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Abstrakt

Zastupci skupin Aphelida, Cryptomycota a Microsporidia jsou obligatni intracelularni
parazité, ktefi napadaji Sirokou Skalu hostitelti. Infikuji je prostfednictvim unikatniho invazniho
aparatu, ve kterém hraje diilezitou roli struktura zvana penetracni trubice. Za pouZziti této trubice
prorazi sténu hostitele a uvnitf hostitelskych bunék pfechazi do rychle se mnoziciho trofického
stadia. Penetracni trubici také Casto vyuzivaji pti opusténi hostitele. Hlavnim cilem této prace
je proto detailnéji predstavit zptsob invaze a strukturu penetracniho aparatu téchto tfi skupin
organismi s dirazem na jejich vzdjemnou piibuznost, ale i jejich odliSné Zivotni strategie.
V SirSim kontextu je studium biologie téchto organismu diilezité i z fylogenetického hlediska,
nebot’ jejich evoluéni historie by mohla napomoci objasnit vyvoj celé fisSe Fungi. Védecka
komunita doposud vénovala nejvétsi pozornost zejména skupiné Microsporidia a o zbylych

v

skupinach tak schazi podrobnéjsi informace.
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Abstract

Aphelida, Cryptomycota and Microsporidia representatives are obligatory intracellular
parasites which attack a wide range of hosts. They infect them with a unique invasive apparatus
in which so-called penetrating tube structure plays an important role. They pierce the host’s
wall using this tube and enter rapidly multiplying trophic stage within the host’s cell. Often,
they also use the penetration tube when leaving the host. Therefore, the main goal of this work
is to present the method of invasion and the structure of the penetration apparatus of these three
groups of organisms in more details with an emphasis on their mutual relationship but also their
different life stages. In a broader context, study of these organisms is also important
from a phylogenetic point of view as their revolutionary history could help clarify the whole
Fungi kingdom development. Up until now the scientific community has paid the most attention

to the Microsporidia group and detailed information about the remaining groups is lacking.
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1 Uvod

Aphelida, Cryptomycota a Microsporidia jsou skupiny jednobunécnych intracelularnich
parazitii. Tito parazité sdileji podobnou evoluéni historii a pravdépodobné se jedna o bazalni
¢i sesterské skupiny k fi$i Fungi. VySe zminéné organismy do hostitele vstupuji za pouziti
injek¢ni trubice, coz je velmi ojedin€ly fenomén a nelze ho pozorovat téméef u zadné jiné
skupiny organismu.

Cilem této prace je popsani a porovnani invazniho aparatu a zpiisobu invaze do hostitele
u kazdé vySe zminéné skupiny. Proto je nezbytné se zaméfit na zivotni cyklus a samotny proces
invaze jednotlivych skupin a nasledné shrnuti ptipadnych shodnych znak ¢i naopak rozdilnosti
tohoto procesu. U kazdé skupiny je také zminén jeji vliv na Clov€éka a hospodafstvi ¢i jeji
ptipadna ekologicka role.

Na rozdil od nazvu prace jsou jeji uvodni kapitoly veénovany skupiné Aphelida,
ktera predstavuje nejméné odvozenou skupinu a jejiz genom se v mnohém podobd pravym
houbdm. Naésleduje kapitola o zastupcich skupiny Cryptomycota, zejména pak o jejim
nejzndméjSim rodu Rozella. Tomu je vénovana nepomérné vétsi pozornost oproti ostatnim
zastupctim skupiny. Hlavnim divodem je, ze zplisob invaze rodu Rozella je nejlépe objasnén
a zaroven lze s jistotou prohlasit, ze tento rod do skupiny Cryptomycota vskutku nalezi.
Fylogenetickd pozice ostatnich rodii této skupiny tak jednoznacnd neni a navic se svym
zivotnim cyklem casto podobaji spiSe mikrosporidiim. Kapitola pojednavajici o skupiné
Cryptomycota je tak 1 pojitkem mezi skupinami Aphelida a Microsporidia. Skupiné
Microsporidia jsou vénovany zaveérecné kapitoly prace, nebot’ se zplisob invaze hostitelskych
bun¢k mikrosporidiemi castecné 1iSi od strategie dvou vySe zminénych skupin. Také
se pravdépodobné jedna o nejvice evolucné divergovanou skupinu. I pfesto bude stale kladen
diraz na spole¢nou evoluéni historii té€chto skupin a na podtrZeni vyjimecnosti jejich invazniho

aparatu.



2 Aphelida

Aphelida, cesky také afelidie, jsou eukaryoticti obligatni intraceluldrni parazitoidi
vodnich fas (Cavalier-Smith, 2013). RozliSujeme c¢tyfi rody afelidii — Aphelidium,
Amoeboaphelidium, Pseudaphelidium a Paraphelidium. Jedna se pievazné o sladkovodni
organismy, avSak rod Pseudaphelidium nachdzime pouze v moiské vod¢ (Sergey A. Karpov et
al., 2019).

Vyzkum afelidii zapocal na konci 19. stoleti, kdy némecky mykolog a botanik Wilhelm
Zopf objevil a popsal rod Aphelidium. Dalsi rod - Amoeboaphelidium - byl popsan az o 40 let
pozdé&ji a v obou piipadech se vyskytly problémy s taxonomickym zafazenim téchto organismd.
Kwvili svému zivotnimu cyklu byly sice povazovany za ,houbové zivocichy®, problematicka
vSak byla existence améboidniho stadia, které je pro houby atypické (Sergey A. Karpov,
Mamkaeva, Aleoshin, et al., 2014). Do dne$ni doby je taxonomie afelidii v n¢kterych ptipadech
nejasnd. Hlavnim divodem je absence zevrubnych fylogenetickych analyz zapticinéna zejména
malym védeckym zdjmem o tuto skupinu organismi, a to navzdory pravdépodobné velmi
dilezité evolucni pozici afelidii vzhledem k objasnéni evoluce hub a houbam podobnych
organismu (Torruella et al., 2017).

To vSe je umocnéno jedinecnou biologii afelidii, které¢ jakozto intracelularni parazitoidi
vzdy zpisobuji smrt svého hostitele. Tento fakt afelidie odliSuje od pfibuznych skupin

Cryptomycota i od mikrosporidii, jejichz zastupci se svého hostitele snazi udrzet nazivu.

2.1 Zivotni cyklus a invaze
Zivotni cyklus afelidii je pomé&mé komplexni (Obr. 4). Z hlediska Zivotnich forem

se jedna o améboflagelaty, tj. organismy, které béhem svého Zivota sttidaji stddia améby
a bic¢ikovce (Sergey A. Karpov, Tcvetkova, et al., 2017). Cely zivotni cyklus parazitoida
probéhne za zhruba 3 az 4 dny od pocatku infekce (Letcher et al., 2013).

Prvnim stadiem Zivotniho cyklu je pohybliva zoospora. Ta po nalezeni hostitele zacne
prudce rotovat, ¢imz dojde k zanofeni bic¢iku do buiiky a afelidie nasledné€ encystuje (Obr. 1)
(Sergey A. Karpov, Mamkaeva, Benzerara, et al., 2014). Samotné zanoteni bi¢iku probiha
velmi rychle a nezabere vice nez 4 minuty (S.A. Karpov et al., 2016).

Vznikla cysta je pokryta tenkou polysacharidovou sténou a piedstavuje klicové stadium
pro invazi parazitoida do hostitele. Cysta kopiruje pseudopodiemi povrch hostitelské buiiky
a hledd misto, kterym lze do buiiky vstoupit, napiiklad prasklinu v bunééné sténé (dale BS)
¢i prekryv kfemicitych plati u rozsivek (Schweikert & Schnepf, 1997). Pokud otvor v BS neni

nalezen, k infekci nedochézi. Paklize je ale poSkozeni stény uspésné nalezeno, cysta pomoci



apresoria pevnéji prilne k BS hostitele a prorazi jeho BS pomoci penetracni trubice (Sergey A.

Karpov, Mamkaeva, Aleoshin, et al., 2014).

Obr. 1 — Ukazka zoospor (Z) a nasledné encystovanych parazitoidi ( C ) (Letcher et al., 2015)

Zasadni vliv na vystfeleni penetracni trubice a naslednou invazi cysty do hostitelské
buitky ma posteriorni vakuola (Obr. 2). Je odvozena od Golgiho aparatu a endoplazmatického
retikula a mize zabirat az polovinu obsahu bunky (Sergey A. Karpov, Mamkaeva, Benzerara,
et al., 2014). Po pfilnuti cysty k BS hostitele za¢ne posteriorni vakuola bobtnat, coz vede
k postupnému vytlaceni obsahu cysty do hostitelské bunky skrz penetracni trubici (Sergey A.
Karpov, Mamkaeva, Aleoshin, et al., 2014). Jako prvni trubici vzdy prochazi cytoplazma,
pak nasleduje mitochondrie a ostatni organely (napt. lipidova téliska) a jako posledni je
penetracni trubici protlaceno bunééné jadro (Sergey A. Karpov, Mamkaeva, Benzerara, et al.,
2014). Béhem pronikdni obsahu cysty do hostitelské bunky také dochéazi k postupnému
odrolovani infekéni trubice podobné, jako se roluji prsty rukavic (Schweikert & Schnepf, 1997).
Cysta, kterda mize obsahovat zbytky cytoplazmy a membran parazitoida mize néjakou dobu
setrvavat na povrchu hostitele pfichycena za penetra¢ni trubici 1 poté, co parazitoid tuto cystu
opustil (Sergey A. Karpov et al., 2013). Pfi napadeni mnohobunécéného hostitele nemusi cysty
invadovat do vsech hostitelskych bunék a nékteré bunky tak ziistavaji zachované (Tcvetkova et

al., 2019).



