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Abstrakt

Anaerobni prvoci jsou organismy obyvajici prostredi bez pritomnosti kysliku. Najdeme je
v anoxickych habitatech, jako jsou morské a sladkovodni sedimenty, komundlni skladky,
nesmime opomenout zastupce Zijici v bachoru prezvykavci, travicim traktu Svabi a
dalSich zZivocichii. VétSinou maji anaerobni derivaty mitochondrii, ¢asto hydrogenosomy,
organely produkujici vodik. Metabolismus anaerobnich prvokii je ve srovnani s aerobnimi
organismy méné efektivni. Casté interakce anaerobnich protist s prokaryotickymi
organismy v§ak mohou zrychlit jejich metabolismus. Symbi6zy mezi anaerobnimi prvoky
a prokaryoty jsou bézné a vznikly u zastupcti mnoha anaerobnich linii. Prokaryoti mohou
Zit bud’ endosymbioticky, uvnitt buiiky hostitele, nebo ektosymbioticky, na povrchu
hostitelské bunky. Dvé ekologicky vyznamné skupiny prokaryot si dokazaly osvojit Zivot
v symbiotickém vztahu s volné Zijicimi anaerobnimi prvoky. Metanogenni archebakterie,
osidlujici hlavné cytoplazmu prvoka, vyuzivaji vodik a organické slouceniny k produkci
metanu a siran redukujici bakterie, zijici hlavné na povrchu bunék, vyuzivaji vodik a rtizné
organické slouceniny k redukci siranu na sulfan. Velmi malo se vi o bliZ§im charakteru
téchto vztaht, druhové identité a hostitelské specifité prokaryotickych symbiont(. Dals{

vyzkum je nutny pro pochopeni fenoménu symbiéz v anoxickém svéte.

Klicova slova: anaerobni prvoci, symbioza, metanogenni archebakterie, siran

redukujici bakterie, hydrogenosomy



Abstract

Anaerobic protists are organisms that thrive in oxygen-free environments. They inhabit
various anoxic habitats including marine and freshwater sediments, municipal landfills,
but also gastrointestinal tracts of ruminants, cockroaches and other animals. They usually
possess anaerobic mitochondrion-related organelles, usually hydrogenosomes that
produce hydrogen. Compared to aerobes, metabolism of anaerobic protists is less
efficient, but frequent interactions of anaerobes with prokarytic organisms possibly
enable them to increase their metabolic rate. Symbioses between protists and
prokaryotes are ubiquitous and have arisen independently in many anaerobic lineages.
Prokaryotes can be either endosymbiotic, living inside the host cell, or ectosymbiotic,
attached to the surface of the host cell. There are two ecologically important groups of
prokaryotes that are known to have established these symbiotic interactions with
anaerobes. Methanogenic Archaea, mostly inhabiting the cytoplasm of the host, utilize H2
and organic compounds to produce methane, and sulfate-reducing bacteria, mostly found
as ectosymbionts, utilize Hz and various organic compounds to use sulfate as terminal
electron acceptor. Little is known about the exact nature of the relationships, species
identity and host specifity of the prokaryotic symbionts. Further studies are required to

fully understand the phenomenon of symbiosis in anoxic world.

Key words: anaerobic protists, symbiosis, methanogenic Archaea, sulfate-reducing

bacteria, hydrogenosomes
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1. Uvod

vers

pritomnosti kysliku nebo pouze v jeho nizkych koncentracich. Jednou z adaptaci na Zivot
v anoxickém prostredi je pritomnost specifickych bunécnych organel odvozenych od
mitochondrie. Hydrogenosomy, mitosomy a dal$i anaerobni derivaty mitochondrii byly
popsany prevazné u endobiotickych protist (napt. Giardia intestinalis, Trichomonas
vaginalis, Entamoeba histolytica, Blastocystis hominis, Neocallimastix patriciarum,
Nyctotherus ovalis) (Lindmark & Miiller, 1973; Yarlett et al., 1986; Akhmanova et al., 1998;
Roger et al., 1998; Tovar et al, 1999; Nasirudeen & Tan, 2004). O téchto organelach u
volné Zijicich anaerobti toho ale doposud vime jen malo (viz Gill et al., 2007; Hampl &
Simpson, 2007).

Anaerobni prvoci obyvaji nejriznéjsi habitaty. Volné zijici anaerobni prvoky
najdeme napf. vmorskych a sladkovodnich sedimentech, nadrzich ¢i Ccistickach
odpadnich vod (Fenchel, 1967; Finlay, 1981; Wagener et al., 1986; Broers et al., 1990).
Endobiotické prvoky pak zname z bachoru piezvykavci, traviciho traktu Svabd, termitt a
mnohych dalSich zivoc¢icht (Williams, 1986; Hackstein & Stumm, 1994; Brugerolle et al.,
2003; Ohkuma, 2008). Do anoxického a mikrooxického prostredi proniklo mnoho skupin
protist z riiznych eukaryotickych tisi (Fenchel & Finlay, 1990a; Bernard et al, 2000;
Hampl & Simpson, 2007).

