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Abstrakt 

Skupina Polymastigidae je jednou z pěti čeledí oxymonád (Metamonada, Preaxostyla). 

Zahrnuje drobné bičíkovce obývající trávící trakt hmyzu. V posledních letech byla získána 

molekulárně-fylogenetická data, která monofyletičnost této skupiny zpochybňují. Typovým 

rodem čeledi Polymastigidae je Polymastix. Fylogenetické postavení tohoto rodu zatím nebylo 

studováno, ačkoliv by právě tato informace mohla významně napomoci objasnit příbuzenské 

vztahy v rámci zmíněné skupiny. Tato práce poskytuje první sekvenční data zástupců tohoto 

rodu, která jsme získali pomocí metody single-cell genomové amplifikace a následné 

celogenomové sekvenace na Illumina HiSeq X Ten (Macrogene) ze tří jedinců P. melolonthae 

obývajících zadní střevo larvy tiplic. Fylogenetické analýzy založené na genu pro 18S rRNA, 

EF-1α a HSP90 přinesly dvě zhruba stejně pravděpodobné hypotézy o postavení tohoto rodu 

v rámci celé skupiny Oxymonadida. První z nich umisťuje rod Polymastix do nejbližší 

příbuznosti s rodem Streblomastix, dle druhé hypotézy je nejpříbuznější Termitimonas travisae. 

Charakteristickým znakem tohoto prvoka jsou ektosymbiotické bakterie napojené na jeho 

povrch. Tyto byly nutně amplifikovány a sekvenovány společně se svým hostitelem, což nám 

umožnilo získat data i pro tyto organizmy. Identifikace eubakteriálních symbiontů 

P. melolonthae probíhala na základě 16S rDNA. Jedná se pravděpodobně o zástupce jednoho 

z následujících bakteriálních kmenů: Alfaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Firmicutes nebo 

Bacteroidetes. Blízká příbuznost ektosymbiontů Streblomastix strix se sekvencencemi z kmene 

Bacteroidetes nalezenými v datech podporuje teorii, že ektosymbiotické bakterie 

P. melolonthae, pochází právě z tohoto kmene. Pro ověření identity ektosymbiontů 

P. melolonthae jsme použili také metodu fluorescenční in situ hybridizace, ta však zatím 

neposkytla jednoznačné závěry.  

 

 

Klíčová slova: Oxymonády, 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-1α 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 
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PCR – polymerázová řetězová reakce (Polymerase Chain Reaction) 

rDNA – ribozomální DNA 

rRNA – ribozomální RNA 

SDS – dodecylsíran sodný (sodium dodecyl sulfate) 

SOC – Super Optimal broth with Catabolite repression 

SSU – malá podjednotka (Small Subunit) 

TAE – pufr Tris-acetát-EDTA  
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1 Literární přehled 

Oxymonády (Metamonada, Preaxostyla) jsou skupinou exkavátních prvoků, která je 

známá převážně ze střev nižších termitů a dřevokazných švábů, kde jsou společně 

s parabasalidy součástí společenstva podílejícího se na degradaci lignocelulózy. Zástupce této 

skupiny však nalezneme v trávicím systému i ostatních skupin hmyzu nebo dokonce 

obratlovců. Jejich nejbližší příbuzní jsou volně žijící organizmy, které obývají anoxické 

sedimenty – Trimastigida a Paratrimastigida, zahrnují rody Paratrimastix a Trimastix, 

a společně vytváří skupinu Preaxostyla (Dacks et al., 2001). Společným znakem této skupiny 

je mřížovaná struktura spojená s I fibrilou, která je u oxymonád obzvláště vyvinutá 

a spoluvytváří ultrastrukturální útvar tzv. preaxostyl, který je společně s axostylem a peltou 

součástí cytoskeletu zpevňujícího buňku. 

Oxymonády jsou velmi diverzifikovanou skupinou. Jejich buňky nabývají nejrůznějších 

tvarů a velikostí od několika µm po stovky µm, liší se i počtem bičíků. Většina zástupců má 

dva páry, ale některé rody mají bičíky (včetně celého karyomasigontu) zmnožené, např. 

Pyrsonympha má bičíků osm, Saccinobaculus 12 a Microrhopalodina či Sauromonas jich mají 

bezpočet (Hampl, 2016). Co však celou skupinu charakterizuje je redukce až ztráta 

mitochondrie, absence peroxizómu, Golgiho komplexu a cytostomu. Většina ze zmíněných 

znaků je adaptacemi na mikroaerofilní prostředí, které uvnitř trávícího traktu hostitele panuje. 

Aby se buňky byly schopny v tomto dynamickém prostředí udržet, musí vynaložit energii 

a pohybovat se aktivním pohybem za pomoci bičíků proti peristaltice, nebo se ke stěně střeva 

přichytit tzv. holdfastem, který bývá situován na předním konci buňky zvaném též rostelum. 

Schopnost střevo v pravý čas opustit je ale neméně důležitá. Šíření mezi hostiteli z řady 

eusociálního hmyzu probíhá pomocí proktodeální trofolaxe, kdy mladí jedinci, či jedinci po 

svlékání konzumují čerstvé exkrementy svých druhů, jenž obsahují oxymonády ve stádiu 

trofozoita (Nalepa, 2015). Mezi ostatními hostiteli se šíří pomocí cyst. Jejich tvorba byla zatím 

pozorována u rodů Monocercomonoides, Blattamonas, Saccinobaculus a Sauromonas 

(Cleveland, 1950; Grassé, 1952; Lee, 2000; Treitli et al., 2018).  

Role oxymonád v ekosystému není zcela známá. V minulosti byly malé rody oxymonád 

vnímány jakožto parazité, toto pojetí je již však překonáno (Klug and Kotarski, 1980; 

Krishnamurthy and Sultana, 1978). Větší zástupci (Pyrsonympha, Trichonympha, Oxymonas, 

Microrhopalodina) se se svými prokaryotickými symbionty pravděpodobně, obdobně jako 

Parabasalia, podílejí na trávení celulózy (Carpenter et al., 2013). Menší zástupci, kteří nejsou 

schopni dřevní částice pojmout, zdá se, pouze využívají schopnosti jiných a konzumují glukózu 

a jiné monosacharidy z okolního prostředí (Radek, 1999). 

Skupina Oxymonadida je tvořena cca 140 druhy, které jsou rozřazeny do pěti čeledí 

Pyrsonymphidae, Oxymonadidae, Saccinobaculidae, Streblomastigidae, Polymastigidae 

(Hampl, 2016; Heiss and Keeling, 2006). Do oxymonád náleží i Opisthomitus longiflagellatus 

a Oxynympha loricata, kteří nejsou zařazeni do žádné ze zmíněných čeledí (Radek et al., 2019, 

2014). Fylogenetické vztahy v rámci jednotlivých skupin, ale ani mezi nimi nejsou zcela 

vyřešeny. Vzhledem ke složitým interakcím mezi členy společenstva, jehož jsou oxymonády 

součástí, jsou jen těžko kultivovatelné. S nástupem moderních metod, které umožňují studovat 

tyto organizmy bez nutnosti kultivace, množství informací přibývá, přesto stále není 
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biochemických ani molekulárních dat dostatek. Většina fylogenetických analýz je založena jen 

na genu pro 18S rRNA, což se v mnoha případech ukazuje býti nedostatečné. Recentní 

fylogenetický strom je znázorněn na Obr. 1. 

 
Obr. 1: Fylogenetická analýza skupiny Oxymonadida na základě genu pro SSU rRNA (Radek et al., 2019) 

1.1  Oxymonády a jejich diverzita 

V této kapitole bych ráda uvedla pro úplnost přehled všech čeledí a nezařazených rodů 

spadajících do skupiny Oxymonadida s důrazem na skupinu Polymastigidae, do které se řadí 

rod Polymastix, o němž pojednává tato práce. 

1.1.1 Rod Opisthomitus 

Tento rod není zařazen do žádné z pěti čeledí, dle 18S rRNA má však nejblíže k čeledi 

Pyrsonymphidae (Radek et al., 2014). Doposud byly popsány čtyři druhy: Opisthomitus 

avicularis, O. longiflagellatus, O. brasiliensis a O. flagellae, přičemž zařazení posledních dvou 

zmíněných druhů je nejasné (Hampl, 2016). Opisthomitus je drobný bičíkovec se špičatým 

útvarem podobným rostelu v přední části buňky. Přichycení buněk Opisthomitus k epitelu 

střeva hostitele nebylo ještě pozorováno (Duboscq and Grassé, 1934; Radek et al., 2014). 

1.1.2 Rod Oxymnympha 

Oxynympha loricata je jediným zástupcem tohoto nově popsaného druhu. Pozorována 

byla zatím pouze ve střevě Porotermes adamsoni. Fylogeneticky je nejbližší rodu 

Saccinobaculus, morfologicky se však podobá spíše zástupcům čeledi Polymastigidae snad pro 

jejich ancestrální morfologii všem oxymonádám. Je to drobný bičíkovec (9-13 µm) s dlouhým 

a tenkým axostylem, který není kontraktilní a na zadním konci výrazně vystupuje z buňky. 
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V tomto místě je patrný periaxostylární prstenec. Buňka nemá žádný příchytný aparát. 

Od zástupců skupiny Polymastigidae se odlišuje mimo jiné bičíky, které jsou na proximální 

polovině ztluštělé. Na povrchu O. loricata jsou nápadné podlouhlé invaginace (Radek et al., 

2019). 

1.1.3 Čeleď Pyrsonymphidae 

Zahrnuje dva druhově početné rody Pyrsonympha a Dinenympha. V minulosti probíhala 

diskuze, zda se nejedná pouze o rozdílné morfotypy téhož druhu případně různá životní stádia, 

molekulárně-fylogenetické studie však existenci obou rodů potvrdily (Iida et al., 2000; Moriya 

et al., 2003). Pro oba dva rody jsou charakteristické symbiotické interakce s prokaryoty. Bičíky 

jsou uspořádány do dvou (čtyři bičíky) případně čtyř (osm bičíků – P. vertens) oddělených párů. 

Vybíhají z předního konce buňky k zadnímu konci a levotočivě obmotávají buňku uložené 

v rýhách (Bloodgood et al., 1974). Pohyb buňky zajišťuje kromě bičíků také kontraktilní 

axostyl.  

Buňky Pyrsonympha sp. jsou poměrně veliké (až 150 µm), jsou tak schopny pohltit 

dřevní částečky a podílet se na jejich degradaci. Pro ukotvení ve střevě hostitele (termita) mají 

na předním konci utvořený holdfast (Bloodgood et al., 1974). Pelta je značně redukovaná. 

Dinenympha měří v porovnání se sesterským rodem pouhé desítky µm, je typicky 

šroubovicového tvaru a postrádá holdfast (Moriya et al., 2003). 

Zástupci této čeledi – Dinenymphites spiris a Pyrsonymphites cordylinis byli objeveni 

i ve fosilních vzorcích termita Kalotermes burmensis starého 97 až 110 milionů let, který se 

dochoval v jantaru (Poinar, 2009). 

1.1.4 Čeleď Oxymonadidae  

Zástupci čeledi Oxymonadidae bychom nalezli výhradně v nižších termitech čeledi 

Kalotermitidae, v jejichž střevě žijí buď volně nebo přisedle. K epitelu střeva bývají buňky 

napojeny pomocí hodfastu na konci dlouhého rostela, které se může za jistých situací pomalu 

zkrátit či prodloužit. Pohybují-li se buňky volně, napomáhá jim kontraktilní axostyl ale i bičíky. 

Někteří zástupci (Barroella nebo Microrhopalodina) mají i více jader a tudíž 

i karyomastigontů, které mohou být uspořádány na bázi rostela případně bývají rozptýlená po 

buňce (Rother et al., 1999). Povrch zástupců Oxymonadidae bývá kolonizován 

ektosymbiotickými bakteriemi. 

Typovým rodem čeledi je rod Oxymonas. Velikosti buněk tohoto rodu se pohybují 

v širokém rozptylu od pouhých 5 po 240 µm na délku od 4 po 165 µm (Hampl, 2016). 

V termitovi Incisitermes tabogae byla pozorována i amébovitá forma blíže neurčeného druhu 

Oxymonas (Tamschick and Radek, 2013).  

Rod Sauromonas zahrnuje pouze jeden druh – S. m’baikiensis obývající střevo termita 

Glyptotermes boukoko. Byla pozorována synchronizace životních cyklů prvoka s etapami 

v životě termita. Pokud se její hostitel připravuje ke svlékání, odpojí se Sauromonas od epitelu, 

projde několika proměnami, závěrem odhodí bičíky a zacystuje se (Grassé, 1952; Hampl, 

2016). 

1.1.5 Čeleď Saccinobaculidae 

Jediným známým hostitelem zástupců z čeledi Saccinobaculidae je dřevokazný šváb 

rodu Cryptocercus (C. punctulatus a C. relictus). Charakteristickým znakem, který je též 
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zodpovědný za jméno typového rodu čeledi, je kontraktilní axostyl, jenž působí změny tvaru 

buňky vedoucí k lokomoci (McIntosh, 1973). Pohybující se buňka připomínala Clevelandovi 

„vrtícího se hada v pytli“ (1934). Organizmy z této čeledi nemají žádný příchytný aparát. 

Disponují čtyřmi, osmi nebo dvanácti neaherujícími (případně částečně adherujícími) bičíky, 

které pohybu buňky příliš nepřispívají. 

Saccinobaculus a Notila jsou jediné popsané rody spadající do této čeledi. Rozděleni 

byli na základě rozdílů při sexuálním rozmnožování. Morfologicky se odlišují tím, že axostyl 

u Saccinobaculus mírně vyčnívá z buňky. U rodu Saccinobaculus byla pozorována tvorba cyst. 

V kontextu celé skupiny oxymonád je pozoruhodná přítomnost elektrondenzní organely 

připomínající redukovanou mitochodrii či peroxizóm (Carpenter et al., 2008; McIntosh, 1973). 

1.1.6 Čeleď Streblomastigidae 

Tato čeleď zahrnuje doposud jediný popsaný druh – Streblomastix strix. Běžná velikost 

S. strix bývá 15-50 μm, ale některé gigantické formy dorůstají vzácně do velikosti 300 μm. Je 

to podlouhlá vřetenovitá buňka vytvářející šest až sedm žeber, v příčném průřezu hvězdovitého 

tvaru. Tato, v porovnání s ostatními oxymonádami, značně atypická morfologie je 

pravděpodobně adaptací zvětšující povrch buňky, aby se na něj mohlo napojit co největší 

množství ektosymbiotických bakterií (Dyer and Khalsa, 1993). Při odstranění těchto 

ektosymbiontů pomocí antibiotik mění Streblomastix razantně svůj tvar a stává se podobným 

Moncercomonoides či Polymastix (Leander and Keeling, 2004). Buňka má čtyři neadherující 

bičíky a tenké rostelum s pohárovitým holdfastem pro uchycení k epitelu hostitele. Tvorba cyst 

nebyla pozorována. Genom S. strix obsahuje nadstandartní množství intronů (1.1 intronu pro 

gen)(Slamovits and Keeling, 2006). Genetický kód není kanonický – kodóny TAA a TAG 

kódují místo stopkodónu aminokyselinu glutamin (Keeling and Leander, 2003). 

Streblomastix strix byl pozorován ve třech druzích termita Zootermopsis. Organizmus 

identifikovaný jako Streblomastix sp. byl zaznamenán také v Archotermopsis sp (Noda et al., 

2006a). V trávicím traktu dřevokazného švába Cryptocercus punctulatus byl objeven 

organizmus, který odpovídá výše popsané morfologii. Též molekulární data případné zařazení 

tohoto organizmu do čeledi Streblomastigidae potvrzují. Tento objev však nebyl doposud 

publikován (Hampl/Treitli – ústní sdělení 2020). 

1.1.7 Čeleď Polymastigidae  

Organizmy řazené do této čeledi jsou drobné buňky kapkovitého až kulovitého tvaru se 

čtyřmi bičíky. Jejich axostyl není kontraktilní a nemají příchytný aparát (Brugerolle et al., 2003; 

Radek, 1994). Typovým rodem této čeledi je Polymastix, jehož sekvence nebyla doposud 

publikována, a tak jsou všichni ostatní zástupci této čeledi zařazeni jen na základě společných 

morfologických a ultrastrukturálních znaků. Tradičně jsou do této největší skupiny řazeny rody 

Monocercomonoides, Blattamonas, Tubulimonoides, Paranotila, Brachymonas, Termitimonas 

a samozřejmě Polymastix. Celkově zahrnuje více než 70 druhů (Hampl, 2016). Jelikož se jedná 

o malé buňky, je velice obtížné rozlišovat jednotlivé rody pouze na základě morfologie. Teprve 

v nedávné době byl popsán rod Blattamonas. Fylogenetické studie, do kterých byly sekvence 

těchto dvou rodů zařazeny naznačují, že je skupina Polymastigidae parafyletická. Důvodem je, 

že se morfologicky poměrně odlišný Streblomastix ze skupiny Streblomastigidae větví mezi 

zmíněné dva rody (Kofoid and Swezy, 1919; Treitli et al., 2018). 
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1.1.7.1 Monocercomonoides 

Nejlépe prostudovaným zástupcem čeledi Polymastigidae je bezesporu 

Monocercomonoides exilis, je také jediným zástupcem celé skupiny Oxymonadida, jehož 

genom je publikován. Tato skutečnost přinesla mnoho nových poznatků. Geny M. exilis 

obsahují větší množství intronů. Jinak se zdá, že se genom tohoto organizmu nijak výrazně 

neodlišuje od ostatních známých genomů ze skupiny Metamonada, s jedinou podstatnou 

výjimkou, doposud se nepodařilo nalézt žádné důkazy přítomnosti mitochondrie. M. exilis je 

tak jediným známým organizmem, který mitochondrii zcela postrádá. Od většiny ostatních 

eukaryot se liší též mechanizmem pro syntézu železo-sirných klastrů. V dávné minulosti 

pravděpodobně získal společný předek celé skupiny Preaxostyla bakteriální SUF (sulphur 

mobilisation system). Tato událost tak umožnila některým liniím kompletní ztrátu mitochondrie 

(Karnkowska et al., 2016).  