Obr. 2 — Bobtnajici posteriorni vakuola (oznacena Sipkou) zarucujici tispéSnou invazi parazitoida (cy)

(Sergey A. Karpov et al., 2013)

Po vniknuti celého obsahu spory do hostitele buiiky piechdzi parazitoid do stadia
intracelularni fagotrofujici améby (trofonta), kterd fagocytéozou pohlcuje obsah hostitele
a transportuje ho do své travici vakuoly (S.A. Karpov et al., 2016). V pozd¢&jsi fazi tohoto stadia
muize mit améba vetsi mnozstvi potravnich vakuol, avSak travici vakuolu lze pozorovat vzdy
jen jednu. Potravni vakuoly maji nejspiSe funkci pouze transportni, protoze pozieny obsah
v nich zlstava nedotéeny (Sergey A. Karpov, Mamkaeva, Benzerara, et al., 2014). Trofont
nejdiive pohlcuje stfed hostitelské bunky, pak periferni chloroplasty a nakonec pozie
hostitelské mitochondrie (Sergey A. Karpov, Tcvetkova, et al., 2017). V tomto stadiu lze
pozorovat extrémni proliferacni aktivitu parazitoida a trofont nasledné prochazi dalSimi
stadii — roste a proménuje se v mnohojaderné endobiotické plasmodium (Letcher & Powell,
2019).

Plasmodium je nejdelsi stadium celého Zivotniho cyklu. Obsah hostitelské bunky uklada
do potravnich vakuol, ze kterych je poté potrava transportovana do hlavni travici vakuoly,
kde dojde k jejimu zpracovani. V této aktivité pokracuje plasmodium do té doby,
neZ v hostitelské buiice nezbyva nic jiného nez pro afelidie nestravitelnd hmota. Tato hmota je
pak v plasmodiu uloZena ve formé jednoho ¢i dvou zbytkovych télisek uloZenych kolem
centralni travici vakuoly a plasmodium se ocitne v amorfni matrix hostitelské bunky (Obr. 3)
(Sergey A. Karpov et al., 2013). Zralé plasmodium se nasledné¢ rozpadne na mnozstvi
jednojadernych, jednobicikatych zoospor, které opoustéji hostitelskou bunku. Vytvoreny
posteriorni bicik je urcujicim znakem zralych zoospor. Pfi jejich tvorbé afelidie netvoii vlastni
sténu sporangia, ale piejimaji sténu hostitele (Sergey A. Karpov, Tcvetkova, et al., 2017; Sergey

A. Karpov et al., 2020).



Obr. 3 — Stadium plasmodia (pl) s velkou centralni vakuolou (cev) a zbytkovym téliskem (rb);

plasmodium se nachéazi v amorfni matrix hostitele (am) (Sergey A. Karpov et al., 2020)

Zoospory opoustéji hostitelskou buiiku mistem, kterym prochdzela infekcni trubice.
Vyjimecéné se stava, ze ze sporangia vychazeji mnohojaderné bunky parazitoida, které
vSak nevedou k dalSimu vyvoji a zdhy hynou (Karpov, Mamkaeva, Aleoshin, et al., 2014,
Letcher & Powell, 2019) .

Obr. 4 — Schéma zivotniho cyklu afelidii (Sergey A. Karpov, Mamkaeva, Aleoshin, et al., 2014);
Aph — Aphelidium, Am — Amoeboaphelidium, Ps — Pseudaphelidium, ¢ — cysta, A — pfichyceni
a encystace zoospory na povrchu hostitelské bunky, B — prinik do hostitele, C — pohlcovani obsahu
bunky fagotrofni amébou, D — vznik mnohojaderné¢ho plasmodia a jeho Gplné vyplnéni hostitelské
buiiky, E — déleni plasmodia na jednojaderné buiiky, F — zoospory opoustéjici hostitelskou buriku,
G —pfiprava na tvorbu dormantni spory, H — vznik dormantni spory; modra barva — jadro, Cervena

barva — zbytkové télisko



2.2 Penetracni trubice
Penetracni trubice je specifickou strukturou cysty afelidii a mize dosahovat

az pétinasobku jeji délky (Sergey A. Karpov, Mamkaeva, Benzerara, et al., 2014). Jedna
se o plochou a nepravideln¢ zkroucenou strukturu vychlipenou dovnitf cytoplazmy, ktera je
pravdépodobné ptimo odvozena od cystové stény. Sténa penetracni trubice je tvofena dvéma
vrstvami — vnitini polysacharidovou vrstvou, kterd je obklopena druhou - tenkou vrstvou
z elektrondenzniho materidlu. Na stran¢ prisedlé k hostitelské bunce je polysacharidova sténa

cysty nahrazena tzv. adheznim diskem, ktery obsahuje zatku vyplnujici Gsti penetracni trubice

Obr. 5 — Ukazka vznikajici penetracni trubice (Cerna Sipka) a vznikajici zatky (Schweikert & Schnepf,

1997)

V momenté, kdy zacne posteriorni vakuola cysty bobtnat, penetracni trubice cysty
se zacne odrolovavat jako prst u rukavice — trubice se postupné vychlipuje proti zatce adhezniho
disku a je protlacena skrz centralni pér adhezniho disku (Obr. 6). Vysouvajici se trubice tvori
kanal, kterym prochazi obsah parazitoida, dokud v cysté nezlistane nic nez pozustatky
membran, cytoplazmy a posteriorni vakuola (Schweikert & Schnepf, 1997). Po prorazeni BS
dochazi k ¢astecné degradaci penetracni trubice, coZ usnadiiuje vlastni prinik do hostitelské

bunky (Letcher, Powell, et al., 2017).

Obr. 6 — Schéma procesu infekce druhu Pseudaphelidium drebesi (Schweikert & Schnepf, 1997) ;
zelena Sipka — plazmatickd membrana hostitelské buriky, €ervena Sipka — BS hostitelské buiiky, modra

Sipka — zatka v poru adhezniho disku, Zluta Sipka — tenka vrstva BS cysty, propojena s plazmatickou



membranou a penetra¢ni trubice od této struktury odvozend, oranZova Sipka — BS cysty; 1ze také dobie
pozorovat bobtnani posteriorni vakuoly

Odrolovani penetra¢ni trubice a nasledny prinik obsahu parazitoida do bunky hostitele
vSak nejsou zpisobeny pouze aktivitou posteriorni vakuoly. Ukazuje se, ze vnitrobunéénému
transportu obsahu cysty do hostitele napomahaji mikrotubuly obsazené v samotné penetracni
trubici (Sergey A. Karpov, Tcvetkova, et al., 2017).

Dulezité je zduraznit, ze penetracni trubice afelidii prordzi pouze bunécnou sténu
hostitele, a nikoliv jeho plazmatickou membranu (Obr. 7). I proto se pivodné uvazovalo
0 moznosti, ze afelidie poziraji své hostitele ,,zvenku®. V tom by také tkvél rozdil ve zptisobu
invaze vyuzivany afelidiemi oproti zastupcim skupiny Cryptomycota. O téch se jiz diive
veédélo, ze obsah cysty se do cytoplazmy hostitele dostava ptimo (Schweikert & Schnepf, 1997).
Je tomu ale pravdépodobné jinak. Nedavna studie ukazala, ze obdobny zpisob invaze
je nejspise vyuzivan i afelidiemi (Obr. 8). Prichod obsahu cysty penetracni trubici je ziejme
tak rychly, ze vytvofi tlak dostate¢ny k lokalnimu prorazeni hostitelské plazmatické membrany.
Timto omezenym poskozenim membrany je injikovan téméf cely obsah cysty a hostitelska
plazmatickd membrana je pak opét zacelena. Dal§im diikazem priniku afelidii az do hostitelovy
cytoplazmy je usporddani rozhrani mezi hostitelem a parazitoidem. Cytoplasma afelidii
a hostitele je vzdy oddélena dvéma membranami a vSechna vyvojova stadia afelidii jsou
nasledn¢ ohrani¢ena hostitelskou membranou, ktera se rozpada az v okamziku vzniku

a nadmérnému pohybu zoospor (Sergey A. Karpov & Paskerova, 2020).