V anoxickém prostiedi prvoci mnohdy Ziji v symbiotické interakci s prokaryoty.
Vyznamnou skupinou jsou endosymbiotické metanogenni archebakterie Zijici v casté
asociaci s hydrogenosomy (van Bruggen et al,, 1983; Clarke et al., 1993; Fenchel & Finlay,
2010) . V cytoplazmé anaerobii jsou Casto pritomni i jinf endosymbionti (van Bruggen et
al., 1984; Finlay et al.,, 1991), nékteri prokaryoti dokazali osidlit i jadro hostitele (Sato et
al, 2014; Schulz et al, 2014). Symbionty lze najit i na povrchu bunék, patfi mezi né
ektosymbiotické siran redukujici bakterie (Fenchel & Ramsing, 1992) ¢i epixenosomy,
bakterie pripominajici eukaryotické extrusomy (Rosati et al., 1996).

Symbidzy protistim umoznuji zrychlit metabolismus v anoxickém prostiedi,
mohou ovliviiovat genovou expresi hostitele (Hamann et al.,, 2016), poskytuji prvokim
energetickou vyhodu (Finlay & Fenchel, 1992), mohou zastavat pohybovou funkci
(Cleveland & Grimstone, 1964; Radek & Nitsch, 2007), sensorickou funkci (Dyer & Khalsa,
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1993), fungovat mohou i jako antipreda¢ni mechanismus (Breglia et al., 2010). Ukazuje
se, Ze symbidzy mezi prvoky a prokaryoty jsou bézné, Casto vysoce specifické (van Hoek
etal, 2000) a existovaly uz pri vzniku anaerobnich linii (Esteban et al., 1993).

Anoxické sedimenty skryvaji nezmérnou diverzitu dosud nepopsanych organismi
(Stoeck & Epstein, 2003) a diky snizovani koncentrace rozpusténého kysliku ve
svétovych oceanech lze ocekavat dalsi rozsifovani bezkyslikatych zé6n (Orsi et al., 2012).
Studium anaerobnich organismii je tedy nutné pro bliZsi pochopeni tohoto prostiedi. Je
nad ramec této bakalarské prace shrnout symbiotické interakce u vSech prvoki, proto se
moje prace nezabyva parazitickymi ¢i endobiotickymi prvoky, ale zaméruje se pouze na
symbiotické vztahy mezi prokaryoty a volné Zijicimi anaerobnimi prvoky. Neprestava mé
fascinovat, Ze v mnoha pripadech Ziji vjednom spolecenstvi zastupci vSech tfi domén -
Eukaryota, Archaea i Bacteria, dokaZi spolu kooperovat v bezkyslikatém prostiredi a

osidlovat jinak téZko obyvatelné habitaty.

1. Zivot bez kysliku

»Life on earth is more like a verb. It repairs, maintains, re-creates, and outdoes itself.”

— Lynn Margulis
1.1 ANAEROBNI A MIKROAEROFILNi PROTISTI

Rozhodné nelze rici, Ze anaerobni zplisob Zivota je pouhym zjednoduSenim Zivota
v kyslikatém prostiedi. Navic, a¢ na ukor nizsich rastovych rychlosti a delsi generac¢ni
doby, mnoho protistnich linii dokazalo proniknout do anoxickych habitatii nezavisle na
sobé (Fenchel & Finlay, 1990a; Bernard et al., 2000; Hampl & Simpson, 2007).

Volné zijici anaerobni prvoci jsou kosmopolitné rozsifeni v nejriznéjSich
anoxickych habitatech od ptid, sladkych vod pres komunalni skladky, ryzova pole az po
mortskeé sedimenty (Finlay & Fenchel, 1991a; Schwarz & Frenzel, 2003; Esteban & Finlay,
2004; Murase et al., 2006). Volné Zijici anaerobni prvoky najdeme napric eukaryotickymi
liniemi (viz Obr. 1.), skute¢na diverzita téchto organismi je vSak zjevné mnohem vyssi nez

ta dosud popsana (Esteban et al., 1993; Stoeck et al., 2009; Kolisko et al.,, 2010; Yubuki et
al, 2010; Panek et al,, 2015).



Metabolismus anaerobi je méné efektivni, umoznuje ale vyuzivat zdroje, které jsou pro
ostatni organismy nedostupné. Anoxické sedimenty nejsou pro vétSinu mnohobunécnych
fagotrofii uzivné a anaerobni prvoci jsou v téchto habitatech ¢asto hlavnimi bakteriovory
(Fenchel & Finlay, 1990). Na zvysSeni ristovych rychlosti a zefektivnéni metabolismu se
mohou podilet prokaryoticti symbionti (van Bruggen et al., 1985; Fenchel & Finlay, 1990;
Yamada et al., 1997).

d

Obr. 1. Priklady volné Zijicich anaerobnich a mikroaerofilnich protist, kteri hosti symbiotické prokaryoty.