Monocercomonoides obývá trávicí trakt nejen bezobratlých ale i několika druhů 

obratlovců (Abraham, 1961; Hampl et al., 2005; Kulda and Nohýnková, 1978). Na rozdíl od 

ostatních oxymonád je též kultivovatelný (Hampl et al., 2005). Jelikož je Monocercomonoides 

bakteriovorní a bez své potravy dlouho nepřežije, nepodařilo se zatím získat kulturu axenickou. 

Stavba buňky Monocercomonoides je pravděpodobně ancestrální pro všechny zbylé 

oxymonády, jelikož se podobá stavbě buňky Trimastix a Paratrimastix. Můžeme pozorovat 

jisté homologické struktury přítomné u exkavátních organizmů (Simpson et al., 2002). 

Monocercomonoides má dva páry bičíků oddělené preaxostylem. Zpětný bičík, jenž adheruje 

k povrchu buňky, je podložen plně vyvinutým mikrotubulárním kořenem R1 tzv. funisem. 

Celou buňkou prochází nekontraktilní axostyl složený ze tří řad rovnoběžných mikrotubulů 

propojených můstky. Jádro je obklopeno peltou (Brugerolle et al., 2003; Kulda and Nohýnková, 

1978; Radek, 1994). Stejně tak jako ostatní zástupci této čeledi postrádá holdfast a pohybuje se 

v prostředí volně (Lee, 2000). 

1.1.7.2 Blattamonas 

Hlavním znakem, který odlišuje rod Blattamonas od rodu Monocercomonoides je 

axostyl, který vždy vystupuje ze zadní části buňky a který je obklopen periaxostylárním 

prstencem. Již méně nápadným znakem je pozice jadérka, která je u Blattamonas vždy 

excentrická. Trofozoit je drobná buňka oválného tvaru, dlouhá většinou méně než 7 µm. Jako 

ostatní zástupci čeledi Polymastigidae má i Blattamonas čtyři bičíky, z nichž jeden, delší, je 

zpětný a obvykle neadheruje k buňce. Vzhledem k této morfologii, která není nijak výrazně 

atypická, se na vymezení tohoto rodu významně podílela molekulární data. Zatím byly popsány 

tři druhy: Blattamonas nauphoetae, B. junai a B. varadinovae. Všechny druhy obývají trávící 

trakt švábů (Treitli et al., 2018). 

1.1.7.3 Tubulimonoides 

Ani tento drobný bičíkovec (průměrná velikost 11,7 × 9,3 µm) se od rodu 

Monocercomonoides příliš neliší (Krishnamurthy and Sultana, 1976). Hlavním charakterovým 

znakem rodu Tubulimonoides je, jak už název napovídá, tubulární axostyl. Relevanci tohoto 

druhu znevažuje fakt, jak autoři Krishnamurthy a Sultana popisují, že z jedné skupiny bazálních 

tělísek Tubulimonoides gryllotalpae vystupují tři přední bičíky, kdežto poslední bazální tělísko 

je samostatné a nese zpětný bičík (Hampl, 2016). Takové uspořádání nebylo doposud u žádného 
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zástupce oxymonád pozorováno. Tento rod byl poprvé popsán z krtonožky Gryllotalpa 

africana (Krishnamurthy and Sultana, 1976).  

1.1.7.4 Brachymonas  

První zmínky o Brachymonas nalezneme již v Grassé (1952), kdy toto označení náleželo 

jednomu z poddruhů Monocercomonoides, následně pak upadlo v zapomnění. Znak odlišující 

Brachymonas od Monocercomonoides je opět periaxostylární prstenec, který je v případě prvně 

zmíněného přítomný, a vyčnívající axostyl. Od rodu Blattamonas, u kterého je preaxostylární 

prstenec taktéž, se liší pozicí blepharoplastů (skupin bazálních tělísek). Molekulární data stále 

chybí, přesto byly na základě morfologie některé druhy Monocercomonoides přesunuty do nově 

připomenuté taxonomické jednotky Brachymonas (B. pileata B. digranula B. robustus)(Treitli 

et al., 2018). 

1.1.7.5 Paranotila 

Tento rod je zastoupen jediným známým druhem P. lata obývajícím trávící trakt 

Cryptocercus punctulatus, kde údajně konzumuje dřevní částice. Do čeledi Polymastigidae byl 

zařazen na základě morfologie (Lee, 2000). Buňky Paranotila jsou v porovnání 

s Monocercomonoides větší (15-25 μm), jejich axostyl je delší a nevystupuje ven z buňky. Byl 

pozorován sexuální cyklus, při němž probíhá dělení jádra, nedochází však k cytokinezi. 

V buňce se vytvoří 16 jader, které následně splývají a vytvářejí zygoty, nakonec dochází 

k rozpadu buňky a uvolnění zygot. (Cleveland, 1966). 

1.1.7.6 Termitimonas 

Je nejnověji popsaným zástupcem čeledi Polymastigidae. Stejně jako většina výše 

zmíněných rodů je morfologicky velmi podobná Monocercomonoides, ale jejich sekvence genu 

pro SSU rRNA jsou značně odlišné. Termitimonas je drobný bičíkovec (6-10 µm) oválného až 

hruškovitého se zašpičatělým předním koncem buňky. Zpětný bičík je částečně napojen 

k buňce. Jediný popsaný druh T. travisi se vyskytuje ve střevě termita Porotermes adamsoni. 

1.1.7.7 Polymastix (Butschli, 1884) 

Polymastix je drobný bičíkovec (cca 5-22 µm) mandlovitého, hruškovitého či 

vřetenovitého tvaru (Obr. 2.). Zadní konec jeho buňky bývá zašpičatělý. V přední, zaoblené 

části buňky je umístěno kulovité či oválné jádro (2 µm), které je propojeno mikrofibrilárním 

svazkem s prvním z bazálních tělísek. Z každého bazálního tělíska vystupuje bičík, z nichž tři 

jsou kratší (13,1-22,2 μm*) a směřují většinou vpřed. Na rozdíl od rodu Monocercomonoides 

zpětný bičík (20,3-35,1 μm*) neadheruje k povrchu buňky (Hampl, 2016). Pokud je bičík 

podložen fibrilou R1 (funis), tak jen krátkou. Preaxostyl je úzký. Z prvního bazálního tělíska 

vybíhá nenápadný a tenký axostyl tvořený pouhými 10 mikrotubuly, který obklopuje jádro. 

Přední část buňky vyztužuje malá pelta, zadní část bývá u některých jedinců rozdvojena (Obr. 

3-36)(Kowalczyk, 1938). Cytoplazma obsahuje různé inkluze a potravní vakuoly. Dobrým 

poznávacím znakem jsou vřetenovité (fusiformní) bakterie (dlouhé 2-6 µm), které jsou pomocí 

glykokalyxu napojené na jeho povrch (Ludwig, 1946). Tyto gramnegativní bakterie byly dříve 

na základě morfologie řazeny do rodu Fusiformis: F. termitidis (Hölling, 1910) či 

F. melolonthae (Grassé, 1952) [Actinomycetales (Actinobacteria), Mycobacteriaceae], 

 
 
* Udané hodnoty pro P. melolonthae (Laird, 1956) 
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v současné době je však jejich zařazení spíše nejasné. Bylo pozorováno, že zmíněné bakterie 

svého hostitele při cystování či po smrti opouštějí (Grassé, 1952). Morfologicky identické 

bakterie se nachází ve střevě hostitele i volně. Dalším uváděným znakem Polymastix je 

tendence přichytit se při delším vystavení světlu a teplu svou zadní částí ke krycímu sklíčku 

(Laird, 1956). Charakteristický je i jeho vývrtkovitý pohyb v médiu. Pod transmisním 

skenovacím mikroskopem byl doposud pozorován jen ve studiích Brugerolle, 1981, Brugerolle 

et al., 2003. 

 
Obr. 2: Polymastix sp. – světelná mikroskopie s využitím fázového (a,d), či diferenciálního interferenčního (b,c) 

kontrastu. Buňky mají na svém předním konci umístěny dva páry bičíků. Na jejich povrchu jsou napojeny 

ektosymbiotické fusiformní bakterie buď podélně (a-c) nebo od hostitele odstávají (d). Měřítko 10 µm (Brugerolle 

et al., 2003). 

Do současnosti bylo popsáno 15 různých druhů Polymastix (Tab. 1), přičemž jen z larev 

nosorožíka Oryctes rhinoceros byly popsány čtyři z nich – P. arangabadensis, 

P. krishnamurthy, P. oryctesae a P. melolonthae. Je otázkou, zda není tato diverzita 

nadhodnocena. Relevance některých dalších druhů bývá též diskutována. O tom, zda řadit 

Polymastix hystrix ze střeva Neotermes aburiensis do zmíněného rodu, zapochyboval údajně 

i samotný autor (Grassé, 1952; Laird, 1956). Nejasnosti panují i ve spojitosti s druhy 

P. melolonthae a P. wenrichi. Ačkoliv se jedná dle některých autorů  o identický organizmus, 

jsou mezi nimi patrné i jisté rozdíly (Obr. 3-35 a 40)(Hampl, 2016). P. wenrichi vytváří 

příležitostně listovité formy, je celkově větších rozměrů (12–35 µm), špička v zadní části buňky 

není tak výrazná a cytoplazma se barví mírně světleji než u druhu P. melolonthae (Geiman, 

1933; Ludwig, 1946). 



8 
 

 
Obr. 3: Polymastix melolonthae (35 a 36) a P. wenrichi na (40); měřítko 15 µm; nákres Ludwig (1946) 

Polymastix se v hojné míře vyskytuje ve střevě švábů, mnohonožek, krtonožek a larev 

tiplic a vrubounovitých brouků (Tab. 1). Roku 1916 byl do rodu Polymastix zařazen 

Monocercomonas bufonis popsaný ze střeva obratlovců – žáby Bufo vulgaris (Dobell, 1909) 

a čolka Triton taeniatus (Alexeieff, 1911), tento organizmus byl však následně přeřazen do rodu 

Hexamastix (Metamonada, Parabasalia). Platí tak, že se rod Polymastix vyskytuje jen 

v nejrůznějších bezobratlých. 

Tab. 1: Jednotlivé druhy Polymastix a jejich hostitelé. Převzato a upraveno z (Hampl, 2016)  

*možná identický organizmus, **publikace i autor nedohledatelní, vznik publikace pravděpodobně po r. 1976  

Druh Hostitel 

Polymastix arangabadensis 

(neznámý autor**)  
larva Oryctes rhinoceros (Scarabeidae) 

Polymastix ganapatii 

(Sultana, 1976) 
larva z čeledi Scarabeidae  

Polymastix hystrix 

(Grassé, 1952) 
Neotermes aburiensis (Isoptera) 

Polymastix indica 

(Krishnamurthy and Sultana, 1978) 
Polyphaga indica (Blattodea) 

Polymastix jadhavii 

(Mali, 1993) 
Periplaneta americana (Blattodea) 

Polymastix krishnamurthy 

(Sultana and Hulsurkar, 1995) 
larva Oryctes rhinoceros (Scarabeidae) 

Polymastix legeri 

(Grassé, 1926) 
Glomeris (Myrioapoda) 
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Polymastix melolonthae * 

(Grassi, 1879) 

larvy Tipula, Melolontha, Rhizotrogus, Cetonia, 

Anomala, Oryctes, Gryllotalpa, Pericoptus 

truncatus, Odontria zealandica 

Polymastix nitidus 

(Hasselmann, 1928) 
Rhizocrinus (Miriapoda) 

Polymastix oryctesae 

(Krishnamurthy, Sultana and Hulsurka, 1995) 
larva Oryctes rhinoceros (Scarabeidae) 

Polymastix periplanetae 

(Qadri and Rao, 1963) 
Periplaneta americana (Blattodea) 

Polymastix phyllophagae 

(Travis and Becker, 1931 
larva Phyllophaga (Coleoptera) 

Polymastix rayi 

(Sultana, 1976) 
Periplaneta america (Blattodea) 

Polymastix sultanea 

(neznámý autor**) 
larva Holotrichia serrata (Scarabeidae) 

Polymastix wenrichi * 

(Geiman, 1933) 
Tipula abdominalis (Diptera) 

Polymastix sp.  

(Brugerolle et al., 2003) 

Parasphaeria boleiriana (Blattodea),  

Anomala orientalis, Popillia japonica (Scarabeidae) 

 

1.2 Protista v trávícím traktu larvy tiplice 

Ve vlhkém prostředí v půdě či detritu stráví tiplice ve formě larvy minimálně devět 

měsíců. Životní cyklus tiplice zahrnuje 4 instarová stádia – první stádium je výrazně 

morfologicky odlišné, druhé, třetí i čtvrté je snadno zaměnitelné. Ve třetím stádiu většinou 

přezimuje (Pritchard, 1983). Larva tiplice je býložravá a ve svém trávicím traktu hostí bohaté 

společenstvo jak eukaryotických (Tab. 2) tak prokaryotických mikroorganizmů, jejichž 

ontogeneze bývá často s životním cyklem jejich hostitele synchronizována (Smith-Herron et 

al., 2014). V trávicím traktu tiplice jsou zastoupeny dokonce několika různými zástupci skupiny 

Gregarina, Oxymonadida, Retortamonadida, Trichomonadida, Coccidia, či Amebozoa. Výskyt 

endosymbiontů v kukle nebo dospělcích byl pozorován jen zřídka. Zajímavé je, že složení 

mikrobiálního společenstva bývá podobné napříč různými skupinami hmyzu, které pojí 

podobná ekologie, například rody Monocercomonas, Tetratrichomastix, Monocercomonoides 

či Polymastix se vyskytují společně jak ve švábech, tak v larvách tiplic, tak v larvách brouků 

ze skupiny Scarabeidae (Brugerolle et al., 2003; Kowalczyk, 1938; Ludwig, 1946). 

Tab. 2: Jednobuněčné eukaryotické organizmy vyskytující se v trávícím traktu larev hmyzu z čeledi Tipulidae. 

Tabulka vychází především z přehledu uvedeného v Ludwig (1946). 

Skupina Druh Původní označení Hostitel 

Gregaríny 

Actinocephalus tipulae 

(Léger, 1892) 
 

T. oleracea, 

T. abdominalis 

Nephrotoma pratensis 

Gregarina longa 

(Labbé, 1899) 

Clepsidrina longa 

(Léger, 1892) 
Tipula sp. 

Hirmocystis ventricosa Eirmocystis ventricosa T. oleracea 
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(Labbé, 1899) (Léger, 1892) T. umbrosa 

Didymophyes electae 

(Ludwig, 1946) 
 T. abdominalis 

Brevispina tasii 

(Smith-Herron et al., 2014) 
 

T. oleracea  

T. umbrosa 

Mikrosporídie 

Nosema binucleatum 

(Weissenberg, 1926) 
 Tipula sp. 

Thelohania tipulae 

(Weissenberg, 1926) 
 Tipula sp. 

Améby 

Rhizomastix gracilis 

(Alexeieff, 1911) 
 

Tipula sp. 

T. abdominalis 

Entamoeba minchini 

(Mackinnon, 1912) 
Löschia hartmanni 

Tipula sp. 

T. abdominalis 

Endolimax sp. 

(Mackinnon, 1912) 
Vahlkampfia T. abdominalis 

Kokcidie 
Adelina tipulae 

(Leger 1897) 
 Tipula sp. 

Kinetoplastida 
Leptomonas sp. 

(Kent, 1880) 
 T. abdominalis 

Parabasalia 
Hexamastix tipulae 

(Geiman, 1932) 
H. batrachorum T. abdominalis 

Trichomonády 

Monocercomonas 

trichopterae 

(Mackinon, 1910) 

Trichomastix, 

Eutrichomastix 

Tipula sp. 

T. abdominalis 

Tetratrichomastix parisii 

(Mackinon, 1913) 
 T. abdominalis 

Diplomonády 
Hexamita lateralis 

(Mackinnon, 1912) 

H. intestinalis  

(Dujardin, 1841) 
T. abdominalis 

Retortamonády 

Retortamonas agilis 

(Mackinnon, 1911) 
Embadomonas 

Tipula sp. 

T. abdominalis 

Retortamonas alexeiefii 

(Mackinnon, 1912) 
Embadomonas 

Tipula sp. 

T. abdominalis 

Oxymonády 

Monocercomonoides 

melolonthae 

(Grassi, 1879) 

 
Tipula sp. 

T. abdominalis 

Monocercomonoides 

orthopterorum 

(Parisi 1910) 

Monocercomonas T. abdominalis 

Polymastix melolonthae 

(Grassi, 1879) 

Trichomonas 

melolonthae 
T. abdominalis 

Polymastix wenrichi 

(Geiman 1932) 
 T. abdominalis 
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Bohaté společenstvo obývá střední a zadní část střeva tiplice. PH v tomto prostředí je 

zásadité – ve středním střevě se pohybuje v rozmezí 8,5 až 11,6, přičemž nejvyšších hodnot 

nabývá v jeho středu, pH v zadním střevě se pohybuje mezi 7,1 až 7,5 (Martin, 1987). Lumen 

středního střeva obývá 108/mg buněk, stěna kolonizována není. Společenstvo je podobné, jaké 

žije v opadu. Organizmy v zadním střevě jsou již hostitelsky specifičtější a morfologicky 

diverzifikovanější, osidlují jak lumen, tak stěnu a vyskytují se v hustotě 109 a 1010/mg (Klug 

and Kotarski, 1980). Zadní střevo je rozděleno na dvě části, přičemž v přední z nich probíhá 

fermentace. Tato část bývá na základě procesů, které se zde odehrávají, přirovnávána 

k rozšířenému tlustému střevu termitů, v porovnání s ním je však mnohem méně prostudována 

(Martin, 1987; Rogers and Doran-Peterson, 2010). Schéma trávicího traktu T. abdominalis je 

znázorněno v Obr. 4. 

