozdvojena (Obr.
3-36)(Kowalczyk, 1938). Cytoplazma obsahuje rizné inkluze a potravni vakuoly. Dobrym
poznavacim znakem jsou vietenovité (fusiformni) bakterie (dlouhé 2-6 um), které jsou pomoci
glykokalyxu napojené na jeho povrch (Ludwig, 1946). Tyto gramnegativni bakterie byly diive
na zakladé¢ morfologie fazeny do rodu Fusiformis: F. termitidis (Holling, 1910) ¢i
F. melolonthae (Grassé, 1952) [Actinomycetales (Actinobacteria), Mycobacteriaceae],

* Udané hodnoty pro P. melolonthae (Laird, 1956)



v soucasné dob¢ je vSak jejich zarazeni spiSe nejasné. Bylo pozorovano, ze zminéné bakterie
svého hostitele pfi cystovani ¢i po smrti opoustéji (Grassé, 1952). Morfologicky identické
bakterie se nachdzi ve stfevé hostitele i volné. DalsSim uvadénym znakem Polymastix je

tendence pfichytit se pfi delSim vystaveni svétlu a teplu svou zadni ¢asti ke krycimu sklicku
(Laird, 1956). Charakteristicky je 1 jeho vyvrtkovity pohyb v médiu. Pod transmisnim
skenovacim mikroskopem byl doposud pozorovén jen ve studiich Brugerolle, 1981, Brugerolle
et al., 2003.

Obr. 2: Polymastix sp. — svételna mikroskopie s vyuzitim fazového (a,d), ¢i diferencialniho interferenéniho (b,c)
kontrastu. Buniky maji na svém pfednim konci umistény dva pary bi¢ikt. Na jejich povrchu jsou napojeny
ektosymbiotické fusiformni bakterie bud’ podélné (a-¢) nebo od hostitele odstavaji (d). Métitko 10 pm (Brugerolle
et al., 2003).

Do soucasnosti bylo popsano 15 riiznych druhti Polymastix (Tab. 1), pficemz jen z larev
nosorozika Oryctes rhinoceros byly popsany Ctyfi znich — P. arangabadensis,
P. krishnamurthy, P. oryctesae a P.melolonthae. Je otazkou, zda neni tato diverzita
nadhodnocena. Relevance nékterych dalSich druhii byva téz diskutovana. O tom, zda tadit
Polymastix hystrix ze stieva Neotermes aburiensis do zminéného rodu, zapochyboval tidajné
isamotny autor (Grassé, 1952; Laird, 1956). Nejasnosti panuji i ve spojitosti s druhy
P. melolonthae a P. wenrichi. Ackoliv se jedna dle n¢kterych autord o identicky organizmus,
jsou mezi nimi patrné i jisté rozdily (Obr. 3-35 a 40)(Hampl, 2016). P. wenrichi vytvafi
prilezitostné listovité formy, je celkoveé vétsich rozméra (1235 pm), Spicka v zadni ¢asti bunky
neni tak vyraznd a cytoplazma se barvi mirn€ svétleji nez u druhu P. melolonthae (Geiman,
1933; Ludwig, 1946).
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Obr. 3: Polymastix melolonthae (35 a 36) a P. wenrichi na (40); métitko 15 pm; nakres Ludwig (1946)

Polymastix se v hojné mite vyskytuje ve stfevé Svabli, mnohonozek, krtonozek a larev
tiplic a vrubounovitych brouki (Tab. 1). Roku 1916 byl do rodu Polymastix zatazen
Monocercomonas bufonis popsany ze stfeva obratlovcl — zaby Bufo vulgaris (Dobell, 1909)
a Colka Triton taeniatus (Alexeieff, 1911), tento organizmus byl v§ak nasledné ptefazen do rodu
Hexamastix (Metamonada, Parabasalia). Plati tak, ze se rod Polymastix vyskytuje jen
v nejriznéjsich bezobratlych.

Tab. 1: Jednotlivé druhy Polymastix a jejich hostitelé. Prevzato a upraveno z (Hampl, 2016)
*moznd identicky organizmus, **publikace i autor nedohledatelni, vznik publikace pravdépodobné po r. 1976

Druh Hostitel
Polymastix arangabadensis
(nezndmy autor**)
Polymastix ganapatii
(Sultana, 1976)
Polymastix hystrix
(Grassé, 1952)
Polymastix indica
(Krishnamurthy and Sultana, 1978)

larva Oryctes rhinoceroi$carabeidae)

larva z Celedi Scarabeidae

Neotermes aburiensissoptera)

Polyphagandica(Blattodea)

Polymastix jadhavii : .
. Periplaneta americangBlattodea)
(Mali, 1993)
Polymastixkrishnamurth i
y y larva Oryctes rhinocero$carabeidae)
(Sultana and Hulsurkar, 1995)
Polymastixegeri

GlomerigMyrioapoda)

(Grassé, 1926)




larvy Tipula Melolontha, Rhizotrogus, Cetonia,
Anomala Oryctes, GryllotalpaPericoptus
truncatus, Odontria zealandica

Polymastix melolontha#
(Grassi, 1879)

Polymastix nitidus
(Hasselmann, 1928)
Polymastix oryctesae

(Krishnamurthy, Sultana and Hulsurka, 1995)
Polymastix periplanetae
(Qadri and Rao, 1963)

Polymastix phyllophagae

(Travis and Becker, 1931
Polymastix rayi
(Sultana, 1976)

Polymastix sultanea
(nezndmy autor**)
Polymastix wenrichi
(Geiman, 1933)
Polymastixp. Parasphaeria boleiriangBlattodea),
(Brugerolle et al., 2003) Anomala orientalis, Polfia japonica(Scarabeidae)

RhizocrinugMiriapoda)

larva Oryctes rhinoceroi$carabeidae)

Periplaneta americangBlattodea)

larva PhyllophagdColeoptera)

Periplaneta americéBlattodea)

larva Holotrichia serratdScarabeidae)

Tipula abdominaligDiptera)

1.2 Protista v travicim traktu larvy tiplice

Ve vlhkém prostiedi v piidé€ ¢i detritu stravi tiplice ve formé larvy minimaln¢ devét
mésicli. Zivotni cyklus tiplice zahrnuje 4 instarova stddia — prvni stadium je vyrazné
morfologicky odlisné, druhé, tieti 1 Ctvrté je snadno zameénitelné. Ve tretim stddiu vétSinou
pfezimuje (Pritchard, 1983). Larva tiplice je bylozrava a ve svém travicim traktu hosti bohaté
spolecenstvo jak eukaryotickych (Tab. 2) tak prokaryotickych mikroorganizmt, jejichz
ontogeneze byva Casto s zivotnim cyklem jejich hostitele synchronizovana (Smith-Herron et
al., 2014). V travicim traktu tiplice jsou zastoupeny dokonce n€kolika rliznymi zastupci skupiny
Gregarina, Oxymonadida, Retortamonadida, Trichomonadida, Coccidia, ¢i Amebozoa. Vyskyt
endosymbiontll v kukle nebo dospélcich byl pozorovan jen ziidka. Zajimavé je, ze slozeni
mikrobialniho spoleCenstva byva podobné napfi¢ riiznymi skupinami hmyzu, které poji
podobna ekologie, naptiklad rody Monocercomonas, Tetratrichomastix, Monocercomonoides
¢1 Polymastix se vyskytuji spolecné jak ve §vabech, tak v larvach tiplic, tak v larvach broukt
ze skupiny Scarabeidae (Brugerolle et al., 2003; Kowalczyk, 1938; Ludwig, 1946).

Tab. 2: Jednobunécné eukaryotické organizmy vyskytujici se v travicim traktu larev hmyzu z ¢eledi Tipulidae.
Tabulka vychazi predevsim z piehledu uvedeného v Ludwig (1946).

Skupina Druh Plvodni oznaceni Hostitel
T. oleracea
T.abdominalis
Nephrotoma pratensis

Actinocephalus tipulae
(Léger, 1892)

Gregarin - —
gariny Gregarina longa Clepsidrina longa Tioula
Sp.
(Labbé, 1899) (Léger, 1892) puiasp
Hirmocystis ventricosa Eirmocystis ventricosa T. oleracea




(Labbé, 1899) (Léger, 1892) T. umbrosa
Didymophyes electae o
y p y T. abdominalis
(Ludwig, 1946)
Brevispina tasii T.oleracea
(Smith-Herron et al., 2014) T.umbrosa
Nosema binucleatum .
. Tipulasp.
. o (Weissenberg, 1926)
Mikrosporidie —
Thelohania tipulae :
. Tipulasp.
(Weissenberg, 1926)
Rhizomastix gracilis Tipulasp.
(Alexeieff, 1911) T. abdominalis
Entamoeba minchini . Tipulasp.
Améby ) Loschi a h P p )
(Mackinnon, 1912) T. abdominalis
Endolimasp. . .
. P Vahlkampfia T. abdominalis
(Mackinnon, 1912)
Adelina tipulae .
Kokcidie P Tipulasp.
(Leger 1897)
Leptomonas sp. N
Kinetoplastida P P T. abdominalis
(Kent, 1880)
Hexamastix tipulae o
Parabasalia . P H.batrachorum T. abdominalis
(Geiman, 1932)
Monocercomonas , . :
trichopterae Trichomastix, Tipulasp.
) . ] P Eutrichomastix T. abdominalis
Trichomonady (Mackinon, 1910)
Tetratrichomastix parisii o
) P T. abdominalis
(Mackinon, 1913)
. , Hexamita lateralis H. intestinalis o
Diplomonady ) o T. abdominalis
(Mackinnon, 1912) (Dujardin, 1841)
Retortamonas agilis Tipulasp.
. g Embadomonas P P .
. (Mackinnon, 1911) T. abdominalis
Retortamonady — -
Retortamonas alexeiefii Tipulasp.
. Embadomonas L
(Mackinnon, 1912) T. abdominalis
Monocercomonoides .
Tipulasp.
melolonthae o
. T. abdominalis
(Grassi, 1879)
Monocercomonoides
) orthopterorum Monocercomonas T. abdominalis
Oxymonady .
(Parisi 1910)
Polymastix melolonthae Trichomonas S
) T. abdominalis
(Grassi, 1879) melolonthae
Polymastix wenrichi .
y ) T. abdominalis
(Geiman 1932)
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Bohaté spolecenstvo obyva stfedni a zadni Cast stieva tiplice. PH v tomto prosttedi je
zasadité — ve stiednim stfevé se pohybuje v rozmezi 8,5 az 11,6, pficemz nejvyssSich hodnot
nabyva v jeho stiedu, pH v zadnim stfevé se pohybuje mezi 7,1 az 7,5 (Martin, 1987). Lumen
stiedniho stfeva obyva 10%/mg bunék, sténa kolonizovana neni. Spoleéenstvo je podobné, jaké
diverzifikovanéjsi, osidluji jak lumen, tak sténu a vyskytuji se v hustoté 10° a 10'%mg (Klug
and Kotarski, 1980). Zadni stfevo je rozd€leno na dvé casti, pficemz v piedni z nich probiha
fermentace. Tato ¢ast byvd na zdkladé procest, které se zde odehravaji, pfirovnavana
k rozsifenému tlustému stfevu termitd, v porovnani s nim je vsak mnohem mén¢ prostudovana
(Martin, 1987; Rogers and Doran-Peterson, 2010). Schéma traviciho traktu 7. abdominalis je
znézornéno v Obr. 4.

Foregut

CGastric ceca

Midgut

Pylorus
Anierior hindgnt

(Paunch) Ileum

Posterior hindgut Rectum

Obr. 4: Travici trakt Tipula abdominalis (Klug and Kotarski, 1980)

1.3 Prokaryoti¢ti symbionti oxymonad

Symbidzy s prokaryoty at’ uz z domény Archea ¢i Bacteria jsou v anoxickém prostiedi
na dennim potradku. Nalevnici ze sladkovodnich i motskych anoxickych sedimenti, z bachoru
prezvykavceld nebo ze stfeva Svabu hosti prokaryota, kterd jim pobyt v tomto prostfedni
usnadiiuji a podileji se na nekterych metabolickych procesech (Vogels et al., 1980). Nizsi
termiti konzumujici vyhradné nutri€né ne pravé bohaté dievo maji ve svém travicim traktu
protista ze skupin Parabasalia a Oxymonadida, pro ktera jsou jejich prokaryoticti symbionti
zcela nepostradatelni. Cetné bakterie se podileji na fixaci a maximalnim zuZitkovani dusiku,
syntéze mnohych aminokyselin, kofaktort a vitamind i na degradaci lignocelul6zy (Ohkuma et
al., 2015). Prokaryota z domény Archea sehravaji klicovou roli pii zavérecnych fazich
fermentace lignocelulozy a zuzitkovéani koncovych produktl pfi metanogenezi.

Praveé ze zadniho stieva termitli je popsdna velka Cast diverzity oxymonad. Se svymi
hostiteli se vyviji uz vice nez 100 miliénti let (Poinar, 2009). Prokaryota mizeme nalézt jak
uvnitf, tak na povrchu zastupcii z vétSiny linii oxymonad. Hypotetizuje se, Ze pfitomnost
prokaryot na povrchu buiiky je pro vSechny oxymonady ancestralni (Obr. 5). V tomto ptipadé
muselo dojit k cetnym ztratdm symbiontl, jelikoz Monocercomonoides a vétSina druht
Saccinobaculus ektosymbionty postradaji. Piihlédneme-li vSak k tomu, Ze ektosymbiotické
bakterie nalezi do rozdilnych bakteridlnich kmeni, které navic osidluji plazmatickou membranu
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jak oxymonad tak parabasalii, zda se, ze se jedna o n€kolik individudlné utvorenych asociaci
mezi ektosymbiotickou bakterii a jejim hostitelem (Rother et al., 1999; Stephens and Gage,
2020). Tato skutecnost zaroven nevylucuje znacnou miru koevoluce a kospeciace mezi
hostitelem a symbiontem.

Konvergentni evoluce je patrna téz mezi prokaryoty endobiotickymi (Brune and
Dietrich, 2015). Mnohé symbidzy se zdaji byt prastaré (Stingl et al., 2005; Strassert et al., 2012).
Pravdépodobné byly utvoteny jiz v pocatcich radiace dnesnich linii termitich protist (Ikeda-
Ohtsubo et al., 2016). Nalezli bychom vS$ak i fadu recentné¢ utvofenych symbidz, které jsou
zalozeny na obdobnych metabolickych procesech a i pies ¢etné redukce genomu plni stejnou
roli jak u oxymondd tak parabasalii (Stephens and Gage, 2020; Strassert et al., 2012).
Symbiotické interakce jsou pro mnohé oxymonady esencidlni, jelikoz jen s jejich pomoci jsou
schopny cenné nutrienty ze dieva ¢i detritu ziskat (Hongoh et al., 2008a, 2008b). O oboustranné
prospesné symbioze sveédEi skutecnost, ze naprostou vétSinu prokaryotickych symbiontli neni
mozné kultivovat.

[ymastix
Monocercomonoides

Streblomastix
Saccinobaculus +~3
Opisthomitus
Pyrsonympha
Dinenympha

Paratrimastix

Trimastix
Oxymonas

Obr. 5: Distribuce prokaryotickych ektosymbiontii v ramci skupiny Oxymonadida. Zelena barva znaci pfitomnost
symbiotickych prokaryot. Pozice Polymastix stale neni vyjasnéna. Zda disponuje Saccinobaculus symbionty je
nejasné, jelikoz v ptipad€ S. minor pravdépodobné asociace s prokaryotickymi ektosymbionty je. Topologie
stromu vychazi z Carpenter et al., (2008) a Radek et al. (2014), musime vSak brat v potaz, ze fylogeneze oxymonad
neni stale jednoznacné vyteSena.
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1.3.1 Skupiny prokaryot nejéastéji vytvarejici symbiozy s oxymonadami
1.3.1.1 Spirochéty

Spitochéty jsou pomérné napadné protahlé a spirdlovit€¢ stoCené buiky typicky
kolonizujici povrch oxymonad ale i1 parabasali. V minulosti byly dokonce zaménovany za
bunécné struktury (biciky, brvy) svych hostitelii. K cytoplazmatické membrané hostitele byvaji
napojeny pomoci specializovanych struktur tvofenych karbohydraty. Stale neni zcela
vyjasnéno, zda se na jejich utvaieni podili prokaryot ¢i hostitel, pfipadné jde-li o jistou
spolupraci (Rother et al., 1999). N¢které skupiny spirochét jsou hostitelsky specifické, jiné
osidluji vét§i pocet riznych druhti prvoki. Castym jevem je, Ze jednoho hostitele obsadi nékolik
ruznych druht spirochét (Noda et al., 2003). Spirochéty kolonizujici povrch zastupct roda
Pyrsonympha a Dinenympha jsou rozd€leny do dvou klastrti I a II blizce ptibuznych rodu
Treponema (lida et al., 2000). Klastr II se v porovnani s klastrem I vyskytuje témét vyhradné
v asociaci se zminénymi oxymondadami ze skupiny Pyrsonymphidae, dalo by se tudiz soudit, ze
je hostitelsky specificky (Noda et al., 2003). Spirochéty byly pozorovany i v asociaci
s rody Microrhopalodina a Oxymonas (Rother et al., 1999).