a) Nalevnik z podtiidy Scuticociliatia. Méritko: 5 pm. b) Metopus fuscus, nalevnik z tfidy Armophorea.
Métitko: 50 um; c) Bic¢ikovec z kmene Euglenozoa, Bihospites bacati (Symbiontida); d) Améboflagelat
Psalteriomonas lanterna z kmene Heterolobosea. Méfitko: 10 pum; e) Lenisia limosa, zastupce skupiny
Breviatea. Lze vidét ektosymbiotické bakterie (zelené). Méritko: 2 um; f) 0,5 mm velka améba Pelomyxa
palustris z kmene Archamoebae. (b-f) Upraveno z Bourland et al., 2014; Breglia et al.,, 2010; Panek et al.,, 2011;
Hamann et al.,, 2016; http://www.microscopy-uk.org.uk/mag/artsep01/amoeba.html


http://www.microscopy-uk.org.uk/mag/artsep01/amoeba.html

Urcita tolerance ke kysliku, pozorovana u vétSiny zkoumanych anaerobnich zastupci, je
moznym mechanismem, ktery prvokiim umoZiuje proniknout do dalSich anoxickych
habitatli skrze Kkyslikaté prostiedi (Fenchel et al, 1989). Jednotlivé druhy se svou
toleranci ke kysliku lisi. Nékteri zastupci dokaZzi prezivat pri nizkych koncentracich
kysliku pouze nékolik hodin (napft. nalevnik Parablepharisma collare), jini dokaZzi zvladat
tyto podminky i nékolik dni (napt. nalevnici Metopus contortus a Plagiopyla frontata)
(Fenchel & Finlay, 1990b). Vzhledem k moZnym vykyviim koncentrace kysliku ve vodnim
prostifedi je schopnost tolerance kysliku dobrym predpokladem pro preZiti. Neni
pirekvapivé, Ze se anaerobiéza vyvinula u riznych protistnich liniich nezavisle na sobé
(Fenchel & Finlay, 2010).

vess

vyhybaji se jeho vys$$Sim koncentracim (Griffin, 1988; Fenchel et al, 1989). Tito
mikroaerofilni zastupci Ziji na rozhrani mezi dvéma zcela odliSnymi prostredimi, musi se
tedy umét vyporadat s problémy spojenymi s Zivotem na takto specifickych mistech.
Napiiklad u nalevnika druhu Loxodes striatus je citlivost ke Kkysliku navic ovlivnéna i
pritomnosti svétla. Po absorpci svétla vznikaji reaktivni formy kysliku (ROS), a diky nizké
schopnosti prvoka branit se témto kyslikovym radikaliim se tak zvysuje jeho citlivost ke
kysliku (Finlay et al, 1986; Fenchel & Finlay, 1986). Zvladnuti Zivotnich podminek
v minimalnich koncentracich kysliku miZe otevirat i nové potravni moznosti, jako u
mikroaerofilntho nalevnika rodu Kentrophoros, ktery se zivi chemolitotrofnimi
bakteriemi, jeZ hosti na svém povrchu. Tyto bakterie totiZz vyzaduji pritomnost
redukovanych sloucenin siry a kysliku zaroven (Fenchel & Finlay, 1989).

[ nékteré aerobni druhy, majici enzymy typické pro aerobni respiraci, mohou po
urcitou dobu Zit bez kysliku, dochazi u nich ke zvétSeni objemu mitochondrii (Bernard &
Fenchel, 1996) a k zisku ATP vyuZivaji jiné cesty, moZnymi substraty mohou byt sukcinat,
propionat nebo nitrat (Finlay, 1985). Zajimavym prikladem je i chlorofytni rasa
Chlamydomonas reinhardtii, kterd dokaze ve tmé zménit genovou expresi a prepnout na

vodik produkujici anaerobni metabolismus (Mus et al, 2007).



1.2 ANAEROBNI METABOLISMUS

Jednou z adaptaci eukaryotickych organismii na anaerobni zptlisob Zivota je modifikace
mitochondrii. V nékolika poslednich dekadach byla studiu organel mitochondrialniho
ptivodu vénovana velka pozornost. Pfisun novych znalosti vSak zpiisobil i urcité zmatky
v Klasifikaci téchto organel. Tradi¢ni rozdéleni na aerobni mitochondrie, anaerobni
hydrogenosomy produkujici vodik a anaerobni mitosomy bez energetického
metabolismu uZ zdaleka nestac¢i na pojmenovani mitochondridlnich organel u vSech
protist.

