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1. Uvod:

Cilem mého studia bylo pfispét k poznatkim o stfevnich bic¢ikovcich ze skupin
Oxymonadea a Parabasala. Ob¢ tyto skupiny prvokli jsem zkoumal v doposud jen malo
probadaném prostiedi — ve stfevech hmyzu. To bylo pro mne obzvlasté zajimavé, protoze
entomologie vzdy patfila k mym z4jmim. Ke studiu jsem pouzil rizné druhy brouki a termitt,
které jsem choval. Zvolené skupiny hmyzu byly vybrany mimo jiné pro svou difevozravost, diky
které u nich bylo mozné predpokladat ptitomnost vétSiho mnozstvi symbiotickych bi¢ikovci.

Tato prace byla realizovana v ramci projektu ESF CZ.04.3.07/3.1.01.1/0051 ,,Oteviena
véda“, ktery je urCen pro stfedoSkolské studenty. Diky tomuto projektu jsem se zapojil do
protistologického vyzkumu na katedrach zoologie a parasitologie Ptirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy v Praze. Mymi $koliteli a konzultanty byli po celou dobu Mgr. Ivan Cepicka
Ph.D. a Mgr. Martin Kostka, za coz bych jim chtél na tomto misté pod¢kovat.

1.1. Prvoci:

Oxymonady (Oxymonada) jsou skupinou bic¢ikovct, ktera byla poprvé popsana Leidym v
roce 1877. Ziji jako mikroaerofilové ve stievech hmyzu, pfedeviim hmyzu xylofigniho. Vyjimku
tvoti pouze rod Monocercomonoides, jehoz zastupci zijici ve stievech obratlovcli. Oxymonady
se Casto vyskytuji ve velkém mnozstvi a u svych hmyzich hostiteld tvoii dilezitou ¢ast stievniho
spoleCenstva. Vyziva probihd u téchto prvokli fagocytdozou nebo pinocytézou (Hausmann,
Hiillsmann 1996).

Flagelarni aparat, tzv. mastigont (tj. biciky, jejich basalni téliska a ptidruZeny cytoskelet),
lezi blizko jadra a je s nim asociovan. Dohromady tvoii karyomastigont. Mastigonty jsou
ctyibicikaté, biCiky jsou typicky organizovany do dvou oddélenych part. Dva pary basalnich
télisek jsou oddéleny peltou, coz je zvlaStni mikrotubularni struktura charakteristicka 1 pro
nékteré dalsi skupiny prvokt. Né&kdy je bicik pfichycen k povrchu bunky a tvofi tak undulujici
membranu. Cytostom (bunécnd usta) ani s nim sdruzeny bic¢ik neni vytvoren. Charakteristicka je
pritomnost axostylu - tyCinkovité struktury, ktera je u mnoha druhli pohybliva a sestava z
paralelnich fad mikrotubull. Prochazi sttedem téla a je po celé délce stejné Siroky. U nékterych
zastupcil je vytvoreno rostellum, chobotovity vybézek, slouzici k ptichyceni k povrchu stfeva
hostitele. Pod peltou se nachazi preaxostyl a kryje vrchni ¢ast jadra. Preaxostyl je podobné jako
axostyl tvofen mikrotubuly. V jeho okoli se nachazi mnozstvi granuli se zasobnimi

polysacharidy. Jadro je ovalného tvaru a obsahuje kulovity jadérko. (Kulda a Nohynkova 1978).



obr. 1: 1. Monocercomonoides caviae. AVF]l, ADFI, RFI - bi¢iky, VK - ventralni kinetosomalni
komplex, DK -dorsalni kinetosomalni komplex, Fn - funis, Ax - axostyl, N - jadro, En - endozom, Pax
- preaxostyl, Pe — pelta . Podle Kulda a Nohynkova 1978

2. Pyrsonympha, 3. Oxymonas. Podle Hampl 2005.

Pii dé€leni jader je délici vieténko umisténo uvnitf jadra a mitéza probihd aniz byla
porusena jaderna membrana (tzv. kryptomitoza). Golgiho komplex, peroxysomy a mitochondrie
chybi. U n¢kterych druhii (napt. rod Pyrsonympha) je, podobné jako u trichonymphydi (viz
dale), znama symbiodza s bakteriemi, zvlasté spirochetami. RozmnoZzovani je u oxymonad trojiho
typu. Prvoci rodu Notila jsou diploidni po celou dobu svého asexualniho Zivota. Pti pohlavnim
rozmnozovani splynou dva morfologicky nerozliSitelni jedinci a v jejich jadrech probéhne jedno
meiotické deleni. Vysledkem jsou dvé samci a dveé sami¢i jadra. Samci jadro se oddéli od
axostyll, zatimco samici jadro s nimi zlstava spojeno. Jadra nasledné splynou v tetraploidni
zygotu. Axostyly splyvaji také. Tetraploidni zygota se poté rozdéli na dvé diploidni bunky, ¢imz
se cely cyklus ukonci (Grell 1967, podle Dryer 1989). Jiné oxymonady, napiiklad rody
Saccinobaculus a Oxymonas, jsou po vét§inu svého zivota haploidni. Pfi tvorbé gamet probihd v
téchto haploidnich bunkéch jedno mitotické d€leni. Béhem pohlavniho rozmnozovani splynou
dvé morfologicky totozné builky a vznikne diploidni zygota. Axostyly také splyvaji. Pokud
navzdory rozdéleni jadra nedojde ke vzniku dvou bunék (gamet), mize dojit k autogamii. V
tomto piipadé vznikd zygota naslednym splynutim jader. V obou pfipadech se zygota po dalSim
meiotickém de€leni rozpadne na dvé dcefiné haploidni bunky (Grell 1967, podle Dryer 1989). U

jinych druhtt oxymonad nebylo pohlavni rozmnozovani zaznamenano.