Obr. 7 — Schéma znazornujici priinik penetracni trubice pouze bunécnou sténou, a nikoliv plazmatickou

membranou hostitelské bunky (Letcher, Powell, et al., 2017)



Obr. 8 — Dikaz parazitace afelidii na hostiteli ,,zevniti“ (Sergey A. Karpov & Paskerova, 2020);
vac — posteriorni vakuola parasitoida, pt — penetracni trubice, ytr — afelidie ve stadiu trofonta,
fc — potravni vakuola, pv — parazitorofni vakuola, fv — travici vakuola, tr — trofont, pl — plasmodium;
barvy: hnéda — sténa cysty, ¢erna — bunécna sténa hostitele, modra — plazmaticka membrana hostitele,

rizova — trofont, pfipadné plasmodium

I pfes tento propracovany systém, kterym afelidni invaze je, neni 100% zajisténo,
7e penetrace BS hostitele probéhne uspé$nd. Rasa Scenedesmus dimorphus, hostitel rodu
Amoeboaphelidium, je schopna rozeznat pfitomnost parazitoida na svém povrchu a reaguje
na ni syntézou zatky, kterd brani priniku penetracni trubice BS (Letcher et al., 2013). Pfipadné
dojde k nepfesnému umisténi adhezniho disku na BS hostitele — penetraéni trubice
pak ,,sklouzne* po BS a putuje pouze po jejim povrchu, aniz by doslo k invazi do hostitele

(Schweikert & Schnepf, 1997).

2.3 Zastupci

V soucasné dobé¢ jsou zndmy a popsany Ctyfi rody afelidii, které jsou od sebe poméerné
geneticky vzdalené. Nejvice druhti, osm, bylo prozatim objeveno u rodu Aphelidium. Péti druhy
je zastoupen rod Amoeboaphelidium, rod Paraphelidium je zastoupen dvéma druhy a od rodu
Pseudaphelidium je znamy pouze jediny druh (Sergey A. Karpov et al., 2020; Sergey A.
Karpov, Torruella, et al., 2017; Letcher & Powell, 2019; Tcvetkova et al., 2019).

Dtlezitym znakem pro taxonomii afelidii jsou zoospory, diky nimz 1ze od sebe jednotlivé
rody odliSit. Zakladnim znakem vSech zoospor je pfitomnost posteriorniho bic¢iku, typického
pro organismy celé nadfazené skupiny Obazoa (Sergey A. Karpov et al., 2013). Pro vSechny
rody je také charakteristicka zména pohybu zoospory pii piibliZovani se k hostiteli. Aktivni
plavani ve vodé se méni na améboidni pohyb vyuzivajici panozky, ktery je obzvlasté ziejmy
pfi prekonavani prekazek pied hostitelskou buitkkou (Sergey A. Karpov, Tcvetkova, et al.,
2017). Rozdily v morfologii jednotlivych rodl jsou dany velikosti a tvarem jejich hostitela,
nebot’ hostitelska specifita afelidii je velmi Siroka. Velikost zoospor vSech rodi se vSak
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pohybuje v ramci jednotek mikrometrii (S.A. Karpov et al., 2016). Krom¢ morfologie zoospor
mohou jako rozliSovaci struktury figurovat jesté dormantni spory ¢i jejich pripadné absence.
Rozhodujicim faktorem pro rozliSeni jednotlivych roda je sekvence 18S rDNA (Letcher &
Powell, 2019).

2.3.1 Aphelidium

Rod Aphelidium je typickym zéastupcem afelidii. Tvoii bicikaté zoospory s bi¢ikem
umisténym na posteriorni stran¢ buiiky (Obr. 9). Ve stadiu améby u n¢j Ize pozorovat tvorbu
vlaknitych pseudopodii — filopodii - ve vech smérech (Seto et al., 2020). Castymi hostiteli
tohoto rodu jsou ftasy ze ttidy Chlorophyceae (napt. Desmodesmus ¢i Chlorococcus),
Charophyceae (napt. Coleochaete) a Xantophyceae (napt. Tribonema ¢i Botrydiopsis) (Letcher
& Powell, 2019).

Obr. 9 — Ukazka zoospory rodu Aphelidium; 1ze pozorovat dobie vyvinuty posteriorni bi¢ik (Letcher,
Powell, etal., 2017); Ac —akronema, F —bic¢ik, G — Golgiho aparat, K — kinetosom, L — lipidové t€lisko,
M — mitochondrie, Mb — mikrotélisko, N —jadro, NfC — centriola nepfipojena na bicik, P — opora biciku,

Ps — pseudopodie, S — spirala, Vac - vakuola

2.3.2 Amoeboaphelidium
Druhym nejpocetnéji zastoupenym rodem je rod Amoeboaphelidium, ktery se od rodu

Aphelidium odliSuje vyraznou redukci posteriorniho bi¢iku, ktery je zachovan bud’ ve formé
imobilniho pseudocilia, anebo chybi Uplné (Obr. 10). Logicky tim Amoeboaphelidium ztraci
schopnost aktivniho plavani a lze u n€j pozorovat pouze tvorbu ¢etnych pseudopodii, zejména
filopodii. Typickym hostitelem tohoto rodu jsou ftasy tfidy Chlorophyceae (zejména rody
Scenedesmus, Kirchneriella a Ankistrodesmus) (Sergey A. Karpov, Torruella, et al., 2017;

Letcher et al., 2013).



Obr. 10 — Ukézka zoospory rodu Amoeboaphelidium (Letcher et al., 2015); H — hostitel, L —
lipidové telisko, M — mitochondrie, N — jadro, PS — panozka, R - ribozomy

2.3.3 Pseudaphelidium
Tento motsky rod afelidii je zastoupen pouze jednim druhem, Pseudaphelidium drebesii

(Schweikert & Schnepf, 1997). M4 jediného hostitele, a to fasu Thalassiosira punctigera
ze tfidy Bacillariophyceae. Pravé rod Pseudaphelidium se nejvice morfologicky odliSuje
od ostatnich tfi rodd. Jeho zoospory jsou sice bic¢ikaté, ale spiSe améboidniho tvaru a zptisob
jejich vzniku je pomérné neobvykly. Zatimco zoospory ostatnich rodd vznikaji zaskrcenim
plasmodia a pfi jejich dozrani se u nich vyvine posteriorni bi¢ik, plasmodium tohoto rodu
se rozd¢li na jednoduché buiiky, které opusti hostitelskou buiiku, ihned encystuji a az z téchto
cyst jsou produkovany bicikaté zoospory (Sergey A. Karpov, Torruella, et al., 2017; Letcher et
al., 2015).

2.3.4 Paraphelidium
Rod Paraphelidium sdili podobné morfologické znaky s rodem Aphelidium a 1isi se jen

v nékolika malo odliSnostech. Oproti vySe zminénému rodu lze u rodu Paraphelidium
pozorovat kratsi biCik a protahlejsi, centralné lokalizované jadro (Sergey A. Karpov et al.,
2019). Tento rod parazituje hlavné na tase Tribonema ze ttidy Xantophyceae (Letcher &
Powell, 2019). Postaveni rodu Paraphelidium ve fylogenetickém stromu je v§ak komplikované.
Soucasné studie zabyvajici se transkriptomem tohoto rodu totiz poukazuji na fakt,
ze Paraphelidium je spiSe linie sesterska k houbam, a skupina Aphelida by tak byla skupinou
polyfyletickou (Torruella et al., 2018).

2.4 Aphelida vs Fungi

Poznatky o fylogenezi rodu Paraphelidium vedou k zamySleni nad vztahem
mezi afelidiemi a ti§i Fungi. Podle jedné z teorii doSlo ke vzniku hub z afelidniho organismu,
ktery ztratil schopnost fagotrofie a postupné ptesel na osmotroficky zptsob pifijmu potravy,
ktery je pravé pro houby charakteristicky (Torruella et al.,, 2015). Afelidie maji

také metabolismus podobny zastupciim fiSe Fungi (Torruella et al., 2018).
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Dal$im znakem, ktery poukazuje na piibuznost s #i$i Fungi je pouziti apresoria
pfipfilnuti parazitoida k hostiteli. Apresorium je infekéni struktura charakteristicka
pro parazitické houby, kterd napomaha tésnému ,,pritisknuti se* parazita ke svému hostiteli
(Letcher & Powell, 2019; Ryder & Talbot, 2015). Také invaze penetracni trubici je podobna
invazi hyfami, kterou lze pozorovat u néckterych hub (Schweikert & Schnepf, 1997).
V penetracni trubici rodu Paraphelidium byl dokonce nalezen homolog chitindzy tfidy V,

ktera je pro houby dulezitym enzymem (Torruella et al., 2018).

2.5 Hospodarsky vyznam

Pro ¢loveka predstavuji afelidie velké riziko ekonomickych ztrat zejména pii péstovani
rostlinnych zdrojii pro produkci biopaliv. Aby mohla biopaliva vyrobend z fas konkurovat
palivim z nerostnych surovin, musi mit zdroj této biomasy vysokou proliferacni rychlost
(Greenwell et al., 2010). Jednou z hlavnich fas vyuZzivanych pii tvorbé biopaliv je fasa
Scenedesmus dimorphus, kterd je vSak hlavnim hostitelem rodu Amoeboaphelidium. Infekce
fasovych kolonii ve venkovnich néddrzich je Casto fatdlni pro celou populaci kvili pomérné

kratkému Zivotnimu cyklu afelidii (Letcher et al., 2015).