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

1.3 Prokaryotičtí symbionti oxymonád 

Symbiózy s prokaryoty ať už z domény Archea či Bacteria jsou v anoxickém prostředí 

na denním pořádku. Nálevníci ze sladkovodních i mořských anoxických sedimentů, z bachoru 

přežvýkavců nebo ze střeva švábů hostí prokaryota, která jim pobyt v tomto prostřední 

usnadňují a podílejí se na některých metabolických procesech (Vogels et al., 1980). Nižší 

termiti konzumující výhradně nutričně ne právě bohaté dřevo mají ve svém trávícím traktu 

protista ze skupin Parabasalia a Oxymonadida, pro která jsou jejich prokaryotičtí symbionti 

zcela nepostradatelní. Četné bakterie se podílejí na fixaci a maximálním zužitkování dusíku, 

syntéze mnohých aminokyselin, kofaktorů a vitamínů i na degradaci lignocelulózy (Ohkuma et 

al., 2015). Prokaryota z domény Archea sehrávají klíčovou roli při závěrečných fázích 

fermentace lignocelulózy a zužitkování koncových produktů při metanogenezi.  

Právě ze zadního střeva termitů je popsána velká část diverzity oxymonád. Se svými 

hostiteli se vyvíjí už více než 100 miliónů let (Poinar, 2009). Prokaryota můžeme nalézt jak 

uvnitř, tak na povrchu zástupců z většiny linií oxymonád. Hypotetizuje se, že přítomnost 

prokaryot na povrchu buňky je pro všechny oxymonády ancestrální (Obr. 5). V tomto případě 

muselo dojít k četným ztrátám symbiontů, jelikož Monocercomonoides a většina druhů 

Saccinobaculus ektosymbionty postrádají. Přihlédneme-li však k tomu, že ektosymbiotické 

bakterie náleží do rozdílných bakteriálních kmenů, které navíc osidlují plazmatickou membránu 
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jak oxymonád tak parabasalií, zdá se, že se jedná o několik individuálně utvořených asociací 

mezi ektosymbiotickou bakterií a jejím hostitelem (Rother et al., 1999; Stephens and Gage, 

2020). Tato skutečnost zároveň nevylučuje značnou míru koevoluce a kospeciace mezi 

hostitelem a symbiontem.  

Konvergentní evoluce je patrná též mezi prokaryoty endobiotickými (Brune and 

Dietrich, 2015). Mnohé symbiózy se zdají být prastaré (Stingl et al., 2005; Strassert et al., 2012). 

Pravděpodobně byly utvořeny již v počátcích radiace dnešních linií termitích protist (Ikeda-

Ohtsubo et al., 2016). Nalezli bychom však i řadu recentně utvořených symbióz, které jsou 

založeny na obdobných metabolických procesech a i přes četné redukce genomu plní stejnou 

roli jak u oxymonád tak parabasálií (Stephens and Gage, 2020; Strassert et al., 2012). 

Symbiotické interakce jsou pro mnohé oxymonády esenciální, jelikož jen s jejich pomocí jsou 

schopny cenné nutrienty ze dřeva či detritu získat (Hongoh et al., 2008a, 2008b). O oboustranně 

prospěšné symbióze svědčí skutečnost, že naprostou většinu prokaryotických symbiontů není 

možné kultivovat. 

 
Obr. 5: Distribuce prokaryotických ektosymbiontů v rámci skupiny Oxymonadida. Zelená barva značí přítomnost 

symbiotických prokaryot. Pozice Polymastix stále není vyjasněna. Zda disponuje Saccinobaculus symbionty je 

nejasné, jelikož v případě S. minor pravděpodobně asociace s prokaryotickými ektosymbionty je. Topologie 

stromu vychází z Carpenter et al., (2008) a Radek et al. (2014), musíme však brát v potaz, že fylogeneze oxymonád 

není stále jednoznačně vyřešena. 
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1.3.1 Skupiny prokaryot nejčastěji vytvářející symbiózy s oxymonádami 

1.3.1.1 Spirochéty 

Spitochéty jsou poměrně nápadné protáhlé a spirálovitě stočené buňky typicky 

kolonizující povrch oxymonád ale i parabasálí. V minulosti byly dokonce zaměňovány za 

buněčné struktury (bičíky, brvy) svých hostitelů. K cytoplazmatické membráně hostitele bývají 

napojeny pomocí specializovaných struktur tvořených karbohydráty. Stále není zcela 

vyjasněno, zda se na jejich utváření podílí prokaryot či hostitel, případně jde-li o jistou 

spolupráci (Rother et al., 1999). Některé skupiny spirochét jsou hostitelsky specifické, jiné 

osidlují větší počet různých druhů prvoků. Častým jevem je, že jednoho hostitele obsadí několik 

různých druhů spirochét (Noda et al., 2003). Spirochéty kolonizující povrch zástupců rodů 

Pyrsonympha a Dinenympha jsou rozděleny do dvou klastrů I a II blízce příbuzných rodu 

Treponema (Iida et al., 2000). Klastr II se v porovnání s klastrem I vyskytuje téměř výhradně 

v asociaci se zmíněnými oxymonádami ze skupiny Pyrsonymphidae, dalo by se tudíž soudit, že 

je hostitelsky specifický (Noda et al., 2003). Spirochéty byly pozorovány i v asociaci 

s rody Microrhopalodina a Oxymonas (Rother et al., 1999).  

Role spirochét ve společenstvu není zcela objasněna. Podílejí se na reduktivní 

acetogenezi s využitím H2 a CO2 jako substrátu a na fixaci dusíku (Ohkuma et al., 2015; Utami 

et al., 2019). S prvně zmíněným procesem jim pravděpodobně pomáhají další bakterie 

(Margulisbacteria) napojené nikoliv na povrch prvoka, ale na povrch samotných spirochét 

(Utami et al., 2019). Blíže se jim budu věnovat v následující kapitole. 

1.3.1.2 „Margulisbacteria“ (ZB3/TG2) 

Margulisbacteria (dříve známá též pod označením TG2) je teprve nedávno popsaná 

skupina bakterií ze střeva termitů a blízce příbuzného dřevokazného švába rodu Cryptocercus. 

Zdá se, že jsou striktně hostitelsky specifické. Nalezneme je napojené na spirochétách, ale 

výhradně těch, které osidlují cytoplazmatickou membránu oxymonád. Příbuzné linie byly 

objeveny na extrémních stanovištích (hypersalinní či hlubokomořské habitaty)(Galand et al., 

2010; Kirk Harris et al., 2013).  

Jsou to krátké nebo zakřivené tyčinkovité gramnegativní bakterie o velikosti 0,6-1,4 x 

0,2-0,5 μm a s pohyblivým bičíkem. Bičík pravděpodobně využívají k pohybu a vyhledání 

partnerů. Nemají cytochromoxidázu, katalázu ani superoxiddismutázu, což vypovídá o jejich 

striktně anaerobním způsobu života, naopak disponují rubrerythrinem a rubredoxinem, které 

jim napomáhají zvládat oxidativní stres (Lumppio et al., 2001; Utami et al., 2019). Zástupci 

linie TG2 jsou komenzálové případně mutualisté. Podílejí se na degradaci celulózy, kterou 

fermentují na H2, CO2, acetát a ethanol. Uvolněné H2 a CO2 pravděpodobně využívají jejich 

hostitelé jako substrát pro tvorbu acetátu. Pravděpodobným přínosem pro bakterie z linie TG2 

je, že se napojením na větší organizmus snáze udrží v trávícím traktu společného hostitele 

(Utami et al., 2019).  

Doposud byl popsán jeden rod, který zahrnuje tyto druhy (v závorce jsou uvedeni 

hostitelé ektosymbiotických spirochét): Candidatus. Termititenax spirochaetophilus 

(Pyrsonympha sp.), Ca. Termititenax dinenymphae (Dinenympha leidyi), Ca. Termititenax 

aidoneus (Oxymonas sp.), Ca. Termititenax persephonae (Oxymonas sp.). Žádný ze zmíněných 

organizmů se nepodařilo kultivovat, což není vzhledem ke komplikované hierarchii 

společenstva překvapivé (Utami et al., 2019). 



14 
 

1.3.1.3 Bacteroidetes 

Bacteroidetes jsou gramnegativní bakterie protáhlého tvaru, na jehož základě byly 

v minulosti zaměňovány za spirochéty či buněčné struktury prvoků, na které bývají vázány 

(Iida et al., 2000). V případě oxymonády Dinenympha byla identita ektosymbiontů na jejím 

povrchu identifikována až pomocí metody fluorescenční in situ hybridizace (FISH). Tito 

symbionti byli popsáni jako nový druh Candidatus Symbiothrix dinenymphae, který se řadí 

v rámci kmene Bakteroidetes do klastru V, jenž zahrnuje výhradně bakterie z trávícího traktu 

termitů (Hongoh et al., 2007). O možném přínosu Ca. Symbiothrix pro jeho hostitele byly 

vyřčeny domněnky, že slouží jakožto chemoreceptor, jenž napomáhá orientaci hostitele, 

případně že pomáhá udržovat anoxické podmínky v jeho bezprostředním okolí (Dyer and 

Khalsa, 1993; Noda et al., 2006a). Recentní studie však přichází s další hypotézou založenou 

na analýze genomu Ca. Symbiothrix dinenymphae. Dle této hypotézy se podílí na dekompozici 

krystalické celulózy (Yuki et al., 2015). 

Streblomastix strix má výrazně členitý povrch buňky v průřezu hvězdovitého tvaru. 

Tato morfologie je pravděpodobně adaptací, aby se mohlo na eukaryotickou buňku napojit co 

nejvíce ektosymbiontů (Dyer and Khalsa, 1993). Na povrchu jsou patrné výstupky, ke kterým 

se bakterie pomocí materiálu připomínajícího glykokalyx případně pomocí tzv. S-vrstvy 

podélně přichytí (Leander and Keeling, 2004). 

Společenstvo bakterií na povrchu S. strix se skládá ze tří morfotypů a nejméně z osmi 

různých ribotypů ze skupiny Bacteroidetes blízce příbuzných rodům Bacteroides a Prevotela 

a z Candidatus Ordinivivax streblomastigis (Noda et al., 2006a; Treitli et al., 2019). Na základě 

analýzy bakteriálních genomů bylo zjištěno, že sekretují řadu glykosid hydroláz podílejících se 

na štěpení celulózy na jednodušší cukry a že některé dokážou navíc fixovat dusík. Většina 

z těchto bakterií postrádá glycolytický enzym enolázu. S. strix celulózu není schopen 

samostatně degradovat s konzumuje zřejmě glukózu a další jednoduché cukry z prostředí. 

Treitli a kol. (2019) navrhují možný scénář, že S. strix dodává symbiontům potřebnou enolázu 

a „na oplátku“ čerpá specifickým importem jednoduché organické látky uvolněné pomocí 

bakteriálních enzymů, případně část svých ektosymbiontů fagocytuje.  

To, že bakterie na hostitelských buňkách prosperují a jsou také jejich stálými 

kolonizátory, naznačují místy dobře pozorovatelná septa mezi dělícími se buňkami a pilusy 

(spojovací můstky) mezi sousedními buňkami stejného morfotypu (Leander and Keeling, 

2004). Důkazem nepostradatelnosti zmíněných ektosymbiontů je skutečnost, že v případě 

působení antibiotik, které vede ke ztrátě bakterií, mění S. strix výrazně svůj tvar. Z protáhlé 

vřetenovité buňky s nápadnými žebry, která má v průřezu hvězdicovitý tvar, se stává buňka 

kapkovitá obdobné morfologie jako Monocercomonoides. Děje se tak v důsledku změn vnitřní 

ultrastruktury – mikrotubulů axostylu. Po čase se počet buněk S. strix v antibiotiky ovlivněných 

termitech výrazně snížil (Leander and Keeling, 2004).  

Bakterie ze skupiny Bacteroidales byly detekovány i na povrchu Oxymonas sp. z termita 

Neotermes koshunensis. Popsány byly dvě linie náležející do klastru V a vzdáleně příbuzné 

Ca. Symbiothrix a Ca. Ordinivivax (Noda et al., 2006b). 

1.3.1.4 Elusimicrobia (TG1, Endomicrobia) 

Bakterie ze skupiny Elusimicrobia se vyskytují ve velkých počtech v cytoplazmě. Jsou 

to malé vřetenovité buňky o průměrné velikosti 0,6 x 0,3 μm, které obklopuje dvojitá membrána 
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prokaryotického původu. (Ikeda-Ohtsubo et al., 2007; Stingl et al., 2005). Zástupci této skupiny 

byli pozorováni uvnitř buněk Pyrsonympha, Dinenympha a Oxymonas. Na rozdíl od bakterií ze 

skupiny Elusimicrobia, které se vysktují v Trychonympha (Parabasalia), nebyli endosymbionti 

výše zmíněných oxymonád doposud blíže studováni. 

1.3.1.5 Euryarcheota 

Oxymonády hostí prokaryota i z druhé domény – Archea. Sehrávají klíčovou roli při 

závěrečných fázích fermentace lignocelulózy zužitkováním koncových produktů při 

metanogenezi. Trávicí trakt termitů obsahuje poměrně malé množství archeálních symbiontů 

(zastoupení domény archea je cca 1 %), rozhodně by však neměli být opomíjeni (Boucias et al., 

2013). Termiti jsou díky zástupcům skupiny Euryarcheota, kteří jsou asociováni s epitelem 

střeva či prvoky, významnými terestrickými producenty metanu. Buňky metanogenů mohou 

mít nejrůznější tvary od krátkých rovných tyčinek po vláknité formy. Bývají snadno 

pozorovatelné díky autofluorescenci (Doddema and Vogels, 1978). Zástupci, jenž byli 

pozorováni uvnitř cytoplazmy Dinenympha parva ze střeva Reticulitermes speratus 

a Hodotermopsis sjoestedti, bývají řazeni do blízké příbuznosti Methanobrevibacter, což je 

linie fylogeneticky odlišná od metanogenů asociovaných v epitelu střeva (Iida et al., 2000; 

Tokura et al., 2000). Tyčinkovité metanogenní bakterie byly díky autofluorescenci pod UV 

zářením pozorovány i v cytoplazmě Monocercomonoides hausmanni z termita Kalotermes 

sinaicus. Pravděpodobně se podílejí na zpracování vodíku (Radek, 1994). 

1.3.2 Další symbiózy oxymonád 

U mnohých oxymonád byly pozorovány i jiné než výše zmíněné symbiotické interakce, 

některé z nich se však doposud nepodařilo blíže charakterizovat. V některých případech je též 

složité odlišit fagocytované bakterie od potenciálních symbiontů. Velikým přínosem pro 

detekci endosymbiotických či ektosymbiotických prokaryot byl rozvoj skenovací a transmisní 

elektronové mikroskopie. Moderní sekvenační metody, které nevyžadují kultivaci studovaných 

organizmů, umožňují určit jejich fylogenetické postavení. 

V oblasti jádra mnohých protist včetně oxymonád se často vyskytují endonukleární 

symbionti. V případě Pyrsonympha grandis a Dinenympha parva se tito endobionti většinou 

řadí do skupiny gramnegativních bakterií Verrucomicrobia (Sato et al., 2014). V mnoha jiných 

případech (Termitimonas travisi, Opisthomitus longiflagellatus, Oxynympha loricata, 

Pyrsonympha grandis) se však identitu bakterií kolonizujících jádro nepodařilo určit (Radek et 

al., 2019, 2014; Sato et al., 2014). Role těchto endosymbiontů je bohužel neznámá. 

Bakterie neznámého taxonomického zařazení jsou popsány z povrchu 

z Microrhopalodina multinucleata (Rother et al., 1999). Pomocí skenovací mikroskopie byly 

objeveny na povrchu Oxynympha loricata místy se objevují invaginace obsahující nenápadné 

tyčinkovité bakterie víceméně uniformního vzhledu, nebyl jim však přisuzován veliký význam. 

Žádné specializované struktury plazmatické membrány, upevněné napojení pomocí 

glykokalyxu a podobně nebyly pozorovány (Radek et al., 2019). U rodu Saccinobaculus obecně 

platí, že ektosymbiotické bakterie nemá. V případě Saccinobaculus minor se však vyskytla 

výjimka, kdy byly na jeho povrchu detekovány drobné tyčinkovité bakterie. Pro jejich uchycení 

nejsou patrné žádné specializované struktury a bakterie nejsou nijak orientovány. Ojedinělé 

bakterie byly pozorovány i na povrchu S. ambloaxostylus Je otázkou, jak přítomnost těchto 

ektosymbiontů interpretovat (Carpenter et al., 2008). 
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Ektosymbiotické bakterie jsou napojeny též na cytoplazmatickou membránu rodu 

Polymastix. Jak již bylo zmíněno v kapitole 1.1.7.7, tyto bakterie, napojené na povrch hostitele 

pomocí glykokalyx, jsou podlouhlé a vřetenovité (Obr. 6). Na základě morfologie byly řazeny 

do rodu Fusiformis (Hölling, 1910). Pro jejich zařazení dle soudobých standardů je třeba 

molekulárně-fylogenetické studie. 

 
Obr. 6: Polymastix sp. – transmisní elektronová mikroskopie (TEM). Na šikmém řezu (d) je patrný jeden pár 

bazálních tělísek (bB) napojený k preaxostylu (Pax), axostylu (Ax) a jádru (N). Patrná je též pelta (Pe); Příčný (f, 

h) a podélný řez (g) zobrazující fusiformní bakterie napojené na povrch buňky, šipky označují místo napojení – 

tzv. ishtmus. Potravní vakuoly obsahují kokální (B), či fusiformní (F) bakterie stále napojené na membránu 

vakuoly (h). Vakuoly vyplněné tuky (L)(g) Měřítko e–g: 1 µm; h 0.5 µm (Brugerolle et al., 2003).  
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2 Cíle práce 

1) Zařazení rodu Polymastix do systému 

Ačkoliv je Polymastix typovým rodem čeledi Polymastigidae, jeho fylogenetické 

postavení doposud nebylo objasněno. Z čeledi Polymastigidae jsou známá molekulární data jen 

pro pět druhů a několik dalších kmenů rodu Monocercomonoides a (podobně) rodu 

Blattamonas a Termitimonas travisae (Hampl et al., 2005; Radek et al., 2019; Treitli et al., 

2018). 