Mnoho zastupcli anaerobnich prvokli ma mitochondrie kombinujici znaky
kanonickych mitochondrii a hydrogenosomi. Tyto organely jsou obecné oznac¢ované jako
mitochondrion-like organelles (MLOs) (Makiuchi & Nozaki, 2014) nebo mitochondrion-
related organelles (MROs) (Gray, 2012). Napriklad anaerobni améba Mastigamoeba
balamuthi (Archamoebae) exprimuje jak enzymy aerobniho metabolismu, tak i
pyruvat:ferredoxin oxidoreduktazu, hydrogenazu a dalsi enzymy typické pro
metabolismus hydrogenosomt (Gill et al, 2007). Anaerobni mitochondrie nalevnika
Nyctotherus ovalis jsou charakteristické pritomnosti nékterych soucasti dychaciho
retézce, chybi vSak komplexy III, IV a ATP syntaza (de Graaf et al, 2011), které chybiiu
nepribuznych protist, stramenopilnich zastupct Blastocystis sp. a Proteromonas lacertae
(Pérez-Brocal & Clark, 2008; Pérez-Brocal et al., 2010). Anaerobni derivaty mitochondrii
u rliznych protist tak tvori jakési kontinuum (Boxma et al., 2005; Stechmann et al., 2008).
Nékteré hypotézy navic naznacuji, Ze predek mitochondrie byl fakultativni anaerob a byl
prizplisoben Zivotu v anoxii (Gabaldén & Huynen, 2007; Martin et al., 2015).

O Kklasifikaci jednotlivych typli anaerobnich derivati mitochondrii se pokusilo
nékolik autorl (napt. Embley, 2006; Hjort et al., 2010; Shiflett & Johnson, 2010). V roce
2012, Miiller et al. rozdélili organely mitochondrialniho ptivodu na pét funkcnich typt
(viz. Fig. 1.). Prvnim typem jsou kanonické mitochondrie se vSemi komplexy elektron
transportniho retézce (electron transport chain, ETC), organely produkujici ATP a
vyuzivajici Oz jako terminalni akceptor elektronti. Druhou skupinou jsou anaerobni
mitochondrie, které vyuZzivaji misto kysliku jiny terminalni akceptor elektrond, napf.
fumarat. Dale jsou to dva typy vodik produkujicich organel. Vodik produkujici

mitochondrie s komplexy ETC, zarovei ale s funk¢ni hydrogenazou, coZ je enzym, diky
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kterému mohou vyuZivat proton jako terminalni akceptor elektronii a produkovat vodik.
Tento typ najdeme napi. u nalevnika druhu Nyctotherus ovalis (de Graaf et al, 2011).
Ctvrtym typem jsou hydrogenosomy, organely bez ETC, které produkuji ATP pomoci
substratové fosforylace a jsou schopny diky pritomnosti hydrogenazy produkovat vodik.
Zname vsak i prvoky, ktefi umi produkovat vodik pfimo v cytoplazmé (napt. Giardia
intestinalis) (Lloyd et al., 2002). Poslednim klasifikovanym typem jsou mitosomy, které
najdeme hlavné u parazitickych protist (Leén-Avila & Tovar, 2004; Tachezy & Smid,
2007). Mitosomy jsou ze vSech vySe zminénych nejvice redukované organely, nepodili se
totiZz ani na produkci ATP. Ponechavaji si vSak funkce spojené s biogenezi
mitochondrialnich Fe-S clustert (Goldberg et al, 2008). Pravé biogeneze Fe-S center
zlistava zasadni roli véech organel mitochondrialniho piivodu (Suték et al., 2004). Zatim
jediny znamy organismus zcela postradajici mitochondridlni organelu a s ni obykle
spojené funkce, je oxymonada Monocercomonoides sp., u které se syntéza Fe-S clusteri
odehrava pouze v cytosolu pomoci metabolické drahy prevzaté lateralnim genovym

prenosem od prokaryot (Karnkowska et al., 2016).

negeneruji ATP generuji ATP

Mitosomy

tridla &

kyslik jako terminalni  jiny terminalni akceptor
akceptor elektrond elektronti nez kyslik

trida

neprodukuji vodik  produkuji vodik

trida 2

maji elektron nemaji elektron
transportni fetézec  transportni retézec

trida 3 trida 4

Fig. 1. Klasifikace organel mitochondridlniho ptivodu. Upraveno podle Miiller et al. (2012).
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Nejdéle zndmé anaerobni derivaty mitochondrii jsou hydrogenosomy a vodik produkujici
mitochondrie, v priméru 0,5-2 um velké organely objevené napi. u parazitickych
trichomonadd (Lindmark & Miiller, 1973), nékterych chytridiomycet (Piromyces sp.,
Neocallimastix frontalis) (Yarlett et al, 1986; Akhmanova et al, 1999), anaerobnich
nalevnikl (Zwart et al., 1988; Finlay & Fenchel, 1989), heterolobosnich protist (de Graaf
et al., 2009; Barbera et al., 2010), byly popsany i u parazitické diplomondady Spironucleus
salmonicida (Jerlstrom-Hultqvist et al., 2013).

Dosud jedinymi mnohobunéfnymi organismy, u kterych byly nalezeny organely
podobné hydrogenosomtlim, jsou nékteri zastupci kmene Loricifera (korzetky), objeveni
v anoxické hypersalinni panvi Sttedozemniho morte (Danovaro et al., 2010).