Skupinou, kterd je piibuznd oxymonadam, jsou Parabasala. Jsou to bicikovci, tvofici
jednotnou a morfologicky dobfe definovanou skupinu. Mastigont této skupiny ma
charakteristické uspotfaddani basélnich télisek a cytoskeletu a je oddalen od jadra. U skupiny
Parabasala se setkdvame s nejvétsi variabilitou poctu bicika - od zadného az po nékolik tisic.
Pivodni je ale zifejmé vybaveni Ctyfmi biciky, kdy tii z nich mifi vpied a jeden je zpétny. U
nckterych druhl je tento zpétny bicik asociovan s cytoplazmatickou lamelou a vznika tak
undulujici membrana. Undulujici membréna je vétSinou podloZena silnou zihanou fibrilou -
kostou. Ta pravdépodobné slouzi k tlumeni narazii undulujici membrany. U nékolika druht je
kosta kontraktilni. Pro Parabasala je také typicka pfitomnost nepohyblivych axostylii. Mohutné
vyvinuty Golgiho komplex asociovany sjadrem pomoci Zihanych parabasédlnich fibril tvofi
parabasalni aparat, podle kterého dostala celd skupina jméno. Piedni ¢ast axostylu objima jadro a
je na ni napojena dal$i mikrotubularni struktura, pelta, kterd obkruzuje basalni téliska bicikd.
Cytostom neni vyvinut, fagocytéza probiha na celém povrchu bunky. typické mitochondrie
chybi, ale u vSech skupin jsou pfitomny hydrogenosomy, coz jsou modifikované mitochondrie.
Bicikovei této skupiny jsou pievazné endozoicti (vyjimku tvofi napiiklad volné Zijici rod
Ditrichomonas). Nékteti z téchto prvokil patii také mezi vyznamné parazity. Bunécny cykus
obvykle zahrnuje pouze volné pohyblivé trofozoity. Pravé cysty byly zaznamenany pouze u
n¢kolika druhit (Hausmann, Hiilsmann 2003).

Z celé skupiny Parabasala byli z hlediska mé prace nejvyznamnéj$i prvoci fadu
oznacovaného jako Hypermastigida (ve skutecnosti se ale jedné o polyfyletickou skupinu). Pro ty
je charakteristicky velky pocet bi¢ikli vychazejicich z predniho konce téla. Biciky se pohybuji v
synchronizovanych vilnach. Parabasalni aparity maji podobu mnohonasobnych nebo kefovité
vétvenych jednotek. Golgiho komplex je obvykle velky a dobife patrny. Axostyly, kterych miize
byt vEétsi pocet, jsou jednotlivé, oddélené organely, nebo jsou vSechny spojeny v jeden celek.
Mitotické vieténko je pii déleni umisténo mimo jadro, coz je v ramci eukaryot dost neobvyklg.

cey

Tito prvoci ziji vyluéné ve stievech xylofagniho hmyzu, kde svému hostiteli pomahaji Stepit

cey

celulozu. Zde spolu s nimi Zziji také specielni druhy hub a bakterii, které jsou také schopny Stepit
celulozu. Nékteré z téchto bakterii, zvlasté spirochety, ziji jako episymbionti i endosymbionti
samotnych prvokii. Prvoci maji Casto vymezené plochy, kam mohou episymbiotické bakterie
nasedat. Umisténi bakterii na povrchu buiiky je druhové specifické (Hausmann, Hulsmann 2003).
Tyto bakterie pravdépodobné samotnym prvoklim pomadhaji $tépit celulézu. Bylo zaznamenéno
n¢kolik ptipadl, kdy tyto bakterie dokonce poméhaji prvoklim v pohybu a slouzi v podstaté jako

bi¢iky. Nésleduji vyobrazeni nékterych hmyzich parabasalidi (Maas, Radek 2006).



obr. 2: 1. Joenia, 2. Spirotrichonympha, 3. Trichonypha, 4. Holomastigotoides,
5. Calonympha. Podle Brugerolle a Lee 2000

1.2. Hmyz:

Pro mou préci byli kromé¢ samotnych prvoki dualeziti i jejich hostitelé, vybral jsem si
termity a razné skupiny broukt, ale soustfedil jsem se pfedevsim na dvé skupiny hmyzu - termity
a zlatohlavky. Pro vybér téchto dvou skupin jsem mél n€kolik diivoda. Za prvé nejsou strevni
prvoci u téchto skupin hmyzu (a vlastné hmyzu obecné) piili§ prozkouméni a navic se jedna v
obou pfipadech (u zlatohlavkii mam na mysli larvy) o hmyz, u ktery se zivi potravou obsahujici
celulozu a bylo mozné proto predpokladat pfitomnost symbiotickych bicikovcei, ktefi hostiteli
celulézu pomahaji Stépit. Bylo proto pravdépodobné, ze vyzkum piinese zajimavé vysledky.
Druhym divodem byl relativné snadny chov zlatohlavkl a termith v zajeti, coz umoziovalo
piisun dostate¢ného mnozstvi pokusného materialu.

Termiti jsou drobny hmyz dosahujici velikosti 2 az 20mm. Ziji eusocialné v koloniich v

tropickych a subtropickych oblastech svéta. Mal4 hlava nese dobfe vyvinuté kousaci Ustni stroji.



Zadecek je u samcii zakoncen styly a cerky, u samic pouze cerky. VSechny ostatni morfologické,
anatomické a bionomicko-ekologické znaky jsou znacné variabilni.

U termitd existuji rizné polymorfni kasty, typické pro spolecensky hmyz. Lze vymezit
dv¢ hlavni kasty - reproduktivni a sterilni. Primarné reproduktivni kasta je oktidlena, se silné
sklerotizovanym télem a jejim tkolem je zakladat nové kolonie. Témto jedincim obvykle po
oplozeni odpadnou kiidla a samicim zbytni zadecek. Jinou reproduktivni kastou jsou ndhradni
jedinci, kteti jsou mén¢ sklerotizovani a maji v
rizném stupni redukovanad kiidla. V koloniich se
objevuji v pfipadé¢ twhynu jednoho nebo obou
pohlavnich jedinct. Do sterilnich kast patii bezktidli
délnici a vojaci. Délnici zabezpecuji predevsim
potravu a pécCi o potomstvo, vojaci se staraji o
bezpecnost kolonie. Toto schéma je jen obecné a u
ruznych druhti se muze lisit (Lang a kol., 1971).

Z vajicek kladenych samici se lihnou nymfy,
které se 4krat az 10krat svlékaji. Od tietiho instaru se

mohou tyto nediferenciované nymfy vyvinout v
obr. 3: Neotermes - vojak ,

fisluSnika kterékoli kasty. Tento vyvoj zavisi na .
P Y vyvol podle tomletermite.over-blog.com

kvalité potravy a ptisobeni specifickych hormontii.

Termiti si obvykle buduji velkd hnizda na
zemi, pod zemi 1 na stromech. Tato termitist¢ jsou budovana z pisku, hliny a ze dfeva, které jsou
stmeleny slinami termitd, coz zvySuje jejich pevnost. Jako hlavni potrava slouzi termitim dievo.
Neékdy proto plsobi znacné hospodaiské skody. Celuldzu, kterd je ve vysoké mife obsazena v
jejich potravé, jim pomahaji Stépit symbioticti prvoci, bakterie a houby.