Role spirochét ve spoleCenstvu neni zcela objasnéna. Podileji se na reduktivni
acetogenezi s vyuzitim H, a CO> jako substratu a na fixaci dusiku (Ohkuma et al., 2015; Utami
et al., 2019). S prvné zminénym procesem jim pravdépodobné pomahaji dal§i bakterie
(Margulisbacteria) napojené nikoliv na povrch prvoka, ale na povrch samotnych spirochét
(Utami et al., 2019). Blize se jim budu vénovat v nasledujici kapitole.

1.3.1.2 ,Margulisbacteria®“ (ZB3/TG?2)

Margulisbacteria (dfive znama téz pod oznacenim TG2) je teprve nedavno popsana
skupina bakterii ze stfeva termitl a blizce pfibuzného difevokazného Svaba rodu Cryptocercus.
Zda se, ze jsou striktné hostitelsky specifické. Nalezneme je napojené na spirochétach, ale
vyhradné téch, které osidluji cytoplazmatickou membranu oxymonad. Ptfibuzné linie byly
objeveny na extrémnich stanovistich (hypersalinni ¢i hlubokomotské habitaty)(Galand et al.,
2010; Kirk Harris et al., 2013).

Jsou to kratké nebo zakiivené ty€inkovité gramnegativni bakterie o velikosti 0,6-1,4 x
0,2-0,5 pm a s pohyblivym bicikem. Bi¢ik pravdépodobné vyuZivaji k pohybu a vyhledani
partnerti. Nemaji cytochromoxidazu, kataldzu ani superoxiddismutazu, coz vypovida o jejich
striktné anaerobnim zpusobu zivota, naopak disponuji rubrerythrinem a rubredoxinem, které
Jjim napomahaji zvladat oxidativni stres (Lumppio et al., 2001; Utami et al., 2019). Zastupci
linie TG2 jsou komenzalové ptipadné mutualisté. Podileji se na degradaci celulozy, kterou
fermentuji na Ha, CO», acetat a ethanol. Uvolnéné H> a CO; pravdépodobné vyuzivaji jejich
hostitelé jako substrat pro tvorbu acetatu. Pravdépodobnym piinosem pro bakterie z linie TG2
je, ze se napojenim na vét§i organizmus snaze udrzi v travicim traktu spoleéného hostitele
(Utami et al., 2019).

Doposud byl popsan jeden rod, ktery zahrnuje tyto druhy (v zdvorce jsou uvedeni
hostitel¢ ektosymbiotickych spirochét): Candidatus. Termititenax spirochaetophilus
(Pyrsonympha sp.), Ca. Termititenax dinenymphae (Dinenympha leidyi), Ca. Termititenax
aidoneus (Oxymonas sp.), Ca. Termititenax persephonae (Oxymonas sp.). Zadny ze zminénych
organizmll se nepodafilo kultivovat, coz neni vzhledem ke komplikované hierarchii
spolecenstva prekvapivé (Utami et al., 2019).
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1.3.1.3 Bacteroidetes

Bacteroidetes jsou gramnegativni bakterie protahlého tvaru, na jehoz zékladé byly
v minulosti zaménovany za spirochéty ¢i bunécné struktury prvokd, na které byvaji vazany
(lida et al., 2000). V ptipadé¢ oxymonady Dinenympha byla identita ektosymbiontli na jejim
povrchu identifikovana az pomoci metody fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH). Tito
symbionti byli popsani jako novy druh Candidatus Symbiothrix dinenymphae, ktery se fadi
v ramci kmene Bakteroidetes do klastru V, jenz zahrnuje vyhradné bakterie z traviciho traktu
termitli (Hongoh et al., 2007). O mozném piinosu Ca. Symbiothrix pro jeho hostitele byly
vyi¢eny domnénky, ze slouzi jakoZzto chemoreceptor, jenz napoméaha orientaci hostitele,
ptipadné ze pomahd udrzovat anoxické podminky v jeho bezprostfednim okoli (Dyer and
Khalsa, 1993; Noda et al., 2006a). Recentni studie vSak ptichazi s dalsi hypotézou zaloZenou
na analyze genomu Ca. Symbiothrix dinenymphae. Dle této hypotézy se podili na dekompozici
krystalické celulozy (Yuki et al., 2015).

Streblomastix strix ma vyrazné€ Clenity povrch buiiky v prifezu hvézdovitého tvaru.
Tato morfologie je pravdépodobné adaptaci, aby se mohlo na eukaryotickou buniku napojit co
nejvice ektosymbiontll (Dyer and Khalsa, 1993). Na povrchu jsou patrné vystupky, ke kterym
se bakterie pomoci materialu pfipominajicitho glykokalyx ptipadné pomoci tzv. S-vrstvy
podéln¢ prichyti (Leander and Keeling, 2004).

Spolecenstvo bakterii na povrchu S. strix se sklada ze tif morfotypli a nejméné z osmi
ruznych ribotypiti ze skupiny Bacteroidetes blizce ptibuznych rodim Bacteroides a Prevotela
a z Candidatus Ordinivivax streblomastigis (Noda et al., 2006a; Treitli et al., 2019). Na zaklad¢
analyzy bakteridlnich genomt bylo zjisténo, ze sekretuji fadu glykosid hydrol4z podilejicich se
na Stépeni celuldzy na jednodussi cukry a Ze nékteré dokazou navic fixovat dusik. VétSina
z téchto bakterii postradd glycolyticky enzym enoldzu. S. strix celuléozu neni schopen
samostatné degradovat s konzumuje ziejmé glukézu a dalsi jednoduché cukry z prostiedi.
Treitli a kol. (2019) navrhuji moZzny scénat, Ze S. strix dodava symbiontim potifebnou enolazu
a ,,na oplatku® Cerpa specifickym importem jednoduché organické latky uvolnéné pomoci
bakterialnich enzymil, ptipadné ¢ast svych ektosymbionti fagocytuje.

To, Ze bakterie na hostitelskych bunkach prosperuji a jsou také jejich stalymi
kolonizatory, nazna€uji misty dobfe pozorovatelna septa mezi délicimi se buitkami a pilusy
(spojovaci mustky) mezi sousednimi buiikami stejného morfotypu (Leander and Keeling,
2004). Dilkazem nepostradatelnosti zminénych ektosymbiontli je skutecnost, ze v pifipadé
pusobeni antibiotik, které vede ke ztraté bakterii, méni S. strix vyrazné svij tvar. Z protahlé
vietenovité buiiky s napadnymi Zebry, kterda ma v prifezu hvézdicovity tvar, se stava burka
kapkovita obdobné morfologie jako Monocercomonoides. D¢je se tak v dusledku zmén vnitini
ultrastruktury — mikrotubuld axostylu. Po Case se pocCet bun€k S. strix v antibiotiky ovlivnénych
termitech vyrazné sniZil (Leander and Keeling, 2004).

Bakterie ze skupiny Bacteroidales byly detekovany i na povrchu Oxymonas sp. z termita
Neotermes koshunensis. Popsany byly dvé linie nalezejici do klastru V a vzdalené piibuzné
Ca. Symbiothrix a Ca. Ordinivivax (Noda et al., 2006b).

1.3.1.4 Elusimicrobia (TG1, Endomicrobia)
Bakterie ze skupiny Elusimicrobia se vyskytuji ve velkych poctech v cytoplazmé. Jsou
to malé vietenovité bunky o primérné velikosti 0,6 x 0,3 um, které obklopuje dvojitd membrana
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prokaryotického ptivodu. (Ikeda-Ohtsubo et al., 2007; Stingl et al., 2005). Zastupci této skupiny
byli pozorovani uvniti bunék Pyrsonympha, Dinenympha a Oxymonas. Na rozdil od bakterii ze
skupiny Elusimicrobia, které se vysktuji v Trychonympha (Parabasalia), nebyli endosymbionti
vyse zminénych oxymonad doposud blize studovani.

1.3.1.5 Euryarcheota

Oxymonady hosti prokaryota i z druhé¢ domény — Archea. Sehravaji klicovou roli pfi
zaveéreCnych fazich fermentace lignocelulézy zuzitkovanim koncovych produktd pfi
metanogenezi. Travici trakt termiti obsahuje pomérné malé mnozstvi archedlnich symbionta
(zastoupeni domény archea je cca 1 %), rozhodné by vSak neméli byt opomijeni (Boucias et al.,
2013). Termiti jsou diky zastupcim skupiny Euryarcheota, ktefi jsou asociovani s epitelem
stteva €1 prvoky, vyznamnymi terestrickymi producenty metanu. Buiikky metanogentt mohou
mit nejrizngj§i tvary od kratkych rovnych ty€inek po vldknité formy. Byvaji snadno
pozorovatelné diky autofluorescenci (Doddema and Vogels, 1978). Zastupci, jenz byli
pozorovani uvnitf cytoplazmy Dinenympha parva ze stteva Reticulitermes speratus
a Hodotermopsis sjoestedti, byvaji fazeni do blizké ptibuznosti Methanobrevibacter, coz je
linie fylogeneticky odliSna od metanogent asociovanych v epitelu stfeva (lida et al., 2000;
Tokura et al., 2000). Ty¢inkovité metanogenni bakterie byly diky autofluorescenci pod UV
zafenim pozorovany i v cytoplazmé Monocercomonoides hausmanni z termita Kalotermes
sinaicus. Pravdépodobné se podileji na zpracovani vodiku (Radek, 1994).

1.3.2 Dalsi symbiézy oxymonad

U mnohych oxymonad byly pozorovany i jiné nez vySe zminéné symbiotické interakce,
nékteré z nich se vSak doposud nepodafrilo blize charakterizovat. V nékterych ptipadech je téz
slozité¢ odlisit fagocytované bakterie od potencidlnich symbionti. Velikym pfinosem pro
detekci endosymbiotickych ¢i ektosymbiotickych prokaryot byl rozvoj skenovaci a transmisni
elektronové mikroskopie. Moderni sekvenacni metody, které nevyZaduji kultivaci studovanych
organizmu, umoziuji ur€it jejich fylogenetické postaveni.

V oblasti jadra mnohych protist véetné oxymonad se Casto vyskytuji endonukledrni
symbionti. V ptipad€ Pyrsonympha grandis a Dinenympha parva se tito endobionti vétSinou
fadi do skupiny gramnegativnich bakterii Verrucomicrobia (Sato et al., 2014). V mnoha jinych
ptipadech (Termitimonas travisi, Opisthomitus longiflagellatus, Oxynympha loricata,
Pyrsonympha grandis) se vSak identitu bakterii kolonizujicich jadro nepodatilo urcit (Radek et
al., 2019, 2014; Sato et al., 2014). Role téchto endosymbiontii je bohuzel neznama.

Bakterie nezndmého taxonomického zafazeni jsou popsdny z povrchu
z Microrhopalodina multinucleata (Rother et al., 1999). Pomoci skenovaci mikroskopie byly
objeveny na povrchu Oxynympha loricata misty se objevuji invaginace obsahujici nendpadné
ty¢inkovité bakterie vicemén¢ uniformniho vzhledu, nebyl jim vSak pfisuzovan veliky vyznam.
Zadné specializované struktury plazmatické membrany, upevnéné napojeni pomoci
glykokalyxu a podobné& nebyly pozorovany (Radek et al., 2019). U rodu Saccinobaculus obecné
plati, Ze ektosymbiotické bakterie nema. V ptipadé Saccinobaculus minor se vSak vyskytla
vyjimka, kdy byly na jeho povrchu detekovany drobné tyCinkovité bakterie. Pro jejich uchyceni
nejsou patrné zadné specializované struktury a bakterie nejsou nijak orientovany. Ojedinélé
bakterie byly pozorovéany i na povrchu S. ambloaxostylus Je otdzkou, jak pfitomnost téchto
ektosymbiontil interpretovat (Carpenter et al., 2008).
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Ektosymbiotické bakterie jsou napojeny téz na cytoplazmatickou membranu rodu
Polymastix. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.1.7.7, tyto bakterie, napojené na povrch hostitele
pomoci glykokalyx, jsou podlouhlé a vietenovité (Obr. 6). Na zakladé morfologie byly fazeny
do rodu Fusiformis (Ho6lling, 1910). Pro jejich zatazeni dle soudobych standardl je tfeba
molekularné-fylogenetické studie.

Obr. 6: Polymastix sp. — transmisni elektronova mikroskopie (TEM). Na Sikmém fezu (d) je patrny jeden par
bazalnich télisek (bB) napojeny k preaxostylu (Pax), axostylu (Ax) a jadru (N). Patrna je téZ pelta (Pe); Pricny (f,
h) a podélny fez (g) zobrazujici fusiformni bakterie napojené na povrch buiiky, Sipky oznacuji misto napojeni —
tzv. ishtmus. Potravni vakuoly obsahuji kokalni (B), ¢i fusiformni (F) bakterie stdle napojené na membranu
vakuoly (h). Vakuoly vyplnéné tuky (L)(g) Méfitko e—g: 1 um; h 0.5 pm (Brugerolle et al., 2003).
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2 Cile prace

1) Zatazeni rodu Polymastix do systému

Ackoliv je Polymastix typovym rodem celedi Polymastigidae, jeho fylogenetické
postaveni doposud nebylo objasnéno. Z ¢eledi Polymastigidae jsou znama molekuldrni data jen
pro pét druht a nékolik dal§ich kmenl rodu Monocercomonoides a (podobng) rodu
Blattamonas a Termitimonas travisae (Hampl et al., 2005; Radek et al., 2019; Treitli et al.,
2018).

2) Ramcové zatazeni ektosymbiontl Polymastix melolonthae v ramci systému prokaryot

Symbiotickd prokaryota jsou pro mnohé zastupce ze skupiny Oxymonadida
nepostradatelnd. Odhaleni identity ektosymbionti P. melolonthae je prvnim krokem
k porozuméni podstaty interakci mezi symbiontem a jeho hostitelem, které mize pomoci
definovat roli menSich zastupcti oxymonad v jejich prostiedi.
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3 Metody
3.1 Sbér materialu

Larvy tiplic, kter¢ jsou hostiteli Polymastix melolonthae, byly sbirany v obdobi biezen
az kvéten v malé strouze v lesoparku Cibulka v Praze 50°3'58.924"N, 14°21'14.459"E.
V lednici v nadobé¢ s detritem a s vodou z domovské strouhy mohou byt piechovavany i nékolik
dni. Pfed vyjmutim stfeva byly tiplice omraeny ptisobenim diethyletheru. Bezvladné larve byl
nasledné odsttizen zadecek a pomoci pinzety opatrné vytahnuto stievo. Vyjmuté stievo bylo
ocisténo od tukového télesa, aby tukové buiniky pozdéji nekomplikovaly pozorovani vzorku.
Zadni stfevo bylo rozsttizeno, diikladné rozmélnéno a proplachnuto 1 ml média Trager U (viz
kapitola 3.2). Ztedény obsah stfeva byl pomoci pipety odebran do 1,5ml mikrozkumavky.
Kapka vzorku byla prozkoumana pod svételnym mikroskopem, jsou-li buiikky P. melolonthae
pfitomny ¢i nikoliv. Material obsahujici buitky P. melolonthae byl nésledné pouzit pro
mikromanipulaci a amplifikaci single-cell gDNA anebo zafixovan pro pozd¢jsi FISH.