3 Cryptomycota

Pod oznacenim Cryptomycota se skryva skupina organismi, ktera skute¢né dostava svému
nazvu. | pfesto, ze tato skupina byla objevena jiz v druhé poloviné 19. stoleti (Letcher & Powell,
2018), jeji pozice na fylogenetickém stromu se nckolikrat zménila a do dneSniho dne
si odbornici nejsou zcela jisti, kam ji pfesn¢ zatadit (Gleason et al., 2012). O tom svéd¢i i fada
riznych nazvi, jako napt. Rozellida (Lara et al., 2010) ¢i Rozellomycota (Corsaro et al., 2014),
kterymi byla tato skupina také nazyvana. Pivodné byl do této skupiny zahrnuty pouze rod
Rozella, diky analyze 18S rDNA byli vSak nalezeni dal$i zastupci, a to rody
Paramicrosporidium, Mitosporidium a Nucleophaga (Blackwell et al., 2019; Corsaro et al.,
2016; Quandt et al., 2017; Timofeev et al., 2020). Zatazeni posledn¢ zminéné¢ho organismu
nebylo dosud dostate¢né podloZeno. Zivotni cyklus vyse zminénych rodi je vsak velmi
podobny Zivotnimu cyklu a zplisobu invaze skupiny Microsporidia a na fylogenetickém stromu
tak mozna tvofi prechodovy ¢lanek praveé mezi skupinami Cryptomycota a Microsporidia (Bass
et al., 2018). Proto se tato prace bude zabyvat zejména zpiisobem invaze rodu Rozella.

Zastupci rodu Rozella jsou eukaryotické, jednobunétné, endobiotické a biotrofni
organismy, které parazituji na houbach ze skupin Chytridiomycota a Blastocladiomycota,
a také na stramenopilech ze skupiny Oomycota. Mezi hostitele patii také jediny rostlinny
zastupce, a to fasa Coleochaete ze tiidy Charophyceae (Letcher, Longcore, et al., 2017; Powell
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etal., 2017). Jednotlivé druhy rodu Rozella 1ze najit ve sladké 1 slané vodé, sedimentech 1 v ptidé
(Jones et al., 2011). Nékteré druhy rodu Rozella by se daly oznacit za hyperparazity, nebot’ mezi

jejich hostitele patii Casto parazité jinych organismi (Gleason et al., 2014).

3.1 Zivotni cyklus a zpisob invaze
Zivotni cyklus rodu Rozella neni piili§ komplikovany. Stejné jako zastupci skupiny

Aphelida se zivi fagocyticky (Cavalier-Smith, 2013), avSak v porovnani s afelidiemi Ize
u zivotniho cyklu tohoto rodu nalézt méné Zivotnich forem, napiiklad zde nelze pozorovat
7adné stadium améby (Obr. 11) (Sergey A. Karpov, Mamkaeva, Aleoshin, et al., 2014). Zivotni
cyklus skupiny Cryptomycota obsahuje pouze asexualné se mnozici stddia, nebot’ sexudlni
rozmnozovani u této skupiny zatim nebylo pozorovano (Quandt et al., 2017; Stajich et al.,
2009). Doba probéhnuti celého Zivotniho cyklu se pohybuje kolem péti dni (Powell & Letcher,
2019).

Prvnim stddiem Zzivotniho cyklu je pohyblivd zoospora. Na miru uspéSnosti invaze
zoospory maji vliv dva faktory zprostfedkované hostitelem. Prvnim znich je metabolit
neznamého slozeni vylu¢ovany hostitelem, ktery funguje jako atraktant pro zoosporu k mistu
vyskytu hostitelskych hyf. Tento chemotakticky pohyb zoospor ma dvé faze. Behem prvni faze
dochazi k zaznamenani atraktantu a nasledné topochemotaxi — pohybu ve sméru zvySené
koncentrace tohoto atraktantu. Nasleduje faze setrvani v misté vysoké koncentrace atraktantu
a snaha adherovat na povrch hostitelské hyfy. Pro uspéSnou adhezi k povrchu hostitele je
dilezité¢ vlastni sloZeni hostitelské BS, které tak predstavuje druhy faktor nezbytny
pro uspésnou invazi (Held, 1974).

Pti kontaktu s hostitelskou BS dojde k zakulaceni pavodné protdhlych zoospor
a pohybliva, bi¢ikatd zoospora vstupuje do stadia nepohyblivé cysty. Tomuto stadiu predchazi
piekotna retrakce biciku, kterd je dokoncena zhruba pét minut po dosednuti na BS hostitele
(Held, 1973). Nasledn¢ dochazi k omezeni adherované plochy na pouhy ,disk“ — jedna
se o0 misto, kde doslo k zanofeni axonemy. Plazmatickd membrana parazita je pak v pfimém
kontaktu s BS hostitele. V misté¢ kontaktu parazita s hostitelem Ize u hostitelské bunky
pozorovat vznik tzv. lomasomil. Lomasom vznika vychlipenim plazmatické membrany
hostitelské builkky smérem do jeji cytoplazmy (Moore & McAlear, 1961). Aktivitou
multivezikularnich télisek parazita poté dochdzi k syntéze BS. BS parazita postrada chitin,
ktery je tak pfitomen pouze u dormantnich spor (Held, 1981; Lazarus & James, 2015). Cysta
v tento okamzik za¢ne produkovat apresorium, které napoméhd pevnému pfichyceni parazita

k povrchu hostitele (Held, 1973; Powell & Letcher, 2019).
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Nasleduje stadium pevnosténné spory, které je velmi dynamické, nebot’ béhem zhruba
tii hodin dochazi k ¢etnym piestavbam organel uvnitf buiiky parazita a na povrchu hostitelské
buiiky (Powell & Letcher, 2019). Z apresoria se vytvari penetracni trubice, ktera ma nejdiive
kolikovity tvar (Corsaro et al., 2016). Sténa cysty kolem penetracni trubice vytvaii rukavovitou
strukturu, kterd konci v misté¢ dotyku trubice s povrchem BS hostitele (Obr. 12). Penetracni
trubice se postupné prodluzuje a za podpory bobtnajici distalni vakuoly prorazi BS hostitelské
hyfy. ZvySenym turgorem uvnitf trubice dochazi k odstranéni ,,zatky* na Spicce trubice
a posléze dochazi k injekci protoplastu parazita do hostitelské hyty. Reakce hostitele spociva
ve snaze obalit a kompartmentalizovat protoplast parazita svou plazmatickou membranou,
¢imz ale naopak usnadiiuje transport protoplastu do cytoplazmy (Held, 1973; Powell & Letcher,
2019).

Na uspéSnosti penetrace se podili vice faktord. Ve vétSiné pfipadii je neuspéSna
penetrace zplisobena nedostateCnym vyvojem posteriorni vakuoly. K proraZeni hostitelské BS
také dochazi jen na hyfach, u kterych nebyla zaznamenana ptedchozi infekce. V ptipadé
ptedchoziho styku s parazitem uz totiz neni mozny vznik vychlipenin BS hostitele. Pro snazsi
penetraci BS vyuZiva parazit vackd s degrada¢nimi enzymy, které jsou uloZeny ve Spicce

penetracni trubice. Tyto enzymy naleptaji BS, ¢imz se usnadni jeji penetrace (Held, 1972).

\'i/ vil will
!

Obr. 11 — Schematické znazornéni stadii vedoucich k invazi do hostitele (Held, 1973); i - adheze
parazita na povrch BS hostitele, ii — zakulaceni zoospory, iii — retrakce bi¢iku, iv — vznik cysty,
v — zména velikosti adherovaného povrchu na pouhy disk, vi — vytvoreni apresoria, ze kterého vychazi

penetracni trubice, vii — bobtnani distalni vakuoly, viii — injekce protoplastu parazita do hyfy hostitele
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Obr. 12 — Snimek znazornujici kli¢ici cystui s apresoriem a vznikajici penetracni trubici (Held,
1973); snimek vlevo nahote poukazuje na sténu pokryvajici penetracni trubici, kterd konci v misté styku

penetracni trubice s hostitelskou BS; GT- penetracni trubice, N —jadro, M — mitochondrie, DV — distalni

vakuola

Po injekei protoplastu do hostitelské hyfy dochézi k rychlému dé€leni jader a parazit
tak pfechdzi do trofického stddia sporangialniho plazmodia. Toto trofické stadium
opét postrada chitindzni BS. Absence BS v trofické fazi je vSak nejspiSe odvozenou adaptaci,
nebot’ v genomu rodu Rozella byly nalezeny homology chitin syntdz, které jsou typické
pro zastupce fiSe Fungi (Berbee et al., 2017; James & Berbee, 2012; Torruella et al., 2015).
Sporangialni plasmodium, ¢i také zoosporangium, tak vyuziva BS hostitelské bunky podobné
jako afelidie (Sergey A. Karpov, Mamkaeva, Aleoshin, et al., 2014).