2) Rámcové zařazení ektosymbiontů Polymastix melolonthae v rámci systému prokaryot 

Symbiotická prokaryota jsou pro mnohé zástupce ze skupiny Oxymonadida 

nepostradatelná. Odhalení identity ektosymbiontů P. melolonthae je prvním krokem 

k porozumění podstaty interakcí mezi symbiontem a jeho hostitelem, které může pomoci 

definovat roli menších zástupců oxymonád v jejich prostředí. 
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3 Metody 

3.1 Sběr materiálu 

Larvy tiplic, které jsou hostiteli Polymastix melolonthae, byly sbírány v období březen 

až květen v malé strouze v lesoparku Cibulka v Praze 50°3'58.924"N, 14°21'14.459"E. 

V lednici v nádobě s detritem a s vodou z domovské strouhy mohou být přechovávány i několik 

dní. Před vyjmutím střeva byly tiplice omráčeny působením diethyletheru. Bezvládné larvě byl 

následně odstřižen zadeček a pomocí pinzety opatrně vytáhnuto střevo. Vyjmuté střevo bylo 

očištěno od tukového tělesa, aby tukové buňky později nekomplikovaly pozorování vzorku. 

Zadní střevo bylo rozstřiženo, důkladně rozmělněno a propláchnuto 1 ml média Trager U (viz 

kapitola 3.2). Zředěný obsah střeva byl pomocí pipety odebrán do 1,5ml mikrozkumavky. 

Kapka vzorku byla prozkoumána pod světelným mikroskopem, jsou-li buňky P. melolonthae 

přítomny či nikoliv. Materiál obsahující buňky P. melolonthae byl následně použit pro 

mikromanipulaci a amplifikaci single-cell gDNA anebo zafixován pro pozdější FISH. 

3.2 Médium Trager U (Trager, 1934) 

Při přípravě jednoho litru média Trager – varianta U byly použity chemikálie viz  

Tab. 3. Připravený roztok byl sterilizován autoklávováním po dobu 15 minut při 121 °C. Pro 

potřeby mikromanipulace byl následně přefiltrován skrze 0,22µm stříkačkový filtr s hydrofilní 

membránou z polyvinylidenfluoridu (ROTILABO®). 

Tab. 3: Složení média Trager U 

Chemikálie Množství  

NaCl 2,164 g 

NaHCO3 0,773 g 

Na3C6H507·2H20 (citrát) 1,509 g 

KH2P04 1,784 g 

CaCl2 0,083 g 

MgSO4 0,048 g 

dH2O 1000 ml 

3.3 Mikromanipulace 

Ze skleněných pipet byly nad plamenem připraveny několik mikrometrů tenké kapiláry, 

které byly pomocí parafilmu a plastové pipetové špičky napojeny na tenkou plastovou hadičku 

a na injekční stříkačku. To umožnilo co možná nejpřesnější manipulaci. Na podložní sklíčko se 

třemi jamkami (ER-305B-CE24, Thermo Scientific) byla připravena 1 kapka na ledu 

skladovaného vzorku a dvě větší kapky média za účelem separace jednotlivých buněk 

Polymastix melolonthae od ostatních organizmů a komponent střeva larvy tiplice. Dodáno bylo 

i několik menších kapek média pro promytí kapiláry, ale především pro vyrovnání kapilárního 

tlaku, aby nedocházelo k nekontrolovatelným pohybům při zanoření kapiláry do kapky se 

vzorkem. Odebírání buněk P. melolonthae probíhalo na invertovaném mikroskopu Nikon 

Eclipse TI při zvětšení 20x. P. melolonthae byl přenesen ze vzorku do kapky média a posléze 

ještě dvakrát do další kapky čistého média, aby došlo k odmytí kontaminantů. V poslední kapce 

byla osamocená buňka vyfotografována a transportována s co nejmenším objemem tekutiny do 

sterilní 0,2ml PCR mikrozkumavky (Axygen) obsahující 1 µl sterilního média Trager U 

a několik minut až několik málo hodin přechovávána na ledu. 
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3.4 Single-cell genomová amplifikace 

3.4.1 Amplifikace gDNA 

Amplifikace gDNA Polymastix melolonthae a jeho ektosymbiontů probíhala ve 

sterilním prostředí laminárního boxu s využitím kitu Illustra™ Single Cell GenomiPhi™ DNA 

Amplification Kit (GE Healthcare Life Sciences). Do zkumavky s buňkou P. melolonthae byl 

přidán 1 µl lyzačního pufru. Lyze probíhala 10 minut na ledu, poté byl přidán 1 µl 

neutralizačního pufru, čímž byla lyze zastavena. Nakonec bylo přidáno 17 µl amplifikačního 

mixu. Inkubace probíhala v termocykleru po dobu 150 minut při 30 °C následně pak 10 minut 

při 65 °C. Do experimentu byla zařazena i negativní kontrola. 

3.4.2 Přesrážení gDNA 

K 20 µl amplifikované gDNA byly přidány 2 µl 3M octanu sodného a 50 µl 96% 

ethanolu. Inkubace probíhala 60 min při teplotě -20 °C, následná centrifugace při 13 000 g po 

30 minut též za snížené teploty (4 °C). Supenatant byl odebrán a k peletu přidáno 250 µl 70 % 

ethanolu. Centrifugace při rychlosti 20 000 g a 4 °C probíhala 20 minut. Celý proces se 

opakoval znovu. Následně bylo odsáto co nejvíce ethanolu a po dobu cca 20 minut sušeno 

v otevřené mikrozkumavce na termobločku při 42 °C. Na závěr bylo přidáno 25 µl H2O tak, 

aby již na stěnách mikrozkumavky nic neulpívalo. Rozpuštění suchého peletu probíhalo opět 

na termobločku při 42 °C po dobu 25 minut. Přesné měření kvantity amplifikované a přesrážené 

gDNA bylo provedeno na fluorimetru Quantus. Genomická DNA byla uchovávána při -20 °C. 

3.4.3 Amplifikace, elektroforéza a purifikace 

Cílové fragmenty genu pro SSU rRNA byly amplifikovány pomocí polymerázové 

řetězové reakce (PCR) nejprve s použitím univerzálních eukaryotických primerů za účelem 

ověření úspěšnosti amplifikace a následně specifických primerů pro Monocercomonoides. 

Primery byly kombinované tak, aby pokryly celou sekvenci SSU s předpokladem, že bude 

podobná jako SSU Monocercomonoides. Seznam všech použitých primerů viz Tab. 4. Jako 

templát byla použita gDNA získaná metodou single-cell genomové amplifikace P. melolonthae 

zředěná s vodou v poměru 1:10. Složení reakční směsi je uvedeno v Tab. 5. Vlastní reakce 

probíhala v cykleru T100 Thermalcycler (Bio-Rad) za použitého nastavení viz. Tab. 6. 

Tab. 4: Přehled použitých primerů;  

Název Citace Cílení primeru Sekvence (5’-3’) 

EK42F (López-García 

et al., 20 03) 

Obecně eukaryotické 

SSU 

CTCAARGAYTAAGCCATGCA 

EK1498R CACCTACGGAAACCTTGTTA 

Monides-SSUF2  

(Treitli et al., 

2018) 

Monocercomonoides: 

amplifikace 18S 

CTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATG 

Monides-SSUR2 AACCTTGTTACGACTTCTCCTTCCTC 

Mon590F 

Monocercomonoides: 

 amplifikace částí 18S 

GCAGCAGGCGCGCAAATTACCC 

Mon751R CTATTAGAGCTGGAATTACCGCGGC 

Mon1889F CTTAAAGAAATTGACGGAAGGGCACC 

Mon2028R CTCCACCAACTAAGAACGACCATGC 
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Tab. 5: Složeni reakční směsi PCR reakce pro celkový objem 25 µl 

Chemikálie Objem 

gDNA 1 µl 

Forward primer (10 pmol/µl) 1,25 µl 

Reverse primer (10 pmol/µl) 1,25 µl 

PrimeSTAR polymeráza 12,5 µl 

H2O 9 µl 

 

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

Část cyklu Počet cyklů Teplota Čas 

Počáteční denaturace 1 x 98 °C 4 min 

Denaturace 

36 x 

98 °C 0:10 min 

Nasedání primerů 60 °C 0:30 min 

Elongace fragmentů 72 °C 0:30 min 

Finální elongace 1 x 72 °C 5 min 

Uchování  12 °C ∞ 

 

Úspěšnost amplifikace byla ověřována pomocí horizontální elektroforézy. Po zatuhnutí 

byl 1% agarózový gel umístěn do elektroforetické vany a vzorky napipetovány. Jako standard 

byl používán GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific). Elektroforéza probíhala při 

napětí 110 V po dobu cca 30 minut. Vizualizace byla prováděna pomocí SYBR Safe (Thermo 

Scientific) pod UV zářením v transilluminátoru.  

Pokud došlo k amplifikaci více různých fragmentů, byly fragmenty o požadované 

velikosti pod modrým světlem sterilním skalpelem z gelu vyřezány. DNA byla z gelu následně 

vyextrahována pomocí QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) dle přiloženého protokolu. 

Výsledná koncentrace produktu byla změřena na spektrofotometru Nanodrop®. 

3.4.4 Klonováni části genu pro SSU 

Amplifikované úseky DNA byly zaklonovány do vektoru pJET s použitím sady 

CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific). Na ledu byla připravena reakční směs 

o celkovém objemu 20 µl viz Tab. 7.  

Tab. 7: Složení reakční směsi pro ligaci  

Chemikálie Objem 

Reakční pufr 10 µl 

Purifikovaný PCR produkt 2 µl 

Klonovací vektor  

pJET1.2/blunt (150ng/μl)  
1 µl 

Ligáza 1 µl 

H2O do 20 µl 

 

Ligace inzertu probíhala 30 minut při pokojové teplotě. Následně byla připravená směs 

napipetována do suspenze kompetentních buněk TOP10. Inkubace probíhala dalších 30 minut 
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tentokrát na ledu. Následně byly kompetentní buňky vystaveny teplotnímu šoku – 50 sekund 

při 42 °C s bezprostředně poté inkubovány 2 minuty na ledu. Na závěr bylo přidáno 250 µl 

SOC média (viz kapitola 3.4.4.2) a buňky přemístěny na třepačku. Kultivace probíhala při 

37 °C a 220 rpm po dobu 90–120 minut. 

Petriho misky s LB médiem (viz kapitola 3.4.4.1) byly za sterilních podmínek potřeny 

30 µl ampicilinu (100 mg/ml, Sigma). Po zaschnutí antibiotika bylo naneseno 150 µl 

transformovaných buněk a miska umístěna do 37°C termostatu. Inkubace probíhala přes noc 

(cca 17 hodin). 

Úspěšnost zaklonování byla ověřena při colony PCR. Z několika náhodně vybraných 

bakteriálních kolonií byly odebrány pomocí sterilní plastové pipetové špičky vzorky, jež byly 

použity jako templát pro colony PCR reakci. Reakce byla namíchána (viz Tab. 8) s použitím 

EmeraldAmp® MAX PCR Master Mix. Nastavení termocycleru je uvedeno v Tab. 9.  

Tab. 8: Složení reakční směsi pro colony PCR 

Chemikálie Objem 

Emerald Master Mix 12,5 µl 

Forward primer (10 pmol/µl) 1,25 µl 

Reverse primer (10 pmol/µl) 1,25 µl 

H2O 10 µl 

 

Tab. 9: Nastavení termocykleru při použití Emerald Master mix pro colony PCR 

Počet cyklů Teplota Čas 

1 x 94 °C 5 min 

30 x 

94 °C 0:30 min 

55 °C 0:30 min 

72 °C 3 min 

1 x 72 °C 7 min 

 15 °C ∞ 

 

Kolonie, které se na elektroforéze jevily jako úspěšně transformované, byly použity pro 

další analýzu. Zbylá část kolonie s úspěšně vloženým požadovaným inzertem byla přenesena 

z Petriho misky do falkony/zkumavky s 5 ml LB média a 5 µl amplicilinu (100 mg/ml) 

a ponechána přes noc na třepačce. 

Ze zkumavky s narostlými buňkami bylo odebráno celkem 1250 µl do mikrozkumavky. 

Buňky byly centrifugovány při 6000 g po dobu 5 minut, následně byl odebrán supernatant. Pro 

zvýšení výtěžku se proces znovu opakoval. Izolace probíhala s využitím kitu High Pure Plasmid 

Isolation kit (Roche) podle přiloženého protokolu. Koncentrace získané DNA byla změřena na 

spektrofotometru Nanodrop®. 
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3.4.4.1 LB médium (Bertani, 1951) 

Pro přípravu tekutého LB média bylo rozpuštěno 20 g směsi LB Broth (Sigma) 

v 1000 ml destilované vody. Výsledné chemické složení média je rozepsáno v Tab. 10. Roztok 

byl následně sterilizován autoklávováním po dobu 20 minut při 120 °C. Hotové médium bylo 

uchováváno ve 4 °C. 

Tab. 10: Výsledné chemické složení LB média 

Chemikálie Koncentrace 

Trypton 10 g/l 

Kvasničný autolyzát 5 g/l 

NaCl 10 g/l 

 

LB médium využívané pro kultivaci bakteriálních kolonií na Petriho miskách bylo 

smícháno s agarem (do 1000 ml tekutého LB média bylo přidáno 15 g agaru). Směs byla 

sterilizována autoklávováním (120 °C, 20 minut). Po zchladnutí bylo médium sterilně rozlito 

do plastových Petriho misek (cca 20 ml na jednu misku) a ponecháno k úplnému zatuhnutí.  

3.4.4.2 SOC médium  

SOC médium bylo připraveno smícháním chemikálií zmíněných v Tab. 11. Před přidáním 

glukózy bylo sterilizováno pomocí autoklávu. Na závěr byla za sterilních podmínek přidána 

glukóza. Připravené médium rozplněné do 1,5 ml mikrozkumavek je skladováno při teplotě  

-20 °C. 

Tab. 11: Složení SOC média 

Chemikálie Množství 

Trypton 20 g 

Kvasničný autolyzát 5 g 

NaCl 0,5 g 

KCl 0,186 g 

MgCl2 0,952 g 

MgSO4 2,408 g 

1 M glukóza 3,603 g 

dH2O 1000 ml 

 

3.4.5 Sekvenace 

Sekvenační reakce byla připravena v 0,2ml mikrozkumavce při koncentraci  

3-5 ng/100 pb plasmidové DNA a s přidáním primeru o koncentraci 3,2 pmol. Kromě 

doplňkových primerů k již výše zmíněným primerům cíleným na geny pro SSU 

Monocercomonoides byly použity pro účely sekvenace i primery nasedající na vektor pJet viz 

Tab. 12. Celkový objem reakce činil 8 µl. Vlastní sekvenace byla provedena v Laboratoři 

sekvenace DNA PřF, UK v BIOCEV. Osekvenované fragmenty SSU byly seskládány 

v programu Geneious Prime 2019. Původ získané sekvence byla identifikován za použití 

nástroje BLASTn. 
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Tab. 12: Primery použité pouze při sekvenaci 

Název Cílení primeru Sekvence (5’-3’) 

1534F 
Monocercomonoides 

CCCAACTGTCCCTCTTAATC 

1534R GATTAAGAGGGACAGTTGGG 

pJETF 
Vektor pJET 

CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 

pJETR AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG 

 

3.4.6 Alignment a fylogenetické stromy 

Z databáze GenBank byly získány sekvence genu pro SSU taxonů ze skupiny 

Preaxostyla, které byly doplněny o další dvě doposud nepublikované sekvence Streblomastix 

sp. získané ze švába Cryptocercus punctulatus. Společně se sekvencemi Polymastix 

melolonthae (P7, P8, P10) čítal dataset 157 sekvencí. Alignment byl proveden s použitím 

programu MAFFT 7 (Katoh and Standley, 2013), z velké části byl však manuálně upraven 

v programu BioEdit 7.0.5.3. Byly odstraněny variabilní oblasti, u kterých nebyla jistota 

správného alignmentu. Byla provedena předběžná fylogenetická analýza na jejímž základě byly 

odhaleny taxony vytvářející dlouhé větve. Ty byly následně z datasetu odstraněny. Pro potřeby 

podrobnější fylogenetické analýzy byl variován počet taxonů v datasetu a přísnost ořezání 

a s tím i spjatý počet pozic alignmentu. Systematické ořezávaní všech datasetů probíhalo na 

platformě Galaxy@Pasteur pomocí nástroje BMGE (Criscuolo and Gribaldo, 2010) 

s nastavením parametrů Maximum entropy threshold a Gap Rate cut-off v různých 

kombinacích. Následně byly pro vybrané varianty v programu IQtree 1.6.12 (Chernomor et al., 

2016) vypočítány fylogenetické stromy s použitím metody maximum likelihood (ML). 

Substituční model byl vybrán programem na základě Bayesian Information Criterion. 

Statistická podpora uzlů byla provedena pomocí ultrafast bootstrap s 1000 replikáty. Finální 

fylogenetické stromy byly počítány s použitím ML, optimálním substitučním modelem 

a neparametrickými bootstrapy s 1000 replikáty. Bayeská analýza byla provedena v programu 

MrBayes 3.2.6 (Ronquist et al., 2012) při použití modelu GTR + Γ + I + covarion se čtyřmi 

řetězci s různými rychlostními kategoriemi (jeden studený, tři teplé). Na základě teploty je 

určena míra, jak často bude analýza akceptovat horší strom s nižší věrohodností a tím tak 

překonávat „údolí v krajině stromů“ mezi lokálními maximy. Čtyři Markovovy řetězce Monte 

Carlo (MCMC) řetězce běžely po dobu 3 · 106 generací se vzorkováním každou 1 000. generaci, 

dokud odchylka mezi řetězci za posledních 75 % generací neklesla pod jedno procento. Prvních 

25 % generací bylo odstraněno jako „burn-in“. Fylogenetický strom byl zobrazen ve 

FigTree v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) a následně upraven v programech 

Inkscape a GIMP 2.10. 