Zlatohlavci (Cetoninae) patii mezi listorohé brouky. Horni pysk a kusadla nejsou shora
viditelné, protoze je kryje ¢elni stitek - clypeus. Tykadla jsou deseticlankova, zakoncena véjitkem
ze tii pohyblivych listd. Zasadné se pak Cetoninae lisi od ostatnich brouk tim, ze okraje krovek
za ramennimi hrbolky maji podramenni vykrojek, kterym brouk za letu prostr¢i kiidla. VSichni
zlatohlavci 1étaji tak, ze krovky jsou za letu zaviené, nejvySe lehce pooteviené. Posledni
zadeckovy clanek (pygidium) je vétSinou velky, shora dobfe viditelny. Larvy zlatohlavkt maji
siln¢ sklerotizovanou hlavu vybavenou mohutnym kousacim tustrojim (Rataj, 1996). Zlatohlavci
maji celkem tfi larvalni instary. Na konci tfetiho instaru si larva vyrobi ze substratu ovalny
kokon, ve kterém se zakukli. Vyvoj v kokonu trva od dvou mésict az do jednoho a ptl roku.

Ackoli jsou zlatohlavei rozSifeni na mnoha mistech svéta, je centrem jejich vyskytu



centralni Afrika, kde Ziji nejvétsi a nejkrasnéji zbarvené druhy (samci rodu Goliathus dosahuji
délky pies 110 mm). Zlatohlavci jsou brouci s pirevazné denni aktivitou. Imaga se zivi nektarem,
mizou nebo sladkym ovocem. Larvam, které ziji pod zemi nebo ve stromovych dutinach a

pafezech, slouZi jako potrava listova hrabanka a trouchnivé dievo (Cuiik, 2000).

obr. 4: Mecynorrhina ugadensis, obr. 5: Cetonischema aeruginosa,
podle coeloptera.wz.cz podle hlasek.com

! ...»-';.’ - .'»‘

obr. 8: Chelorrhina polyphemus confluens, obr. 9: Chelorrhina polyphemus confluens,
vlastni odchov vlastni odchov, srovnéni larvy a imaga



obr. 10: Stephanorrhina guttata, obr. 11: Cetonia aurata — larva,
vlastni odchov podle zooex.baikal.ru

2. Material a metody

2.1. Chov hmyzu

Termiti byli chovadni ve tmé v litrovych dozach za pokojové teploty a zvySené vlhkosti.
Jako potrava jim bylo podavéano suché palivové dievo. Zlatohlavci byli chovani pii teploté cca 25
°C v osvétlenych terariich s listovou hrabankou, kterd byla pravideln& zvlhéovéana. Imaga byla

krmena bandny, larvy se Zivily bukovou a dubovou hrabankou a ztrouchnivélym dievem.

2.2. Média pro izolaci a kultivaci prvoku

Pouzité chemikalie:

- KCl

- NaCl

- NaHCO;

- NaH,PO, . H,O
- CaCl,.2 H,O

- konské sérum

Pro izolaci a kultivaci prvoki bylo pouzito dvoufazové médium podle Dobell-Leidlaw.
Toto médium se skladd ze dvou slozek - pevné a tekuté. Slozky jsou pfipravovany oddélené a

vlastni médium je zkompletovano az kratce pfed pouzitim. Pevnou slozku tvoii 1,5 ml



10

koagulované¢ho kofiského séra. Sérum se nechd koagulovat v Sikmo polozenych sklenénych
zkumavkach v horkovzdu$ném sterilizatoru jednu hodinu pii 80 °C. Tento postup se druhy den
opakuje, aby byly zni¢eny mozné kontaminujici mikroorganismy, které prvni sterilizaci ptezili
naptiklad ve formé spor. Zkumavky s pifipravenou pevnou fazi média jsou skladovany v lednici.
Tekutéd slozka média sestava z 500 ml Ringerova roztoku a 50 ml steriln¢ odebraného vajecného
bilku.

Tab. 1: Slozeni Ringerova roztoku:

Roztok A Roztok B

NaCl 325¢ CaCl,.2 H,O 0,08 g
NaHCO; 0,1g Destilovana voda | do 50 ml
KCl 0,07 g

NaH2PO4 . HzO 0,005 g

Destilovana voda | do 450 ml

Oba roztoky jsou pripravovany a autokldvovany oddélené, aby se ptredeSlo vysrdzeni
fosfati v pfitomnosti véapenatych kationtii. Poté co roztoky zchladnou, se oba smichaji
dohromady a piida se 50 ml pipetou sterilné odebraného vajecného bilku (pfiblizné ze dvou
vajec). Tekuta slozka je pak uchovavana v lahvi v lednici. Pfed pouzitim média se do zkumavky

k pevné slozce ptidaji cca 3 ml tekuté slozky.

2.3. Izolace prvokii

Prvoci byli izolovani ze stifev termitich d€lnic a larev zlatohlavk. Hmyz byl nejprve
usmrcen octanem ethylnatym. Poté néasledovala samotna pitva, pfi které byl odebran obsah stiev
zkoumaného jedince. V této stfevni tekutiné byli obsazeni hledani prvoci. Vzorek byl ihned
analyzovan pomoci svételného mikroskopu, aby se potvrdila pfitomnost prvoki. Tento material

byl nadale vyuzit k izolaci DNA, nebo ke kultivaci.

2.4. Kultivace stirevnich bi¢ikovcu

Pro kultivaci prvokii v agnotobiotickych polyxenickych kulturach za teploty 26 °C bylo
pouzivano médium Dobell-Leidlaw. Kmeny udrzované v kultute byly ve sterilnim boxu pomoci

sterilnich Pasteurovych pipet pteockovany jednou za 7 dni.
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2.5. Barveni prvokii a opticka mikroskopie

Barveni podle Giemsa-Romanowski

Pouzité chemikalie a roztoky:
- Giemsa stain
- methanol

- smgs Cistého ethanolu s éterem (1:1)

Metoda podle Giemsa-Romanowski se u prvoka vyuziva k obarveni jadra, cytoplasmy,
bi¢ikt, rhizoplastu a povrchovych zahybu. Tuto metodu lze s uspéchem pouzit pifi rodovém
uréeni prvokd.

Podlozni sklicka byla nejprve odmasténa pomoci ethanol-éteru. Na tato sklicka byl
nasledné z kapky kultury nebo Cerstvé izolovaného sttevniho obsahu proveden suchy roztér. Po
zaschnuti byl roztér fixovan methanolem po dobu asi 5 minut. Poté byl preparat osusen a barven
15 az 40 minut roztokem Giemsy nafedénym destilovanou vodou v poméru 1:20. Pak bylo
sklicko oplachnuto v mirném proudu vody a nechalo se oschnout. Preparaty byly skladovany v

temnu v uzaviené krabici.