3.2 Meédium Trager U (Trager, 1934)

Pii ptipravé jednoho litru média Trager — varianta U byly pouzity chemikalie viz
Tab. 3. Ptipraveny roztok byl sterilizovan autoklavovanim po dobu 15 minut pti 121 °C. Pro
potteby mikromanipulace byl nasledné ptefiltrovan skrze 0,22um stiikackovy filtr s hydrofilni
membranou z polyvinylidenfluoridu (ROTILABO®).

Tab. 3: Slozeni média Trager U

Chemikalie MnoZstvi

NaCl 2,164 g

NaHCO; 0,773 g
Na3CgHs07-2H,0 (citrat) | 1,509 g
KH2PO4 1,784 ¢g

CaCl, 0,083 g

MgSO4 0,048 g

dH,0 1000 ml

3.3 Mikromanipulace

Ze sklenénych pipet byly nad plamenem pfipraveny n€kolik mikrometrt tenké kapilary,
které byly pomoci parafilmu a plastové pipetové Spicky napojeny na tenkou plastovou hadicku
a na injekenti stiikacku. To umoznilo co moZna nejpiesnéjs$i manipulaci. Na podloZni sklicko se
ttemi jamkami (ER-305B-CE24, Thermo Scientific) byla pfipravena 1 kapka na ledu
skladované¢ho vzorku a dvé vétsi kapky média za ucelem separace jednotlivych bunék
Polymastix melolonthae od ostatnich organizmi a komponent stieva larvy tiplice. Doddno bylo
1 nékolik mensich kapek média pro promyti kapilary, ale ptedevS§im pro vyrovnani kapilarniho
tlaku, aby nedochazelo k nekontrolovatelnym pohybim pii zanofeni kapilary do kapky se
vzorkem. Odebirani bunék P. melolonthae probihalo na invertovaném mikroskopu Nikon
Eclipse TI pii zvétSeni 20x. P. melolonthae byl pienesen ze vzorku do kapky média a posléze
jesté dvakrat do dalsi kapky ¢istého média, aby doslo k odmyti kontaminantt. V posledni kapce
byla osamocena bunka vyfotografovdna a transportovana s co nejmensim objemem tekutiny do
sterilni 0,2ml PCR mikrozkumavky (Axygen) obsahujici 1 pl sterilniho média Trager U
a n¢kolik minut az nékolik mélo hodin pfechovavana na ledu.
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3.4 Single-cell genomova amplifikace
3.4.1 Amplifikace gDNA

Amplifikace gDNA Polymastix melolonthae a jeho ektosymbiontii probihala ve
sterilnim prostfedi laminarniho boxu s vyuzitim kitu Illustra™ Single Cell GenomiPhi™ DNA
Amplification Kit (GE Healthcare Life Sciences). Do zkumavky s buiikou P. melolonthae byl
pifidan 1 pl lyzaéniho pufru. Lyze probihala 10 minut na ledu, poté byl pfiddn 1 pl
neutraliza¢niho pufru, ¢imz byla lyze zastavena. Nakonec bylo pfidano 17 pl amplifikaéniho
mixu. Inkubace probihala v termocykleru po dobu 150 minut pii 30 °C nasledné pak 10 minut
pfi 65 °C. Do experimentu byla zafazena i negativni kontrola.

3.4.2 Presrazeni gDNA

K 20 pl amplifikované gDNA byly pfidany 2 pl 3M octanu sodného a 50 pl 96%
ethanolu. Inkubace probihala 60 min pfi teploté -20 °C, nasledné centrifugace pii 13 000 g po
30 minut téz za snizené teploty (4 °C). Supenatant byl odebran a k peletu ptidano 250 pl 70 %
ethanolu. Centrifugace pii rychlosti 20 000 g a 4 °C probihala 20 minut. Cely proces se
opakoval znovu. Nasledné bylo odsato co nejvice ethanolu a po dobu cca 20 minut suseno
v oteviené mikrozkumavce na termoblocku pii 42 °C. Na zavér bylo ptfidano 25 pl H2O tak,
aby jiZ na sténach mikrozkumavky nic neulpivalo. Rozpusténi suchého peletu probihalo opét
na termoblocku pii 42 °C po dobu 25 minut. Piesné méfeni kvantity amplifikované a presrazené
gDNA bylo provedeno na fluorimetru Quantus. Genomickd DNA byla uchovéavana pii -20 °C.

3.4.3 Amplifikace, elektroforéza a purifikace

Cilové fragmenty genu pro SSU rRNA byly amplifikovany pomoci polymerazové
fetézové reakce (PCR) nejprve s pouzitim univerzalnich eukaryotickych primerti za ucelem
oveteni UspéSnosti amplifikace a nasledné specifickych primerG pro Monocercomonoides.
Primery byly kombinované tak, aby pokryly celou sekvenci SSU s pfedpokladem, Ze bude
podobna jako SSU Monocercomonoides. Seznam vSech pouzitych primert viz Tab. 4. Jako
templat byla pouzita gDNA ziskana metodou single-cell genomové amplifikace P. melolonthae
zfedéna s vodou v poméru 1:10. SloZeni reakéni smési je uvedeno v Tab. 5. Vlastni reakce
probihala v cykleru T100 Thermalcycler (Bio-Rad) za pouZitého nastaveni viz. Tab. 6.

Tab. 4: Piehled pouzitych primeri;

Nazev Citace Cileni primeru Sekvence (5’-3’)

EK42F (Lépez-Garcia Obecné eukaryotické CTCAARGAYTAAGCCATGCA
EK1498R etal.,, 20 03) SSuU CACCTACGGAAACCTTGTTA
Monides-SSUF2 Monocercomonoides | CTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATG

Monides-SSUR2 amplifikace 18S AACCTTGTTACGACTTCTCCTTCCTC
Mon590F (Treitli et al., GCAGCAGGCGCGCAAATTACCC
Mon751R 2018) Monocercomonoides | CTATTAGAGCTGGAATTACCGCGGC
Mon1889F amplifikace ¢asti 185 | CTTAAAGAAATTGACGGAAGGGCACC

Mon2028R CTCCACCAACTAAGAACGACCATGC
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Tab. 5: Slozeni reak¢ni smési PCR reakce pro celkovy objem 25 pl

Chemikalie Objem
gDNA 1 pl
Forward primer (10 pmol/ul) | 1,25 pl

Reverse primer (10 pmol/ul) | 1,25 pl

PrimeSTAR polymeraza 12,5 ul
H20 9 ul

Tab. 6: Nastaveni termocykleru pro PrimeSTAR Max DNA premix (Clontech) pii amplifikaci SSU rDNA

Cast cyklu Pocet cykl | Teplota Cas
Pocatecni denaturace 1x 98 °C 4 min
Denaturace 98 °C | 0:10 min
Nasedani primert 36 x 60 °C | 0:30 min
Elongace fragment( 72°C | 0:30 min
Finalni elongace 1x 72°C 5 min
Uchovani 12°C oo

Uspé&snost amplifikace byla ovéfovana pomoci horizontélni elektroforézy. Po zatuhnuti
byl 1% agardézovy gel umistén do elektroforetické vany a vzorky napipetovany. Jako standard
byl pouzivan GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific). Elektroforéza probihala pfi
napéti 110 V po dobu cca 30 minut. Vizualizace byla provadéna pomoci SYBR Safe (Thermo
Scientific) pod UV zafenim v transilluminétoru.

Pokud doslo k amplifikaci vice riiznych fragmentt, byly fragmenty o pozadované
velikosti pod modrym svétlem sterilnim skalpelem z gelu vytezany. DNA byla z gelu nasledné
vyextrahovdna pomoci QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) dle piiloZzeného protokolu.
Vysledna koncentrace produktu byla zméfena na spektrofotometru Nanodrop®.

3.4.4 Klonovani ¢asti genu pro SSU

Amplifikované useky DNA byly zaklonovdny do vektoru pJET s pouzitim sady
CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific). Na ledu byla pfipravena reak¢ni smés
o celkovém objemu 20 pl viz Tab. 7.

Tab. 7: Slozeni reakéni smési pro ligaci

Chemikalie Objem
Reakéni pufr 10 pl
Purifikovany PCR produkt 2 ul
Klonovaci vektor 1l
pJET1.2/blunt (150ng/ul)
Ligdza 1l
H20 do 20 ul

Ligace inzertu probihala 30 minut pii pokojové teploté. Nasledné byla pfipravend smés
napipetovana do suspenze kompetentnich bunék TOP10. Inkubace probihala dalSich 30 minut
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tentokrat na ledu. Nésledné byly kompetentni buiiky vystaveny teplotnimu Soku — 50 sekund
pti 42 °C s bezprosttedné poté inkubovany 2 minuty na ledu. Na zavér bylo ptidano 250 ul
SOC média (viz kapitola 3.4.4.2) a bunky pfemistény na tfepacku. Kultivace probihala pti
37 °C a 220 rpm po dobu 90—120 minut.

Petriho misky s LB médiem (viz kapitola 3.4.4.1) byly za sterilnich podminek potfeny
30 pl ampicilinu (100 mg/ml, Sigma). Po zaschnuti antibiotika bylo naneseno 150 ul
transformovanych bunék a miska umisténa do 37°C termostatu. Inkubace probihala pies noc
(cca 17 hodin).

Uspé&snost zaklonovani byla ovéfena pii colony PCR. Z n&kolika ndhodné vybranych
bakterialnich kolonii byly odebrany pomoci sterilni plastové pipetové Spicky vzorky, jez byly
pouzity jako templat pro colony PCR reakci. Reakce byla namichana (viz Tab. 8) s pouzitim
Emerald Amp® MAX PCR Master Mix. Nastaveni termocycleru je uvedeno v Tab. 9.

Tab. 8: Slozeni reakéni smési pro colony PCR

Chemikalie Objem
Emerald Master Mix 12,5 ul
Forward primer (10 pmol/ul) | 1,25 pl

Reverse primer (10 pmol/ul) | 1,25 pl
H,0 10 pl

Tab. 9: Nastaveni termocykleru pfi pouziti Emerald Master mix pro colony PCR

Polet cykl(i | Teplota Cas
1x 94 °C 5 min
94 °C | 0:30 min
30 x 55°C | 0:30 min
72°C 3 min
1x 72°C 7 min
15°C oo

Kolonie, které se na elektroforéze jevily jako Gspésné transformované, byly pouZity pro
dalsi analyzu. Zbyla ¢ast kolonie s uspesné vlozenym pozadovanym inzertem byla pfenesena
z Petriho misky do falkony/zkumavky s5 ml LB média a 5 pl amplicilinu (100 mg/ml)
a ponechana ptes noc na tfepacce.

Ze zkumavky s narostlymi butikami bylo odebrano celkem 1250 ul do mikrozkumavky.
Bunky byly centrifugovany pii 6000 g po dobu 5 minut, nasledné byl odebran supernatant. Pro
zvySeni vytézku se proces znovu opakoval. [zolace probihala s vyuZzitim kitu High Pure Plasmid
Isolation kit (Roche) podle ptilozeného protokolu. Koncentrace ziskané DNA byla zméfena na
spektrofotometru Nanodrop®.
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3.4.4.1 LB médium (Bertani, 1951)

Pro ptipravu tekutého LB média bylo rozpusténo 20 g smési LB Broth (Sigma)
v 1000 ml destilované vody. Vysledné chemické slozeni média je rozepsano v Tab. 10. Roztok
byl nasledné¢ sterilizovan autokldvovanim po dobu 20 minut pii 120 °C. Hotové médium bylo
uchovévano ve 4 °C.

Tab. 10: Vysledné chemické slozeni LB média

Chemikalie Koncentrace
Trypton 10 ¢/l
Kvasni¢ny autolyzat 5g/l
NaCl 10 g/l

LB médium vyuzivané pro kultivaci bakteridlnich kolonii na Petriho miskéch bylo
smichano s agarem (do 1000 ml tekutého LB média bylo pfiddno 15 g agaru). Smés byla
sterilizovdna autoklavovanim (120 °C, 20 minut). Po zchladnuti bylo médium steriln€ rozlito
do plastovych Petriho misek (cca 20 ml na jednu misku) a ponechano k tiplnému zatuhnuti.

3.4.4.2 SOC médium
SOC médium bylo pfipraveno smichanim chemikalii zminénych v Tab. 11. Pfed pridanim
glukézy bylo sterilizovano pomoci autoklavu. Na zavér byla za sterilnich podminek ptidana

glukéza. Pripravené médium rozplnéné do 1,5 ml mikrozkumavek je skladovéano pii teploté
-20 °C.

Tab. 11: Slozeni SOC média

Chemikalie MnoZstvi
Trypton 20g
Kvasniény autolyzat 58
NaCl 05¢g
KCI 0,186 g
MgCl, 0,952 ¢
MgSO, 2,408 g
1 M glukdza 3,603 ¢g
dH20 1000 ml

3.4.5 Sekvenace

Sekvena¢ni reakce byla pfipravena v 0,2ml mikrozkumavce pii koncentraci
3-5ng/100 pb plasmidové DNA a s pfidanim primeru o koncentraci 3,2 pmol. Kromé
dopliikovych primerd k jiz vySe zminénym primerim cilenym na geny pro SSU
Monocercomonoides byly pouzity pro Ucely sekvenace i primery nasedajici na vektor pJet viz
Tab. 12. Celkovy objem reakce Cinil 8 pl. Vlastni sekvenace byla provedena v Laboratofi
sekvenace DNA PiF, UK v BIOCEV. Osekvenované fragmenty SSU byly seskladany
v programu Geneious Prime 2019. Plvod ziskané sekvence byla identifikovan za pouZiti
nastroje BLASTn.
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Tab. 12: Primery pouzité pouze pti sekvenaci

Nazev Cileni primeru Sekvence (5’-3')
1534F . CCCAACTGTCCCTCTTAATC
Monocercomonoides
1534R GATTAAGAGGGACAGTTGGG
pJETF CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC
Vektor pJET
pJETR AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG

3.4.6 Alignment a fylogenetické stromy

Z databaze GenBank byly ziskdny sekvence genu pro SSU taxond ze skupiny
Preaxostyla, které byly doplnény o dalsi dvé doposud nepublikované sekvence Streblomastix
sp. ziskané ze Svaba Cryptocercus punctulatus. Spole¢né se sekvencemi Polymastix
melolonthae (P7, P8, P10) cital dataset 157 sekvenci. Alignment byl proveden s pouzitim
programu MAFFT 7 (Katoh and Standley, 2013), z velké ¢asti byl v8ak manudlné upraven
v programu BioEdit 7.0.5.3. Byly odstranény variabilni oblasti, u kterych nebyla jistota
spravného alignmentu. Byla provedena predbézna fylogeneticka analyza na jejimz zaklad¢ byly
odhaleny taxony vytvarejici dlouhé vétve. Ty byly nasledn¢ z datasetu odstranény. Pro potieby
podrobnéjsi fylogenetické analyzy byl variovan pocet taxonli v datasetu a pfisnost ofezani
as tim 1 spjaty pocet pozic alignmentu. Systematické ofezavani vSech datasetli probihalo na
platform¢ Galaxy@Pasteur pomoci nastroje BMGE (Criscuolo and Gribaldo, 2010)
s nastavenim parametri Maximum entropy threshold a Gap Rate cut-off v raznych
kombinacich. Nasledné byly pro vybrané varianty v programu IQtree 1.6.12 (Chernomor et al.,
2016) vypocitany fylogenetické stromy s pouzitim metody maximum likelthood (ML).
Substitucni model byl vybran programem na zaklad€ Bayesian Information Criterion.
Statistickd podpora uzli byla provedena pomoci ultrafast bootstrap s 1000 replikaty. Finalni
fylogenetické stromy byly pocitany s pouzitim ML, optimalnim substituénim modelem
a neparametrickymi bootstrapy s 1000 replikaty. Bayeska analyza byla provedena v programu
MrBayes 3.2.6 (Ronquist et al., 2012) pii pouziti modelu GTR + I' + I + covarion se ¢tyfmi
fetézci s riznymi rychlostnimi kategoriemi (jeden studeny, tfi teplé). Na zakladé¢ teploty je
urena mira, jak casto bude analyza akceptovat horSi strom s niz§i vérohodnosti a tim tak
prekonévat ,,idoli v krajing stromi“ mezi lokalnimi maximy. Cty¥i Markovovy fetézce Monte
Carlo (MCMC) fetézce bézely po dobu 3 - 10° generaci se vzorkovanim kazdou 1 000. generaci,
dokud odchylka mezi fetézci za poslednich 75 % generaci neklesla pod jedno procento. Prvnich
25 % generaci bylo odstranéno jako ,,burn-in“. Fylogeneticky strom byl zobrazen ve
FigTree v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) a nasledné¢ upraven v programech
Inkscape a GIMP 2.10.
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3.5 Metagenomicka analyza
3.5.1 Priprava knihovny a sekvenace

K vytvoteni knihovny Polymastix melolonthae a jeho ektosymbiontii byl pouzit kit
TruSeq DNA PCR-Free. Priprava probihala az na drobné odchylky podle piilozeného
protokolu. Pro ptipravu knihovny byl vyuzit 1 pg amplifikované gDNA z kazd¢ ze tii riiznych
buné¢k P. melolonthae. Genomicka DNA byla umisténa do 55ul mikrozkumavek Covaris
(microTUBE-50 AFA M220), kde byla pomoci sonikace naStipana na dvoufetézcové fragmenty
o pfiblizné délce 350 pb. Doba sonikace byla oproti protokolu zkracena na 55 sekund. V dalSim
kroku byly vyhlazeny ostré konce a odstranény pfili§ dlouhé a kratké fragmenty. Nasledné
probéhla adenylace 3' konct, aby se minimalizovala tvorba chimér. Na konce fragmentt byly
napojeny indexové adaptéry se specifickym oznacenim pro odliSeni DNA rtizného ptuvodu,
diky ¢emuz mohlo byt zpracovano i vice rozdilnych vzorkti najednou. Ligace probéhla pii
teploté 30 °C oproti protokolu s prodlouzenym ¢asem 30 minut. Kvalita ptfipravenych knihoven
byla ovétena s pouzitim High Sensitivity DNA chip na bioanalyzatoru Agilent 2100.