  

http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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3.5 Metagenomická analýza 

3.5.1 Příprava knihovny a sekvenace 

K vytvoření knihovny Polymastix melolonthae a jeho ektosymbiontů byl použit kit 

TruSeq DNA PCR-Free. Příprava probíhala až na drobné odchylky podle přiloženého 

protokolu. Pro přípravu knihovny byl využit 1 µg amplifikované gDNA z každé ze tří různých 

buněk P. melolonthae. Genomická DNA byla umístěna do 55µl mikrozkumavek Covaris 

(microTUBE-50 AFA M220), kde byla pomocí sonikace naštípána na dvouřetězcové fragmenty 

o přibližné délce 350 pb. Doba sonikace byla oproti protokolu zkrácena na 55 sekund. V dalším 

kroku byly vyhlazeny ostré konce a odstraněny příliš dlouhé a krátké fragmenty. Následně 

proběhla adenylace 3' konců, aby se minimalizovala tvorba chimér. Na konce fragmentů byly 

napojeny indexové adaptéry se specifickým označením pro odlišení DNA různého původu, 

díky čemuž mohlo být zpracováno i více rozdílných vzorků najednou. Ligace proběhla při 

teplotě 30 °C oproti protokolu s prodlouženým časem 30 minut. Kvalita připravených knihoven 

byla ověřena s použitím High Sensitivity DNA chip na bioanalyzátoru Agilent 2100.  

Připravené knihovny byly sekvenovány oboustranně 2 x 150 pb na platformě Illumina 

HiSeq X Ten v Macrogene (Jižní Korea).  

3.5.2 Vyhodnocení kvality sekvenace a seskládání genomu 

Kvalita sekvenace pro všechny tři vzorky byla separátně vyhodnocena za pomoci 

FastQC (Andrew, 2010). Adaptéry a čtení (ready) nedosahující požadované kvality (minimální 

požadovaná hodnota 15) byly odstraněny za použití Trimmomatic 0.36 (Bolger et al., 2014). 

K vytvoření scaffoldů a skládání (assembly) metagenomu v rámci každého jednotlivého vzorku 

byl použit program SPAdes (3.14.0) s nastavením parametrů pro data single-cell a s délkami  

k-merů 21,33,55,77,99 a 121. V každém assembly byla vyhledána sekvence genu pro SSU 

P. melolonthae. Jednotlivé sekvence pro SSU byly porovnány. Jelikož nebyly vyhledané 

sekvence 100% identické, byla provedena analýza CEGMA (Parra et al., 2007), která nejen 

stanoví kompletnost jednotlivých genomů ale, vyhledá též konzervované eukaryotické geny. 

Predikované geny ze všech třech genomů identifikované pomocí CEGMA byly zklastrovány 

pomocí CD-HIT při 99% identitě. 

 Geny, přítomné ve všech 3 assembly byly prověřeny pomocí nástroje BLAST, zda jsou 

skutečně eukaryotické. Na základě CEGMA bylo rozhodnuto, že se mohou jednotlivé assembly 

propojit. 

3.5.3 Binning 

Binning metagenomických dat byl proveden za použití tetraESOM (Dick et al., 2009). 

Metoda je založena na základě charakteristických frekvencí výskytu tetranukleotidů. Po 

importu dat do ESOM následovala jejich normalizace procesem Robust ZT. Nastavení 

parametrů bylo následovné: počet řad a sloupců – reflektuje velikost genomu; 20 EPOCHS. 

Ostatní parametry zůstali v základním nastavení. Výstupem byla metagenomická mapa, která 

může být interpretována jako mapa geografická – hnědé až bílé oblasti znázorňují bariéry, tzn. 

kontigy si jsou vzdálenější a náleží pravděpodobně různým organizmům.  

Kontaminace prokaryotických sekvencí byly identifikovány pomocí metody popsané 

v Treitli et al. (2019), kdy byly na základě nukleových kyselin kontigů z assembly 

s využitím programu Prodigal (Hyatt et al., 2010) predikovány proteiny a ty byly následně 

analyzovány s použitím nástroje BLASTp. Pokud vykazoval kontig z assembly 80% identitu 
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s prokaryoty a alespoň 50% pokrytí, byl vyhodnocen jako bakteriální. Byl-li v kontigu 

detekován intron, byl rovnou zařazen mezi kontigy eukaryotické. 

Oblast, kde nebyly detekovány prokaryotické kontigy a zároveň tam byla lokalizována 

známá SSU, byla určena jako oblast s kontigy, které náleží P. melolonthae. Tyto kontigy byly 

vyextrahovány a v programu MetaWatt (Strous et al., 2012) zkontrolovány, nejsou-li přítomny 

kontaminace. Byla provedena analýza kompletnosti nástrojem CEGMA, která odhadla 

kompletnost genomu Polymastix bez rizika záměny genů P. melolonthae s geny 

prokaryotickými. 

3.5.4 Modelování genů a multigenová fylogenetická analýza 

Z eukaryotického genomu byly vyextrahovány sekvence genů pro EF-1α a HSP90. 

Pomocí nástroje BLASTx byla ověřena jejich identita. Geny byly vymodelovány manuálně 

programu Geneious podle základních pravidel sestřihu. Části tvořené kódujícími oblastmi, 

exony, a nekódujícími oblastmi, introny, lze odlišit podle zastoupení nukleotidů GC a AT. 

Exony jsou bohatší na GC (Amit et al., 2012). Hlavními ukazateli je základní organizace 

a pořadí nukleotidů v sekvenci. Začátek genu značí iniciační kodón AUG, který však nemusí 

být v případě nekompletní sekvence přítomen. Důležitou indicií, která značí začátek intronu, je 

přítomnost dvou po sobě jdoucích nukleotidů – častější GT a méně běžná GC. Pro konec intronu 

je charakteristická AG. Pomyslným pomocným stéblem byl program BLASTx, při jehož 

použití byly využity konzervované domény genu u příbuzných organizmů 

(Monocercomonoides a Streblomastix) k získání lepší orientace v modelovaném genu. 

Výstupem modelování genů byla sada exonů, které byly následně translatovány do proteinu 

a využity při fylogenetické analýze. Správnost výsledků byla zkontrolována nástrojem 

BLASTp.  

Dataset pro multigenovou fylogenetickou analýzu čítal 42 taxonů. Byly použity dvě 

aminokyselinové sekvence (EF-1α a HSP90) a jedna nukleotidová (SSU rDNA). 

Aminokyselinové i nukleotidové sekvence vybraných taxonů byly získány z databáze NCBI, 

výjimkou jsou sekvence P. melolonthae a Saccinobaculus ambloaxostylus, které dosud nebyly 

publikovány. Alignment byl vytvořen metodou MAFFT s nastavením Iterative refinement 

methods: G-INS-i (ostatní parametry zůstaly v základním nastavení). Nezbytné bylo dodržet 

stejné pořadí taxonů ve všech datasetech. Ořezání proběhlo pomocí nástroje BMGE 

s nastavenými parametry: DNAPAM 200 (pro SSU) případně Estimated matrix BLOSUM 62 

(EF-1α a HSP90); Maximum entropy threshold 0,5; Gap Rate cut-off 0,2. Všechny ořezané 

alignmenty byly konkatenovány v supermatrix v software SequenceMatrix (Vaidya et al., 

2011). Fylogenetický strom byl konstruován v programu IQtree pomocí partition modelu, který 

sestával z modelů LG4X+G (pro části EF-1α a HSP90) a GTR+G+F (pro SSU rDNA). Podpora 

nodů byla vypočítána s použitím neparametrického bootstrapu s počtem replikátů 1000 

a Bayeské analýzy s počtem generací 107 a modelem GTR + Γ + I + covarion se čtyřmi řetězci 

s různými rychlostními kategoriemi (viz kapitola 3.4.6).  

3.5.5 Fylogenetická analýza potenciálních prokaryotických symbiontů 

Pro získání prokaryotických sekvencí z jednotlivých assembly byly nejprve s pomocí 

BLASTn na základě podobnosti s publikovanou sekvencí 16S rRNA Escherichia coli vybrány 

scaffoldy obsahující odpovídající sekvenci. Z těchto scaffoldů byly v Silva aligner (Pruesse et 

al., 2012) vyextrahovány sekvence 16S rRNA. Pokud vzájemná identita vyextrahovaných 
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sekvencí překročila 98 %, byly v CD-HIT-EST sdruženy (klastrovány). Obsahoval-li klastr 

sekvence pocházející ze všech třech assembly, bylo k těmto sekvencím nadále přistupováno 

jako k potenciálním prokaryotickým symbiontům P. melolonthae. Z těchto klastrů byla vybrána 

nejdelší – reprezentativní sekvence, která byla podrobena dalším analýzám. 

Každá sekvence byla identifikována na úrovni prokaryotického kmene pomocí nástroje 

BLASTn. Z databáze GenBank byly získány příbuzné sekvence reprezentující diverzitu dané 

skupiny prokaryot. Datasety čítaly rámcově desítky sekvencí z požadované skupiny a jednotky 

sekvencí náležících do skupiny sesterské k zakořenění fylogenetického stromu. Alignment byl 

vytvořen programem MAFFT s použitím algoritmu G-INS-i. Ořezání proběhlo pomocí nástroje 

BMGE s nastavenými parametry: DNAPAM 200; Maximum entropy threshold 0,5; Gap Rate 

cut-off 0,2. Fylogenetický strom byl konstruován metodou maximum likelihood (ML) 

v programu IQtree a jeho podpora získána pomocí neparametrického bootstrapu s 1000 

replikáty.  

3.6 Fluorescenční in situ hybridizace 

3.6.1 Fixace vzorku na FISH 

Pro fixaci jednoho vzorku byl připraven 1 ml 4% roztoku formaldehydu v médiu 

Trager U (125 µl 32% formaldehyd a 875 µl Trager U). K 200 µl vzorku ze střeva tiplice byl 

přidán trojnásobný objem tohoto roztoku (tzn. 600 µl). Fixace vzorku probíhala 6 hodin při 

teplotě 4 °C. Následovalo promytí médiem Trager U. Vzorek byl po dobu 10 minut 

centrifugován při 1200 g. Supernatant byl odebrán, nahrazen 1 ml Trager U a resuspendován. 

Proces promytí se opakoval ještě dvakrát. Nakonec byl pelet resuspendován ve směsi Trager U 

a podchlazeného ethanolu 1:1 o celkovém objemu 400 µl. V případě velké hustoty vzorku, která 

by vedla ke zhoršení kvality pozorování buněk, byly takové vzorky důkladně vortexovány a cca 

2 minuty centrifugovány. Supernatant obsahující buňky P. melolonthae byl odebrán a k peletu 

bylo doplněno 200 µl směsi Trager U a podchlazeného ethanolu 1:1. Zafixované vzorky bylo 

možné skladovat několik měsíců při teplotě -20 °C. 

3.6.2 Použité próby pro rRNA FISH a designování nových specifických prób 

Pro obecné označení eukaryot ve vzorku byla použita próba EUK 516 (Amann et al., 

1990). Eubakterie byly detekovány próbou Eub Mix, což je kombinace tří různých prób 338, 

338 II a 388 III, která cílí na všechny eubakterie (Daims et al., 1999).  

Specifické próby pro Polymastix melolonthae a jeho potenciální prokaryotické 

symbionty byly navrženy na základě 18S a 16S rRNA v programu ARB 6.0.4 (Ludwig et al., 

2004). Z vygenerovaného seznamu možných úseků malé ribozomální podjednotky byly 

vybrány jen ty úseky, které byly na základě porovnání se zmapovaným modelem sekundární 

struktury 16S rRNA Escherichia coli (Fuchs et al., 1998) a 18S rRNA Sacharomyces cerevisae 

(Behrens et al., 2003) vyhodnoceny jako vhodné pro nasednutí próby. Délka prób se pohybuje 

v rozmezí 18 až 20 pb. Próby byly opatřeny na konci 5’ barvivem ATTO. Seznam všech 

použitých prób i s jejich bližší specifikací viz Tab. 13 a Tab. 14. Próby AspS2B-664  

a ST-BACT-137 jsou próby původně designované pro ektosymbionty S. strix (Noda et al., 

2006a; Treitli et al., 2019). 
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Tab. 13: Použité próby pro detekci Polymastix 

Název 
Cílení próby: 

sekvence 18S rRNA 
Sekvence (5’-3’) 

Optimální 
konc.FA 

Označení 5’ 

EUK 516 Eukaryota ACCAGACTTGCCCTCC 30 % ATTO 550 

Oxy_784 Oxymonády CTACGGCGGTTTCTGATCGC 30 % ATTO 550 

Poly_302 

Polymastix 

CTCCGGTGCCGTTCCCATAA nefunkční ATTO 488 

Poly_446 TCTCCCAGGCACATTTGCCG nefunkční ATTO 550 

Poly_611 AAGGCTCCACCACCGCGCCC nefunkční ATTO 550 

Poly_857 ATTTCTCCCCAGGTCCTG nefunkční ATTO 550 

Poly_860 GAGACTCTGATTTCTCCC nefunkční ATTO 647N 

Poly1262 ACACGCCCAAGGCCGTAGAA nefunkční ATTO 550 

 

Tab. 14: Použité próby pro detekci prokaryotických symbiontů 

Název 
Cílení próby:  

sekvence 16S rRNA 
Sekvence (5’-3’) 

Optimální 
konc.FA 

Označení 5’ 

Eub Mix Eubakterie 

GCTGCCTCCCGTAGGAGT 
GCAGCCACCCGTAGGTGT 
GCTGCCACCCGTAGGTGT 

30 % Fluorescein 

AspS2B-664 
Bacteroidetes při 

S. strix 
CCACGAATTCCGCCCACCTT nefunkční ATTO 647N 

ST-BACT-137 
Clade III S. strix  
(St8, St9, St10) 

GCCTATGCCCGAGTAATG nefunkční 
ATTO 647N 

X2 

ASP_Poly 
Bacteroidetes při 

Polymastix 
CCACGAATTCCGCTCGCATC nefunkční ATTO 647N 

 

3.6.3 FISH  

Na podložní sklíčka s deseti prohlubněmi (ER-308-CE24, Thermo Scientific) byly 

naneseny vzorky s buňkami Polymastix vždy po 5 µl na jamku. Sklíčka i s kapkami vzorku byla 

přemístěna na 15 minut do na 46 °C předehřátého inkubátoru za účelem přischnutí buněk 

k podkladu. Mezitím byly připraveny próby, které byly dále uchovávány v chladu a temnu, 

a hybridizační pufry o různých koncentracích formamidu (FA) viz Tab. 15. Díky škále různých 

koncentrací FA bude možné optimalizovat specifitu nasedání próby pro příští 

pokusy. S formamidem bylo, vzhledem k jeho toxicitě, manipulováno v ochranných 

pomůckách a v digestoři. 

Tab. 15: Složení hybridizačního pufru při různých koncentracích FA. Objemy jsou uváděny v µl. Celkový objem 

je vždy 1 ml  

Konc. FA 0 % 10 % 20 % 30 % 40 % 

5 M NaCl 180 180 180 180 180 

1 M Tris/HCl 20 20 20 20 20 

ddH2O 799 699 599 499 399 

FA 0 100 200 300 400 

10% SDS 1 1 1 1 1 
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Po patnácti minutách byly preparáty z inkubátoru přemístěny a dehydratovány pomocí 

ethanolové řady. Preparáty byly vloženy nejprve do 50%, následně pak 80% a nakonec 96% 

roztoku ethanolu. V každém roztoku setrvaly 3 minuty, pak byly vyjmuty, mírně osušeny, aby 

nedošlo k výraznějšímu snížení koncentrace ethanolových roztoků, a přemístěny do 

koncentrovanějšího roztoku. Osušení probíhalo tak, aby nedošlo k porušení vrstvy vzorku na 

povrchu podložního sklíčka. Finálně dosušeny byly preparáty během pěti minut v inkubátoru 

opět při 46 °C.  

Do každé jamky s vysušeným preparátem bylo napipetováno 10 µl příslušného 

hybridizačního pufru. Následovala aplikace prób. Již ozkoušené próby byly předem připraveny 

v požadovaných kombinacích, aby se předešlo pipetování objemů 0,5 µl a menších. Celkové 

množství jedné próby bylo 50 ng na jamku. Nově navržené próby, u kterých ještě nebyly 

interakce se vzorkem ani s ostatními próbami známy, byly aplikovány separátně. Pomocí 

špičky pipety byla próba opatrně rozmístěna co možná nejrovnoměrněji po celém vzorku. Celý 

preparát byl nakonec umístěn v horizontální pozici do falkony s buničinou a zbytkem 

příslušného hybridizačního pufru do inkubátoru.  

Hybridizace probíhala při 46 °C po dobu šesti hodin. V mezičase byly do 50ml falkon 

připraveny promývací pufry korespondující s koncentrací FA v hybridizačním pufru. Složení 

promývacích pufrů viz Tab. 16. Při vyšších koncentracích FA bylo přidáno i EDTA aby se 

předešlo přítomnosti kationtů a následnému zkreslení specifity próby. Připravené pufry byly 

umístěny do vodní lázně o teplotě 48 °C. 

Tab. 16: Složení promývacího pufru odpovídající rozdílné koncentraci FA v hybridizačním pufru. Objemy jsou 

uváděny v ml. Celkový objem je vždy 50 ml. 

 
Procento vyjadřuje náležitost ke konkrétnímu vzorku, na který byl aplikován 

hybridizační pufr s daným podílem 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 

ddH2O do 50 ml do 50 ml do 50 ml do 50 ml do 50 ml 

 

Po uplynutí šesti hodin byly preparáty v co nejkratším čase v digestoři opláchnuty 

příslušným promývacím pufrem a vloženy do falkon s dostatečným zbytkem promývacího 

pufru tak, aby byly vzorky ponořeny. Falkony s preparáty byly po dobu patnácti minut 

ponechány ve vodní lázni při teplotě 48 °C. Poté byly z promývacího pufru vyňaty, ponořeny 

do 4°C Mili-Q vody a rychle osušeny pod proudem vzduchu. Nakonec byly zakápnuty médiem 

Vectashield s DAPI (H-1200, Vector Laboratories) překryty krycím sklíčkem tak, aby se 

médium dostalo ke všem vzorkům a nedošlo k vytvoření bublin. Okraje krycího sklíčka byly 

zalakovány lakem na nehty, aby nedošlo k jeho posunu. Hotové preparáty mohou být 

skladovány v lednici i několik dnů. 