Barveni DAPI

Pouzité chemikalie a roztoky:
- methanol
- aceton
- DAPI

- smgs Cistého ethanolu s éterem (1:1)

Tato metoda se vyuziva k obarveni struktur, které obsahuji DNA. U zkoumanych prvokt
tak bylo dobte obarveno jadro a ptfipadné také symbiotické bakterie.

Na podlozni sklicka, ktera byla nejprve odmasténa, byl proveden roztér vzorku odebraného
piimo ze stfeva hmyzu nebo z kultury. Roztér se nechal zpola zaschnout. Nasledovala fixace
methanolem pii teploté -20 °C po dobu 10 minut a po ni fixace acetonem trvajici 8 minut za téze
teploty. Poté byl vzorek zakapnut barvivem DAPI. Nasledn¢ bylo provedeno pozorovani pod

mikroskopem.
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Zpracovani preparati a pozorovani Zivych bi¢ikovci

Pouzité chemikalie a roztoky:

- Xylen

- smgs éteru s Cistym ethanolem (1:1)
Pouzité programy:

- Viewfinder Lite (verze 1.0)

- Studio Lite (verze 1.0)

- Corel PHOTO-PAINT

Preparaty byly pozorovany mikroskopem Olympus BX51 pfi rdzném zvétSeni (100x az
1000x) a vyfoceny digitalni kamerou . Potizené digitalni fotografie byly upraveny na pozadovany
format v programu Corel PHOTO-PAINT. Zivi prvoci byli pozorovani mikroskopem pii zvétseni

40x — 400x za pouziti fazového kontrastu a néktefi vyfotografovani digitalnim fotoaparatem.

2.6. 1zolace DNA

Pouzité chemikalie a roztoky:
- fyziologicky roztok (0,8% NaCl)
High pure PCR template preparation kit, Roche Diagnostic GmbH

Pted izolaci DNA z polyxenickych kultur ¢i sttevniho obsahu byli prvoci centrifugovani
10 min pfi 1000 g, aby se zvysila jejich koncentrace (a tim i koncentrace DNA). DNA z
polyxenickych kultur byla izolovéna kitem "High pure PCR template preparation kit" (Roche),
podle protokolu 3.3.1.: "Isolation of nucleic acids from whole blood, buffy coat, or cultured

cells". DNA byla dlouhodobé uchovavana v -20 °C.

2.7. Elektroforéza

Pouzité chemikalie a roztoky:
- TBE pufr
- agar0za
- ethidiumbromid (zasobni roztok 10 mg.ml™)

- nanasSeci pufr, 6x konc. (0,25% bromfenolova modt, 0,25% xylencyanol, 30% glycerol)
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Kvalita ziskané DNA a vysledky PCR (nebo piecisténi PCR produktu) byly ovéfeny na
horizontalni elektroforéze v TBE pufru na 1% agar6zovém gelu o délce 8 cm pfi gradientu napéti
10 V. cm™. DNA byla zviditeln&na ethidiumbromidem pod UV svétlem. Ethidiumbromid byl do
gelu pridan pii piipravé gelu ve finalni koncentraci asi 350 ng na ml gelu. Gel byl vyfocen

videokamerou a vyti$tén na printeru.

2.8. Amplifikace SSU rDNA

Pouzité chemikalie a roztoky:
- Taq DNA polymeraza (1U.01™)
- PCR pufr bez MgCl,, 10x konc.
- MgCl, (25 mM)
- dNTP mix (2 mM kazdy)
- sterilni miliQ H,O
- primery, jejich nazvy a sekvence viz tab. 5

- vzorky DNA

Amplifikovan a nasledn¢é sekvenovan byl gen pro 18S rRNA (SSU rDNA), ktery ma u
studovanych prvoka délku asi 1800 nukleotidi. Gen pro SSU rDNA byl nejprve amplifikovan
primery specifickymi pro eukaryota nebo primery specifickymi pfimo pro zkoumané prvoky.
PCR produkt byl pfecistén a poté bud zaklonovan a jednotlivé klony pak byly vySetfeny a

sekvenovany, nebo byl sekvenovan ptimo.

Tab.2. SloZeni reak¢ni smési pro amplifikaci SSU:

Sterilni miliQ H,O doplnit do 50 pl
PCR pufr Sul

MgCl, 3,75 ul

dNTP mix 2,5 ul

Taq polymeraza 2,5 ul

Primer 1 12,5 pmol
Primer 2 12,5 pmol

DNA az 5 ng
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Tab. 3: Primery pouzivané pii amplifikaci

Nazev Orientace Sekvence 5° > 3° Annealingova t.
MedlinA F (Forward) CGT GTT GAT CTT GCC AG 50 °C
MedlinB R (Reverse) TGA TCC TTC TGC AGG TCC ACC TAC |50 °C
Oxy F1 F GCA GGC GCG CAA ATT AC 50 °C
Oxy F2 F AGG GCA AGT CTG GTG CCA 50 °C
Oxy R1 R ACR' GAC CTG TTA TTG CCT CA 50 °C
Oxy R2 R GAG GTC TCG TTC GTT ATC GS*A 50 °C

Primery Medlin jsou specifické pro SSU rDNA eukaryot (Medlin et al. 1988), vzhledem
k ostatnim primeriim pouzitym v mé praci jsou vzdy vné&jsi. Primery série Oxy byly navrzeny
podle znamych sekvenci SSU rDNA Oxymondad. Primery byly pouzity ve dvojicich v riznych

kombinacich.

Tab. 4: Nastaveni teplotniho cyklu v termocykleru pro amplifikaci SSU

Pocet opakovani | Teplota Cas
Ix 94°C 4min
94°C 1 min
31x Annealingova teplota 1 min
72°C 2 min
Ix 72°C 10 min

PCR reakce byla provadéna v termocykléru pti nastaveni kalkulované kontrolni metody a
s pouzitim vyhiivaného vika. Pfitomnost, pocet a délka PCR produkti byla po prob¢hnuti reakce

ovétena pomoci elektroforézy.