Protoze fosforylace u hydrogenosomii probiha pouze na substratové urovni
v diisledku chybéjiciho ETC, mnoZzstvi vyprodukovaného ATP je v porovnani s aerobnimi
mitochondriemi o dost nizsi (Miiller, 1993). Hydrogenosomy ke své funkci potiebuji
specifické enzymy. Patii mezi né hydrogenaza, katalyzujici vznik vodiku, a typicky
pyruvat:ferredoxin oxidoreduktdza (PFO), nahrazujici mitochondridlni pyruvat
dehydrogenazu (PDH) a katalyzujici redukci ferredoxinu. Enzymatické sloZeni se ale
miiZe rlznit (Marvin-Sikkema et al, 1993). Heterolobosni mikroaerofil Sawyeria
marylandensis ma hydrogenosomy miskovitého tvaru sunikatni kombinaci
biochemickych drah. Tyto organely nejsou blizce pribuzné hydrogenosomim
trichomondd ¢i chytridiomycet (Barbera et al.,, 2010). Hydrogenazy anaerobii maji nejspis
polyfyleticky ptlivod, geny pro hydrogenazu mohly byt zdédény od spolecného predka
mitochondrii a hydrogenosomt, mohly byt ziskany lateralnim genovym pienosem od
riznych prokaryot nebo mohly vzniknout de novo zgenetické vybavy prvoka
(Akhmanova et al., 1998; Horner et al., 2000).

Nejasnosti okolo presné identifikace organel panuji i z diivodu pouzitych metod.
Kuprikladu u mnoha linii anaerobnich nalevnika se tvrdi, Ze maji hydrogenosomy (napf-
Plagiopyla nasuta, Trimyema compressum) (Zwart et al., 1988; Goosen et al., 1990). Tyto
usudky jsou ale mnohdy utvoreny pouze na zakladé morfologie organel (vétSinou absence
krist), pritomnosti hydrogenazy nebo podle pritomnosti symbiontli odcerpavajicich
produkovany vodik (van Bruggen et al, 1986; Goosen et al,, 1988). Bez podrobnéjSiho
vyzkumu vSak nelze jednoznacné urcit povahu téchto organel. Navic, nékolik anerobnich

nalevnikil (napt. Metopus contortus, Brachonella spiralis, Plagiopyla sp., Parablepharisma



pellitum) ma vnitini membranu organel s invaginacemi ptipominajicimi mitochondrialni
kristy (Finlay & Fenchel, 1989; Biagini et al., 1997). Také anaerobni derivaty mitochondrii
nalevnika rodu Cristigera se morfologicky podobaji mitochondriim blizce ptribuznych
aerobnich zastupcii tohoto rodu (Fenchel & Finlay, 1991a).

Hledani genomu u anaerobnich mitochondrif nebylo zatim Gspésné, aZ na nékolik
vyjimek (napf. Nyctotherus ovalis, Blastocystis hominis, Proteromonas lacertae)
(Akhmanova et al., 1998; Pérez-Brocal & Clark, 2008; Pérez-Brocal et al., 2010). Procesy
spojené se ztratou genomu organely a horizontdlnim prenosem gend do jaderného
genomu hostitele vSak nejsou ojedinélé a vyskytuji se i u mitochondrii a plastidi (Adams
etal, 2002; Archibald et al.,, 2003).

I nékteré anaerobni derivaty mitochondrii umi zpracovavat kyslik (Miiller &
Lindmark, 1978). Tento proces vSak neni asociovan s konzervaci energie, ale funguje
pravdépodobné jako detoxifika¢ni mechanismus chranici pred toxicitou kysliku (Fenchel
& Finlay, 1990Db).

S vodik produkujicich organel jsou Casto v asociaci endosymbioticti prokaryoti,
jejichZ hlavni roli je odCerpavat vznikajici vodik z okoli téchto organel (Fenchel & Finlay,
1992). Nizké hladiny vodiku v okoli organel jsou pro prvoky vyhodné, protoZe jim
umoziuji zefektivnit metabolismus (Fenchel & Finlay, 1990a). Hlavné u malych protist ale
miiZe vodik zbunky i volné difundovat (Wagener et al, 1990). Vodik produkujici
mitochondrie a hydrogenosomy kromé vodiku produkuji i dalsi latky, jako mastné
kyseliny s kratkym retézcem (acetat, propionat a butyrat) (Stumm et al., 1982; Yarlett et
al., 1985), které mohou byt potencidlné vyuzivany prokaryotickymi symbionty (Edgcomb
etal,2011a).

2. Prokaryoti v symbidze s anaeroby

»~Coming together is the beginning. Keeping together is progress. Working together is success.”

— Henry Ford

Symbiéza, obecné definovana jako tizké souziti mezi dvéma rtiznymi organismy, je Castou
strategii protist jak rozsitit své biochemické moZnosti, osidlit nové habitaty nebo ziskat

jiné vyhody pro preziti (Gill & Vogel, 1963; Dziallas et al., 2012).