Béhem zoosporangialni faze dochazi k tvorbé panozek, které napomahaji fagocytoze
hostitelského obsahu (Letcher & Powell, 2018). Splyvanim jednotlivych fagocytickych vackl
pak vznika centralni vakuola, ve které je ukladan nestravitelny materidl (Powell, 1984).

Zoosporangium vznika vzdy jadernym d€lenim jedné zoospory a podle mnozstvi
vytvotenych zoosporangii uvnitt hostitele miizeme zastupce rodu Rozella rozdélit do dvou
skupin (Held, 1980). Pocetnéjsi skupinu tvoii tzv. monosporangidtni druhy. U téchto druhii
mnohojaderné plasmodium vytvéii jedno solitérni zoosporangium na apikalnim konci hyfy
a zaroven s tvorbou zoosporangia dochazi k indukci hypertrofie hostitelské hyfy (Obr. 13)
(Gleason et al., 2012; Held, 1981). Zoosporangium casto piejiméa tvar hypertrofované¢ho
hostitelského sporangia. Mezi druhy tvofici pouze monosporangiatni utvary patii naptiklad
R. multimorpha, R. rhizoclosmatii, R. coleochaete ¢i R. blastocladiae (Letcher & Powell,

2018).
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Obr. 13 — Ukazka hypertrofované hyfy se solitérnim sporangiem u druhu R. multimorpha
(Letcher et al., 2018); sp — sporangium, hh — hostitelska hyfa

Druhou skupinu ptedstavuji tzv. polysporangiatni druhy. Tyto druhy indukuji u svého
hostitele produkci sept, ¢imz se hyfa hostitele rozdéli na jednotlivé kompartmenty. Dochézi
tak ke tvorbé navzijem propojenych shlukii zoosporangii a tento jev neni nasledovan
hypertrofii hostitelské tkan¢ (Obr. 14). Hostitelské kompartmenty slouzi jako prostor pro vyvoj
sporangialnich plasmodii ¢i ke vzniku dormantni spory v piipadé neptiznivych podminek
(Powell et al., 2017; Powell & Letcher, 2019). Na to, jestli se v kompartmentech vyvinou
zoosporangia ¢i dormantni spory s ornamentovanou chitindzni BS ma vliv také stafi
jednotlivych hyf. Pti infekci mladych hyf je vétsi pravdépodobnost vzniku zoosporangii (Held,
1980). Polysporangiatni druhy jsou spi§ vzacnosti, nejzndméjSim zastupcem je R. allomycis.
Ke zbylym polysporangidtnim druhtim pak nélezi R. parva a R. septigena (Letcher & Powell,
2018).

Obr. 14 — Ukazka Cetnych zoosporangii druhu R. allomycis, navzajem oddélenych septy (James

& Berbee, 2012); z — zoosporangium, s — septum, p — papila
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Ve stadiu zoosporangia lze pozorovat zajimavou zménu v metabolismu parazita.
Zatimco zoospory maji pln¢ funkéni mitochondrii, ve stadiu zoosporangia dochazi k degradaci
mitochondridlnich krist a redukei metabolismu, a to tak, ze u vSech zastupcti rodu Rozella nebyl
nalezen komplex I dilezity pro pribéh oxidativni fosforylace. Zisk ATP je tedy zarucen
pienosem z hostitelské mitochondrie ptes ADP/ATP pienasece. To je také diivodem transportu
hostitelskych mitochondrii k povrchu zoosporangia parazita. U nové vzniklych zoospor jsou
vSak mitochondrie opét pln¢ funkéni (Powell et al., 2017; Timofeev et al., 2020).

Po zhruba ctyfech dnech zoosporangium pohlti veskery obsah hostitelského
kompartmentu a nasledné se rozdé€li na né€kolik zoospor. Tyto zoospory jiz obsahuji bicik
a jesté ve zoosporangiu se zacnou intenzivné a vifivé pohybovat (Powell et al., 2017).
Pfitomnost motilnich zoospor funguje pro hostitele jako signal pro vytvofeni ,,vypoustéci
¢1 tnikové struktury*. Touto strukturou se mysli jedna ¢i vice papil vznikajicich na povrchu BS
hostitele (Obr. 15) (Sparrow, 1938). V nékterych ptipadech se pod papilou zformuje
jeste trubicovita struktura, ktera pravdépodobné piispiva k efektivnéjsimu uvolnéni zoospor
(Barr & Bandoni, 1979). Zoospory nakonec explozivné unikaji z hostitelské bunky,
c¢emuz ziejm¢ napomaha zvyseny turgor v zoosporangiu zpisobeny rychlym pohybem zoospor
(Powell et al., 2017). Zoospory opoustéjici sporangium jsou jednim z mala okamzikd, ktery je
pod mikroskopem dobfe pozorovatelny. Po papile pak na povrchu BS hostitele zistavaji ploché

pory (Gleason et al., 2012; Held, 1981).

DP

1

-

3

A

Obr. 15 — Ukazka ,,inikovych papil“ ur¢enych k vypusténi zoospor (Powell et al., 2017); DP —

»unikova/vypoustéci papila“, Sipky poukazuji na septa odd€lujici jednotliva zoosporangia

3.2 Vyvoj rozhrani mezi parazitem a hostitelem
Zpusob, jakym se protoplast ocitd v hostitelské cytoplazmé 1ze odvodit diky pozorovani

rozhrani mezi parazitem a hostitelem. Injikovany protoplast zplisobi invaginaci hostitelské
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plazmatické membrany, coz vede ke vzniku dvoumembranového rozhrani, skladajiciho
se z plazmatické membrany hostitele a plazmatické membrany parazita. Mezi membranami
navic zastava zachovan velky prostor. Pravdépodobné tedy nedochézi k lokalnimu prorazeni
plazmatické membrany hostitele, protoze jinak by toto rané rozhrani bylo tvofené pouze jednou
membranou (Sergey A. Karpov & Paskerova, 2020).

Ke zméné rozhrani mezi bunikou parazita a hostitele dochazi v okamziku,
kdy se protoplast dostane do trofického stadia zoosporangia. Mezi zoosporangiem
a cytoplazmou hostitele se objevuji tfi membrany (Obr. 16) (Letcher, Longcore, et al., 2017).
Vnitini membrana odpovidd membrané parazita, zatimco dvé vnéjsi hostitelské membrany
slouzi k lepSimu obaleni a izolovani parazita. Zaroven dochazi ke zmenSovani prostoru
mezi jednotlivymi membranami, dokud nejsou zcela pfilehlé. Z cytoplazmy hostitelské buniky
mohou byt k rozhrani transportovany hostitelské mitochondrie, které pravdépodobné poskytuji
zoosporangiu energii ve formé¢ ATP (Powell et al.,, 2017). Vyjimku tvofi R. polyphagi,
u které¢ho byla ve stadiu zoosporangia pozorovana pouze jedna oddé€lujici membrana,
ktera odpovida membrané parazita. V nékterych pripadech je zoosporangium pokryvano ¢astmi
endoplazmatického retikula, ale souvislé pokryti hostitelskou membranou zatim nebylo

pozorovano (Powell, 1984; Powell et al., 2017).

Obr. 16 — Ukazka rozhrani mezi hostitelem a zoosporangiem tvofeného tfemi membranami

(znazornéné Sipkami) (Powell et al., 2017); H — hostitel, P — parazit, HM — hostitelska mitochondrie
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3.3 Hospodarsky vyznam

Ekologicka role zastupci rodu Rozella rozhodné neni zanedbatelnd. Parazituji
hlavné na parazitech fas a hub, takze se jednd o sekundarni konzumenty (Sergey A. Karpov,
Mamkaeva, Aleoshin, et al., 2014). JakoZzto paraziti vySe zminénych skupin maji vliv
zejména na regulaci populacni dynamiky fytoplanktonu a zooplanktonu vodnich ploch.
Sviij podil maji tedy zastupci rodu Rozella 1 na regulaci hladiny CO v ovzdusi, nebot’ nepiimo
ovliviiuji denzitu primarnich producentt. Parazitaci na hostitelich rozkladajicich detrit v pade

tak maji tito sekundarni konzumenti vliv i na strukturu pdy (Gleason et al., 2012).

4 Microsporidia

Mikrosporidie ptedstavuji skupinu eukaryotickych, jednobuné¢nych, endobiotickych
a intracelularnich  parazitd. Podle nékterych zdroji je lze dokonce oznacit
za intracytoplasmatické organismy, protoze jediné rozhrani mezi parazitem a cytoplasmou
hostitele predstavuje plazmatickd membrana parazita (Vavra & Lukes, 2013). Jednotlivé druhy
mikrosporidii mohou parazitovat na zastupcich patticich do skupin protist pies bezobratlé
az k obratlovciim vcetné savcl a ¢lovéka (Han & Weiss, 2017). Mikrosporidie lze nalézt
v terestrickych, marinnich i sladkovodnich ekosystémech (Han et al., 2020). Prvni zastupce
mikrosporidii, Nosema bombycis, byl objeven jiz pted vice nez 160 lety (Cai et al., 2011)
a do dnesni doby bylo popsano vice nez 1 300 dalsich druhi (P. Keeling, 2009).