2.9. Priprava vzorki na klonovani, pfimou sekvenaci

Pouzité chemikalie a roztoky:
- QIAquick® PCR Purification Kit, Qiagen GmbH
- QIAquick® Gel Extraction Kit, Qiagen GmbH
- MiliQ H,O

'R =Anebo G
2S=Gnebo C
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V piipadech, kdy se naamplifikoval pouze jediny fragment DNA, byl PCR produkt
precisten od primert kitem QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen) podle protokolu
"QIAquick PCR Purification Protocol using a microcentrifuge". DNA byla eluovana do 25 pl
vody. Jestlize naamplifikovanych fragmenti DNA bylo vice, byla ¢ast elektroforetického gelu s
zddanym fragmentem vyfiznuta sterilnim skalpelem a fragment byl pfecistén od agardzy pomoci
kitu QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) podle protokolu "QIAquick Gel Extraction Protocol
using a microcentrifuge". DNA byla opét eluovana do 25 pl vody. Cistota fragmentu byla
zkontrolovana pomoci elektroforézy. Koncentrace DNA ve vzorku byla odhadnuta podle

koncentra¢niho standardu.

2.10. Klonovani a izolace plasmidu

Pouzité chemikalie a roztoky:
- pGEM"-T Easy vector system I (A1360), Promega Co.
- Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System, Promega Co.
- médium LB Broth
- ampicilin (zasobni roztok 10 mg.ml™)
- X-gal (zasobni roztok 50 mg.ml™)
- IPTG

Precisténé naamplifikované fragmenty byly klonovany pomoci kitu pGEM-T Easy vector
cloning kit (Promega). Tento kit je zalozen na selekci modifikovanych bakterii pomoci rezistence
k ampicilinu a na bilo-modré selekci bakterii s inzertem. Klonovani bylo provadéno podle
piislusnych protokoli.

Modifikované bakterie byly poté vysety na Petriho misku s agarovym LB médiem (1,5 g
agaru na 100 ml rozpusténého LB), ampicilinem (100 pg.ml™), X-gal (na Petriho misku natfeme
20ul ze zasobniho roztoku 50 mg.ml'1 ) a IPTG (na Petriho misku natieme 100 ul 0,1 M
roztoku). Misky s bakteriemi byly inkubovéany pfes noc ve 37 °C, druhy den byly vybrany bilé
kolonie a jedna modra kolonie, ktera slouzila jako negativni kontrola. Bakterie z vybranych
kolonii byly naockovany do zkumavky Falcon s 3 ml média LB bez agaru s ampicilinem (100
pg. ul™) a inkubovany pfes noc na tfepacce (225 rpm, 37 °C).

K izolaci plasmidu pouzivan kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega). Plasmid byl izolovan podle protokolu "Plasmid DNA Isolation and Purification

Protocol (Centrifugation Protocol). S izolovanymi plasmidy byla provedena elektroforéza.
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2.11. Sekvenacni reakce, precisSténi produktu a vlastni sekvenace

Pouzité chemikalie a roztoky:
- ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready reaction Kit, Applied
Biosystems
- sterilni miliQ H,O
- ethanol (70%, 96%)
- octan sodny (NaAc, 3M)

Tab. 5: Primery pouzité pro sekvenaci.

Nézev primeru Sekvence 5' — 3'

Blast1195F GGA AGG GCA CCACCAG
Blast430R TY’C GCG CCT GCT GCC T
M13F GTA AAA CGA CGG CCA GT
M13R AAC AGC TAT GAC CAT G
Mon300F TAA TTC TAG AGC TAA TAC
Mon400F GTT TTG ACG GGT AACG
Mon1100F GAA GAA AAT GGA GTG TT
Mon1300R TAA TGT GR'T CAG TAG CGA
Mon1600R TCT TGA TTA ATG AAA AC
OxyF1 GCA GGC GCG CAA ATT AC
Sp6 GAT TTA GGT GAC ACT ATA G
T7 TAA TAC GAC TCA CTATA
295F GCG GTT ACC GTC GGA CT
577F GCC AGC AGC CGC GGT
1055R CGG CCA TGC ACC ACC
1510R GGG CAT CAC AGA CCT G

Sekvenacni reakce byla provedena s preciSténym fragmentem nebo izolovanym
plasmidem. Primery M13F, M13R, Sp6 a T7 jsou plazmidové primery a proto byly pouzivany
pouze pii sekvenovani fragmentu zaklonovaného v plazmidu. K sekvenacni reakci byl pouzit kit
ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready reaction Kit (Applied Biosystems).
Oproti pivodnimu protokolu byla z finanénich divodi pouzita ctvrtinova koncentrace

Terminator Ready reaction Mix. I tato "Ctvrtinova reakce" se pro sekvenaci osvédcila.

3Y = C nebo T/U
R =Anebo G
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Tab. 6: Slozeni reakéni smési pro ¢tvrtinovou sekvenacni reakci.

Terminator Ready reaction Mix |2 pl

sekvenacni pufr 4 ul

primer 3,2 pmol

DNA 10 -40 ng

H,O doplnit do 20 ul

Sekvenacni reakce probihala v termocykleru pfi nastaveni kalkulované kontrolni metody a
s pouzitim vyhiivaného vika.

Tab. 7: Nastaveni teplotni cyklu v termocykleru pro sekvenac¢ni reakci

Pocet opakovani teplota Cas
96°C 10s

25x 50°C 5s
60°C 4 min

Nasledna ptiprava pro analyzu na automatickém sekvenatoru zahrnuje piesrazeni DNA
ethanolem s octanem sodnym, ¢imz je zbavena dideoxynukleotidli. K sekvenacéni reakei (20 pl)
pfidame 50 pl 96% ethanolu a 2 pl 3M NaAc a mikrozkumavku nechame stat v pokojové teploté
15 minut, aby precipitovala DNA. Centrifugujeme 15 minut pii 12000 rpm. Opatrné¢ odebereme
supernatant. Pfidame 250 pl 70% ethanolu opét centrifugujeme pii stejnych otackach 5 minut.
Opatrné odebereme supernatant a pelet usuSime. Resuspendujeme pelet ve 25 pl Template
Suppression reagent, vzorky protiepeme a centrifugujeme.Zahfejeme na dv& minuty na 95 °C,
poté zchladime na ledu. Vzorky protiepeme a centrifugujeme. Poté byly vzorky odevzdany

k osekvenovani v sekvenacéni laboratofi PiF UK.

2.12. Vyhodnocovani sekvenci

Pouzité programy:
- Segman (v. 3.61)
- BioEdit (v. 5.0.9.)
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Vystupy sekvenacnich reakci ve formé kiivek fluorescence byly pomoci programi
Segman a BioEdit pievedeny na vyslednou sekvenci. Sekvence byla ulozena ve formatu FASTA.