3.6.4 Mikroskopie a fotodokumentace 

Preparáty byly pozorovány pod konfokálním mikroskopem (Leica SP8) při zvětšení 

63x. Objekty byly snímány s nastavením z-step velikosti na 0,15. Dekonvoluce, tj. počítačové 

zpracování obrazu za účelem eliminace zkreslení obrazu a rekonstrukce trojrozměrné podoby 
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snímaných objektů, byla provedena s použitím Huygens Professional (19.10). Dále byla 

fotodokumentace zpracována v programu FiJi ImageJ 1.50b. 
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4 Výsledky 

Buňky Polymastix melolonthae se daly od ostatních protist ve vzorku odlišit především 

díky charakteristickým ektosymbiontům na jejich povrchu. Dalšími určujícími znaky byl 

způsob pohybu a celkový tvar a velikost buňky. Pomocí mikromanipulace bylo úspěšně 

vybráno 10 buněk P. melolonthae (označeny P 1-10) společně s bakteriemi napojenými na 

jejich povrch. Všechny buňky byly vyfotografovány a tři vybrané fotografie jsou pro ilustraci 

uvedeny na Obr. 7. Kvalita fotografií není sama o sobě dostatečná pro identifikaci. 

 
Obr. 7: Výběr z buněk Polymastix melolonthae, na povrchu jsou patrné ektosymbiotické bakterie – invertovaný 

mikroskop. Měřítko představuje 10 µm 

Amplifikovaná gDNA byla přesrážena a rozpuštěna v 25 µl H2O. Výsledná koncentrace 

amplifikované gDNA všech deseti buněk Polymastix je uvedena v Tab. 17. Aby byla ověřena 

přítomnost eukaryotické DNA, byla amplifikována malá ribozomální podjednotka 18S nejprve 

pomocí univerzálních eukaryotických primerů. Tato amplifikace nebyla úspěšná u vzorků  

(P3-P5) obsahujících velmi malou koncentraci amplifikované gDNA (5 ng/µl a méně). Jakožto 

pozitivní kontrola sloužil vzorek gDNA Monocercomonoides exilis PA203.  

Tab. 17: Koncentrace gDNA jednotlivých vzorků Polymastix melolontheae. 

 

Úsek 18S rDNA se podařilo získat pomocí primerů Monides-SSUF2 a Monides-SSUR2 

v případě vzorků: P6, P7, P8, P10. V případě ostatních vzorků (P1, P2, P9) se požadovaný úsek 

18S rDNA získat nepodařilo, což mohlo být způsobeno mimo jiné tím, že se hned v prvním 

kroku vyextrahovala a následně amplifikovala DNA jiného eukaryotického organizmu 

a primery Monides-SSUF2 a Monides-SSUR2 tak nemohli správně nasednout. PCR produkty 

ze vzorků P7, P8 a P10 byly úspěšně zaklonovány do vektoru pJET. Zaklonování PCR produktu 

ze vzorku P6 úspěšné nebylo. Sekvenace inzertů proběhla s využitím primerů nasedajících na 

dílčí části malé ribozomální podjednotky (viz Tab. 4) i s využitím primerů nasedajících na 

klonovací vektor (viz Tab. 12). Výsledná 18S rRNA byla pro každý vzorek seskládána 

z jednotlivých osekvenovaných úseků. Jednotlivé sekvence se od sebe mírně lišily (u 18S rRNA 

bylo v případě P7 patrných osm mutací a jedna delece, u P10 též jedna delece a dvě mutace). 

Na závěr byly získané sekvence identifikovány za pomocí BLASTn. Sekvenační data potvrdila 

rámcové umístění Polymastix melolonthae v rámci skupiny Oxymonadida. 

Označení 
buňky 

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 

Koncentrace 
[ng/µl] 

67 43 5 0,97 1,15 12 147 130 53 159 
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4.1 Celogenomová sekvenace  

Ze vzorků, ze kterých byla úspěšně získána sekvence 18S rDNA, tj. P7, P8 a P10, byly 

připraveny knihovny pro celogenomovou sekvenaci. Při tvorbě knihovny bylo třeba připravit 

fragmenty o délce 350 pb doplněné o indexové adaptéry označující původ DNA. Kvalita 

knihovny byla ověřena pomocí bioanalýzy. Délka připravených fragmentů se u všech vzorků 

pohybovala kolem hodnoty 700 pb. Ilustrační graf zobrazuje distribuci fragmentů gDNA 

vzorku P7 na základě jejich délky (Obr. 8). Následně byla směs připravených knihoven 

odeslána na sekvenaci HiSeq X Ten (Macrogene). 

 
Obr. 8: Výstup bionalýzy provedené na Bioanalyzer 2100 (Agilent) s použitím čipu High Sensitivity DNA pro 

fragmenty P7 v rámci přípravy knihovny. 

Množství sekvenačních dat získaných sekvenací HiSeq X Ten před zpracováním je 

uvedeno v Tab. 18. Bioinformatické zpracování získaných sekvenačních dat vzorků P7, P8 

a P10 probíhalo v počátečních fázích separátně. Nejprve byly odstraněny adaptéry a čtení 

nedosahující dostatečné kvality. Čtení splňující nastavené parametry byly s využitím SPAdes 

seskládány do assembly. Základní charakteristiky assembly P7, P8 a P10 jsou uvedeny v Tab. 

19. Statistiky N50 a L50 se využívají pro vyhodnocení kvality de novo assembly. N50 určuje 

délku kontigu, pro který platí, že soubor všech kontigů větších nebo rovných N50 tvoří 50 % 

celkového assembly. L50 vyjadřuje nejmenší možný počet kontigů, jejichž součtem získáme 

50 % celkového assembly.  

Tab. 18: Počet čtení a počet párů bazí získaných z jednotlivých celogenomových knihoven tří buněk 

P. melolonthae před zpracováním  

Vzorek Počet čtení Počet párů bazí 

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 jednotlivých assembly 

 P7 P8 P10 

Počet scaffoldů >0 pb 145 907 43 132 26 099 

Počet scaffoldů >1000 pb 42 076 14 153 7 063 

Celková délka >0 pb ~ 358 Mpb ~ 150 Mpb ~ 79 Mpb 

Celková délka >1000 pb ~ 335 Mpb ~ 136 Mpb ~ 72 Mpb 

N50 21 482 pb 26 530 pb 27 487 pb 

L50 3 470  1 155 537 

 

Abychom ověřili, že byl ve všech třech případech osekvenován stejný organizmus – 

P. melolonthae, přistoupili jsme k porovnání jednotlivých SSU rRNA. Díky tomu, že jsme tento 

úsek již dříve úspěšně amplifikovali a osekvenovali, stačilo jen vyhledat scaffoldy 

s požadovanou sekvencí s použitím algoritmu BLASTn. Jelikož nebyly sekvence SSU rRNA 

vyextrahované z jednotlivých assembly zcela identické (u sekvence SSU rRNA P7 byla patrná 

jedna mutace, v případě P10 byly pozorovány dvě inzerce), nevyhodnotili jsme je jakožto 

dostačující podklad, na jehož základě bychom přistoupili ke sjednocení všech tří assembly. 

Dalším krokem tak byla analýza CEGMA, která z assembly predikuje a extrahuje sadu 

eukaryotických konzervovaných genů. Sady těchto genů získané ze všech tří assembly byly 

dohromady zklastrovány s 99% identitou. Následně byl s využitím BLASTp ověřen jejich 

eukaryotický původ. Celkem bylo nalezeno 12 klastrů, které obsahovaly nukleotidové sekvence 

eukaryotického původu ze všech assembly. Tato analýza, podle našeho názoru ukázala, že tyto 

tři vzorky pocházejí od jedinců stejného druhu, a proto jsme se rozhodli k propojení všech tří 

assembly. Dalším přínosem CEGMA bylo, že jsme získali přehled o kompletnosti jednotlivých 

metagenomů. Jako nejucelenější se jevil metagenom P10 – 57.66 % kompletních genů a 11,69 

% nekompletních genů (v součtu 69,35 %). Pro porovnání P7 obsahoval v součtu ucelených 

i neucelených genů 62.90 % a P8 pouhých 32.66 %. Propojením assembly jsme tak docílili 

větší kompletnosti dat. Ačkoliv se mohou zdát uvedené hodnoty vysoké, je třeba mít na paměti, 

že se jedná o odhad kompletnosti celého studovaného metagenomu, tj. mimo genů 

eukaryotických jsou přítomny i geny prokaryotické, které mohou být a bývají analýzou 

CEGMA vyhodnoceny jakožto součást eukaryotického genomu.  
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Emergent self organizing maps (ESOM) 

Pro odlišení prokaryotických a eukaryotických kontigů a k detekci kontigů 

P. melolonthae v propojeném assembly byl využit program ESOM. Nejprve byly na základě 

metody popsané výše vyhledány kontigy, které byly následně označeny žlutou barvou. Již po 

této analýze byla jasně patrná ohraničená oblast, která žádný prokaryotický kontig 

neobsahovala a vybízela tak k předpokladu, že obsahuje kontigy náležící P. melolonthae. Pro 

ověření tohoto předpokladu následovala lokalizace kontigu, jenž obsahoval sekvenci SSU 

rDNA. Sekvence SSU rDNA se opravu lokalizovala v oblasti, kde jsme předpokládali. Vybrali 

jsme tedy veškeré kontigy vyskytující se mezi hnědými hranicemi oblasti (Obr. 9), 

dekontaminovali je od případných prokaryotických sekvencí, které mohly být např. v hraniční 

oblasti snadno zařazeny mezi ostatní kontigy P. melolonthae. Výstupem ESOM tak byla 

extrakce genomu P. melolonthae. 

 

 
Obr. 9: Analýza ESOM: žlutou barvou zvýrazněné prokaryotické kontigy, červeně znázorněná oblast s kontigy 

náležejícími P. melolonthae. 
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Eukaryotické kontigy vyextrahované za pomoci ESOM byly po dekontaminaci opět 

podrobeny analýze CEGMA. Kompletnost genomu P. melolonthae byla odhadnuta na základě 

přítomnosti jistého podílu z 248 konzervovaných genů, které CEGMA v assembly vyhledává. 

Srovnání kompletnosti genomu P. melolonthae a ostatních studovaných oxymonád je 

znázorněno v Obr. 10. Základní údaje týkající se propojeného assembly P. melolonthae 

v kontextu ostatních zástupců ze skupiny Preaxostyla jsou uvedeny v Tab. 20. 

 
Obr. 10: Kompletnost genomu Polymastix melolonthae dle analýzy CEGMA v porovnání s ostatními zástupci 

ze skupiny Oxymonadida.  

 

Tab. 20: Charakteristika genomu P. melolonthae v porovnání s ostatními zástupci ze skupiny Preaxostyla 

 
Velikost 
genomu 

Počet 
scaffoldů 

N50 L50 
Obsah GC 

[%] 

Polymastix 
melolonthae 

13,8 Mpb 1 534 12 501 pb 291 55,5 

Streblomastix 
strix 

152,15 Mpb 50,889 5 186 pb 7,513 26,6 

Blattamonas 
nauphoetae 

88,5 Mpb 880 199 600 pb 127 44,5 

Monocercomonoides 
exilis 

74,7 Mpb 2095 71 440 pb 294 36,8 

Paratrimastix 
pyriformis 

56,7 Mpb 660 268 802 pb 47 60,9 
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4.2 Postavení rodu Polymastix 

4.2.1 Fylogenetické postavení na základě genu pro SSU rRNA 

Všechny tři sekvence genu pro SSU rRNA P. melolonthae (P7, P8 a P10) získané 

pomocí PCR amplifikace byly zařazeny do datasetu ke všem ostatním dostupným sekvencím 

genů SSU rRNA ze skupiny Preaxostyla. Dataset čítal dohromady 157 taxonů. Po provedení 

předběžné fylogenetické analýzy bylo zřejmé, že P. melolonthae společně s několika dalšími 

taxony vytváří ve stromu příliš dlouhé větve. Tyto taxony se vinou artefaktu přitahování 

dlouhých větví mohou v molekulárně-fylogenetických studiích jevit jako příbuznější, než tomu 

ve skutečnosti je. Abychom se tohoto vyvarovali, byly tyto taxony z datasetu postupně 

odstraňovány, při zachovávání co možná nejvyšší druhové rozmanitosti. Nejprve vznikla 

základní verze datasetu s pracovním označením Fáze 1 (F1), která zahrnovala 91 taxonů a byly 

v ní zastoupeny všechny rody skupiny Preaxostyla. Další modifikace označovaná jako Fáze 2 

(F2) zahrnovala 75 taxonů a neobsahovala rody Pyrsonympha a Dinenympha, které vytváří 

společnou dlouhou větev. Tato větev oxymonád byla nadále reprezentována jen krátko větvícím 

se sesterským rodem Opisthomitus. Třetí dataset (Fáze 3 – F3) zahrnoval 71 taxonů 

a nezahrnoval již ani „outgroup“ – rody Trimastix a Pararimastix.  

Všechny tři zalignované datasety byly automaticky ořezány (zbaveny hypervariabilních 

úseků) v programu BMGE pomocí různých nastavení parametrů Gap Rate cut-off (dále jen 

Gap) a Maximum entropy threshold (dále jen Entropy), přičemž nastavení parametrů na 

hodnotu 0,1 je nejpřísnější, hodnota 0,5 naopak nejbenevolentnější. Počet pozic výsledného 

alignmentu (Tab. 21) se již s navýšením hodnoty parametru Entropy 0,3 a více neměnil.  

Tab. 21: Počet pozic alignmentu při různých nastaveních striktnosti ořezání (Gap a Entropy) a matici DNA PAM 

matrix 250. Počet pozic alignmentu před ořezáním: 4753. Tabulka je rozdělena do tří částí – 21-a; 21-b a 21-c, 

přičemž jednotlivé části znázorňují vývoj ořezání v datasetech Fáze 1, Fáze 2 a Fáze 3 lišících se v počtu taxonů 

Tab. 21–a: Fáze 1: Dataset obsahuje všech 91 taxonů.  

FÁZE 1  Gap Rate cut-off 

91 taxonů  0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 

Maximum 
entropy 

threshold 

0,1 1127 1131 1156 1161 1182 

0,2 1338 1342 1367 1379 1409 

0,3 1471 1554 1696 1759 1842 

0,4 1471 1554 1696 1759 1842 

0,5 1471 1554 1696 1759 1842 
      

0,8 1471     

 

Tab. 21–b: Fáze 2: Dataset neobsahuje rody Dinenympha a Pyrsonymha. Celkem taxonů: 75 

FÁZE 2  Gap Rate cut-off 

75 taxonů  0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 

Maximum 
entropy 

threshold 

0,1 1215 1217 1234 1237 1243 

0,2 1363 1370 1388 1393 1409 

0,3 1478 1571 1644 1752 1844 

0,4 1478 1571 1644 1752 1844 

0,5 1478 1571 1644 1752 1844 
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Tab. 21–c: Fáze 3: Dataset neobsahuje rody Dinenympha, Pyrsonymha, Trimastix ani Paratrimastix. Celkem 

taxonů: 71 

FÁZE 3  Gap Rate cut-off 

71 taxonů  0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 

Maximum 
entropy 

threshold 

0,1 1213 1215 1231 1234 1240 

0,2 1369 1376 1394 1399 1417 

0,3 1484 1574 1676 1773 1877 

0,4 1484 1574 1676 1773 1877 

0,5 1484 1574 1676 1773 1877 

 

Dále jsme se zaměřili už jen na několik variant převážně přísnějšího ořezání (v Tab. 21 

zvýrazněny růžově). Pro každou variantu byl zkonstruován fylogenetický strom s ultrafast 

bootstrapem s 1000 replikáty. Celkem vzniklo 12 fylogenetických stromů, které podporují tři 

různé hypotézy o pozici P. melolontheae: hypotéza 1 — P. melolontheae je nejpříbuznější 

Monocercomonoides acer, hypotéza 2 — P. melolonthe je nejpříbuznější rodu Termitimonas 

a hypotéza 3 — P. melolontheae je nejpříbuznější rodu Streblomastix. Zaměřili jsme se na 

ultrafast booststrapovou podporu pro každou z hypotéz pro všech 12 analyzovaných datasetů. 

Tyto hodnoty jsme nalezli ve výstupních souborech s koncovkami .splits.nex a vynesli do grafů 

(Obr. 11; Obr. 12; Obr. 13), abychom ukázali případné trendy. 

 
Obr. 11: Hodnoty ultrafast bootstrap s 1000 replikáty pro hypotézu 1: nejpříbuznější organizmus 

Monocercomonoides acer. U sloupce dosahujícího nejvyšší hodnoty je tato hodnota uvedena. E vyjadřuje 

nastavení parametru Maximum entropy threshold, G nastavení parametru Gap Rate cut-off — dohromady určují 

striktnost ořezání alignmentu pro jednotlivé datasety (Fáze 1-3). Délka konkrétních alignmentu viz Tab. 21 
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Obr. 12: Hodnoty ultrafast bootstrap s 1000 replikáty pro hypotézu 2: nejpříbuznější rod Termitimonas. U sloupce 

dosahujícího nejvyšší hodnoty je tato hodnota uvedena. Vysvětlení zkratek viz legenda obr. 11. 

 
Obr. 13: Hodnoty ultrafast bootstrap s 1000 replikáty pro hypotézu 3: nejpříbuznější rod Streblomastix. U sloupce 

(varianta ořezání v kombinaci s verzí datasetu Fáze1 nebo Fáze2) dosahujícího nejvyšší hodnoty je tato hodnota 

uvedena. Vysvětlení zkratek viz legenda obr. 11. 

Z ořezaného datasetu, ve kterém měla každá jednotlivá hypotéza nejvyšší podporu, jsme 

vytvořili fylogenetický strom, který ji reprezentuje. Strom byl konstruován v IQtree za použití 

neparametrického bootstrapu s 1000 replikáty. Podpora nodů byla doplněna o hodnoty Bayeské 

analýzy. Hypotézu 1 datasetu F1 ořezaný za použití nejstriktnějších parametrů Gap: 0,1 

a Entropy: 0,1. Hypotézu 2 nejsilněji podporoval alignment získaný stejným způsobem 

z datasetu F2. Poslední hypotéza – Polymastix je nejpříbuznější rodu Streblomastix byla sice 

nejlépe podpořena méně striktně ořezaným (Gap: 0,3 a Entropy: 0,1) alignmentem datasetu F3 

(hodnota ultrafast bootstrap je 89), pro naše potřeby je však tato verze datasetu z důvodu 

absence zástupců skupiny Trimastigida nevyhovující. Výsledný fylogenetický strom byl tedy 

konstruován z druhého nejvíce podporujícího datasetu, tj. datasetu F1 ořezaného s nastavenými 
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parametry Gap: 0,1 a Entropy: 0,3. Je tedy zřejmé, že postavení Polymastix melolonthae se 

odvíjí nejen od striktnosti ořezání alignmentu, ale i od sestavy taxonů v datasetu.  