Bez symbiotickych interakci by nemohl vzniknout Zivot, jak ho zname dnes. I
semiautonomni organely, jako mitochondrie a plastidy, byly kdysi endosymbionty, kteri
se aZ postupem casu, v procesu symbiogeneze, stali esencidlni soucasti eukaryotickych
bunék. Pti symbiogenezi dochdzi mimo jiné k horizontadlnimu pienosu prokaryotickych
genl do jaderného genomu prvoka, a to v procesu zvaném endosymbiotic gene transfer
(EGT). Je to prirozeny a béziné se vyskytujici proces, ktery kontinualné ovliviiuje
dynamiku jaderné DNA (Timmis et al, 2004). Prvok tak diky endosymbi6ze miize
inovovat svou genetickou vybavu, podobné jako tomu je u vnitrodruhového nebo
mezidruhového lateralniho genového prenosu u prokaryot (Zhaxybayeva et al., 2006).

Prvnimi kroky v evoluci endosymbiotického vztahu jsou ztrata genti, které
symbiont v intracelularnim prostfedi nepottfebuje, ztrata biochemickych drah pro
syntézu metabolit(i, které jsou poskytovany hostitelskou buiikou, dale i snizena schopnost
oprav DNA a ztrata nékterych transportnich drah (Nowack & Melkonian, 2010). VSechny
tyto kroky, spolu se synchronizovanym délenim, vertikdlnim pienosem symbiontl a
obligadtnim charakterem souziti (van Hoek et al., 2000), jsou moZnou cestou k postupné
transformaci symbionta na organelu. Pro osvétleni a bliZsi pochopeni symbiogenetickych
udalosti ndm mize pomoci studium volnéjsich symbiotickych interakci, napt. mezi volné
Zijicimi anaerobnimi prvoky a prokaryoty.

Symbionti protist mohou byt kromé prokaryot i jiné eukaryotické organismy.
Casté jsou symbidzy s Fasou, které v mnohych ohledech mohou p¥ipominat interakce
mezi prvoky a prokaryoty (Reisser, 1980). Nékterym nalevnikiim (napt. Halteria viridis,
Euplotes daidaleos) umoZziuje rasovy endosymbiont, poskytujici kyslik a organické latky,
prezivat v hlubsich, anoxickych vodach (Finlay et al, 1996).
Podoba symbiotickych vztahi zahrnuje vSechny formy od parazitismu az k mutualismu
(Goebel & Gross, 2001). Mutualisticky vztah poskytuje prokaryotim hlavné oddélené
prostfedi bohaté na substrat. Podstatné vyhody souZiti pro symbionty casto nelze
demonstrovat, ne vZdy lze tento vztah povaZovat za ¢isté mutualisticky (Douglas & Smith,

1989). U symbidz mezi volné Zijicimi anaerobnimi prvoky a prokaryoty tomu neni jinak.



2.1 METANOGENNI ARCHAEA

Archaea jsou prokaryotické organismy, znamé hlavné jako extremofilové, které jsou
schopny obyvat prostredi steplotami presahujicimi i 100 °C, extrémnim pH nebo
vysokym obsahem soli (Woese, 1987). Dnes ale vime, Ze archebakterie jsou rozsireny ve
vétSiné habitatii, v¢éetné piid a morskych i sladkovodnich sedimentli (DeLong, 1998).
Jejich buriky maji tvar tycinek, kokd, spiril, diskii, ale mohou mit i nepravidelné tvary.
Archaea jsou velmi diverzifikovana skupina i z pohledu metabolismu. DokaZi vyuzivat
rozmanité zdroje energie, najdeme mezi nimi chemotrofy i fototrofy, jako redukéni
ekvivalenty mohou vyuZivat organické i anorganické latky (Blaut, 1994). Metanogenni
archebakterie, patfici do skupiny Euryarchaeota, jsou vyznamnou skupinou
prokaryotickych organismt. Podle analyz sekvence 16S rDNA je dnes délime do péti
hlavnich linii - Methanobacteriales, Methanococcales, Methanomicrobiales,
Methanosarcinales a Methanopyrales (Garcia, 1990; Liu & Whitman, 2008). Jsou to
striktni anaerobové a kyslik je pro né toxicky. Znadme tfi metabolické drahy, které
metanogeni vyuZzivaji k produkci metanu: redukci CO2, methylotrofii a redukci acetatu
(Boone et al., 1993). Hlavnimi produkty jejich metabolismu jsou metan a acetat, v mensi
mife i propionat a butyrat (Yamada et al,, 1997).

Metanogeni jsou Castymi symbionty anaerobnich prvoki (van Bruggen et al., 1983;
Fenchel & Finlay, 1991b). Metanogenni Archaea mohou Zit v hostiteli endosymbioticky,
jako u volné zijicich anaerobnich prvoki (Fenchel & Finlay, 2010), i ektosymbioticky napf.
u bachorovych nalevnikli (Stumm et al., 1982). Tato skupina prokaryot se vyznacuje
typickou autofluorescenci koenzym Faz20 a F342, ktera byla, spolu s pritomnosti methyl-
koenzym M reduktazy, vyuzivana jako diikaz pritomnosti metanogennich endosymbionti
(Doddema & Vogels, 1978; Thauer, 1998). Nevhodnost téchto metod k charakterizaci
endosymbiontli dokazuje i fakt, Ze néktera metanogenni Archaea emituji zareni velmi
slabé nebo viibec (napt. nékteri zastupci celedi Methanosaetaceae) (Zinder, 1993). Navic,
koenzym F420 maji i nemetanogenni zastupci, jako jsou néktera metanotrofni ¢i siran
redukujici Archaea, dokonce i néktefi zastupci bakterii (napf. kmen Actinobacteria)
(Greening et al, 2016). Od 90. let 20. stoleti jsou k presnému urceni metanogent
pouzivany vhodnéjsi metody, jako je fluorescenc¢ni in situ hybridizace se specifickymi

fluorescenc¢nimi oligonukleotidovymi prébami a sekvenovani 16S rDNA se specifickymi
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primery (Embley et al., 1992b; Clarke et al., 1993; Narayanan et al.,, 2009; Hirakata et al.,
2015).