Do sekvence genu nebyly zahrnuty Gseky primerda.

2.13. Fylogenetické analyzy

Priprava alignmentu
Pouzité programy:
- ClustalX (verze 1.81)
- BioEdit (v. 5.0.9.)

Sekvence ve formatu FASTA byly vloZzeny do programu ClustalX, pomoci které¢ho byl
proveden alignment. Hotovy alignment byl pfeveden do programu BioEdit, kde byl dale upraven.
Z alignmentu byly vyjmuty hypervariabilni oblasti, kde nebylo jisté, zda byl alignment proveden
spravné. Zacatek a konec alignmentu byly zkraceny tak, aby vSechny sekvence zacinaly a koncily

ve stejné pozici. Alignment byl exportovan ve formatu Nexus.

Tvorba fylogenetickych stromi a bootstraping
Pouzité programy:

- PAUP (v. 4.0)

- Modeltest (v. 3.06)

- MrBayes (v. 3.0.)

Pro tvorbu fylogenetickych stromli byla vyuzita metoda nejmensich Ctverct ,,Fitch-
Margoliash s log det vzdalenostmi (Log Det), maximum parsimony (MP), maximum likelihood
(ML) a bayesovskd metoda (coz je v podstaté modifikace metody maximum likelyhood). K
vyhledavani stromli pomoci metod Log Det, MP a ML byl pouzit program PAUP 4.0. K urceni
topologie stromil pomoci metody Bayes byl pouzit program MrBayes 3.0.

Pii vyhleddvani stromd byla vyuzita heuristickd metoda. Bylo provéfeno vzdy 10
replikatd v nichz byl vychozi strom zkonstruovan za pfidavani taxont v ndhodném pofadi.
Spolehlivost vysledné topologie byla u vSech metod statisticky ohodnocena pomoci metody

bootstrapovani.
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3. Vysledky a diskuse:

3.1. VySetreni hostitelé a kultivace

Na ptitomnost stfevnich prvok byly vySetfeny tti druhy termita, devét druhii zlatohlavki,
jim blizce ptibuzny Propomacrus, déale roha¢ Lucanus maculifemoratus a tesatik Rhagium
inquisitor. Z. termitd S§lo konkrétné o druhy Neotermes castaneus, Neotermes cubanus a o
neurc¢eny druh termita, pravdépodobné z rodu Procryptotermes ze Sokotry. U vSech tfech druhii
termitli byla zjiSténa pfitomnost velkého mnozstvi stievnich bi¢ikovcti, nejnapadné;si byli prvoci

ze skupiny Hypermastigida. Seznam konkrétnich prvoki ukazuje tabulka 8.

Tab. 8: Vysetiené druhy termitti a zjiSténi prvoci
Termit Zjisténi prvoci
Oxymonadida (Monocercomonoides),
Parabasala - Calonymphidae, Devescovinidae, Trichonymphida
Oxymonadida (Monocercomonoides),
Neotermes cubanus Parabasala - Trichonymphida (Staurojoenina),
Trichomonadidae (7richokovina), Devescovinidae (Foaina)
Oxymonady, Parabasala - Calonymphidae, Devescovinidae,
Trichomonadidae, Trichonymphida

Neotermes castaneus

Procryptotermes sp.

Vysetfenych druhti broukt, zvlasté larev zlatohlavkil, bylo vice. Jejich ptehled spolu se

seznamem prvokl v nich nalezenych shrnuje nésledujici tabulka.

Tab. 9: Vysetiené druhy broukt a zji$téni prvoci

Brouk Zjisténi prvoci

Cetonischema aeruginosa | Oxymonady (Monocercomonoides)

Eudicella euthalia Oxymonady (Monocercomonoides), Gregariny, Nalevnici
Goliathus orientalis Oxymonady, Trichomonady, Diplomonady (Dimitus?)

Oxymonady (Monocercomonoides), Trichomonady,
Retortamonady, Diplomonady, Nélevnici (Nyctoterus)
Mecinorrhina ugadensis Oxymonady, Diplomonady

Netocia aflicta Nalevnici (Nyctotherus)

Oxymonady, Retortamonady,

Diplomonady (Trepomonas, Hexamita)

Potosia affinis Oxymonady

Potosia cuprina Oxymonadida (Monocercomonoides)

Propomacrus bimucronatus® | Oxymonady (Monocercomonoides?)

Rhagium inquisitor
Stephanorrhina guttata Oxymonady, Nélevnici

: 5
Lucanus maculifemoratus

Pachnoda thoracica

> Patii do &eledi Lucanidae
%V tomto ptipads se nejedné o zlatohlavka, ale o piislusnika pfibuzné skupiny Euchiridnae

" Rod Rhagium patii do &eledi Cerambycidae (tesafikoviti)
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Z ptedchazejicich tabulek je zfejmé, oxymonddy se vyskytovaly témét u vSech
vySetfovanych jedinc hmyzu a zdaji se tak byt béZnou soucasti stievni fauny hmyzu. Oproti
tomu parabasalidé byli zaznamenéni jen u termitd a u zlatohldvka Potosia cuprina. To vypovida
o jejich zvlastnich zivotnich ndrocich, které se zdaji byt znacné specifické (narozdil od
oxymonad). Pfitomnost parabasalidii byla prokazana az na vyjimky (Potosia cuprina) jen u
hmyzu s pfisnou xylofagii, tj. termitli, kde spolu se symbiotickymi bakteriemi tvofi dileZitou
soucast stievniho spolecenstva a svému hostiteli pomdhaji §tépit celulézu. Z toho lze usuzovat, zZe
oxymonad a jejich vztah k jejich hostitelim je uzsi. Z ostatnich skupin prvoki byly vcelku hojné
zastoupeny diplomonady, trichomonédy, retortamonady a také ndlevnici, pfedstavovani rodem
Nyctotherus. Zajimava je vSeobecné¢ mald pocetnost gregarin (nalezeny pouze u Eudicella
euthalia) a Gplna absence jakychkoli prvoku ve stieve larvy Rhagium inquisitor.

Prvoci ze stfev veskerého hmyzu byli odebrani do média Dobell-Leidlaw. V kulturach se
ale, vzhledem k vysokym Zivotnim narokiim danych prvoki, podafilo zachytit pouze n¢které (viz
tabulka).U prvokl ze stfev termitl byl pravdépodobné limitujicim faktorem nedostatek vhodné
potravy v médiu a nepfitomnost symbiotickych bakterii, se kterymi maji tito prvoci velmi uzké
vazby. Diivod, pro¢ se nékteré prvoky ze stfev brouki do kultur podafilo zachytit a jiné nikoli, se
pasazi a kultury se zdaji byt stabilni. Laskavosti Tomase Panka a Vita Smoly se mi podafilo

ziskat jesté média s prvoky pochézejicich ze Svabl Blaberus atrops a Byrsothria fumigata.