 
Obr. 14: Fylogenetický strom reprezentující hypotézu 1 (P. melolonthae je nejpříbuznější M. acer). Strom byl 

konstruovaný metodou maximum likelihood (ML) na základě genu pro SSU rRNA. Hodnoty v uzlech: bootstrap 

(≥ 50 %) / Bayeská analýza (BI) (≥ 0,8), plná podpora uzlu (ML: 100 %; BI: 1) je vyjádřena černým bodem. 

Měřítko zobrazuje odhadovaný počet substitucí na nukleotid (0,02). 
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Obr. 15: Fylogenetický strom reprezentující hypotézu 2 (P. melolonthae je nejpříbuznější Termitimonas travisae). 

Strom byl konstruovaný metodou ML na základě genu pro SSU rRNA. Hodnoty v uzlech: bootstrap (≥ 50 %) / BI 

(≥ 0,8), plná podpora uzlu (ML: 100 %; BI: 1) je vyjádřena černým bodem. Měřítko zobrazuje odhadovaný počet 

substitucí na nukleotid (0,02) 
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Obr. 16: Fylogenetický strom reprezentující hypotézu 3 (P. melolonthae je nejpříbuznější Streblomastix). Strom 

byl konstruovaný metodou ML na základě genu pro SSU rRNA. Hodnoty v uzlech: bootstrap (≥ 50 %) / BI  

(≥ 0,8), plná podpora uzlu (ML: 100 %; BI: 1) je vyjádřena černým bodem. Měřítko zobrazuje odhadovaný počet 

substitucí na nukleotid (0,07). 
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4.2.2 Fylogenetické postavení na základě vícegenové analýzy 

Pro potřeby vícegenové fylogenetické analýzy bylo nutno nejprve vyextrahovat 

odpovídající sekvence vybraných genů z genomové assembly a následně geny vymodelovat. 

Získali jsme tak jednu nukleotidovou (SSU rRNA) a dvě aminokyselinové sekvence (EF-1α 

a HSP90). Získané sekvence byly připojeny k datasetu dalších 41 taxonů a separátně 

zalignovány. Ze vzniklých tří alignmentů byl vytvořen konkatenát, na jehož základě byl 

vytvořen fylogenetický strom (Obr. 17). Podle této fylogenetické analýzy vytváří Polymastix 

melolonthae dlouhou větev uvnitř skupiny Preaxostyla. Nejbližším příbuzným organizmem je 

dle této analýzy Streblomastix strix (viz Obr. 16). 

 
Obr. 17: Fylogeneticky strom založený na konkatenátu genu pro SSU rRNA, a proteinů EF-1ɖ a HSP90. Strom 

byl konstruovaný metodou ML. Hodnoty v uzlech: bootstrap (≥ 50 %) / BI (≥ 0,8), plná podpora uzlu (ML: 100 

%; BI: 1) je vyjádřena černým bodem. Měřítko zobrazuje odhadovaný počet substitucí na nukleotid (0,06). 
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4.3 Zařazení prokaryotických symbiontů 

Prokaryotičtí ektosymbionti byli společně se svým hostitelem pomocí mikromanipulace 

odebráni a amplifikováni a osekvenováni. V rámci jednotlivých metagenomových assembly 

byly nejprve vybrány scaffoldy obsahující geny pro prokaryotické 16S rRNA a z nich byly 

následně pomocí Silva aligner vyextrahovány sekvence těchto genů. Metagenom P7 obsahoval 

211 různých prokaryotických 16S rRNA genů, P8 jich obsahoval 75 a P10 jich obsahoval 29. 

Tyto sekvence byly společně s využitím CD-HIT-EST s identitou 98 % zklastrovány. Za 

účelem eliminace kontaminantů jsme brali v potaz pouze klastry obsahující sekvence přítomné 

ve všech třech assembly. Vycházeli jsme z předpokladu, že pravděpodobnost kontaminace 

všech tří vzorků stejným prokaryotem je nízká. Klastrů splňujících určené podmínky bylo 

celkem pět. Reprezentativní sekvence těchto klastrů spadaly podle BLASTn do čtyř 

bakteriálních kmenů: Firmicutes (2 sekvence) (Obr. 18), Alfaproteobacteria (Obr. 19), 

Deltaproteobacteria (Obr. 20) a Bacteroidetes (Obr. 21). Pro každý bakteriální kmen byl 

vytvořen fylogenetický strom obsahující řádově desítky příbuzných sekvencí. Na základě 

těchto fylogenetických analýz jsme získali lepší představu nejen o postavení potenciálních 

symbiontů P. melolonthae v rámci taxonomického systému, ale i o jeho možné ekologii. 

Sekvence 16S rRNA získané ze střeva larvy tiplice vykazovaly mnohdy příbuznost s jinými 

endobiotickými bakteriemi z trávicích traktů xylofágního hmyzu (Pachnoda spp., 

Reticulitermes speratus) či dokonce ektosymbiotickými bakteriemi S. strix. 
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Obr. 18: Fylogenetický strom znázorňující vztahy mezi bakteriemi získanými ze střeva larvy tiplice (červeně) 

a ostatními fylotypy ze skupiny Firmicutes. Strom byl konstruovaný metodou ML na základě sekvencí genu pro 

16S rRNA, celková délka upraveného alignmentu 1366 nt. Hodnoty v uzlech: bootstrap (>50 %), černé body značí 

plnou bootstrapovou podporu. Měřítko zobrazuje odhadovaný počet substitucí na nukleotid (0,08). 
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Obr. 19: Fylogenetický strom znázorňující vztahy mezi bakteriemi získanými ze střeva larvy tiplice (červeně) 

a ostatními fylotypy ze skupiny Alfaproteobacteria. Strom byl konstruovaný metodou ML na základě sekvencí 

genu pro 16S rRNA, celková délka upraveného alignmentu 1339 nt. Hodnoty v uzlech: bootstrap (>50 %), černé 

body značí plnou bootstrapovou podporu. Měřítko zobrazuje odhadovaný počet substitucí na nukleotid (0,06). 
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Obr. 20: Fylogenetický strom znázorňující vztahy mezi bakteriemi získanými ze střeva larvy tiplice (červeně) 

a ostatními fylotypy ze skupiny Deltaproteobacteria. Strom byl konstruovaný metodou ML na základě sekvencí 

genu pro 16S rRNA, celková délka upraveného alignmentu 1435 nt. Hodnoty v uzlech: bootstrap (>50 %), černé 

body značí plnou bootstrapovou podporu. Měřítko zobrazuje odhadovaný počet substitucí na nukleotid (0,06). 
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Obr. 21: Fylogenetický strom znázorňující vztahy mezi bakteriemi získanými ze střeva larvy tiplice (červeně) 

a ostatními fylotypy ze skupiny Bacteroidetes. Strom byl konstruovaný metodou ML na základě sekvencí genu 

pro 16S rRNA, celková délka upraveného alignmentu 1435 nt. Klastry I, II, III a V dle (Ohkuma et al., 2002). 

Hodnoty v uzlech: bootstrap (>50 %), černé body značí plnou bootstrapovou podporu. Měřítko zobrazuje 

odhadovaný počet substitucí na nukleotid (0,2).  
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4.4 FISH 

Jelikož nebylo možné předložit reprezentativní fotodokumentaci buněk, jejichž genom 

byl amplifikován, a přiřadit tak k získaným sekvencím i morfologické údaje, rozhodli jsme se 

ověřit identitu amplifikovaných buněk pomocí FISH. Nejprve jsme otestovali kvalitu 

nafixovaného vzorku a přítomnost buněk považovaných za P. melolonthae pomocí DAPI (Obr. 

22C), obecně eukaryotických a eubakteriálních (Obr. 22-A) prób. Následně jsme navrhli šest 

specifických prób (Tab. 13) pro 18S rRNA P. melolonthae, hybridizace však nebyla úspěšná. 

Próba cílená na oxymonády obecně (Oxy_784) již hybridizovala bez problémů (Obr. 22B).  

Dalším cílem bylo pomocí FISH identifikovat eubakteriální ektosymbionty na povrchu 

P. melolonthae. Z pěti možných kandidátů, k nimž jsme dospěli na základě vyhodnocení 

metagenomických dat, byla ověřována přítomnost pouze potenciálního ektosymbionta ze 

skupiny Bacteroidetes. Důvodem, proč jsme se rozhodli zaměřit právě na tohoto symbionta, 

byly výsledky fylogenetických analýz – blízká příbuznost sekvencí vyskytujících se ve všech 

vzorcích získaných ze střeva larvy tiplice a nedávno popsaných ektosymbiontů S. strix (Noda 

et al., 2006a; Treitli et al., 2019) v souvislosti s případnou blízkou příbuzností těchto dvou 

eukaryotických hostitelů. Ověření přítomnosti ostatních potenciálních ektosymbiontů ze skupin 

Firmicutes, Alfaproteobacetria a Deltaproteobacteria nebylo z časových důvodů provedeno.  

Pro potenciální symbionty ze skupiny Bacteroidetes byly použity nejprve dvě specifické 

próby původně designované na 16S rRNA ektosymbiontů S. strix. Sekvence próby a cílená 

sekvence SSU potenciálního symbionta P. melolonthae však nebyly v místě navržení próby 

zcela identické. Obecnější próba ST-BACT-137 navržená na celý klád III se lišila ve dvou 

nukleotidech a próba AspS2B-664 se lišila dokonce ve čtyřech nukleotidech. Doufali jsme, že 

by při nižší koncentraci FA, a tudíž při menší specifitě nasedání próby, mohly fungovat, ale 

nestalo se. Ani nově navržená próba (ASP_Poly), cílená na identický lokus jako próba AspS2B-

664 neposkytla žádný signál. 



48 
 

 
Obr. 22: Buňka Polymastix melolonthae hostící ektosymbiotické bakterie onačena pomocí fluorescenční in situ 

hybridizace při 30% koncentraci FA. A) Próba Eub Mix nasedající na rRNA veškerých eubakterií B) Próba 

Oxy_784 cílená na oxymonády C) DAPI označující veškerou DNA D) složený signál E) světelná mikroskopie 

s využitím diferenciálního interferenčního kontrastu (DIC). Měřítka představují 5 µm. 
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5 Diskuze 

Čeleď Polymastigidae byla poslední z pěti čeledí oxymonád, z jejíhož typového rodu – 

Polymastix – nebyla získána sekvenční data. Vzhledem k narůstajícím pochybnostem 

o monofyletičnosti zmíněné čeledi, tak bylo více než žádoucí získat alespoň sekvenci genu pro 

18S rRNA. 

Polymastix je drobný jednobuněčný eukaryot obývající trávicí trakt převážně xylofágního 

a detritovorního hmyzu. Nejlépe dostupným hostitelem tohoto prvoka je v našich podmínkách 

larva tiplice. Společenstvo kolonizující zadní střevo těchto larev je různorodé. a mimo jiné ho 

obývá několik druhů oxymonád – Monocercomonoides melolonthae, M. orthopterorum, 

Polymastix melolonthae a P. wenrichi. Zástupci rodu Polymastix a Monocercomonoides se od 

sebe na první pohled liší přítomností ektosymbiotických bakterií napojených na 

cytoplazmatické membráně Polymastix, protáhlým tvarem buňky Polymastix 

a charakteristickým způsobem jeho pohybu. Jednotlivé druhy Polymastix lze rozeznat na 

základě rozdílného tvaru buňky. Buňka P. melolonthae dorůstá menších rozměrů, je užší a na 

zadním konci špičatější (Ludwig, 1946). Dle těchto indicií jsme určili buňky Polymastix 

nalezené v larvách zkoumaných tiplic jako P. melolonthae. 

5.1 Single-cell genomová amplifikace a celogenomová sekvenace 

Po předchozích negativních zkušenostech s extrakcí DNA z celého obsahu střeva larvy 

tiplice a následným neúspěšným pokusům o amplifikaci sekvence genu pro 18S rRNA 

P. melolonthae jsme zvolili metodu single-cell genomové amplifikace. Buňky P. melolonthae 

bylo zapotřebí nejprve oddělit od ostatních organizmů, což se ukázalo být vzhledem k jejich 

velikosti nejtěžším krokem. Přesto se nám podařilo mikromanipulací vybrat celkem deset 

buněk, z nichž byla následně amplifikována genomová DNA s různým výtěžkem. Důvodem 

nízkého výtěžku DNA u některých buněk mohla být v některých případech delší prodleva mezi 

mikromanipulací buňky a amplifikací její gDNA. Ze vzorků, kde dosahovala koncentrace 

amplifikované gDNA vyšší hodnoty než 5 ng/µl, se podařilo s použitím univerzálních 

eukaryotických primerů amplifikovat gen pro malou ribozomální podjednotku. Amplifikace za 

pomoci specifických primerů pro oxymonády nebyla zdaleka tak úspěšná snad proto, že se 

nemuselo ve všech případech jednat o DNA oxymonád. Amplifikace 18S rDNA oxymonád 

obecně není snadná vzhledem k větší délce tohoto genu (cca 3000 pb). Výsledně jsme získali 

sekvenci 18S rDNA ze tří různých buněk P. melolonthae. 

Celogenomová knihovna byla připravena ze stejných vzorků, ze kterých se nám podařilo 

získat sekvenci 18S rDNA oxymonád. Celý proces bioinformatického zpracování vzorků 

probíhal standardně. Kontigy, které náležely P. melolonthae byly při použití analýzy ESOM 

zřetelně odděleny od ostatních kontigů. Následná extrakce a modelace genů pro EF-1α a HSP90 

z genomu byla taktéž úspěšná. 

5.2 Postavení rodu Polymastix 

Fylogenetické postavení rodu Polymastix bylo analyzováno nejprve jen na základě 18S 

rDNA. V předběžné fylogenetické analýze vytvářel P. melolonthae v rámci skupiny 

Oxymonadida dlouhou větev a postavení takových větví je obvykle těžké určit. Proto jsme se 

pokusili vysledovat případné trendy tím, že jsme variovali počet taxonů v datasetu a také délku 

tohoto alignmentu pomocí různé přísnosti ořezávání. Fylogeneze genu pro 18S rRNA nám 
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nepřinesla jednoznačnou odpověď, ale nabídla nám tři nejpravděpodobnější hypotézy 

o postavení rodu Polymastix v rámci oxymonád: hypotéza 1 – P. melolontheae se větví v rámci 

rodu Monocercomonoides a je nejpříbuznější Monocercomonoides acer, hypotéza 2 – 

P. melolonthae je nejpříbuznější rodu Termitimonas a hypotéza 3 – P. melolontheae je 

nejpříbuznější rodu Streblomastix. Alignmenty, u který nacházely jmenované hypotézy největší 

podporu, jsme analyzovali znovu a podporu odhadli pomocí neparametrického bootstrapu 

s 1000 replikáty. Nejlépe byla podpořena hypotéza 3, tato topologie byla přítomna ve 49 % 

replikátů. Ani tato nejsilněji podpořená hypotéza však není příliš důvěryhodná. Bayeská 

analýza určila jako nejlépe statisticky podpořenou hypotézu 1 (hodnota BI 0,92). Fylogenetická 

analýza na základě genu pro 18S rRNA tedy není schopna přesnou pozici P. melolonthae určit. 

Pro fylogenetickou analýzu založenou na třech genech 18S rDNA, EF-1α a HSP90 jsme 

museli využít dataset složený z menšího počtu taxonů než v případě analýzy založené jen na 

18S rDNA. Aminokyselinové sekvence genů pro EF-1α a HSP90 jsou ze skupiny Preaxostyla 

dostupné jen pro celkem šest zástupců (včetně P. melolonthae), přičemž v pěti případech se 

jedná o sekvence oxymonád. Výsledkem této analýzy bylo, že P. melolonthae vytvořil dlouhou 

větev v rámci skupiny Preaxostyla a byl s vysokou statistickou podporou (hodnota bootstrap 

93, Bayeská analýza 1,00) nejblíže příbuzný Streblomastix strix, což je v souladu s výše 

zmíněnou hypotézou 3. Vzhledem k nedostatku dat (sekvence genů pro EF-1α a HSP90 

Termitimonas travisae nejsou známy, a nebyly proto zařazeny do multigenové analýzy), ale 

nemůžeme vyloučit ani hypotézu 2. Mezi Monocercomonoides exilis a P. melolonthae se ve 

fylogenetickém stromě založeném na konkatenátu genů pro EF-1α a HSP90 vmezeřuje S. strix. 

Nejméně pravděpodobná se tak zdá být hypotéza 3. Nutno však brát v potaz, že za určitých 

okolností, jako například v případě stromů na obrázku Obr. 14 Obr. 15 netvoří 

Monocercomonoides acer monofyletickou skupinu s ostatními druhy Monocercomonoides. 

I v případě M. acer a dalších druhů Monocercomonoides by bylo záhodno získat zbývající dvě 

sekvence. V případě, že by vytvářel s ostatními druhy Monocercomonoides silně podpořenou 

monofyletickou skupinu, mohli bychom hypotézu 1 s poměrně velkou jistotou zavrhnout. Za 

hypotetické situace, kdyby M. acer ani na základě tří genů netvořil monofyletickou skupinu 

s ostatními zástupci rodu Monocercomonoides by pak bylo potřeba taxonomické zařazení 

M. acer přehodnotit. Závěrem fylogenetických analýz můžeme pouze konstatovat, že 

z dostupných dat není možné postavení rodu Polymastix ani na základě tří genů definitivně 

určit. Dospěli jsme však ke dvěma pravděpodobným hypotézám – P. melolonthae je 

nejpříbuznější rodu Streblomastix a P. melolonthae je nejpříbuznější Termitimonas travisae.  