Ptipravené knihovny byly sekvenovany oboustranné 2 x 150 pb na platformé Illumina
HiSeq X Ten v Macrogene (Jizni Korea).

3.5.2 Vyhodnoceni kvality sekvenace a seskladani genomu

Kvalita sekvenace pro vSechny tii vzorky byla separdtné¢ vyhodnocena za pomoci
FastQC (Andrew, 2010). Adaptéry a ¢teni (ready) nedosahujici pozadované kvality (minimalni
pozadované hodnota 15) byly odstranény za pouziti Trimmomatic 0.36 (Bolger et al., 2014).
K vytvoreni scaffoldi a skladani (assembly) metagenomu v ramci kazdého jednotlivého vzorku
byl pouzit program SPAdes (3.14.0) s nastavenim parametri pro data single-cell a s délkami
k-mera 21,33,55,77,99 a 121. V kazdém assembly byla vyhleddna sekvence genu pro SSU
P. melolonthae. Jednotlivé sekvence pro SSU byly porovnany. JelikoZ nebyly vyhledané
sekvence 100% identické, byla provedena analyza CEGMA (Parra et al., 2007), kterd nejen
stanovi kompletnost jednotlivych genomi ale, vyhled4 téZ konzervované eukaryotické geny.
Predikované geny ze vSech tiech genomt identifikované pomoci CEGMA byly zklastrovany
pomoci CD-HIT piti 99% identité.

Geny, pritomné ve vSech 3 assembly byly provéfeny pomoci nastroje BLAST, zda jsou
skute¢né eukaryotické. Na zakladée CEGMA bylo rozhodnuto, Ze se mohou jednotlivé assembly
propojit.

3.5.3 Binning

Binning metagenomickych dat byl proveden za pouziti tetraESOM (Dick et al., 2009).
Metoda je zalozena na zéklad¢ charakteristickych frekvenci vyskytu tetranukleotidi. Po
importu dat do ESOM nésledovala jejich normalizace procesem Robust ZT. Nastaveni
parametrii bylo nasledovné: pocet fad a sloupct — reflektuje velikost genomu; 20 EPOCHS.
Ostatni parametry ziistali v zdkladnim nastaveni. Vystupem byla metagenomicka mapa, kterad
muzZe byt interpretovana jako mapa geografickd — hnédé az bilé oblasti znazorniuji bariéry, tzn.
kontigy si jsou vzdaleng€jsi a ndlezi pravdépodobné riznym organizmim.

Kontaminace prokaryotickych sekvenci byly identifikovany pomoci metody popsané
v Treitli et al. (2019), kdy byly na zékladé¢ nukleovych kyselin kontigh z assembly
s vyuzitim programu Prodigal (Hyatt et al., 2010) predikovany proteiny a ty byly nasledné
analyzovény s pouZzitim nastroje BLASTp. Pokud vykazoval kontig z assembly 80% identitu
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s prokaryoty a alespont 50% pokryti, byl vyhodnocen jako bakteridlni. Byl-li v kontigu
detekovéan intron, byl rovnou zatazen mezi kontigy eukaryotické.

Oblast, kde nebyly detekovany prokaryotické kontigy a zaroven tam byla lokalizovana
znama SSU, byla urCena jako oblast s kontigy, které nalezi P. melolonthae. Tyto kontigy byly
vyextrahovany a v programu MetaWatt (Strous et al., 2012) zkontrolovany, nejsou-li pfitomny
kontaminace. Byla provedena analyza kompletnosti nastrojem CEGMA, kterd odhadla
kompletnost genomu Polymastix bez rizika zdmény gent P. melolonthae s geny
prokaryotickymi.

3.5.4 Modelovani genii a multigenova fylogeneticka analyza

Z eukaryotického genomu byly vyextrahovany sekvence gent pro EF-1a a HSP90.
Pomoci nastroje BLASTx byla ovéfena jejich identita. Geny byly vymodelovany manudlné
programu Geneious podle zakladnich pravidel sestiihu. Casti tvofené kodujicimi oblastmi,
exony, a nekodujicimi oblastmi, introny, lze odliSit podle zastoupeni nukleotidi GC a AT.
Exony jsou bohat§i na GC (Amit et al., 2012). Hlavnimi ukazateli je zékladni organizace
a potradi nukleotidii v sekvenci. Zacatek genu znaci inicia¢ni kodon AUG, ktery vSak nemusi
byt v ptipad¢ nekompletni sekvence ptitomen. Dulezitou indicii, kterd znaci zac¢atek intronu, je
ptitomnost dvou po sob¢ jdoucich nukleotidi — Castéjsi GT a méné bézna GC. Pro konec intronu
je charakteristickd AG. Pomyslnym pomocnym stéblem byl program BLASTx, pii jehoz
pouziti byly vyuzity konzervované domény genu u piibuznych organizmi
(Monocercomonoides a Streblomastix) k ziskani lepS§i orientace v modelovaném genu.
Vystupem modelovani genli byla sada exond, které byly nésledné translatovany do proteinu
avyuzity pfi fylogenetické analyze. Spravnost vysledki byla zkontrolovdna nastrojem
BLASTDp.

Dataset pro multigenovou fylogenetickou analyzu cital 42 taxonti. Byly pouzity dvé
aminokyselinové sekvence (EF-la a HSP90) a jedna nukleotidovda (SSU rDNA).
Aminokyselinové i nukleotidové sekvence vybranych taxonii byly ziskany z databdze NCBI,
vyjimkou jsou sekvence P. melolonthae a Saccinobaculus ambloaxostylus, které dosud nebyly
publikovany. Alignment byl vytvofen metodou MAFFT s nastavenim [lterative refinement
methods: G-INS-i (ostatni parametry zlstaly v zdkladnim nastaveni). Nezbytné bylo dodrzet
stejné pofadi taxonli ve vSech datasetech. Ofezani probéhlo pomoci nastroje BMGE
s nastavenymi parametry: DNAPAM 200 (pro SSU) ptipadné Estimated matrix BLOSUM 62
(EF-1a a HSP90); Maximum entropy threshold 0,5; Gap Rate cut-off 0,2. VSechny ofezané
alignmenty byly konkatenovany v supermatrix v software SequenceMatrix (Vaidya et al.,
2011). Fylogeneticky strom byl konstruovan v programu IQtree pomoci partition modelu, ktery
sestaval z modelti LG4X+G (pro ¢asti EF-1a.a HSP90) a GTR+G+F (pro SSU rDNA). Podpora
nodid byla vypocitdna s pouzitim neparametrického bootstrapu s poctem replikati 1000
a Bayeské analyzy s po¢tem generaci 107 a modelem GTR + I + I + covarion se &tyfmi Fetézci
s riiznymi rychlostnimi kategoriemi (viz kapitola 3.4.6).

3.5.5 Fylogeneticka analyza potencialnich prokaryotickych symbiontu

Pro ziskani prokaryotickych sekvenci z jednotlivych assembly byly nejprve s pomoci
BLASTn na zaklad€ podobnosti s publikovanou sekvenci 16S rRNA Escherichia coli vybrany
scaffoldy obsahujici odpovidajici sekvenci. Z téchto scaffoldii byly v Silva aligner (Pruesse et
al., 2012) vyextrahovany sekvence 16S rRNA. Pokud vzijemnd identita vyextrahovanych
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sekvenci prekrocila 98 %, byly v CD-HIT-EST sdruzeny (klastrovany). Obsahoval-li klastr
sekvence pochazejici ze vSech tfech assembly, bylo k témto sekvencim nadale ptistupovano
jako k potencidlnim prokaryotickym symbiontim P. melolonthae. Z téchto klastrii byla vybrana
nejdelsi — reprezentativni sekvence, kterd byla podrobena dal$im analyzam.

Kazda sekvence byla identifikovana na Grovni prokaryotického kmene pomoci nastroje
BLASTn. Z databaze GenBank byly ziskany piibuzné sekvence reprezentujici diverzitu dané
skupiny prokaryot. Datasety ¢italy ramcové desitky sekvenci z pozadované skupiny a jednotky
sekvenci nalezicich do skupiny sesterské k zakotenéni fylogenetického stromu. Alignment byl
vytvoien programem MAFFT s pouzitim algoritmu G-INS-i. Ofezani prob&hlo pomoci néstroje
BMGE s nastavenymi parametry: DNAPAM 200; Maximum entropy threshold 0,5; Gap Rate
cut-off 0,2. Fylogeneticky strom byl konstruovan metodou maximum likelihood (ML)
v programu IQtree a jeho podpora ziskdna pomoci neparametrického bootstrapu s 1000
replikaty.

3.6 Fluorescencni in situ hybridizace
3.6.1 Fixace vzorku na FISH

Pro fixaci jednoho vzorku byl piipraven 1 ml 4% roztoku formaldehydu v médiu
Trager U (125 ul 32% formaldehyd a 875 pul Trager U). K 200 pl vzorku ze stfeva tiplice byl
pfidan trojnasobny objem tohoto roztoku (tzn. 600 pl). Fixace vzorku probihala 6 hodin pfi
teplot¢ 4 °C. Nasledovalo promyti médiem Trager U. Vzorek byl po dobu 10 minut
centrifugovan pii 1200 g. Supernatant byl odebran, nahrazen 1 ml Trager U a resuspendovan.
Proces promyti se opakoval jesté dvakrat. Nakonec byl pelet resuspendovan ve smési Trager U
apodchlazeného ethanolu 1:1 o celkovém objemu 400 ul. V ptipad¢ velké hustoty vzorku, ktera
by vedla ke zhorseni kvality pozorovani bunék, byly takové vzorky dikladn€ vortexovany a cca
2 minuty centrifugovany. Supernatant obsahujici buiiky P. melolonthae byl odebrén a k peletu
bylo doplnéno 200 pl smési Trager U a podchlazeného ethanolu 1:1. Zafixované vzorky bylo
mozné skladovat n€kolik mésict pfi teplote -20 °C.

3.6.2 Pouzité proby pro rRNA FISH a designovani novych specifickych préb

Pro obecné oznaceni eukaryot ve vzorku byla pouzita proba EUK 516 (Amann et al.,
1990). Eubakterie byly detekovany probou Eub Mix, coz je kombinace tfi riznych préb 338,
338 1T a 388 I1I, ktera cili na vSechny eubakterie (Daims et al., 1999).

Specifické proby pro Polymastix melolonthae a jeho potencialni prokaryotické
symbionty byly navrzeny na zéklad€¢ 18S a 16S rRNA v programu ARB 6.0.4 (Ludwig et al.,
2004). Z vygenerovaného seznamu moznych usekii malé ribozomdalni podjednotky byly
vybrany jen ty useky, které byly na zédkladé porovnani se zmapovanym modelem sekundarni
struktury 16S rRNA Escherichia coli (Fuchs et al., 1998) a 18S rRNA Sacharomyces cerevisae
(Behrens et al., 2003) vyhodnoceny jako vhodné pro nasednuti proby. Délka prob se pohybuje
vrozmezi 18 az 20 pb. Proby byly opatfeny na konci 5° barvivem ATTO. Seznam vsech
pouzitych prob 1 sjejich blizsi specifikaci viz Tab. 13 a Tab. 14. Proby AspS2B-664
a ST-BACT-137 jsou proby piivodné designované pro ektosymbionty S. strix (Noda et al.,
2006a; Treitli et al., 2019).
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Tab. 13: Pouzité proby pro detekci Polymastix

. Cileni proby: ) - Optimalni Yo
Nazev sekvence 185 rRNA Sekvence (5’-3') Konc.EA Oznaceni 5
EUK 516 Eukaryota ACCAGACTTGCCCTCC 30% ATTO 550
Oxy_784 Oxymonady CTACGGCGGTTTCTGATCGC 30% ATTO 550
Poly_302 CTCCGGTGCCGTTCCCATAA nefunkéni ATTO 488
Poly_446 TCTCCCAGGCACATTTGCCG nefunkéni ATTO 550
Poly 611 Polvmastix AAGGCTCCACCACCGCGCCC nefunkéni ATTO 550
Poly_857 y ATTTCTCCCCAGGTCCTG nefunkéni ATTO 550
Poly_860 GAGACTCTGATTTCTCCC nefunkéni ATTO 647N
Poly1262 ACACGCCCAAGGCCGTAGAA nefunkéni ATTO 550
Tab. 14: Pouzité proby pro detekci prokaryotickych symbionti
, Cileni préby: ) o) Optimalni . .
Nazev sekvence 165 rRNA Sekvence (5’-3’) Konc.FA Oznaceni 5
GCTGCCTCCCGTAGGAGT
Eub Mix Eubakterie GCAGCCACCCGTAGGTGT 30% Fluorescein
GCTGCCACCCGTAGGTGT
AspS2B-664 BaCteéo'ScifitXes Pl | CCACGAATTCCGCCCACCTT | nefunkéni | ATTO 647N
Clade Il S strix ATTO 647N
T-BACT-137 TAT AGTAAT funkéni
S CT-13 (S8, St9, $t10) GCC GCCCGAG G nefunkcni X2
ASP_Poly Bacteroidetes pfi | .\ (GAATTCCGCTCGCATC | nefunkéni | ATTO 647N
Polymastix
3.6.3 FISH

Na podlozni sklicka s deseti prohlubnémi (ER-308-CE24, Thermo Scientific) byly
naneseny vzorky s buitkami Polymastix vzdy po 5 pl na jamku. Sklicka i s kapkami vzorku byla
premisténa na 15 minut do na 46 °C piedehiatého inkubatoru za ucelem ptischnuti bunck
k podkladu. Mezitim byly pfipraveny proby, které byly dale uchovavany v chladu a temnu,
a hybridiza¢ni pufry o riznych koncentracich formamidu (FA) viz Tab. 15. Diky skale rGznych
koncentraci FA bude mozné optimalizovat specifitu nasedani proby pro piisti
pokusy. S formamidem bylo, vzhledem k jeho toxicité, manipulovano v ochrannych
pomuckach a v digestofi.