Tab.10: seznam kultur a hostiteld, z nichZ pochézeji
Hostitel Nazev kultury
Cetonischema aeruginosa | CeAe
Mecinorrhina ugadensis | MecUg

Potosia cuprina PC
Pachnoda thoracica PF
Blaberus atrops BlAtr

Byrsothria fumigata BFum
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3.2. Opticka mikroskopie

Optickym mikroskopem byly pozorovany vSechny odebrané vzorky. Fotografie byly
potizeny ze vzorkll pochazejicich ze vSech tii druhti termitd a z Potosia cuprina.

Prvoci, ktefi byli ziskani z termita Neotermes cubanus (obr. 12-13) a zlatohlavka Potosia
cuprina (obr. 22-24) byli vyfotografovani pouze po obarveni Giemsou. Prvoci z termita rodu
Procryptotermes ze Sokotry (obr. 14-21) byli navic vyfotografovani v nativnim preparatu

v normalnim svétle a poté za pouziti fazového kontrastu a Nomarského kontrastu. Pro obarveni

prvokll z termita Neotermas castaneus bylo pouzito barvivo DAPIL, po obarveni byli prvoci

vyfotografovani (obr. 25-27).

obr. 12:

Foaina sp. ze stieva
Neotermes cubanus s dobie
patrnymi symbiotickymi
bakteriemi, barveno Giemsou

obr. 13:

Trichokovina hrdyi ze stfeva
Neotermes cubanus Dobie je
patrny axostyl a undulujici
membrana, barveno Giemsou
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obr. 14:

Trichonymphida gen. sp. ze
stteva Procryptotermes sp.,
pouzit fazovy kontrast

obr. 15:

Trichonymphida gen. sp. ze

stteva Procryptotermes sp.,

pouzit Nomarského kontrast

obr. 16:

Devescovinidae gen. sp. ze
stteva Procryptotermes sp.
s dobfe patrnym axostylem
pouzit fazovy kontrast
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obr. 17:

Devescovinidae gen. sp. ze
stteva Procryptotermes sp.,
pouzit Nomarského kontrast

obr. 18:

Devescovinidae gen. sp. ze
stteva Procryptotermes sp. s
dobfe patrnymi symbiotickymi
bakteriemi, barveno Giemsou

obr. 19:

srovnani velikosti
Devescovinidae gen. sp. a
Trichonymphida gen. sp. ze
stteva Procryptotermes sp.,
pouzit Nomarského kontrast




obr. 20:
Monocercomonadidae gen. sp.
ze stteva Procryptotermes sp.,
barveno Giemsou

obr. 21:
Monocercomonadidae gen. sp.
ze stieva Procryptotermes sp.,
barveno Giemsou

obr. 22:
Monocercomonoides sp z
kultury PC (Potosia cuprina),
barveno Giemsou
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. % obr. 23:
Monocercomonoides sp z
. ¥ ® a0 kultury PC (Potosia cuprina),
- e barveno Giemsou
- 0 7%
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-
‘; 2 o obr. 24:
[/ R Monocercomonoides sp z

30 um ; kultury PC (Potosia cuprina),
barveno Giemsou

obr. 25:

Trichonymphidae gen. sp. ze
stifeva Neotermes castaneus,
barveno DAPI
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obr. 26:

Trichonymphidae gen. sp. ze
stteva Neotermes castaneus s
dobfe patrnymi symbiotickymi
bakteriemi, barveno DAPI

obr. 26:

Calonyphidae gen. sp. ze
stieva Neotermes castaneus,
dobfe je patrné velké mnozstvi
jader, barveno DAPI
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Ackoli jsem se ve své praci morfologii prvokl piimo nezabyval, bylo zajimavé si ovétit
jaké metody foceni a barveni jsou pro dané prvoky vhodné.

Foceni nativnich preparatd se osvédcilo u vSech pozorovanych prvoki. U velkych prvoki
(napt. rod Calonympha), kteti hynuli jako prvni, bylo nutné pfistoupit k foceni co nejdiive po
zhotoveni preparatu. Mensi, rychle se pohybujici prvoky bylo naopak nutné zpomalit pfidanim
chemikalii, naptiklad formaldehydu. Barveni Giemsou, fazovy kontrast a Nomarského kontrast se
osveédcily pii fotografovani vSech prvokii. Barveni DAPI se osvédcilo nejvice u velkych prvok,
zvlasté riiznych hypermastigidl, s povrchem pokrytym mnozstvim symbiotickych bakterii, které

byly spolu s jadrem samotného prvoka obarveny barvivem DAPI.

3.3. Sekvence SSU rDNA

Kompletni sekvence SSU rDNA byly ziskany zprvoka rodu Monocercomonoides
pochazejiciho z termita Neotermes cubanus. Tato sekvence byla nazvana NeoC. Druha kompletni
sekvence, nazvana PotCupri, byla ziskdna z dosud nepopsaného parabasalida ze zlatohlavka
Potosia cuprina.

Sekvence Monocercomonoides, izolované¢ho piimo ze stfeva termita Neotermes cubanus
byla ziskana osekvenovanim PCR produktu ziskaného amplifikaci pomoci primert specifickych
pro FEukaryota (MedlinA a MedlinB), nésledné¢ zaklonovaného do plazmidu. Sekvence
parabasalida izolovaného z kultury PC ze zlatohlavka Potosia cuprina byla také ziskana
osekvenovanim PCR produktu ziskaného amplifikaci pomoci primerd MedlinA a MedlinB,
nasledné zaklonovaného do plazmidu. Amplifikaci byly ale ziskdny dva PCR produkty.
Zaklonovanim PCR produkti byly ziskany jejich klony. Porovnani jejich ¢asteCnych sekvenci
s internetovou databazi neodhalilo, ze by se jednalo o rozdilné organismy, mimo jiné proto, ze
tato databaze dosud neobsahuje blize ptfibuznou sekvenci. Podrobné porovnavéani obou uplnych
sekvenci ale odhalilo, Ze se od sebe navzajem mirné lisi. Tato odliSnost nebyla piili§ velka, jen na
trech mistech o délce 20 az 50 bazi se od sebe sekvence napadné odliSovaly. Z téchto faktl je
patrné, ze se pravdépodobné jedna o dva blizce ptibuzné druhy téhoz rodu. Jedno ze zminénych

variabilnich mist ukazuje nésledujici obrazek.