V případě platnosti hypotézy 2 a 3 by mohla být monofyletičnost čeledi Polymastigidae 

zachována pouze v případě, kdy by se do této čeledi zahrnul rod Streblomastix, který je jediným 

popsaným rodem v rámci čeledi Streblomastigidae. Vycházíme-li však z multigenové 

fylogenetické analýzy, ani tento krok by k utvoření monofyletické skupiny příliš nepomohl, 

jelikož se rod Blattamonas zdá být od rodů Monocercomonoides, Streblomastix a Polymastix 

vzdálenější nežli rod Saccinobaculus, jenž se řadí do čeledi Saccinobaculidae. Opět narážíme 

na problém týkající se nedostatku molekulárně-fylogenetických dat napříč celou skupinou 

Oxymonadida. V budoucnu se velmi pravděpodobně nevyhneme revizi parafyletické čeledi 

Polymastigidae. Možným řešením by bylo sloučit současné čeledi Polymastigidae 

a Streblomastigidae s tím, že náležitost rodu Blattamonas do této fúzované čeledi bude i nadále 

sporná, případně vyčkat, až se situace vyjasní za pomoci nových dat. 
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5.3 Zařazení prokaryotických ektosymbiontů P. melolonthae 

Z celogenomové sekvenace, o které můžeme hovořit též jako o metagenomové 

sekvenaci, jsme se pokusili získat sekvence genu pro 16S rRNA, které bychom mohli využít 

pro identifikaci prokaryotických ektosymbiontů na povrchu P. melolonthae.  

Vzhledem k velikému počtu prokaryotických sekvencí 16S rDNA, které se vyskytovali 

zvlášť v každém ze tří osekvenovaných metatagenomů, nebylo v našich silách každou 

jednotlivou sekvenci prověřit. Nejvíce prokaryotických sekvencí 16S rDNA obsahoval vzorek 

P7, přičemž předpokládáme, že valnou většinu z nich tvořily kontaminace. Bakterie vnímané 

jako kontaminace mohly pocházet rovnou z počátečního kroku – získávání genetického 

materiálu P. melolonthae a jeho prokaryotických symbiontů. Vzhledem k velikosti buňky 

P. melolonthae je nutno se smířit s případnou přítomností určitého množství kontaminantů na 

úkor úspěšného vyjmutí buňky ze vzorku obsahujícího endobionty z celého zadního střeva 

larvy tiplice. Dokonalé promytí je takřka nemožné. Dalším případným zdrojem kontaminantů 

může být nedostatečně sterilní pracovní prostředí, ve kterém se se vzorky manipuluje ve spojení 

s vysokou citlivostí sekvenační metody Illumina HiSeq X Ten.  

Využili jsme toho, že jsme měli tři různé osekvenované metagenomy. Rozhodli jsme se 

bakteriální sekvence 16S rDNA filtrovat na základě předpokladu, že se ektosymbiotické 

bakterie P. melolonthae budou díky fyzickému napojení na cytoplazmatickou membránu 

hostitele vyskytovat ve všech vzorcích, zatímco přítomnost kontaminací bude jen náhodná. 

Tento předpoklad splnilo 16S rDNA z pěti různých potenciálních ektosymbiontů 

P. melolonthae, které se řadily do čtyř různých bakteriálních kmenů: Firmicutes (2 sekvence), 

Alfaproteobacteria, Deltaproteobacteria a Bacteroidetes. Pro každý bakteriální kmen jsme 

sestavili fylogenetický strom, který poskytnul mnohé informace nejen o taxonomickém 

postavení potenciálních ektosymbiontů, ale i o jejich možné roli v ekosystému střev.  

Ve všech třech metagenomech se vyskytovaly dva typy sekvencí spadajících do kmene 

Firmicutes. Sekvence označovaná číslem jedna (Bacterium from the gut of Tipula larvae 1) se 

na fylogenetickém stromě sdružuje s bakteriemi obývajícími trávící trakt obratlovců. V případě 

těchto bakterií nejsou známy žádné asociace s jednobuněčnými eukaryoty. Není známo, že by 

se v trávicím traktu obratlovců vyskytoval Polymastix, což v kontextu ekologie příbuzných 

bakterií snižuje věrohodnost hypotézy, že by bakterie ze skupiny Firmicutes č. 1 získaná ze 

střeva larvy tiplice byla ektosymbiontem P. melolonthae.  

V případě bakterie z kmene Firmicutes č. 2 (Bacterium from the gut of Tipula larvae 2) 

je tato věrohodnost vyšší. Nejpříbuznější bakterie námi získané bakterie byly popsány ze 

zadního střeva larvy zlatohlávků – Pachnoda spp. Různé druhy Polymastix byly popsány 

z mnoha zástupců skupiny Scarabeidae, kam se řadí i zlatohlávci. Ačkoliv nebyl doposud 

popsán žádný zástupce rodu Polymastix ze zadního střeva Pachnoda spp., nelze vyloučit, že se 

tam vyskytuje. Je možné, že byla přítomnost většího eukaryotického organizmu paradoxně 

přehlédnuta, zatímco jeho o poznání menší ektosymbiont byl díky metagenomickému 

průzkumu prostředí (např. sekvenací 16S amplikonů) detekován (Andert et al., 2010). Jak jsme 

se i sami přesvědčili, není snadné přítomnost rodu Polymastix detekovat jen na základě 

vyextrahované DNA z celého střeva hostitelského organizmu. Pro ověření teorie, že 

ektosymbiotická bakterie na povrchu P. melolonthae je právě tato bakterie sdružující se 

s bakteriemi obývajícími Pachnoda spp., by bylo záhodno důkladně prostudovat trávící trakt 

zlatohlávků, zda se i v tomto zástupci čeledi Scarabeidae P. melolonthae, případně jakýkoliv 
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jiný druh Polymastix, vyskytuje. Otázkou je, jak moc jsou identické ektosymbiotické bakterie 

různých druhů Polymastix. Pomocí environmentálních sekvenací trávicího traktu hostitele mohl 

být ektosymbiont P. melolonthae případně jiného druhu Polymastix již sekvenován. Tento 

scénář, by vzhledem velkému počtu environmentálních sekvencí, které nebyly doposud 

k žádnému konkrétnímu organizmu přiřazeny, nemusel být příliš vzdálený pravdě. Na tomto 

příkladě je patrné, jak důležité je znát co nejvíce hostitelů rodu Polymastix. Na druhou stranu 

víme, že společenstva využívající podobnou ekologickou niku mívají podobnou skladbu. Jak 

jsem již uváděla výše, např. rody Monocercomonas, Tetratrichomastix, Monocercomonoides či 

Polymastix se vyskytují společně v různých hostitelích (ve švábech, v larvách tiplic, v larvách 

vrubounovitých brouků) (Brugerolle et al., 2003; Kowalczyk, 1938; Ludwig, 1946). Není 

důvod se domnívat, že skladba bakteriálního společenstva bude diametrálně odlišná hostitel od 

hostitele. Bakterie v této práci označovaná jako Bacterium from the gut of Tipula larvae 2 může 

být nepostradatelnou součástí společenstva uvnitř larvy tiplice stejně tak jako larvy Pachnoda 

spp. nezávisle na její asociaci s P. melolonthae. V případě sekvenace metagenomu 

P. melolonthae mohla být přítomna ve vzorku ze zadního střeva larvy tiplice v tak početném 

zastoupení, že byla nechtíc odebrána a následně sekvenována s P. melolonthae i jeho 

ektosymbionty. Zároveň nebyl doposud pozorován symbiotický vztah mezi kterýmkoliv 

zástupcem oxymonád a bakterií ze skupiny Firmicutes. Zástupci tohoto kmene se často 

významně podílejí na degradaci celulózy (König, 2006; Leschine, 1995). 

Jako dalšího možného ektosymbionta P. melolonthae jsme označili bakterii ze skupiny 

Alfaproteobacteria. Sekvence 16S rDNA nejpříbuznějších bakterií byly získány ze střeva 

termitů. Jeden druh Polymastix – P. hystrix byl popsán také ze střeva termita Neotermes 

aburiensis. Z tohoto poznatku však nemůžeme, jak je diskutováno výše, mnoho vyvozovat, 

snad jen že se nejedná pouze o nahodilou kontaminaci všech vzorků, která by vznikla 

v důsledku nedostatečně sterilního pracovního prostředí. Celý kmen bakterií Proteobacteria 

bývá nedílnou součástí ekosystémů střev. 

Čtvrtým potenciálním ektosymbiontem je bakterie ze skupiny Deltaproteobacteria. 

Stejně jako v přechozích případech jsou příbuzné bakterie popsány ze střeva hostitelů rodu 

Polymastix – termitů, švábů i larev vrubounovitých brouků. Na rozdíl od alfaproteobakterií byly 

pozorovány asociace mezi deltaproteobakterií a jednobuněčným eukaryotem obývajícím trávící 

trakt. Jedná se o endosymbionta Ca. Desulfovibrio trichonymphae kolonizujícího cytoplazmu 

Trichonympha agilis (Parabasalia) ze střeva termita Reticulitermes speratus. Ani v tomto 

případě jsme nezaznamenaly dostatek indicií pro podpoření hypotézy, že ektosymbiontem 

P. melolonthae je bakterie ze skupiny Proteobacteria. 

Na základě fylogenetické analýzy v rámci skupiny Bacteroidetes vyšlo najevo, že námi 

získaná sekvence ze střeva tiplice je blízce příbuzná nedávno popsaným ektosymbiontům 

napojeným na povrch S. strix. Toto zjištění je v souladu s hypotézou o fylogenetickém 

postavení rodu Polymastix v nejbližší příbuznosti se S. strix, která byla podpořena 

fylogenetickou analýzou založenou na sekvenci genu pro 18S rRNA, jenž byla provedena na 

datasetu F1 ořezaného s nastavenými parametry Gap: 0,1 a Entropy: 0,3, stejně tak jako 

vícegenovou fylogenetickou analýzou. Další indicií, která podporuje teorii, že ektosymbiontem 

P. melolonthae je bakterie z této skupiny, je vysoké pokrytí (coverage) sekvencí tohoto 

potenciálního ektosymbionta, tj. veliké zastoupení těchto sekvencí v jednotlivých assembly. 

Počet jednotlivých čtení sekvence genu pro 16S rRNA řadící se do skupiny Bacteroidetes bylo 
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2 946, Firmicutes (sekvence č.2) 1279, Firmicutes (sekvence č.1) 740, Alfaproteobacteria 129 

a Deltaproteobacteia 35. Jsme si vědomi, že řídit se těmito hodnotami může být obzvláště 

v případě metody single-cell genomové amplifikace zrádné, jelikož je tato metoda náchylná ke 

zkreslení poměru zastoupení sekvencí tzv. biasu během amplifikačního kroku. Tvrzení, že 

ektosymbiontem P. melolonthae je bakterie ze skupiny Bacteroidetes, jsme na základě výše 

zmíněných faktů přikláněli největší váhu, rozhodli jsme se ho jako první (a z časových důvodů 

též poslední) ověřit pomocí fluorescenční in situ hybridizace. Ověřování touto metodou 

detailněji popíšu v kapitole 5.4. 

Na základě mikroskopických pozorování byly na povrchu S. strix zaznamenány tři různé 

morfotypy ektosymbiotických bakterií (Leander and Keeling, 2004). Pomocí molekulárně-

fylogenetických metod byly identifkovány kromě Ca. O. streblomastigis ještě další čtyři blízce 

příbuzné linie bakterií ze skupiny Bacteroidetes (Treitli et al., 2019). Tento fakt nás dovedl 

k myšlence, zda se pod jedním pozorovaným morfotypem na povrchu P. melolonthae neskrývá 

více různých fylotypů. Rozhodli jsme se tak důsledněji prozkoumat jednotlivé metagenomy 

každý zvlášť a polevili jsme z požadavku, že potenciální ektosymbiont P. melolonthae musí 

být přítomen ve všech vzorcích. Nalezli několik dalších sekvencí, které se řadily do skupiny 

Bacteroidetes. Některé z nich byly přítomny ve dvou vzorcích, jiné pouze v jednom z nich. 

Následně provedená fylogenetická analýza však nepotvrdila naše očekávání – nově získané 

sekvence se na fylogenetickém stromě nesdružily jako v případě S. strix. V rámci skupiny 

Bacteroidetes byly spíše vzdáleně příbuzné první majoritní sekvenci přítomné ve všech třech 

vzorcích (data nebyla v rámci této práce prezentována). Toto zjištění sice zcela nezavrhuje 

teorii, že bakterie na povrchu P. melolonthae nejsou i přes svou uniformní morfologii identické, 

přítomnost více fylotypů přinejmenším ze skupin Bacteroidetes je však málo pravděpodobná. 

Kromě metody FISH by na cestě k odhalení identity ektosymbiontů P. melolonthae 

mohlo být nápomocné získat s využitím metody ESOM celý genom potenciálních symbiontů. 

V tomto případě by nebyly nově nabyté vědomosti omezeny jen na jejich taxonomické 

zařazení, ale mohli bychom se dozvědět mnohem více o podstatě této asociace. 

5.4 Ověření a případné upřesnění výsledků pomocí FISH 

Jelikož fotodokumentace provedená při mikromanipulaci nemá příliš velikou 

vypovídající hodnotu, pokusili jsme se přiřadit získanou sekvenci 18S rDNA k organizmu, 

který jsme na základě morfologie určili jako P. melolonthae, pomocí metody rRNA 

fluorescenční in situ hybridizace. S využitím programu ARB jsme navrhli několik specifických 

prób pro P. melolonthae, žádná z nich však úspěšně s ničím ze vzorku ze zadního střeva tiplice 

nehybridizovala a to ani při různých koncentracích FA. Určení vhodného úseku sekvence genu 

18S rDNA pro nasedání fluorescenčně značené próby je obecně u skupiny Oxymonadida 

náročné. Monocercomonoides sp. (~3 kpb) i P. melolonthae (~2,5 kpb) mají v porovnání 

s ostatními eukaryoty (~1800 pb) sekvenci genu pro 18S rRNA výrazně delší. Při navrhování 

prób program ARB snadno předloží sice zcela unikátní úsek 18S rDNA, který je však pro 

nasedání próby těžko dostupný. Nebylo tak velkým překvapením, že ani jedna ze specificky 

navržených prób nefungovala. Úspěch jsme zaznamenali až s použitím próby hybridizující 

s oxymonádami obecně. Jelikož není ze střeva larvy tiplice popsán jiný zástupce ze skupiny 

Oxymonadida, jehož cytoplazmatická membrána by byla osídlena ektosymbionty, než 

P. melolonthae případně P. wenrichi, můžeme usuzovat, že sekvence 18S rDNA získaná ze 
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střeva tiplice náleží rodu Polymastix. Na snímcích z fluorescenčního mikroskopu je jasně 

patrný tvar buňky P. melolonthae i ektosymbiotické bakterie označené univerzální 

eubakteriální próbou napojené na jeho povrchu. 

Identifikace prokaryotických ektosymbiontů P. melolonthae nebyla taktéž příliš 

úspěšná. Z časových důvodů byla ověřována pouze jediná hypotéza – bakterie na povrchu 

P. melolonthae náleží do skupiny Bacteroidetes. Jelikož naše laboratoř disponovala 

specifickými próbami pro blízce příbuzné ektosymbionty S. strix, rozhodli jsme se je vyzkoušet 

i přes to, že jejich sekvence přesně neodpovídala sekvenci potenciálního symbionta 

P. melolonthae. Tyto próby bohužel ani za nižší koncentrace FA (tj. menší specifitě nasedání 

prób) úspěšně nehybridizovaly. Použili jsme i jednu specifickou próbu (ASP_Poly), která byla 

variací úspěšně nasedající próby u S. strix (AspS2B-664). Ani v tomto případě jsme 

nezaznamenali úspěch. K dosažení cíle je nezbytné vytrvat v úsilí a pokusit se navrhnout více 

prób nejen pro bakterie ze skupiny Bacteroidetes, z nichž bude snad nějaká s ektosymbionty 

úspěšně hybridizovat. 

 

Data získaná v rámci této práce by se dala rozšířit při opětovném assembly získaných 

dat s přihlédnutím k již získaným poznatkům o genomu P. melolonthae. Podařilo by se tak, 

mimo jiné, rozšířit podíl kompletních genů na úkor genů nekompletních. Nasnadě je též anotace 

a predikce genů. Vhodným doplněním této práce by bylo též získání transkriptomu 

P. melolonthae. Prvotní pokusy o získání transkriptomové knihovny však nebyly příliš úspěšné.  
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6 Závěrečné shrnutí 

Pomocí metody single-cell genomové amplifikace a následné celogenomové sekvenace 

na Illumina HiSeq X Ten (Macrogene) jsme získali nukleotidovou sekvenci genu pro SSU 

rRNA a aminokyselinové sekvence EF-1α a HSP90 ze tří různých jedinců Polymastix 

melolonthae. 

 

Na základě získaných sekvencí jsme dospěli ke dvěma možným hypotézám 

o fylogenetickém postavení rodu Polymastix. První z nich umisťuje rod Polymastix do nejbližší 

příbuznosti s rodem Streblomastix, dle druhé hypotézy je nejpříbuznější Termitimonas travisae. 

 

Prokaryotičtí ektosymbionti na povrchu Polymastix melolonthae jsou pravděpodobně 

zástupci jednoho z těchto bakteriálních kmenů: Alfaproteobacteria, Deltaproteobacteria, 

Firmicutes, Bacteroidetes. Blízká příbuznost ektosymbiotických bakterií Streblomastix strix 

s potenciálními ektosymbionty P. melolonthae z kmene Bacteroidetes podporuje teorii, že se 

bakterie na povrchu řadí právě do tohoto kmene. 

 

Metoda fluorescenční in situ hybridizace zcela nepotvrdila ani nevyvrátila určení 

identity Polymastix melolonthae ani jeho ektosymbiontů. 

 

Nezanedbatelným výsledkem je samozřejmě také získání genomové assembly 

P. melolonthae o velikosti 13,8 Mpb, s obsahem GC 55 % a počtem scaffoldů 1 534 a čtení 

z genomů jeho potenciálních prokaryotických symbiontů. Tyto soubory dat v budoucnu 

poslouží k detailnějšímu nahlédnutí do života tohoto drobného bičíkovce nejen v kontextu 

symbiotických interakcí s bakteriemi na jeho povrchu. 
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