Tab. 15: Slozeni hybridiza¢niho pufru pfi riznych koncentracich FA. Objemy jsou uvadény v pl. Celkovy objem
jevzdy 1 ml

Konc. FA 0% 10 % 20 % 30 % 40 %
5 M Nacl 180 180 180 180 180
1 M Tris/HCI 20 20 20 20 20
ddH.0 799 699 599 499 399
FA 0 100 200 300 400
10% SDS 1 1 1 1 1
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Po patnacti minutach byly preparaty z inkubatoru pfemistény a dehydratovany pomoci
ethanolové fady. Preparaty byly vlozeny nejprve do 50%, néasledné pak 80% a nakonec 96%
roztoku ethanolu. V kazdém roztoku setrvaly 3 minuty, pak byly vyjmuty, mirné osuseny, aby
nedoslo k vyraznéjSimu snizeni koncentrace ethanolovych roztokli, a pfemistény do
koncentrovanéjsiho roztoku. OsusSeni probihalo tak, aby nedoSlo k poruSeni vrstvy vzorku na
povrchu podlozniho sklicka. Finaln¢ dosuseny byly preparaty béhem péti minut v inkubatoru
opét pii 46 °C.

Do kazdé jamky s vysuSenym prepardtem bylo napipetovano 10 ul pfislusného
hybridiza¢niho pufru. Nasledovala aplikace prob. Jiz ozkousené proby byly predem ptipraveny
v pozadovanych kombinacich, aby se pfedeslo pipetovani objemt 0,5 pl a mensich. Celkové
mnozstvi jedné proby bylo 50 ng na jamku. Nové navrzené proby, u kterych jesté¢ nebyly
interakce se vzorkem ani s ostatnimi probami znadmy, byly aplikovany separatné. Pomoci
Spicky pipety byla proba opatrné rozmisténa co moznd nejrovnomeérnéji po celém vzorku. Cely
preparat byl nakonec umistén v horizontalni pozici do falkony s buniCinou a zbytkem
ptislusného hybridiza¢niho pufru do inkubéatoru.

Hybridizace probihala pii 46 °C po dobu Sesti hodin. V mezi¢ase byly do 50ml falkon
ptipraveny promyvaci pufry korespondujici s koncentraci FA v hybridiza¢nim pufru. Slozeni
promyvacich pufrii viz Tab. 16. Pfi vysSich koncentracich FA bylo pfidano i EDTA aby se
predeslo pfitomnosti kationt a naslednému zkresleni specifity proby. Pripravené pufry byly
umistény do vodni l4zné o teploté 48 °C.

Tab. 16: Slozeni promyvaciho pufru odpovidajici rozdilné koncentraci FA v hybridiza¢nim pufru. Objemy jsou
uvadény v ml. Celkovy objem je vzdy 50 ml.

Procento vyjadfuje ndlezitost ke konkrétnimu vzorku, na ktery byl aplikovan
hybridizaéni pufr s danym podilem FA
0% 10% 20% 30% 40 %
5 M Nacl 9,00 4,50 2,15 1,02 0,46
1 M Tris/HCl 1 1 1 1 1
0,5 M EDTA 0 0 0,5 0,5 0,5
ddH,0 do 50 ml do 50 ml do 50 ml do 50 ml do 50 ml

Po uplynuti Sesti hodin byly preparaty v co nejkrat§Sim Case v digestofi oplachnuty
pfislusnym promyvacim pufrem a vloZeny do falkon s dostate¢nym zbytkem promyvaciho
pufru tak, aby byly vzorky ponofeny. Falkony s preparaty byly po dobu patnicti minut
ponechany ve vodni lazni pfi teploté 48 °C. Poté byly z promyvaciho pufru vynaty, ponofeny
do 4°C Mili-Q vody a rychle osuSeny pod proudem vzduchu. Nakonec byly zakdpnuty médiem
Vectashield s DAPI (H-1200, Vector Laboratories) prekryty krycim sklickem tak, aby se
médium dostalo ke vS§em vzorkim a nedoSlo k vytvoteni bublin. Okraje kryciho sklicka byly
zalakovany lakem na nehty, aby nedoSlo k jeho posunu. Hotové preparaty mohou byt
skladovéany v lednici 1 nékolik dnd.

3.6.4 Mikroskopie a fotodokumentace

Preparaty byly pozorovany pod konfokdlnim mikroskopem (Leica SP8) pfti zvétSeni
63x. Objekty byly snimany s nastavenim z-step velikosti na 0,15. Dekonvoluce, tj. pocitacové
zpracovani obrazu za uCelem eliminace zkresleni obrazu a rekonstrukce trojrozmérné podoby
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snimanych objektli, byla provedena s pouzitim Huygens Professional (19.10). Dale byla
fotodokumentace zpracovana v programu FiJi ImageJ 1.50b.
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4 Vysledky

Buiiky Polymastix melolonthae se daly od ostatnich protist ve vzorku odlisit predevsim
diky charakteristickym ektosymbiontim na jejich povrchu. Dal$imi urcujicimi znaky byl
zpusob pohybu a celkovy tvar a velikost bunky. Pomoci mikromanipulace bylo Uspésné
vybrano 10 bun¢k P. melolonthae (oznaceny P 1-10) spole¢né s bakteriemi napojenymi na
jejich povrch. Vsechny bunky byly vyfotografovany a tfi vybrané fotografie jsou pro ilustraci
uvedeny na Obr. 7. Kvalita fotografii neni sama o sob¢ dostate¢na pro identifikaci.

Obr. 7: Vybér z bun¢k Polymastix melolonthae, na povrchu jsou patrné ektosymbiotické bakterie — invertovany
mikroskop. Méftitko predstavuje 10 pm

Amplifikovanad gDNA byla piesrazena a rozpusténa v 25 ul H>O. Vysledné koncentrace
amplifikované gDNA vsech deseti bunék Polymastix je uvedena v Tab. 17. Aby byla ovéfena
ptitomnost eukaryotické DNA, byla amplifikovana malé ribozomalni podjednotka 18S nejprve
pomoci univerzalnich eukaryotickych primert. Tato amplifikace nebyla uspésnd u vzorki
(P3-P5) obsahujicich velmi malou koncentraci amplifikované gDNA (5 ng/pul a mén¢). Jakozto
pozitivni kontrola slouZzil vzorek gDNA Monocercomonoides exilis PA203.

Tab. 17: Koncentrace gDNA jednotlivych vzorkd Polymastix melolontheae.

Oznalcenl P1 P2 P3 P4 P5 P6 pP7 P8 P9 P10
buriky

Koncentrace 67 43 5 0,97 | 1,15 12 147 130 53 159
[ng/pl]

Usek 18S rDNA se podafilo ziskat pomoci primertt Monides-SSUF2 a Monides-SSUR?2
v ptipadé vzorki: P6, P7, P8, P10. V ptipad¢ ostatnich vzorki (P1, P2, P9) se pozadovany tusek
18S rDNA ziskat nepodafilo, coz mohlo byt zplisobeno mimo jiné tim, Ze se hned v prvnim
kroku vyextrahovala a nasledné¢ amplifikovala DNA jiného eukaryotického organizmu
a primery Monides-SSUF2 a Monides-SSUR?2 tak nemohli spravné nasednout. PCR produkty
ze vzorkli P7, P8 a P10 byly tspésné zaklonovany do vektoru pJET. Zaklonovani PCR produktu
ze vzorku P6 GspéSné nebylo. Sekvenace inzertd probéhla s vyuZitim primerti nasedajicich na
dil¢i ¢asti malé ribozomalni podjednotky (viz Tab. 4) i s vyuzitim primerti nasedajicich na
klonovaci vektor (viz Tab. 12). Vysledna 18S rRNA byla pro kazdy vzorek seskladana
z jednotlivych osekvenovanych usektl. Jednotlivé sekvence se od sebe mirné liSily (u 18S rRNA
bylo v ptipadé P7 patrnych osm mutaci a jedna delece, u P10 téz jedna delece a dvé mutace).
Na zé&vér byly ziskané sekvence identifikovany za pomoci BLASTn. Sekvenac¢ni data potvrdila
rdmcoveé umisténi Polymastix melolonthae v rdmci skupiny Oxymonadida.
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4.1 Celogenomova sekvenace

Ze vzorkl, ze kterych byla Gspésné ziskana sekvence 18S rDNA, tj. P7, P8 a P10, byly
ptipraveny knihovny pro celogenomovou sekvenaci. Pfi tvorbé knihovny bylo tfeba ptipravit
fragmenty o délce 350 pb doplnéné o indexové adaptéry oznacujici piivod DNA. Kvalita
knihovny byla ovéfena pomoci bioanalyzy. Délka piipravenych fragmentii se u vsech vzorki
pohybovala kolem hodnoty 700 pb. Ilustracni graf zobrazuje distribuci fragmenti gDNA
vzorku P7 na zaklad¢ jejich délky (Obr. 8). Nésledné byla smés pfipravenych knihoven
odeslana na sekvenaci HiSeq X Ten (Macrogene).
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Obr. 8: Vystup bionalyzy provedené na Bioanalyzer 2100 (Agilent) s pouzitim ¢ipu High Sensitivity DNA pro
fragmenty P7 v ramci pfipravy knihovny.

Mnozstvi sekvenacnich dat ziskanych sekvenaci HiSeq X Ten pied zpracovanim je
uvedeno v Tab. 18. Bioinformatické zpracovani ziskanych sekvenacnich dat vzorkti P7, P8
a P10 probihalo v pocateCnich fazich separatné. Nejprve byly odstranény adaptéry a cteni
nedosahujici dostateéné kvality. Cteni splitujici nastavené parametry byly s vyuzitim SPAdes
seskladany do assembly. Zakladni charakteristiky assembly P7, P8 a P10 jsou uvedeny v Tab.
19. Statistiky N50 a L50 se vyuzivaji pro vyhodnoceni kvality de novo assembly. N50 urcuje
délku kontigu, pro ktery plati, Ze soubor vSech kontigh vétSich nebo rovnych N50 tvoii 50 %
celkového assembly. L50 vyjadifuje nejmensi mozny pocet kontigl, jejichz souctem ziskame
50 % celkového assembly.

Tab. 18: Pocet ¢teni a pocet part bazi ziskanych z jednotlivych celogenomovych knihoven tii bunck
P. melolonthae pted zpracovanim

Vzorek Pocet cteni Pocet part bazi
P7 123 mil 37 Gpb
P8 99,5 mil 30 Gpb
P10 98,3 mil 29,5 Gpb
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Tab. 19: Charakteristika jednotlivych assembly

P7 P8 P10
Pocet scaffoldli >0 pb 145 907 43132 26 099
Pocet scaffold >1000 pb 42 076 14 153 7 063
Celkova délka >0 pb ~ 358 Mpb ~ 150 Mpb ~ 79 Mpb
Celkova délka >1000 pb ~ 335 Mpb ~ 136 Mpb ~ 72 Mpb
N50 21482 pb 26 530 pb 27 487 pb
L50 3470 1155 537

Abychom ovéfili, Ze byl ve vSech tfech pripadech osekvenovan stejny organizmus —
P. melolonthae, ptistoupili jsme k porovnani jednotlivych SSU rRNA. Diky tomu, Ze jsme tento
usek jiz dfive uspéSné amplifikovali a osekvenovali, stacilo jen vyhledat scaffoldy
s pozadovanou sekvenci s pouzitim algoritmu BLASTn. Jelikoz nebyly sekvence SSU rRNA
vyextrahované z jednotlivych assembly zcela identické (u sekvence SSU rRNA P7 byla patrna
jedna mutace, v ptipadé P10 byly pozorovany dvé inzerce), nevyhodnotili jsme je jakozto
dostacujici podklad, na jehoz zaklad¢ bychom pfistoupili ke sjednoceni vSech tii assembly.
Dalsim krokem tak byla analyza CEGMA, kterd z assembly predikuje a extrahuje sadu
eukaryotickych konzervovanych genti. Sady téchto geni ziskané ze vSech tii assembly byly
dohromady zklastrovany s 99% identitou. Nasledné¢ byl s vyuzitim BLASTp ovéfen jejich
eukaryoticky piivod. Celkem bylo nalezeno 12 klastrti, které obsahovaly nukleotidové sekvence
eukaryotického ptivodu ze vSech assembly. Tato analyza, podle naSeho nazoru ukazala, ze tyto
tf1 vzorky pochdzeji od jedinct stejného druhu, a proto jsme se rozhodli k propojeni vSech tii
assembly. Dal§im pfinosem CEGMA bylo, ze jsme ziskali ptehled o kompletnosti jednotlivych
metagenomu. Jako nejucelenéjsi se jevil metagenom P10 — 57.66 % kompletnich genti a 11,69
% nekompletnich gend (v souctu 69,35 %). Pro porovnani P7 obsahoval v souctu ucelenych
i neucelenych genti 62.90 % a P8 pouhych 32.66 %. Propojenim assembly jsme tak docilili
vetsi kompletnosti dat. Ackoliv se mohou zdat uvedené hodnoty vysoké, je tfeba mit na paméti,
7ze se jedna o odhad kompletnosti celého studovaného metagenomu, tj. mimo gent
eukaryotickych jsou pfitomny i geny prokaryotické, které mohou byt a byvaji analyzou
CEGMA vyhodnoceny jakoZto soucast eukaryotického genomu.
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Emergent self organizing maps (ESOM)

Pro odliSeni prokaryotickych a eukaryotickych kontigi a k detekci kontigh
P. melolonthae v propojeném assembly byl vyuzit program ESOM. Nejprve byly na zakladé
metody popsané vySe vyhledany kontigy, které byly nésledné oznaceny Zlutou barvou. Jiz po
této analyze byla jasné patrnd ohraniend oblast, kterd 7adny prokaryoticky kontig
neobsahovala a vybizela tak k predpokladu, ze obsahuje kontigy nalezici P. melolonthae. Pro
ovéieni tohoto predpokladu nasledovala lokalizace kontigu, jenz obsahoval sekvenci SSU
rDNA. Sekvence SSU rDNA se opravu lokalizovala v oblasti, kde jsme ptedpokladali. Vybrali
jsme tedy veSkeré kontigy vyskytujici se mezi hnédymi hranicemi oblasti (Obr. 9),
dekontaminovali je od ptipadnych prokaryotickych sekvenci, které mohly byt napf. v hrani¢ni
oblasti snadno zafazeny mezi ostatni kontigy P. melolonthae. Vystupem ESOM tak byla
extrakce genomu P. melolonthae.

AT R 0% LN B gty X 0 i, LT EE
Obr. 9: Analyza ESOM: Zlutou barvou zvyraznéné prokaryotické kontigy, ¢ervené znazornéna oblast s kontigy
nalezejicimi P. melolonthae.
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Eukaryotické kontigy vyextrahované za pomoci ESOM byly po dekontaminaci opét
podrobeny analyze CEGMA. Kompletnost genomu P. melolonthae byla odhadnuta na zaklad¢
pritomnosti jistého podilu z 248 konzervovanych gentl, které¢ CEGMA v assembly vyhledava.
Srovnani kompletnosti genomu P. melolonthae a ostatnich studovanych oxymonad je
znazornéno v Obr. 10. Zakladni Udaje tykajici se propojeného assembly P. melolonthae
v kontextu ostatnich zastupcii ze skupiny Preaxostyla jsou uvedeny v Tab. 20.
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Obr. 10: Kompletnost genomu Polymastix melolonthae dle analyzy CEGMA v porovnani s ostatnimi zastupci
ze skupiny Oxymonadida.