Srovnani Zivotnich strategii afelidii, skupiny Cryptomycota a mikrosporidii se bude
vénovat kapitola 5, avSak jiz ted lze prozradit, Ze Zivotni cyklus a morfologie
mikrosporidii jsou z vySe zminénych skupin nejodvozengj§i a  nejpodivuhodnéjsi.
Mozna prave proto se nad zivotnim cyklem a zplisobem invaze téchto organismi dodnes
vznasi mnoho otaznikl i1 pfesto, zZe jim védci neustale vénuji svou pozornost a na toto téma

Jiz bylo napsano mnoho odbornych praci.

4.1 Stadia Zivotniho cyklu

Zivotni cyklus mikrosporidii je pro celou skupinu viceméné uniformni, az na nékteré
rozdily tykajici se zejména poctu hostiteld, ktefi v zivotnim cyklu daného druhu figuruji.
S poc¢tem hostitell jsou spojené 1 rtizné typy spor, které mikrosporidie béhem zivotniho cyklu
vytvori. Obecné lze fici, ze zivotni cyklus mikrosporidii je velmi sofistikovany a zaruci témto
organismiim nepozorovany vstup do hostitele, ktery je uchrani pted hostitelskym obrannym

systémem (Franzen, 2004).
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4.1.1 Spora
Nejvyznamnéjsi strukturou zivotniho cyklu mikrosporidii je spora (Obr. 17), ktera také

slouzi jako signifikantni prvek pii klasifikaci jednotlivych druh mikrosporidii (Vavra, 2017).
Jedna se o jediné extracelularni, a tudiz i infekéni stddium v Zivotnim cyklu mikrosporidii,
které vSak neni schopno aktivniho pohybu (Franzen, 2005). Neschopnost aktivniho pohybu
mikrosporidie kompenzuji tvorbou tenkosténnych spor, které kli¢i spontanné zahy po jejich
vzniku. Napomahaji tak infikovat vzdalenéjsi tkan¢, ve kterych pak ze sporoplasmy vznikaji
sekundarni spory (Vévra, 2017).

Obsah spory, znamy pod ndzvem sporoplazma, je obalen tfemi vrstvami. Vrstva
ohranicujici sporoplazmu je plazmatickd membrana parazita. Plazmatickd membréana
je obklopena chitindzni endosporickou vrstvou a vnéjsi vrstvu pak tvoii exosporicka proteinova
vrstva. Tyto vrstvy se podileji na udrzeni stadlého tvaru spory a zarucuji preziti spory
v nepiiznivych podminkéch (Cali & Takvorian, 2014). Soucasti stény spory jsou proteiny stény
spor, znamé pod anglickou zkratkou SWPs. Proteiny exosporické vrstvy se mj. podileji
na interakci s okolnim prostfedim, zatimco proteiny endosporické vrstvy hraji roli v germinaci
spory a interaguji i s proteiny polarni trubice (Li et al., 2012).

Nejen na povrchu, ale i uvnitt spory se nachazeji struktury, které se vyznamné podileji
na germinaci a nasledné invazi do hostitelské bunky. Jednou znich je polarni trubice,
kterd bude podrobnéji probrana pozd¢ji v této kapitole. Poléarni trubice je v anteriorni oblasti
sporoplazmy napojena na tzv. kotevni disk, ktery ji piipeviiuje k plazmatické membrané spory.
Tésné pod kotevnim diskem se kolem polarni trubice nachazi dalsi struktura typicka
pro mikrosporidie — polaroplast. Jednd se o komplex lamel ¢i vacki, ktery je odvozen
bud’ od Golgiho aparatu, ¢i od endoplazmatického retikula (Bigliardi & Sacchi, 2001; Weidner,
1970). V posteriorni ¢asti buiky se nachazi vakuola, ktera je podobna posteriornim vakuolam
afelidii a zastupciim skupiny Cryptomycota a je syntetizovana ¢innosti Golgiho aparatu (Vavra
& Larsson, 2014).

Velikost a uspofdadani bunétného jadra se mize b&hem Zivotniho cyklu proménovat
a vyskytovat se ve dvou konformacich. Jednou z nich je tzv. monokaryon, solitérni, typicky
eukaryotické jadro. Druhou, méné¢ obvyklou konformaci je tzv. diplokaryon - dvé jadra tésné
pritisknutd k sobé. Vyskyt urc¢ité konformace se odviji od daného druhu a nékteré druhy mohou
behem svého zivotniho cyklu vystiidat obé (P. J. Keeling & Fast, 2002; Vavra & Larsson,
2014). Kolem jadra se vyskytuje endoplazmatické retikulum a ribosomy. Ribosomy v priibéhu

zivotniho cyklu méni svou polohu a strukturné piipominaji spiSe prokaryotické ribosomy
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(Bigliardi & Sacchi, 2001). Ve spofe lze také nalézt atypicky Golgiho aparat (Beznoussenko et
al., 2004).

Obr. 17 — Schéma ultrastruktury spory mikrosporidii (Vavra, 2017); e — vnéjsi proteinovy obal,
en — vnitini chitinézni obal, ¢ — cytoplazmaticka membrana, s — sporoplazma s rozptylenymi ribozomy,

n — jadro, a — kotevni disk, p — lamelarni polaroplast, pt — polarni trubice, v — posteriorni vakuola

4.1.1.1 Polarni trubice
Polarni trubice se vyskytuje u vSech druhtt mikrosporidii a je zndma i pod nazvy poldrni

filament, injek¢ni trubice ¢i penetracni trubice (Obr.18). Hlavni slozkou polarni trubice jsou
proteiny polarni trubice (PTP). Téchto proteinti je napfi¢ jednotlivymi druhy zndmo pét,
avSak v minulém roce byl u druhu Nosema bombycis nalezen 1 Sesty, NbPTP6 (Lv et al., 2020).
Hlavnim proteinem je PTP1. Jedna se o O — manosylovany protein bohaty na aminokyselinu
prolin, jez mu zarucuje elasticitu. Manosylace je vyhodna pro interakci s povrchem hostitelské
buiiky, nebot’ umoziuje vazbu na mandzu vazajici receptory na povrchu buiiky. Protein PTP2
obsahuje velké mnozstvi lysinu. LeZi na stejném chromozomu jako PTP1 a spole¢né s nim ¢asto
vytvaii genovy klastr (Xu & Weiss, 2005). Protein PTP3 pravdépodobné tvoii proteinovy
komplex s vySe zminénymi dvéma proteiny a nejspiSe hraje roli v kontrole extruze polarni
trubice (Peu et al., 2002). Protein PTP4 je ziejmé dilezity ve zprostfedkovani kontaktu polarni
trubice s povrchem hostitelské buiiky. Tento protein byl nalezen na samém konci polarni trubice
a je schopny navazat se na hostitelsky transferinovy receptor, TfR1, ¢imZ umoziuje invazi
sporoplazmy do hostitelské buiikky (Han et al., 2017). Funkce proteinu PTPS5, ktery se ¢asto
vyskytuje v klastru s proteinem PTP4, stale nebyla zcela objasnéna. Recentné objeveny protein
NbPTP6 pravdépodobné hraje roli v procesu infekce, nebot” je schopny adherovat na povrch

hostitelské bunky (Lv et al., 2020).
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Polérni trubici Ize rozdélit na dva Gseky — anteriorni, ve kterém je polarni trubice
napiimend, obklopend lamelami polaroplastu a ptichycena ke kotvicimu disku. Druhy tsek
je posteriorni, ve kterém je polarni trubice stocené do zavitl. Pocet zavitl se odviji podle délky
trubice, ktera se rtzni napti¢ jednotlivymi druhy a vétSinou se pohybuje od ¢tyf do triceti
obratek (Xu & Weiss, 2005). Stocend polarni trubice je vyplnéna néckolika vrstvami

elektrondenzniho materidlu (Chioralia et al., 1997).