Metan je po CO2 druhym nejvyznamnéjSim sklenikovym plynem, je zodpovédny az
za 20 % otepleni planety zplisobeného sklenikovymi plyny (Kirschke et al, 2013).
V porovnani s CO2 ma metan mnohem vys$si potencidl globalniho oteplovani - global
warming potencial (GWP) (Koneswaran & Nierenberg, 2008), vyznamné se tedy podili na
zménach klimatu v souvislosti se svou schopnosti zadrZovat teplo. MnoZstvi metanu
v atmosféire kazdorocné stoupd, a to hlavné diky antropogennim vliviim a globalnimu
rozvoji chovili dobytka (McMichael et al., 2007).

Vyznamné se na celkové produkci metanu podileji i endosymbioti¢ti metanogeni
pirezvykavct, jsou zodpovédni za 9 az 37 % vyprodukovaného metanu (Finlay et al., 1994;
Newbold et al, 1995), u volné Zijicich zastupcl nejvyznamnéji prispivaji prvoci
v morskych sedimentech (napft. ndlevnik Metopus contortus), ktefi mohou byt zodpovédni
azza 90 % celkové produkce metanu v morich (Fenchel & Finlay, 2010). Podstatné mohou
k produkci metanu prispivat i endosymbiocti prokaryoti prvokl obyvajicich zaplavena
ryzova pole (Schwarz & Frenzel, 2005), naproti tomu vétsSina sladkovodnich druhti se na
celkové produkci metanu podili jen nepatrné (napf. symbionti nalevnik@i Caenomorpha
sp., Heterometopus palaeformis, Plagiopyla sp., Cyclidium sp.) (Fenchel, 1993; van Hoek et
al., 2006).

Anaerobni prvoci maji potencidlni vyuziti i v cisténi odpadnich vod a
biotechnologiich (Priya et al, 2007; Hirakata et al, 2016). Nedavné studie naznacuji
dtlezitou roli anaerobnich a mikroaerofilnich protist (napt. néktefi zastupci rodi
Metopus, Cyclidium, Rhynchomonas, Menoidium nebo Bodo) v procesu biometanace -
preméné organickych latek pomoci anaerobnich mikroorganismi na bioplyny

(Prabhakaran et al., 2016).

2.2 SIRAN REDUKUJiCi BAKTERIE

Siran redukujici bakterie (SRB) jsou polyfyletickou skupinou prokaryotickych organism,
které vyuzivaji siran jako terminalni akceptor elektroni (Barton & Fauque, 2009). Jsou to

anaerobni organismy, nékdy tolerujici nizké koncentrace kysliku (Kjeldsen et al, 2004).
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Néjvétsi skupinu SRB tvori 8-proteobakterie (napt. rody Desulfovibrio, Desulfobacter,
Desulfobulbus, Desulfomicrobium), dale sem patifi zastupci tridy Clostridia (rody
Desulfotomaculum, Desulfosporosinus, Desulfosporomusa) nebo termofilni linie (napft. rod
Thermodesulfobacterium) (Muyzer & Stams, 2008). Mezi organismy schopné redukovat
sirany patfi i zastupci domény Archaea (napi. rod Archaeoglobus) (Thauer & Kunow,
1995). Metabolismus siran redukujicich bakterii je velmi rtiznorody, prokaryoti mohou
vyuZzivat Hz, acetat, laktat, butyrat, také dal$i mastné kyseliny nebo aromatické slouc¢eniny
(Muyzer & Stams, 2008).

Vyskytuji se vrozmanitych habitatech, hojné jsou zastoupeny v morskych
sedimentech, najdeme je také v hydrotermdlnich vétracich otvorech, sladkovodnich
habitatech s rtiznou hodnotou pH nebo cistickdch odpadnich vod (Sass et al, 1998;
Jeanthon et al, 2002; Mufdmann et al., 2005; Ben-Dov et al, 2007). Vyznamné se podileji
na kolobéhu siry a uhliku. Hraji jednu z hlavnich roli v degradaci organickych latek
v anoxickém prostfedi. Spolu s metanotrofnimi prokaryoty se vyznamné podili na
anaerobni oxidaci metanu (Orphan et al., 2001).
popsan pouze u moiskych anaerobli (Fenchel & Ramsing, 1992). Na rozdil od
metanogennich endosymbionti najdeme SRB prevdaZzné na povrchu bunky, tedy
v ektosymbiotickém vztahu. V nékolika pripadech byli symbionti urceni jako zastupci
tridy 8-proteobakterii (Edgcomb et al., 2011a; Orsi et al., 2012).
reduktazy (dissimilatory sulfite reductase), katalyzujici redukci sitic¢itand na sulfidy (Klein
et al, 2001). VétSina zkoumanych siran redukujicich prokaryot vsak podle sekvence 16S
rDNA spada mezi dosud nekultivované organismy. Diverzita téchto prokaryot je tedy
z velké Casti nepoznana (van der Wielen & Heijs, 2007). Pro blizsi uré¢eni symbiotickych
SRB pomoci metod fluorescencni in-situ hybridizace je potfeba navrhnout proby