Tab. 20: Charakteristika genomu P. melolonthae v porovnani s ostatnimi zastupci ze skupiny Preaxostyla

Velikost Pocet Obsah GC
genomu scaffoldll NS0 L50 [%]
PO TEE: 13,3 Mpb 1534 12 501 pb 291 55,5
melolonthae
Streblomastix
i 152,15 Mpb 50,889 5186 pb 7,513 26,6
SEEnEnRE 88,5 Mpb 880 199 600 pb 127 445
nauphoetae
e 4 7 b 2095 71 440 pb 294 36,8
exilis
SEUELIT S 56,7 Mpb 660 268 802 pb 47 60,9
pyriformis
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4.2 Postaveni rodu Polymastix
4.2.1 Fylogenetické postaveni na zakladé genu pro SSU rRNA

Vsechny tfi sekvence genu pro SSU rRNA P. melolonthae (P7, P8 a P10) ziskané
pomoci PCR amplifikace byly zafazeny do datasetu ke vSem ostatnim dostupnym sekvencim
gentt SSU rRNA ze skupiny Preaxostyla. Dataset ¢ital dohromady 157 taxont. Po provedeni
piredbézné fylogenetické analyzy bylo zifejmé, ze P. melolonthae spolecné s nékolika dalSimi
taxony vytvaii ve stromu piili§ dlouhé vétve. Tyto taxony se vinou artefaktu pfitahovani
dlouhych vétvi mohou v molekularné-fylogenetickych studiich jevit jako pfibuznéjsi, nez tomu
ve skuteCnosti je. Abychom se tohoto vyvarovali, byly tyto taxony z datasetu postupné
odstraniovany, pti zachovavani co mozna nejvyssi druhové rozmanitosti. Nejprve vznikla
zakladni verze datasetu s pracovnim oznac¢enim Faze 1 (F1), ktera zahrnovala 91 taxonu a byly
v ni zastoupeny vSechny rody skupiny Preaxostyla. Dal§i modifikace oznacovana jako Faze 2
(F2) zahrnovala 75 taxonl a neobsahovala rody Pyrsonympha a Dinenympha, které vytvari
spole¢nou dlouhou vétev. Tato vétev oxymonad byla nadéle reprezentovana jen kratko vétvicim
se sesterskym rodem Opisthomitus. Tieti dataset (Faze 3 — F3) zahrnoval 71 taxont
a nezahrnoval jiz ani ,,outgroup® — rody Trimastix a Pararimastix.

Vsechny tfi zalignované datasety byly automaticky otfezany (zbaveny hypervariabilnich
useki) v programu BMGE pomoci riiznych nastaveni parametric Gap Rate cut-off (dale jen
Gap) a Maximum entropy threshold (déle jen Entropy), pfiCemz nastaveni parametrii na
hodnotu 0,1 je nejptisnéjsi, hodnota 0,5 naopak nejbenevolentnéjsi. PoCet pozic vysledného
alignmentu (Tab. 21) se jiz s navySenim hodnoty parametru Entropy 0,3 a vice neménil.

Tab. 21: Pocet pozic alignmentu pii riznych nastavenich striktnosti ofezani (Gap a Entropy) a matici DNA PAM
matrix 250. Pocet pozic alignmentu pied ofezanim: 4753. Tabulka je rozdé€lena do tii ¢asti — 21-a; 21-b a 21-c,
pri¢emz jednotlivé Casti zndzornuji vyvoj ofezani v datasetech Faze 1, Faze 2 a Faze 3 lisicich se v poc¢tu taxond

Tab. 21-a: Faze 1: Dataset obsahuje vSech 91 taxoni.

FAZE 1 Gap Rate cut-off
91 taxon( 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
0,1 1127 1131 | 1156 | 1161 | 1182
0,2 | 1338 | 1342 | 1367 | 1379 | 1409
Maximum | 0,3 | 1471 1554 | 1696 | 1759 | 1842

entropy | 0,4
threshold | o5

0,8

Tab. 21-b: Faze 2: Dataset neobsahuje rody Dinenympha a Pyrsonymha. Celkem taxonu: 75

FAZE 2 Gap Rate cut-off

75 taxon( 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
0,1 1215|1217 | 1234 | 1237 | 1243
Maximum | 0,2 | 1363 | 1370 | 1388 | 1393 | 1409
entropy | 0,3 | 1478 | 1571 | 1644 | 1752 | 1844
threshold | o 4

0,5
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Tab. 21-c: Faze 3: Dataset neobsahuje rody Dinenympha, Pyrsonymha, Trimastix ani Paratrimastix. Celkem
taxont: 71

FAZE 3 Gap Rate cut-off
71 taxon( 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
0,1] 1213|1215 | 1231 | 1234 | 1240
Maximum | 0,2 | 1369 | 1376 | 1394 | 1399 | 1417

entropy | 0,3 | 1484 | 1574 | 1676 | 1773 | 1877
threshold | g 4

0,5

Déle jsme se zam¢étili uz jen na nékolik variant pievazné ptisnéjsSiho ofezani (v Tab. 21
zvyraznény ruzove). Pro kazdou variantu byl zkonstruovan fylogeneticky strom s ultrafast
bootstrapem s 1000 replikaty. Celkem vzniklo 12 fylogenetickych stromi, které podporuji tfi
ruzné hypotézy o pozici P. melolontheae: hypotéza 1 — P. melolontheae je nejptibuznéjsi
Monocercomonoides acer, hypotéza 2 — P. melolonthe je nejptibuznéjsi rodu Termitimonas
a hypotéza 3 — P. melolontheae je nejpiibuznéjsi rodu Streblomastix. Zaméfili jsme se na
ultrafast booststrapovou podporu pro kazdou z hypotéz pro vSech 12 analyzovanych datasett.
Tyto hodnoty jsme nalezli ve vystupnich souborech s koncovkami .splits.nex a vynesli do grafii
(Obr. 11; Obr. 12; Obr. 13), abychom ukazali piipadné trendy.

Monocercomonoides acer

80
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40 q A Faze3
20 - A ' Faze2
5 4 A Faze 1

E0,3G0,2 E0,3G0,1 £0,2G0,1 £0,1G0,1

W Faze 1 mFaze2 Faze3
Obr. 11: Hodnoty ultrafast bootstrap s 1000 replikaty pro hypotézu 1: nejpfibuznéjsi organizmus
Monocercomonoides acer. U sloupce dosahujiciho nejvyssi hodnoty je tato hodnota uvedena. E vyjadiuje

nastaveni parametru Maximum entropy threshold, G nastaveni parametru Gap Rate cut-off — dohromady urcuji
striktnost ofezani alignmentu pro jednotlivé datasety (Faze 1-3). Délka konkrétnich alignmentu viz Tab. 21
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Termitimonas
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Obr. 12: Hodnoty ultrafast bootstrap s 1000 replikaty pro hypotézu 2: nejptibuznéjsi rod Termitimonas. U sloupce
dosahujiciho nejvyssi hodnoty je tato hodnota uvedena. Vysvétleni zkratek viz legenda obr. 11.

Streblomastix
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Obr. 13: Hodnoty ultrafast bootstrap s 1000 replikaty pro hypotézu 3: nejptibuznéjsi rod Streblomastix. U sloupce
(varianta ofezani v kombinaci s verzi datasetu Fazel nebo Faze2) dosahujiciho nejvyssi hodnoty je tato hodnota
uvedena. Vysvétleni zkratek viz legenda obr. 11.

Z otezaného datasetu, ve kterém mela kazda jednotliva hypotéza nejvyssi podporu, jsme
vytvortili fylogeneticky strom, ktery ji reprezentuje. Strom byl konstruovan v IQtree za pouZziti
neparametrického bootstrapu s 1000 replikaty. Podpora noda byla doplnéna o hodnoty Bayeské
analyzy. Hypotézu 1 datasetu F1 ofezany za pouziti nejstriktngjSich parametri Gap: 0,1
a Entropy: 0,1. Hypotézu 2 nejsiln€ji podporoval alignment ziskany stejnym zpiisobem
z datasetu F2. Posledni hypotéza — Polymastix je nejptibuznéjsi rodu Streblomastix byla sice
nejlépe podpoiena méne striktné ofezanym (Gap: 0,3 a Entropy: 0,1) alignmentem datasetu F3
(hodnota ultrafast bootstrap je 89), pro nase potieby je vSak tato verze datasetu z divodu
absence zastupct skupiny Trimastigida nevyhovujici. Vysledny fylogeneticky strom byl tedy
konstruovan z druhého nejvice podporujiciho datasetu, tj. datasetu F1 ofezaného s nastavenymi
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parametry Gap: 0,1 a Entropy: 0,3. Je tedy ziejmé, ze postaveni Polymastix melolonthae se
odviji nejen od striktnosti ofezani alignmentu, ale i od sestavy taxonti v datasetu.

o-dPamtrimastix pyriformis

H—QTermitimonas travisae

Blattamonas varadinovae Z30BD MG264535.1
Blattamonas nauphoetae
Monocercomonoides sp.
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Obr. 14: Fylogeneticky strom reprezentujici hypotézu 1 (P. melolonthae je nejptibuzné&jsi M. acer). Strom byl
konstruovany metodou maximum likelihood (ML) na zakladé genu pro SSU rRNA. Hodnoty v uzlech: bootstrap
(>50 %) / Bayeska analyza (BI) (= 0,8), plnd podpora uzlu (ML: 100 %; BI: 1) je vyjadfena cernym bodem.
Meéfitko zobrazuje odhadovany pocet substituci na nukleotid (0,02).
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Obr. 15: Fylogeneticky strom reprezentujici hypotézu 2 (P. melolonthae je nejpiibuznéjsi Termitimonas travisae).
Strom byl konstruovany metodou ML na zakladé genu pro SSU rRNA. Hodnoty v uzlech: bootstrap (=50 %) / BI
(=0,8), plna podpora uzlu (ML: 100 %; BI: 1) je vyjadiena cernym bodem. Méfitko zobrazuje odhadovany pocet
substituci na nukleotid (0,02)
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Monocercomonoides sp. EPHID MG264539.1
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Oxymonas sp.

40—4 Opisthomitus longiflagellatus

Pyrsonympha grandis
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Obr. 16: Fylogeneticky strom reprezentujici hypotézu 3 (P. melolonthae je nejpiibuznéjsi Streblomastix). Strom
byl konstruovany metodou ML na zakladé genu pro SSU rRNA. Hodnoty v uzlech: bootstrap (> 50 %) / BI
(>0,8), plna podpora uzlu (ML: 100 %; BI: 1) je vyjadiena ¢ernym bodem. M¢étitko zobrazuje odhadovany pocet

substituci na nukleotid (0,07).
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4.2.2 Fylogenetické postaveni na ziakladé vicegenové analyzy

Pro potfeby vicegenové fylogenetické analyzy bylo nutno nejprve vyextrahovat
odpovidajici sekvence vybranych genili z genomové assembly a nasledné geny vymodelovat.
Ziskali jsme tak jednu nukleotidovou (SSU rRNA) a dvé aminokyselinové sekvence (EF-1a
a HSP90). Ziskané sekvence byly pfipojeny k datasetu dalSich 41 taxoni a separatné
zalignovany. Ze vzniklych tfi alignmentti byl vytvoien konkatenat, na jehoz zakladé byl
vytvoien fylogeneticky strom (Obr. 17). Podle této fylogenetické analyzy vytvaii Polymastix
melolonthae dlouhou vétev uvnitt skupiny Preaxostyla. Nejbliz§im ptibuznym organizmem je
dle této analyzy Streblomastix strix (viz Obr. 16).

50/1 Malawimonas jakobiformis .
—| | Paratrimastix pyriformis
& | Blattamonas nauphoetae NAU3
@ Saccinobaculus amloaxostylus
5 Monocercomonoides exilis PA203
L93/1 Streblomastix strix

57/0.8

Polymastix melolonthae
98/1 Reclinomonas americana

| Stygiella incarcerata

— Tetrahymena pyriformis

® L Tetrahymena thermophila
._| | Paramecium fetraurelia
Oxytricha trifallax

P Eimeria tenella

Toxopl gondii
Cryptosporidium parvumn
82/1 Plasmodium falciparum
80/1 Nannochloropsis gaditana
68/- Ectocarpus siliculosus
r Phytophthora sojae
@

L Phytophthora ramorum
Thalassiosira pseudonana

| | Triticumm aestivum
69/1] * L Arabidopsis thaliana
1 Cyanophora paradoxa
98/1 Rhodomonas salina
1 Guillardia theta

Galdieria sulphuraria

Pyropia yezoensis
Acanthamoeba castellanii

Dictyostelium purpureum
Drosophila melanogaster

Bombyx mori
Homeo sapiens
Amphimedon queenslandica

84/1

Monosiga ovata

Capsaspera owczarzaki
Corallochytrium limacisporum
Saccharomyces cerevisiae
Neurospora crassa

52/0.99 Cryptococcus neoformans
Planomonas micra

66/0.98

0.06
Obr. 17: Fylogeneticky strom zalozeny na konkatenatu genu pro SSU rRNA, a proteint EF-1d a HSP90. Strom
byl konstruovany metodou ML. Hodnoty v uzlech: bootstrap (> 50 %) / BI (= 0,8), plna podpora uzlu (ML: 100
%; BI: 1) je vyjadiena ¢ernym bodem. Méfitko zobrazuje odhadovany pocet substituci na nukleotid (0,06).
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4.3 Zarazeni prokaryotickych symbionti

Prokaryoticti ektosymbionti byli spole¢né se svym hostitelem pomoci mikromanipulace
odebrani a amplifikovani a osekvenovani. V rdmci jednotlivych metagenomovych assembly
byly nejprve vybrany scaffoldy obsahujici geny pro prokaryotické 16S rRNA a z nich byly
nasledn¢é pomoci Silva aligner vyextrahovany sekvence téchto genti. Metagenom P7 obsahoval
211 rtznych prokaryotickych 16S rRNA genti, P8 jich obsahoval 75 a P10 jich obsahoval 29.
Tyto sekvence byly spole¢né s vyuzitim CD-HIT-EST s identitou 98 % zklastrovany. Za
ucelem eliminace kontaminantt jsme brali v potaz pouze klastry obsahujici sekvence ptitomné
ve vSech tfech assembly. Vychézeli jsme z predpokladu, ze pravdépodobnost kontaminace
vSech tii vzorkd stejnym prokaryotem je nizkd. Klastrti spliiuyjicich ur¢ené podminky bylo
celkem pét. Reprezentativni sekvence téchto klastrii spadaly podle BLASTn do ctyf
bakteridlnich kmena: Firmicutes (2 sekvence) (Obr. 18), Alfaproteobacteria (Obr. 19),
Deltaproteobacteria (Obr. 20) a Bacteroidetes (Obr. 21). Pro kazdy bakteridlni kmen byl
vytvotfen fylogeneticky strom obsahujici fadové desitky piibuznych sekvenci. Na zdkladé
téchto fylogenetickych analyz jsme ziskali lepSi predstavu nejen o postaveni potencidlnich
symbiontli P. melolonthae v ramci taxonomického systému, ale i o jeho mozné ekologii.
Sekvence 16S rRNA ziskané ze stfeva larvy tiplice vykazovaly mnohdy piibuznost s jinymi
endobiotickymi  bakteriemi z travicich traktd xylofagniho hmyzu (Pachnoda spp.,
Reticulitermes speratus) ¢i dokonce ektosymbiotickymi bakteriemi S. strix.
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Bacterium from the hindgut of Pachnoda spp. larvae F]374220.1
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Ruminococcus bromii DQ882649.1
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Bacterium from the hindgut of Pachnoda spp. larvae

——Ca. Soleaferrea massiliensis JX101688.1

Bacterium from the hindgut of Riukiaria spp. LC462758

Bacterium from the gut of wood-feeding cockroach Panesthia angustipennis KM650271
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Bacterium from the gut of the Pachnoda ephippiata larvae AJ576369