obr. 27: srovnani variabilni ¢asti sekvenci SSU rDNA PotCupri

ATGATGTGTTTTTCCCACGOGOCTTC-————————————— GEGGECETEAGARRACGCGCGACY Potcupri pd

ATGATGTGTTTTTCTTTTTCTTTCTCTTCAGCAATGGGEGAGAGGGARARARG ARAMAGOGOGEAC Poteupri pk
e ke e ok e i e ok ok ek * * ok * kkok e ke e e e ok e ok o ok
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Mimo tfi vySe uvedenych kompletnich sekvenci byly ziskany i ¢astecné sekvence SSU
rDNA z kultur BIAtr a BFum. Tyto sekvence zatim ¢ekaji na dalSi zpracovani. Priibéh ziskéani
sekvenci se liSil od obou ptfedchazejicich piipadi. PCR produkt ziskany amplifikaci pomoci
primerd specifickych pro oxymonady (OxyF1 a OxyR1) nebyl zaklonovan, ale byl pfecistén a

nasledn¢ s nim byla rovnou provedena sekvenac¢ni reakce.

3.4. Fylogenetické analyzy

Pro konstrukce stromil byly ve fylogenetickych analyzach pouzity sekvence SSU rDNA
riznych druhii prvoki, které byly ziskany z internetové databdze GenBank a od Vladimira
Hampla. S témito sekvencemi a se sekvencemi které byly ziskdny béhem mé prace byly
provedeny fylogenetické analyzy za pouziti metody nejmensich ¢tverci ,,Fitch-Margoliash® s log
det distancemi (Log Det), maximum parsimony (MP), maximum likelihood (ML) a bayesovské
metody. Ped provedenim analyz byl vzdy pfipraven alignment, ktery byl poté upraven za pomoci
programu Bioedit. Uprava spocivala v odstranéni variabilnich tsekd, kde nebylo jisté, zda jsou
sekvence spravné alignovany, sekvence byly potom na obou koncich ,,ofezdny* tak, aby vSechny
zacinaly a koncily ve stejné pozici.

Vysledkem fylogenetickych analyz, provedenych se sekvenci SSU rDNA prvoka z termita
Neotermes cubanus, je fylogeneticky strom na obrazku 28. VSechny metody pro rekonstrukci
fylogenetickych vztahi umistovaly tohoto prvoka do rodu Monocercomonoides. Jeho pozice v
ramci tohoto rodu byla podpofena bootstrapy 77/*/66 (ML/MP/LogDet). Niz$i hodnota
bootstrapi vSak muze byt v tomto ptfipad¢ zplisobena spiSe vlivem jinych izolatl, jmenovité
TENE79. Po odstranéni této sekvence se bootstrapova podpora pro rod Monocercomonoides
zvysi (79 pro MP). Nicméné vzdjemna piibuznost v ramci celého rodu je vzhledem k malé
podpoie znacné nejistd. Piesto z téchto udaji vyplyva, ze se s vysokou pravdépodobnosti jedné o
prvoka rodu Monocercomonoides. Jde také o druh, jehoz sekvence SSU rDNA zatim nebyla
popsana, ackoli nelze vyloucit, ze tento druh jiz byl v minulosti popsan na zaklad¢ své
morfologie. Podrobna morfologicka analyza, kterd by mohla potvdit ptislusnost ke konkrétnimu
druhu, se vsak, vzhledem ke své ¢asové narocnostim, teprve chystad. Dalsi rody (Saccinobaculus
atd.), poptipadé skupiny rodu (Pyrsomympha a Dinenympha) byly ve fylogenetické analyze
rekonstruovany s vysokou podporou, coz ukazuje na relativni spolehlivost celkové rekonstrukce
fylogenetickych vztahii. Sekvence monocercomonoidi TENE79, BOA, LEI, OEV, CYRT byly

ziskdny od jiz vyse zminéného Vladimira Hampla a doposud nebyly publikovany. Hostitelé jsou
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u prvokii rodu Monocercomonoides Casto druhové specifiCti, proto povazuji za dilezité uvést
seznam hostitelil vS§ech monocercomonoidii, ktefi byli zahrnuti do fylogenetickych analyz (vzdy

uveden nazev sekvence a druh hostitele).

TENE79 - Testudo marginata
BOA — Boa constrictor

LEI - Leiocephalus carinatus
OEV - Ophisops elegans

CYRT - Cyrtodactylus kotschyi

Monocercomonoides sp. - Chinchilla lanigera

Neoc - Neotermes cubanus

Vysledkem fylogenetickych analyz zahrnujicich PotCupri je fylogeneticky strom na
obrazku 29. Tyto analyzy ukazaly, Ze jde o parabasalida s velmi divergentni sekvenci SSU
rDNA, coz se projevilo délkou vétve tohoto organismu na fylogenetickém stromé. Bohuzel
pozice PotCupri v rdmci skupiny Parabasala byla v zavislosti na metod¢ velmi nestabilni, stejné
tak 1 bootstrapova podpora byla velmi nizka (nikdy neptfesédhla hodnotu 50). Pro zptfesnéni pozice
se nabizi nékolik metod, napiiklad tzv. Slow-fast analyza odstranujici rychle mutujici pozice.
Kazdopadné vysledky naznacuji, ze se jedna o velmi zajimavy organismus — lze odhadnout, Ze

jeho pozice v ramci parabasalid odpovida samostatné Celedi ¢i fadu.



obr. 28: fylogeneticky strom zahrnuiici sekvenci NeoC
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obr. 29: fylogeneticky strom zahrnuiici sekvenci PotCupri
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4. Zavér:

Béhem této prace bylo vysetieno 14 druhti hmyzich hostiteld. U dvanécti z nich byl
zaznamenan vyskyt stfevnich bic¢ikovel, pfevazné ze skupin Oxymonadida a Parabasala.
Z jednoho oxymondadniho prvoka a jednoho parabasalida byly ziskany kompletni sekvence SSU
rDNA. Pomoci fylogenetickych analyz byl oxymonadid zafazen do rodu Monocercomonoides a
jedna se patrné o novy druh tohoto rodu. Zkoumaného parabasalida nejsou fylogenetické analyzy
schopny zaradit do konkrétni skupiny v rdmci kmene Parabasala, patrné se tedy jedna o novy rod,
moznd i celed'.

Vysledky této prace jsou z védeckého hlediska velmi zajimavé a do budoucna se chysta

pokracovani vyzkumu v tomto sméru.
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