Obr. 18 — Spora rodu Encephalitozoon s extrudovanou polarni trubici (Delbac & Polonais,

2008)

4.1.2 Meront, sporont a sporoblast
Po injekci sporoplazmy do hostitelské butiky nésleduje intracelularni, troficka faze

merogonie. V této fazi parazit vyrazné proliferuje a zaplni celou hostitelskou buniku. Nasledné
muze dojit k jeji hypertrofii. V tomto stadiu byla zaznamendna absence ,,klasického* Golgiho
aparatu. Merogonie muiZe probihat bud’ v pfimém kontaktu s hostitelskou cytoplazmou,
v parazitoforni vakuole ¢i v nukleoplazmé hostitele, piipadné jest€¢ v obalu vytvofeném
z endoplasmatického retikula hostitele (Cali & Takvorian, 2014; Martinez et al., 1993). Je také
velmi dilezité zminit, Ze na rozdil od afelidii a rodu Rozella se zastupci mikrosporidii vyzivuji
osmotrofné, stejné jako pravé houby (Corsaro et al., 2014). Stddium tohoto Zivotniho cyklu
je napfic¢ druhy velmi variabilni a miZe mit riiznorody prabéeh. U nékterych druhii 1ze pozorovat
tvorbu mnohojaderného plasmodia, které se nasledné rozdéli, u jinych lze pozorovat ptimou
tvorbu sporoblasti z merontd (Dunn & Smith, 2001). Po probéhnuti merogonialni faze
nastupuje faze sporogonialni. Ve stadiu sporogonie dochézi k tvorbé stény kolem plazmatické
membrany parazita. Sporonti se opétovné déli a davaji vzniknout sporoblastiim, pfic¢emz pocet
déleni se odviji od daného druhu. Sporoblast je stadium, u kterého lze jiz vidét pevnou BS.
Toto stadium poté prochazi pfeménou a stane se z néj spora, ktera je schopna infikovat dalsi

tkan€ ¢i nového hostitele (Cali & Takvorian, 2014; Corsaro et al., 2019).
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4.2 Invaze do hostitele

Invaze parazita zaCina germinaci spory. Zahdjeni germinace je ovlivnéno nékolika
faktory, které dosud nebyly pIné€ objasnény. Ukazalo se, ze aktivace spory je u vétSiny druhti
zavisla na pfitomnosti vapniku (Magaud et al., 1996). Po aktivaci spory dochézi ke zvySeni
osmotického tlaku uvniti spory. Hypotéz, jakymi k tomuto jevu mize dojit bylo navrzeno
mnoho, bohuzel stale s urCitosti nelze fict, ktera je spravna. Jednou z nich je vtok vody do spory
pies akvaporiny (Ghosh et al., 2006) ¢i vytvofenim protonového gradientu. Tento gradient
U akvatickych zéastupcti mikrosporidii byla vyi¢ena hypotéza zminujici vliv degradace cukra
na zvySeni osmotického tlaku uvnitf spory. Konkrétné¢ se jednd o disacharid trehalozu,
ktery je ve velkém mnozstvi enzymem trehaldazou Stépen na glukdzu, ¢imz pravdépodobné
dochézi k dostatecnému zvyseni tlaku pro germinaci (Undeen & Vander Meer, 1994).

Extruzi penetraéni trubice predchézi vyklenuti apikalni ¢asti spory, které zptisobi ztenceni
endosporového obalu. Oblast polaroplastu zacne bobtnat a tlak uvnitf buniky vzrista natolik,
7e dochézi ke vzniku praskliny v apikdlni ¢asti buiiky a naslednému explozivnimu vystieleni
polarni trubice, kterd se zaroven obraci naruby jako prst u rukavice (Lom, 1972). Samotné
vystreleni polarni trubice netrva déle nez dvé sekundy (Frixione et al., 1992). Soucasné dochazi
k bobtnani posteriorni vakuoly, ktera protlacuje obsah spory skrz polarni trubici. Sporoplazma
proniké polarni trubici a jako kapka se vynofuje na distalnim konci trubice, kde chvili setrva
(Han et al., 2017). Polarni trubice interaguje s hostitelskou builkkou a vytvaii invaginaci
v plazmatické membrané hostitele oznacovanou pojmem invazni synapse (Obr. 19) (Sergey A.
Karpov & Paskerova, 2020). Na vzniku této synapse se podili proteiny polarni trubice, proteiny
na povrchu sporoplasmy a receptory na povrchu hostitelské bunky. Invazni synapse
je pravdépodobné zéasadni strukturou pro pieziti sporoplasmy po transportu do cytoplazmy
hostitele (Han et al., 2020). Sporoplazma také ziskava novou plazmatickou membranu,
ktera je odvozena od polaroplastu, zatimco ptivodni plazmaticka membrana ziistava pfitisknuta

k obalu spory (Obr. 20) (Weidner et al., 1984).
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Obr. 19 — Schéma vzniku invazni synapse pii infekci hostitele; lze také pozorovat interakci

proteind polarni trubice s proteiny hostitelské BS (Han et al., 2020)
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N

Obr. 20 — Ukazka plazmatické membrany parazita, ktera po invazi ziistava skryta v prazdné spote

(Weidner et al., 1984)

Nasledujicim krokem je invaze parazita do hostitelské bunky. Existuji dvé teorie
navrhujici, jakym zplsobem by k tomuto procesu mohlo dojit. Podle prvni (a také starsi)
teorie polarni  trubice penetruje  hostitelskou plazmatickou membranu v synapsi,
¢imz dojde k pfimému kontaktu sporoplazmy s cytoplazmou. V druhém piipadé interaguje
sporoplazma s hostitelskou plazmatickou membranou a indukuje tak vznik parazitoforni
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vakuoly a od hostitelské membrany je tedy odd€lena membranou. S parazitoforni vakuolou
jsou v blizkém kontaktu mitochondrie hostitele. V misté rozhrani membran se koncentruji
napétim ovladané iontové kanaly, které kontroluji pfenos makroergnich sloucenin z hostitele
do parazita (Han et al., 2019; Sergey A. Karpov & Paskerova, 2020). Neaktivované spory
mohou byt fagocytovany hostitelem a vystielit polarni trubici az po fagocytoze.

Sporoplasma poté prechazi do jiz zminénych stadii meronta, sporonta a sporoblastu,
ze kterych posléze vznikaji zralé spory. Naslednym kli¢enim téchto spor se mikrosporidie Sifi
bud’ uvniti bunék daného hostitele, nebo napfi¢ hostiteli — v druhém piipadé jsou spory
vylouceny z ptivodniho hostitele a do travici soustavy nového hostitele se dostavaji nejcasté;ji

oralni cestou (Vavra & Lukes, 2013).

4.3 Hospodarsky vyznam

Mikrosporidie jsou z ekonomického hlediska velmi sledovanymi organismy, nebot’ mohou
zpusobovat vyrazné hospodaiské Skody. Nekteré druhy mikrosporidii jsou vSak clovékem
vyuzivany v jeho prospéch. Dva druhy rodu Nosema, a to Nosema locustace a Nosema pyrausta
se pouzivaji jako biologické pesticidy proti bezobratlym Skiidciim (Tamim et al., 2020; Vavra,
2017). Védecka komunita pfiSla v poslednim roce se zjiSténim, Ze vertikdlné pfenasené
mikrosporidie vyskytujici se ve stfevé komara Anopheles by mohly branit pienosu prvoka
Plasmodium falciparum, ktery ptenasi tropickou nemoc malarii (Herren et al., 2020).

Bohuzel je v§ak pozorovano vice ptikladil, kdy mikrosporidie zptisobuji velké ekonomické
ztraty. Jiz v devatenactém stoleti kviili infekci mikrosporidiemi doslo ke kolapsu evropského
hedvabnictvi. Housenky bource morusového byly napadeny sporami druhu Nosema bombycis
a vyskytla se u nich nemoc zvana pepiovka, ktera se velmi rychle $itila (Cai et al., 2011; Vavra,
2017). DalS8im nebezpe¢nym patogenem bezobratlych jsou hmyzomorky — Nosema apis
a Nosema ceranae, které napadaji travici soustavu vcel a zpiisobuji masové uhyny vcelstev
(Botias et al., 2013). Mezi Casto napadané bezobratlé¢ patii také krevety a velké Skody
mikrosporidie zplisobuji 1 v priimyslovych chovech ryb. Piipady parazitace byly zaznamenany
1 na modelovém organismu Danio rerio (Véavra, 2017).

Mikrosporididza se nevyhybd ani ¢lovéku. V lidském téle jsou nejcastéji nalézani zastupci
rodl Encephalitozoon a Enterocytozoon, ktefi ve zdravém téle figuruji jako neSkodni
komenzalové. Ndkaza imunosuprimovanych pacientll se ale projevuje zdvaznymi stfevnimi
obtiZzemi a napf. u HIV pozitivnich osob mtiZze skonc¢it az fatalné (Sak et al., 2011).

Tym cinskych védcl vSak objevil zpiisob, jak regulovat mikrosporididlni infekce

a tudiz snizit ekonomické skody. Bylo zjisténo, Ze stiibrné nanoc¢astice jsou schopny narusovat
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sténu spory a zamezit germinaci u zastupcit Nosema bombycis (Obr. 21). Tato metoda ma velky
potencial, nebot’ stiibrné nanocastice se uspéSné vyuzivaji v boji proti mnohym patogentim

(Dong et al., 2021).