Bacterium from the gut of cockroach Shelfordella lateralis IN680621
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Bacteria from the gut of Reticulitermes chinensis
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Obr. 18: Fylogeneticky strom znazoriiujici vztahy mezi bakteriemi ziskanymi ze stfeva larvy tiplice (Cerveng)
a ostatnimi fylotypy ze skupiny Firmicutes. Strom byl konstruovany metodou ML na zékladé sekvenci genu pro
16S rRNA, celkova délka upraveného alignmentu 1366 nt. Hodnoty v uzlech: bootstrap (>50 %), ¢erné body znaci
plnou bootstrapovou podporu. Méfitko zobrazuje odhadovany pocet substituci na nukleotid (0,08).
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Obr. 19: Fylogeneticky strom znazoriiujici vztahy mezi bakteriemi ziskanymi ze stfeva larvy tiplice (Cervené)
a ostatnimi fylotypy ze skupiny Alfaproteobacteria. Strom byl konstruovany metodou ML na zaklad¢ sekvenci
genu pro 16S rRNA, celkové délka upraveného alignmentu 1339 nt. Hodnoty v uzlech: bootstrap (>50 %), Cerné
body znaci plnou bootstrapovou podporu. Méfitko zobrazuje odhadovany pocet substituci na nukleotid (0,06).
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Obr. 20: Fylogeneticky strom znazorfiujici vztahy mezi bakteriemi ziskanymi ze stfeva larvy tiplice (Cerveng)
a ostatnimi fylotypy ze skupiny Deltaproteobacteria. Strom byl konstruovany metodou ML na zakladé sekvenci
genu pro 16S rRNA, celkova délka upraveného alignmentu 1435 nt. Hodnoty v uzlech: bootstrap (>50 %), ¢erné
body znaci plnou bootstrapovou podporu. Méfitko zobrazuje odhadovany pocet substituci na nukleotid (0,06).
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Obr. 21: Fylogeneticky strom znazoriiujici vztahy mezi bakteriemi ziskanymi ze stfeva larvy tiplice (Cerven¢)
a ostatnimi fylotypy ze skupiny Bacteroidetes. Strom byl konstruovany metodou ML na zakladé sekvenci genu
pro 16S rRNA, celkova délka upraveného alignmentu 1435 nt. Klastry I, II, III a V dle (Ohkuma et al., 2002).
Hodnoty v uzlech: bootstrap (>50 %), ¢erné body znaCi plnou bootstrapovou podporu. Méfitko zobrazuje
odhadovany pocet substituci na nukleotid (0,2).
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44 FISH

Jelikoz nebylo mozné piedlozit reprezentativni fotodokumentaci bunék, jejichz genom
byl amplifikovan, a pfifadit tak k ziskanym sekvencim i morfologické tidaje, rozhodli jsme se
ovetit identitu amplifikovanych bunék pomoci FISH. Nejprve jsme otestovali kvalitu
nafixovaného vzorku a pfitomnost bun¢k povazovanych za P. melolonthae pomoci DAPI (Obr.
22C), obecné eukaryotickych a eubakterialnich (Obr. 22-A) prob. Nasledné jsme navrhli Sest
specifickych préb (Tab. 13) pro 18S rRNA P. melolonthae, hybridizace vsak nebyla tispésna.
Proba cilend na oxymonady obecné (Oxy 784) jiz hybridizovala bez problému (Obr. 22B).

Dalsim cilem bylo pomoci FISH identifikovat eubakteridlni ektosymbionty na povrchu
P. melolonthae. Z péti moznych kandidatd, k nimz jsme dospé€li na zékladé vyhodnoceni
metagenomickych dat, byla ovéfovana pfitomnost pouze potencidlniho ektosymbionta ze
skupiny Bacteroidetes. Divodem, pro¢ jsme se rozhodli zaméfit pravé na tohoto symbionta,
byly vysledky fylogenetickych analyz — blizka ptibuznost sekvenci vyskytujicich se ve vSech
vzorcich ziskanych ze stfeva larvy tiplice a nedavno popsanych ektosymbiontl S. s#rix (Noda
et al., 2006a; Treitli et al., 2019) v souvislosti s ptipadnou blizkou piibuznosti téchto dvou
eukaryotickych hostiteld. Ovéfeni pfitomnosti ostatnich potencialnich ektosymbiontl ze skupin
Firmicutes, Alfaproteobacetria a Deltaproteobacteria nebylo z ¢asovych diivodu provedeno.

Pro potencialni symbionty ze skupiny Bacteroidetes byly pouzity nejprve dvé specifické
préby puvodné designované na 16S rRNA ektosymbiontl S. strix. Sekvence proby a cilena
sekvence SSU potencialniho symbionta P. melolonthae vsak nebyly v misté navrzeni proby
zcela identické. Obecnéjsi proba ST-BACT-137 navrzena na cely klad III se liSila ve dvou
nukleotidech a proba AspS2B-664 se liSila dokonce ve ¢tyfech nukleotidech. Doufali jsme, Ze
by pfi nizsi koncentraci FA, a tudiz pfi mensi specifité¢ nasedani proby, mohly fungovat, ale
nestalo se. Ani nov€ navrzend proba (ASP_Poly), cilend na identicky lokus jako proba AspS2B-
664 neposkytla Zadny signal.
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Obr. 22: Butika Polymastix melolonthae hostici ektosymbiotické bakterie onacena pomoci fluorescenéni in situ
hybridizace pii 30% koncentraci FA. A) Proba Eub Mix nasedajici na rRNA veskerych eubakterii B) Proba
Oxy_ 784 cilena na oxymonady C) DAPI oznacujici veskerou DNA D) slozeny signal E) svételna mikroskopie
s vyuzitim diferencialniho interferenc¢niho kontrastu (DIC). Méfitka predstavuji 5 pm.
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5 Diskuze

Celed” Polymastigidae byla posledni z péti Geledi oxymonad, z jejihoZ typového rodu —
Polymastix — nebyla ziskana sekvencni data. Vzhledem k nartstajicim pochybnostem
o monofyleti¢nosti zminéné Celedi, tak bylo vice nez zadouci ziskat alespon sekvenci genu pro
18S rRNA.

Polymastix je drobny jednobunéény eukaryot obyvajici travici trakt prevazné xylofagniho
a detritovorniho hmyzu. Nejlépe dostupnym hostitelem tohoto prvoka je v nasich podminkach
larva tiplice. SpoleCenstvo kolonizujici zadni stfevo téchto larev je riznorodé. a mimo jiné ho
obyvéa nékolik druhii oxymondd — Monocercomonoides melolonthae, M. orthopterorum,
Polymastix melolonthae a P. wenrichi. Zéastupci rodu Polymastix a Monocercomonoides se od
sebe na prvni pohled lisi pritomnosti ektosymbiotickych bakterii napojenych na
cytoplazmatické  membrané¢  Polymastix, protdhlym tvarem builky  Polymastix
a charakteristickym zplisobem jeho pohybu. Jednotlivé druhy Polymastix lze rozeznat na
zaklad¢ rozdilného tvaru buniky. Buiika P. melolonthae dortistd mensich rozméra, je uzsi a na
zadnim konci S$picatéjsi (Ludwig, 1946). Dle téchto indicii jsme urcili builky Polymastix
nalezené v larvach zkoumanych tiplic jako P. melolonthae.

5.1 Single-cell genomova amplifikace a celogenomova sekvenace

Po ptfedchozich negativnich zkuSenostech s extrakci DNA z celého obsahu stieva larvy
tiplice a néaslednym neuspéSnym pokusiim o amplifikaci sekvence genu pro 18S rRNA
P. melolonthae jsme zvolili metodu single-cell genomové amplifikace. Bunky P. melolonthae
bylo zapotiebi nejprve oddélit od ostatnich organizmii, coz se ukazalo byt vzhledem k jejich
bun¢k, z nichZ byla nasledné amplifikovana genomova DNA s riznym vytézkem. Divodem
nizkého vytézku DNA u nekterych bun€k mohla byt v nékterych piipadech delsi prodleva mezi
mikromanipulaci buiiky a amplifikaci jeji gDNA. Ze vzorkl, kde dosahovala koncentrace
amplifikované gDNA vyS$§i hodnoty nez 5 ng/ul, se podafilo s pouZitim univerzalnich
eukaryotickych primert amplifikovat gen pro malou ribozomalni podjednotku. Amplifikace za
pomoci specifickych primerti pro oxymonady nebyla zdaleka tak GspéSna snad proto, Ze se
nemuselo ve vSech pfipadech jednat o DNA oxymonad. Amplifikace 18S rDNA oxymonad
obecné neni snadna vzhledem k vétsi délce tohoto genu (cca 3000 pb). Vysledné jsme ziskali
sekvenci 18S rDNA ze tfi riiznych bun¢k P. melolonthae.

Celogenomova knihovna byla pfipravena ze stejnych vzorki, ze kterych se ndm podatilo
ziskat sekvenci 18S rDNA oxymonad. Cely proces bioinformatického zpracovéani vzorka
probihal standardng. Kontigy, které¢ ndlezely P. melolonthae byly pti pouziti analyzy ESOM
zfeteln€ odd¢leny od ostatnich kontigii. Nasledna extrakce a modelace genti pro EF-1aa HSP90
z genomu byla taktéz Gspesna.

5.2 Postaveni rodu Polymastix

Fylogenetické postaveni rodu Polymastix bylo analyzovano nejprve jen na zakladé 18S
rDNA. V pfedbézné fylogenetické analyze vytvarel P. melolonthae vramci skupiny
Oxymonadida dlouhou vétev a postaveni takovych vétvi je obvykle tézké urcit. Proto jsme se
pokusili vysledovat ptipadné trendy tim, Ze jsme variovali pocet taxonil v datasetu a také délku
tohoto alignmentu pomoci riizné pfisnosti ofezavani. Fylogeneze genu pro 18S rRNA nam
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nepfinesla jednoznacnou odpoveéd, ale nabidla nam tfi nejpravdépodobnéjsi hypotézy
o postaveni rodu Polymastix v rimci oxymonad: hypotéza 1 — P. melolontheae se vétvi v ramci
rodu Monocercomonoides a je nejpiibuznéjs§i Monocercomonoides acer, hypotéza 2 —
P. melolonthae je nejptibuznéjsi rodu Termitimonas a hypotéza 3 — P. melolontheae je
nejptibuznéjsi rodu Streblomastix. Alignmenty, u ktery nachdzely jmenované hypotézy nejveétsi
podporu, jsme analyzovali znovu a podporu odhadli pomoci neparametrického bootstrapu
s 1000 replikaty. Nejlépe byla podpofena hypotéza 3, tato topologie byla ptfitomna ve 49 %
replikatd. Ani tato nejsilnéji podpotfend hypotéza vSak neni pfili§ divéryhodnd. Bayeska
analyza urcila jako nejlépe statisticky podpotenou hypotézu 1 (hodnota BI 0,92). Fylogeneticka
analyza na zéklad¢ genu pro 18S rRNA tedy neni schopna piesnou pozici P. melolonthae ur¢it.

Pro fylogenetickou analyzu zaloZenou na tfech genech 18S rDNA, EF-1a.a HSP90 jsme
museli vyuzit dataset slozeny z mensiho poctu taxonl nez v ptipad¢ analyzy zalozené jen na
18S rDNA. Aminokyselinové sekvence gent pro EF-1a a HSP90 jsou ze skupiny Preaxostyla
dostupné jen pro celkem Sest zastupct (véetné P. melolonthae), pticemz v péti ptipadech se
jedné o sekvence oxymondd. Vysledkem této analyzy bylo, ze P. melolonthae vytvotil dlouhou
vétev v ramcei skupiny Preaxostyla a byl s vysokou statistickou podporou (hodnota bootstrap
93, Bayeska analyza 1,00) nejblize pfibuzny Streblomastix strix, coz je v souladu s vyse
zminénou hypotézou 3. Vzhledem k nedostatku dat (sekvence genti pro EF-la a HSP90
Termitimonas travisae nejsou znamy, a nebyly proto zarazeny do multigenové analyzy), ale
nemuizeme vyloucit ani hypotézu 2. Mezi Monocercomonoides exilis a P. melolonthae se ve
fylogenetickém stromé zaloZeném na konkatenatu gentli pro EF-1a a HSP90 vmezetuje S. strix.
Nejméné pravdépodobna se tak zda byt hypotéza 3. Nutno vSak brat v potaz, Ze za urcitych
okolnosti, jako napiiklad v pfipadé¢ stromii na obrazku Obr. 14 Obr. 15 netvofi
Monocercomonoides acer monofyletickou skupinu s ostatnimi druhy Monocercomonoides.
I v ptipadé M. acer a dalSich druhit Monocercomonoides by bylo zahodno ziskat zbyvajici dvé
sekvence. V ptipadé, Ze by vytvarel s ostatnimi druhy Monocercomonoides silné podpoienou
monofyletickou skupinu, mohli bychom hypotézu 1 s pomérné velkou jistotou zavrhnout. Za
hypotetické situace, kdyby M. acer ani na zakladé tii genli netvofil monofyletickou skupinu
s ostatnimi zastupci rodu Monocercomonoides by pak bylo potfeba taxonomické zatazeni
M. acer ptehodnotit. Zavérem fylogenetickych analyz miizeme pouze konstatovat, zZe
z dostupnych dat neni mozné postaveni rodu Polymastix ani na zéklad€ tii genii definitivné
ur€it. Dospéli jsme vSak ke dvéma pravdépodobnym hypotézdm — P. melolonthae je
nejpiibuznéjsi rodu Streblomastix a P. melolonthae je nejpiibuznéjsi Termitimonas travisae.

V ptipadé€ platnosti hypotézy 2 a 3 by mohla byt monofyleticnost celedi Polymastigidae
zachovana pouze v ptipad¢, kdy by se do této ¢eledi zahrnul rod Streblomastix, ktery je jedinym
popsanym rodem vramci celedi Streblomastigidae. Vychazime-li vSak z multigenové
fylogenetické analyzy, ani tento krok by k utvotfeni monofyletické skupiny pfili§ nepomohl,
jelikoz se rod Blattamonas zda byt od rodi Monocercomonoides, Streblomastix a Polymastix
vzdalenéjsi nezli rod Saccinobaculus, jenz se tadi do Celedi Saccinobaculidae. Opét narazime
na problém tykajici se nedostatku molekularné-fylogenetickych dat napfi¢ celou skupinou
Oxymonadida. V budoucnu se velmi pravdépodobné nevyhneme revizi parafyletické celedi
Polymastigidae. Moznym feSenim by bylo sloucit soucasné celedi Polymastigidae
a Streblomastigidae s tim, Ze nalezitost rodu Blattamonas do této fuzované celedi bude 1 nadale
spornd, piipadné vyckat, az se situace vyjasni za pomoci novych dat.
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5.3 Zarazeni prokaryotickych ektosymbionti P. melolonthae

Z celogenomové sekvenace, o které mizeme hovofit téz jako o metagenomové
sekvenaci, jsme se pokusili ziskat sekvence genu pro 16S rRNA, které bychom mohli vyuzit
pro identifikaci prokaryotickych ektosymbiontii na povrchu P. melolonthae.

Vzhledem k velikému poctu prokaryotickych sekvenci 16S rDNA, které se vyskytovali
zvlast vkazdém ze tii osekvenovanych metatagenomi, nebylo v naSich silach kazdou
jednotlivou sekvenci provéfit. Nejvice prokaryotickych sekvenci 16S rDNA obsahoval vzorek
P7, pticemz piedpokladdme, ze valnou vétSinu z nich tvofily kontaminace. Bakterie vnimané
jako kontaminace mohly pochazet rovnou z pocateéniho kroku — ziskévani genetického
materidlu P. melolonthae a jeho prokaryotickych symbiontti. Vzhledem k velikosti buiiky
P. melolonthae je nutno se smifit s piipadnou pritomnosti uré¢itétho mnozstvi kontaminantti na
ukor uspésného vyjmuti buniky ze vzorku obsahujicitho endobionty z celého zadniho stfeva
larvy tiplice. Dokonalé promyti je takika nemozné. Dal§im ptipadnym zdrojem kontaminantl
muze byt nedostatecné sterilni pracovni prostiedi, ve kterém se se vzorky manipuluje ve spojeni
s vysokou citlivosti sekvena¢ni metody Illumina HiSeq X Ten.

VyuZili jsme toho, Ze jsme méli tfi rizné osekvenované metagenomy. Rozhodli jsme se
bakteridlni sekvence 16S rDNA filtrovat na zadkladé predpokladu, ze se ektosymbiotické
bakterie P. melolonthae budou diky fyzickému napojeni na cytoplazmatickou membranu
hostitele vyskytovat ve vSech vzorcich, zatimco pfitomnost kontaminaci bude jen ndhodna.
Tento predpoklad splnilo 16S rDNA =z péti ruznych potencidlnich ektosymbiontt
P. melolonthae, které se tadily do Ctyf riznych bakterialnich kmeni: Firmicutes (2 sekvence),
Alfaproteobacteria, Deltaproteobacteria a Bacteroidetes. Pro kazdy bakteridlni kmen jsme
sestavili fylogeneticky strom, ktery poskytnul mnohé informace nejen o taxonomickém
postaveni potencialnich ektosymbiont, ale 1 o jejich mozné roli v ekosystému stiev.