Obr. 21 — Snimky z elektronového mikroskopu znazoriiujici zménu morfologie mikrosporidii

pted pouzitim stiibrnych nanocastic (vlevo) a 30 minut po jejich aplikaci (vpravo) (Dong et al., 2021)

5 Porovnani skupin Aphelida, Cryptomycota a Microsporidia

Afelidie, zastupci skupiny Cryptomycota i mikrosporidie jsou organismy, které maji
nejspise spole¢ny evolu¢ni pitvod. O tom svédci 1 fakt, Ze byly v minulosti fazeny do skupiny
Opisthosporidia (Park & Poulin, 2021). Toto zafazeni se dnes ale kvili fylogenetickym
nejasnostem pouziva hlavné pro vyukové ucely, nebot’ se nejspiSe jednd o parafyletickou
skupinu. S jistotou vsak lze fict, ze tyto skupiny sdili ¢ast své evolu¢ni historie se skupinami
fiSe Fungi a v souCasné dob¢ se vedou diskuze, zda se jednd o bazalni skupinu této fise
¢i spiSe o jeji sesterskou skupinu (Han et al., 2020; James et al., 2020).

Zatimco vztah mezi skupinami Cryptomycota a Microsporidia je bohaté¢ prozkoumany,
neni ziejmé, jestli se afelidie odstépily ve fylogenetickém stromu diive ¢i az po oddéleni téchto
skupin. Transkriptom rodu Paraphelidium ale naznacuje, Ze genom afelidiii se vice podoba
genomu volné Zijicich hub. Skupiny Cryptomycota a Microsporidia jsou tak pravdépodobné
vice odvozené (James et al., 2020; Letcher et al., 2015). I presto skupiny Aphelida
a Cryptomycota sdili n¢kolik spoleénych znakti. Mezi né patii fagotrofni zplisob vyzivy,
existence jednobicikatych, pohyblivych zoospor a fakt, Ze penetracni trubice zastupci téchto
skupin je odvozena od stény encystované spory (Sergey A. Karpov, Mamkaeva, Aleoshin, et
al., 2014; Vévra, 2017). Tyto charakteristiky u zastupcti mikrosporidii nenalézdme.

Spolecnému plvodu skupin Cryptomycota a Microsporidia nasvédcuje nékolik fakti.
Mezi jeden z nich patii absence typicky eukaryotického Golgiho aparatu (Powell et al., 2017)
a blizkou pfibuznost mezi vySe zminénymi skupinami podporuji také fylogenetické analyzy

RNA polymerazy II obou téchto skupin (Hirt et al., 1999; James et al., 2006).
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Soucasna data ukazuji, ze mikrosporidie se mozna odstépily od skupiny Cryptomycota.
Pak by pozdé¢ji zminéna skupina byla skupinou parafyletickou. Tuto teorii podporuje
napf. sekundarni redukce mitochondridlnich funkei zéastupct skupiny Cryptomycota
1 u mikrosporidii. Zastupci rodu Rozella postradaji komplex I nutny pro oxidativni fosforylaci
a béhem jejich zivotniho cyklu dochazi k do¢asnému potlaceni funkce mitochondrie (James et
al., 2013). U mikrosporidii se vyskytuji jesté vice redukované mitochondridlni
organely - mitosomy. U obou skupin se vyskytuji proteiny napomdhajici transportu
hostitelskych makroergnich sloucenin. Tyto transportéry jsou prokaryotického ptivodu a byly
piejaty horizontalnim genovym pfenosem od bakterii. Energeticky metabolismus afelidii
naopak nevykazuje zadnou redukci i pfesto, ze afelidie jsou také vnitrobunééni parazité.
Tento fakt ptispiva k hypotéze, ze afelidie jsou piibuznéjsi samotné skupiné Fungi (Haag et al.,
2014; Timofeev et al., 2020).

Existuje nekolik faktort, které komplikuji snahy objasnit vztahy mezi afelidiemi, zastupci
které pfijimaji potravu osmotroficky a v jejich zivotnim cyklu nenalézdme bicikaté stadium
(vyjimku tvofi zastupci chytridiomycet) (Voigt & Kirk, 2011). Hypotéza zabyvajici
se fagotrofnim ptivodem hub tvrdi, Ze pfedkové Fungi byli stejné jako afelidie a zastupci rodu
Rozella fagotrofni a sekundarné ptesli k osmotrofickému zptisobu pfijimani potravy (Torruella
et al., 2015). Tim se vSak naskytuje otazka, pro¢ se mikrosporidie, vyvinuvsi se pravdépodobné
ze skupiny Cryptomycota, spoléhaji na osmotrofii, zatimco jejich ptedci pravdépodobné
ziskavali potravu fagocytdzou. DalSim zajimavym jevem je pfitomnost bi¢iku u afelidii
a zastupct rodu Rozella, zatimco u mikrosporidii bi¢ik nenalézame (Sergey A. Karpov,
Mamkaeva, Aleoshin, et al., 2014; Voigt & Kirk, 2011). I tento jev by si zaslouzil vétsi
pozornost védecké komunity.

Tomu, Ze mikrosporidie jsou velmi odvozenou skupinou, ktera mohla vzniknout
odstépenim od skupiny Cryptomycota, napovidaji kromé specifického invazniho
aparatuijejich extrémné redukované genomy, pravdépodobné jedny znejmensSich
mezi eukaryoty (P. J. Keeling et al., 2010).

Existuji vSak i organismy, které znacn€ komplikuji snahu objasnit fylogenetické vztahy
mezi skupinami Cryptomycota a Microsporidia. Jednim z nich je Mitosporidium daphniae.
Byla u n¢j nalezena mikrosporididlni polarni trubice, avSak v jeho genomu se vyskytuji geny
umoznujici oxidativni fosforylaci, které jsou pfiznacné pro pravé houby (Haag et al., 2014).
Obdobnou situaci lze pozorovat u organismu Paramicrosporidium saccamoebae, ktery je fazen

do skupiny Cryptomycota. Pfestoze sdili morfologické znaky s mikrosporidiemi, jeho genom
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také obsahuje geny nezbytné pro oxidativni fosforylaci (Quandt et al., 2017). Pfedpokladalo se,
ze tyto organismy tvofi ,,pfechodové formy* mezi skupinami Cryptomycota a Microsporidia,

avsak analyzy jejich gentl tyto hypotézy vyvratily.
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6 Zavér

Cilem této prace bylo shrnout dostupné informace o zplsobu invaze skupin Aphelida,
Cryptomycota a Microsporidia. Praci, které se zabyvaji témito tfemi skupinami najednou
charakteristikou je vSak existence invazniho aparatu, ktery nebyl nalezen témét u zadné jiné
skupiny. I pfes to, Zze vSechny skupiny byly objeveny a popsany jiz v 19. stoleti, neni
jim vénovana stejnd pozornost. Praci pojednavajicich o invaznim aparatu mikrosporidii
je oproti pracim zabyvajicim se afelidiemi a zastupci skupiny Cryptomycota nepomérné
mnoho. To také komplikovalo strukturovani prace a snahu jednotlivé kapitoly sjednotit.

Znacné mnozstvi praci se zabyva porovnanim invaze skupin Aphelida a Cryptomycota,
avSak vétSinoveé pouze z morfologického hlediska. Stejné tak lze najit velké mnozstvi praci,
které se zabyvaji pfibuznosti skupin Cryptomycota a Microsporidia, ale uZ nevénuji pozornost
porovnani zpusobu invaze. Nepomér v mnozstvi informaci, at uz o zpiisobu invaze,
¢i o fylogenezi dané skupiny je nejspiSe zpisoben nepomérem v poctu védeckych skupin,
které se danym skupinam parazitti vénuji. I proto jsem se snazila poskytnout ¢tenafi uceleny
ptehled o téchto skupindch takovym zplsobem, aby mnozstvi informaci o jedné ze skupin
nepievySovalo mnozstvi informaci o téch zbylych. Dusledkem byl ¢aste¢né zjednoduseny popis
penetracniho aparatu mikrosporidii, nebot’ u afelidii ¢i u rodu Rozella neni zndmé podrobné
proteinové slozeni penetracni trubice a ostatni fyziologické mechanismy umoziujici parazitim
interakci a ndslednou invazi do hostitele. V ramci srozumitelnosti doslo také k caste€nému
vynechani popisu invaze u organismil rodu Mitosporidium a Paramicrosporidium.

Za dulezit¢ jsem také povaZovala zminit hostitelskou specifitu téchto paraziti
a jejich ptipadny dopad na ¢lovéka a okoli, které ho obklopuje. I ptesto, Ze tyto organismy jsou
ve vetsing pripadl pro spole¢nost neznamé, jedna se o organismy podstatné zejména z diivodu
lidské a veterinarni mediciny, produkci biopaliv ¢i ekologie mikroorganismd.

Invaznimu aparatu mikrosporidii je vénovdno mnoho pozornosti, stejné tak jejich
fylogenezi. Velkd pozornost je vénovana i evoluéni historii afelidii a zastupct skupiny
Cryptomycota, avSak detaily o jejich invazi z hlediska molekularnich mechanismi stale ¢ekaji

na podrobnéjsi objasnéni.
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