Ve vSech tfech metagenomech se vyskytovaly dva typy sekvenci spadajicich do kmene
Firmicutes. Sekvence oznacovana ¢islem jedna (Bacterium from the gut of Tipula larvae 1) se
na fylogenetickém stromé sdruzuje s bakteriemi obyvajicimi travici trakt obratlovcti. V ptipadé
téchto bakterii nejsou zndmy zadné asociace s jednobunécnymi eukaryoty. Neni znamo, Ze by
se v travicim traktu obratlovcl vyskytoval Polymastix, coz v kontextu ekologie ptibuznych
bakterii snizuje vérohodnost hypotézy, ze by bakterie ze skupiny Firmicutes ¢. 1 ziskana ze
stieva larvy tiplice byla ektosymbiontem P. melolonthae.

V piipadé bakterie z kmene Firmicutes €. 2 (Bacterium from the gut of Tipula larvae 2)
je tato vérohodnost vyS$$i. Nejpiibuzngjsi bakterie nami ziskané bakterie byly popsany ze
zadniho stfeva larvy zlatohlavkd — Pachnoda spp. Rizné druhy Polymastix byly popsany
z mnoha zastupcl skupiny Scarabeidae, kam se fadi 1 zlatohldvci. Ac€koliv nebyl doposud
popsan zadny zastupce rodu Polymastix ze zadniho stieva Pachnoda spp., nelze vyloucit, ze se
tam vyskytuje. Je mozné, Ze byla ptitomnost vétSiho eukaryotického organizmu paradoxné
prehlédnuta, zatimco jeho o pozndni men$i ektosymbiont byl diky metagenomickému
prizkumu prostiedi (napft. sekvenaci 16S amplikontl) detekovan (Andert et al., 2010). Jak jsme
se 1 sami presvédcili, neni snadné pifitomnost rodu Polymastix detekovat jen na zakladé
vyextrahované DNA z celého stfeva hostitelského organizmu. Pro ovéfeni teorie, Ze
ektosymbioticka bakterie na povrchu P. melolonthae je pravé tato bakterie sdruzujici se
s bakteriemi obyvajicimi Pachnoda spp., by bylo zahodno dikladné prostudovat travici trakt
zlatohlavki, zda se 1 v tomto zastupci Celedi Scarabeidae P. melolonthae, ptipadné jakykoliv

51



jiny druh Polymastix, vyskytuje. Otazkou je, jak moc jsou identické ektosymbiotické bakterie
ruznych druhii Polymastix. Pomoci environmentalnich sekvenaci traviciho traktu hostitele mohl
byt ektosymbiont P. melolonthae ptipadné jiného druhu Polymastix jiz sekvenovan. Tento
scénaf, by vzhledem velkému poctu environmentalnich sekvenci, které nebyly doposud
k Zzadnému konkrétnimu organizmu pfifazeny, nemusel byt ptili§ vzdaleny pravd¢é. Na tomto
piikladé je patrné, jak dulezité je znat co nejvice hostitelti rodu Polymastix. Na druhou stranu
vime, ze spoleCenstva vyuzivajici podobnou ekologickou niku mivaji podobnou skladbu. Jak
jsem jiz uvadéla vyse, napt. rody Monocercomonas, Tetratrichomastix, Monocercomonoides ¢i
Polymastix se vyskytuji spolecné v riiznych hostitelich (ve Svabech, v larvach tiplic, v larvach
vrubounovitych brouki) (Brugerolle et al., 2003; Kowalczyk, 1938; Ludwig, 1946). Neni
diavod se domnivat, ze skladba bakterialniho spole¢enstva bude diametralné odlisna hostitel od
hostitele. Bakterie v této praci oznacovana jako Bacterium from the gut of Tipula larvae 2 mtze
byt nepostradatelnou soucasti spolecenstva uvnitt larvy tiplice stejné tak jako larvy Pachnoda
spp. nezavisle na jeji asociaci s P. melolonthae. V piipadé¢ sekvenace metagenomu
P. melolonthae mohla byt ptfitomna ve vzorku ze zadniho stfeva larvy tiplice v tak pocetném
zastoupeni, Ze byla nechtic odebrdna a ndsledn¢ sekvenovana s P. melolonthae 1 jeho
ektosymbionty. Zarovein nebyl doposud pozorovan symbioticky vztah mezi kterymkoliv
zastupcem oxymonad a bakterii ze skupiny Firmicutes. Zastupci tohoto kmene se casto
vyznamné podileji na degradaci celulozy (Konig, 2006; Leschine, 1995).

Jako dalsiho mozného ektosymbionta P. melolonthae jsme oznacili bakterii ze skupiny
Alfaproteobacteria. Sekvence 16S rDNA nejpiibuznéjSich bakterii byly ziskdny ze stfeva
termitd. Jeden druh Polymastix — P. hystrix byl popsan také ze stfeva termita Neotermes
aburiensis. Z tohoto poznatku vSak nemulzeme, jak je diskutovano vySe, mnoho vyvozovat,
snad jen Ze se nejedna pouze o nahodilou kontaminaci vSech vzorkd, kterd by vznikla
v disledku nedostate¢né sterilniho pracovniho prostiedi. Cely kmen bakterii Proteobacteria
byva nedilnou soucasti ekosystému stev.

Ctvrtym potencialnim ektosymbiontem je bakterie ze skupiny Deltaproteobacteria.
Stejné jako v prechozich piipadech jsou ptibuzné bakterie popsany ze stieva hostiteld rodu
Polymastix — termiti, $§vabt 1 larev vrubounovitych broukti. Na rozdil od alfaproteobakterii byly
pozorovany asociace mezi deltaproteobakterii a jednobunéénym eukaryotem obyvajicim travici
trakt. Jedna se o endosymbionta Ca. Desulfovibrio trichonymphae kolonizujiciho cytoplazmu
Trichonympha agilis (Parabasalia) ze stfeva termita Reticulitermes speratus. Ani v tomto
pfipad¢ jsme nezaznamenaly dostatek indicii pro podpofeni hypotézy, ze ektosymbiontem
P. melolonthae je bakterie ze skupiny Proteobacteria.

Na zéklad¢ fylogenetické analyzy v ramci skupiny Bacteroidetes vyslo najevo, Zze nami
ziskana sekvence ze stfeva tiplice je blizce pfibuznd nedavno popsanym ektosymbiontlim
napojenym na povrch S. strix. Toto zjisténi je v souladu s hypotézou o fylogenetickém
postaveni rodu Polymastix v nejbliz§i piibuznosti se S. strix, kterd byla podpoiena
fylogenetickou analyzou zaloZenou na sekvenci genu pro 18S rRNA, jenZ byla provedena na
datasetu F1 ofezaného s nastavenymi parametry Gap: 0,1 a Entropy: 0,3, stejné tak jako
vicegenovou fylogenetickou analyzou. Dalsi indicii, kterd podporuje teorii, Ze ektosymbiontem
P. melolonthae je bakterie ztéto skupiny, je vysoké pokryti (coverage) sekvenci tohoto
potencialniho ektosymbionta, tj. veliké zastoupeni téchto sekvenci v jednotlivych assembly.
Pocet jednotlivych ¢teni sekvence genu pro 16S rRNA fadici se do skupiny Bacteroidetes bylo

52



2 946, Firmicutes (sekvence ¢.2) 1279, Firmicutes (sekvence ¢.1) 740, Alfaproteobacteria 129
a Deltaproteobacteia 35. Jsme si védomi, ze fidit se témito hodnotami miize byt obzvlasté
v pripad¢ metody single-cell genomové amplifikace zradné, jelikoz je tato metoda nachylna ke
zkresleni poméru zastoupeni sekvenci tzv. biasu béhem amplifika¢niho kroku. Tvrzeni, Ze
ektosymbiontem P. melolonthae je bakterie ze skupiny Bacteroidetes, jsme na zaklad¢é vyse
zminénych faktl piiklanéli nejvetsi vahu, rozhodli jsme se ho jako prvni (a z ¢asovych davodi
téz posledni) ovéfit pomoci fluorescenéni in situ hybridizace. Ovéfovani touto metodou
detailnéji popiSu v kapitole 5.4.

Na zéklad¢ mikroskopickych pozorovéani byly na povrchu S. strix zaznamenany tii rizné
morfotypy ektosymbiotickych bakterii (Leander and Keeling, 2004). Pomoci molekularné-
fylogenetickych metod byly identifkovany kromé Ca. O. streblomastigis jesté dalsi ¢tyfi blizce
ptibuzné linie bakterii ze skupiny Bacteroidetes (Treitli et al., 2019). Tento fakt nas dovedl
k myslence, zda se pod jednim pozorovanym morfotypem na povrchu P. melolonthae neskryva
vice riiznych fylotypd. Rozhodli jsme se tak dlslednéji prozkoumat jednotlivé metagenomy
kazdy zvlast a polevili jsme z pozadavku, Ze potencialni ektosymbiont P. melolonthae musi
byt ptitomen ve vSech vzorcich. Nalezli n€kolik dalSich sekvenci, které se fadily do skupiny
Bacteroidetes. Nékteré z nich byly ptitomny ve dvou vzorcich, jiné pouze v jednom z nich.
Nasledné provedend fylogeneticka analyza vsSak nepotvrdila naSe ocekavani — nové ziskané
sekvence se na fylogenetickém stromé nesdruzily jako v ptipadé S. strix. V ramci skupiny
Bacteroidetes byly spiSe vzdalené ptibuzné prvni majoritni sekvenci pritomné ve vsech tiech
vzorcich (data nebyla v rdmci této prace prezentovana). Toto zjiSténi sice zcela nezavrhuje
teorii, Ze bakterie na povrchu P. melolonthae nejsou i ptes svou uniformni morfologii identické,
ptitomnost vice fylotypi pfinejmensim ze skupin Bacteroidetes je vS§ak malo pravdépodobna.

Kromé metody FISH by na cesté k odhaleni identity ektosymbiontl P. melolonthae
mohlo byt napomocné ziskat s vyuzitim metody ESOM cely genom potencialnich symbiontd.
V tomto ptipadé¢ by nebyly nové nabyté védomosti omezeny jen na jejich taxonomické
zafazeni, ale mohli bychom se dozvédét mnohem vice o podstaté této asociace.

5.4 Ovéreni a pripadné upresnéni vysledki pomoci FISH

Jelikoz fotodokumentace provedend pii mikromanipulaci nema pfiili§ velikou
vypovidajici hodnotu, pokusili jsme se pfifadit ziskanou sekvenci 18S rDNA k organizmu,
ktery jsme na zdklad¢ morfologie urcili jako P. melolonthae, pomoci metody rRNA
fluorescenéni in situ hybridizace. S vyuZitim programu ARB jsme navrhli nékolik specifickych
prob pro P. melolonthae, Zadna z nich vSak uspesné€ s nic¢im ze vzorku ze zadniho stieva tiplice
nehybridizovala a to ani pii riiznych koncentracich FA. Uréeni vhodného tseku sekvence genu
18S rDNA pro nasedani fluorescencné znacené proby je obecné u skupiny Oxymonadida
naro¢né. Monocercomonoides sp. (~3 kpb) 1 P. melolonthae (~2,5 kpb) maji v porovnani
s ostatnimi eukaryoty (~1800 pb) sekvenci genu pro 18S rRNA vyrazné delsi. Pfi navrhovani
prob program ARB snadno pifedlozi sice zcela unikatni usek 18S rDNA, ktery je vSak pro
nasedani proby tézko dostupny. Nebylo tak velkym piekvapenim, Ze ani jedna ze specificky
navrzenych prob nefungovala. Uspéch jsme zaznamenali az s pouzitim proby hybridizujici
s oxymonadami obecné. JelikoZ neni ze stfeva larvy tiplice popsan jiny zastupce ze skupiny
Oxymonadida, jehoz cytoplazmatickd membrana by byla osidlena ektosymbionty, nez
P. melolonthae ptipadné P. wenrichi, mizeme usuzovat, ze sekvence 18S rDNA ziskand ze
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stieva tiplice nalezi rodu Polymastix. Na snimcich z fluorescencniho mikroskopu je jasné
patrny tvar buiky P. melolonthae 1 ektosymbiotick¢ bakterie oznacené univerzalni
eubakterialni probou napojené na jeho povrchu.

Identifikace prokaryotickych ektosymbiontd P. melolonthae nebyla taktéz piilis
uspeésna. Z Casovych diavodii byla ovéfovana pouze jedind hypotéza — bakterie na povrchu
P. melolonthae nalezi do skupiny Bacteroidetes. Jelikoz nase laboratot disponovala
specifickymi probami pro blizce piibuzné ektosymbionty S. strix, rozhodli jsme se je vyzkouset
i pres to, Ze jejich sekvence presné neodpovidala sekvenci potencidlniho symbionta
P. melolonthae. Tyto proby bohuzel ani za niz§i koncentrace FA (tj. mensi specifité nasedani
prob) uspésné nehybridizovaly. Pouzili jsme 1 jednu specifickou probu (ASP_Poly), ktera byla
variaci uspeSn¢ nasedajici proby u S. strix (AspS2B-664). Ani vtomto pfipadé jsme
nezaznamenali uspéch. K dosazeni cile je nezbytné vytrvat v usili a pokusit se navrhnout vice
prob nejen pro bakterie ze skupiny Bacteroidetes, z nichz bude snad néjaka s ektosymbionty
uspésné hybridizovat.

Data ziskana v rdmci této prace by se dala rozsifit pii opétovném assembly ziskanych
dat s ptihlédnutim k jiz ziskanym poznatkim o genomu P. melolonthae. Podatilo by se tak,
mimo jiné, rozsifit podil kompletnich genti na ukor genti nekompletnich. Nasnad¢ je téz anotace
a predikce genll. Vhodnym doplnénim této prace by bylo téz =ziskani transkriptomu
P. melolonthae. Prvotni pokusy o ziskani transkriptomové knihovny vSak nebyly ptili§ uspésné.
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6 Zavéreéné shrnuti

Pomoci metody single-cell genomové amplifikace a nasledné celogenomové sekvenace
na Illumina HiSeq X Ten (Macrogene) jsme ziskali nukleotidovou sekvenci genu pro SSU
rRNA a aminokyselinové sekvence EF-lo a HSP90 ze tii rtiznych jedinct Polymastix
melolonthae.

Na zéklad¢ ziskanych sekvenci jsme dospéli ke dvéma moznym hypotézam
o fylogenetickém postaveni rodu Polymastix. Prvni z nich umist'uje rod Polymastix do nejblizsi
ptibuznosti s rodem Streblomastix, dle druhé hypotézy je nejptibuznéjsi Termitimonas travisae.

Prokaryoticti ektosymbionti na povrchu Polymastix melolonthae jsou pravdépodobné
zastupci jednoho ztéchto bakteridlnich kment: Alfaproteobacteria, Deltaproteobacteria,
Firmicutes, Bacteroidetes. Blizka ptibuznost ektosymbiotickych bakterii Streblomastix strix
s potencialnimi ektosymbionty P. melolonthae z kmene Bacteroidetes podporuje teorii, Ze se
bakterie na povrchu fadi pravé do tohoto kmene.

Metoda fluorescen¢ni in situ hybridizace zcela nepotvrdila ani nevyvratila urceni
identity Polymastix melolonthae ani jeho ektosymbionti.

Nezanedbatelnym vysledkem je samoziejmé také ziskdni genomové assembly
P. melolonthae o velikosti 13,8 Mpb, s obsahem GC 55 % a poctem scaffoldii 1 534 a cteni
z genomu jeho potencidlnich prokaryotickych symbionti. Tyto soubory dat v budoucnu
poslouzi k detailn¢jSimu nahlédnuti do Zivota tohoto drobného bi¢ikovce nejen v kontextu
symbiotickych interakci s bakteriemi na jeho povrchu.
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