specifické pro co nejvice linif této diverzni prokaryotické skupiny.
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2.3 MIKROBIALNI KOMUNITY: KOMPETICE NEBO KOOPERACE?

Anaerobni protisti mohou hostit endosymbiotické metanogeny i ektosymbiotické siran
redukujici bakterie zaroven. Tento jev byl zatim popsan pouze u moriskych anaerobi
(napt. nalevnik Metopus contortus) (Embley et al, 1992a; Fenchel & Ramsing, 1992).
Volné Zijici komunity téchto prokaryotickych skupin se navzajem vyrazné ovliviiuji, také
mezi nimi mizZe dochazet k mezidruhovému pienosu Hz, coZ je pravdépodobné i
v pripadé symbiontd.

V prostredich, v kterych jsou pritomny kromé CO: i jiné akceptory elektroni (Oz,
NOs3-, Fe3* nebo S042-), se metanogeneze v konkurenci se siran redukujicimi bakteriemi,
denitrikacnimi bakteriemi nebo bakteriemi redukujicimi Zelezo stava minoritnim
procesem. Metabolické cesty téchto prokaryot jsou termodynamicky vyhodnéjsi neZ
redukce CO2 na metan (Liu & Whitman, 2008). Siran redukujici bakterie také dokazi
vyuzivat vice typi substratii nez metanogeni (Muyzer & Stams, 2008) .

V prostifedi bohatém na sirany nemaji metanogeni Sanci konkurovat siran
redukujicim bakteriim. Metanogeneze muze dominovat pouze v prostiedich chudych na
sirany, ve sladkovodnich habitatech, travicim traktu savct, kde sirany v podstaté chybi,
nebo v urcitych oblastech moii, kde uz je vétsSina sirani spotiebovana diky ¢innosti siran
redukujicich bakterii (D’Hondt et al., 2002; Fenchel & Finlay, 2010). Metanogeneze je i v
mofrich diilezitym anaerobnim procesem, ale vétSina produkovaného metanu je postupné
oxidovana aZ na COz2, neunika tak do atmosféry (Liu & Whitman, 2008). Anaerobni oxidace
metanu probiha ve spolupraci metanotrofnich prokaryot a siran redukujicich bakterii
(Boetius et al., 2000).

Jak uz bylo zminéno, metanogenni symbionti anaerobnich protist mohou prispivat
k produkci metanu hlavné v morich a metanogeneze je v téchto habitatech minoritnim
procesem. Hostitelska burka prvoka vsak, v prostredi bohatém na sirany, funguje jako
utocCiSté pro metanogenni archebakterie. Metanogenni symbionti tak ve vnitfnim
prostiedi hostitele nemusi kompetovat se siran redukujicimi bakteriemi (Fenchel &
Finlay, 2010).

Kooperace mezi metanogeny a siran-redukujicimi bakteriemi mohla byt v dobé,
kdy byly hluboké oceany prevazné anoxické, tedy jesté pred jednou miliardou let (Anbar

& Knoll, 2002), ¢astou a stéZejni interakci (Hoffmeister & Martin, 2003). Mezidruhovy
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pfenos vodiku mezi metanogennimi archebakteriemi a siran redukujicimi
deltaproteobakteriemi byl moZna i pohonem pro vznik eukaryotické buiiky, jak

predpovida syntrofni hypotéza eukaryogeneze (Moreira & Lopez-Garcia, 1998).

3. Kooperace v anaerobnim prostredi

,Symbiosis is a much higher reflection of intelligent life.”
— Frederick Lenz

3.1 ZIVOT UVNITR BUNKY

Uvniti bunék anaerobnich protist ¢asto Ziji prokaryotické organismy. At uZ to jsou
Archaea nebo Bacteria, vSechny vyuzivaji substrat poskytovany hostitelem a prosperuji
ve vnitfnim prostfedi prvoka (Finlay & Fenchel, 1992). Vyznamnou skupinou
endosymbiontli jsou metanogenni archebakterie, obvykle jsou ale pritomni i
nemetanogenni prokaryoti (Finlay et al., 1991; Esteban et al., 1995). Kromé cytoplazmy
mohou prokaryoti obyvat i jadro a perinuklearni prostor hostitele (Bourland et al., 2014;
Schulz & Horn, 2015). O jadernych symbiontech volné Zijicich anaerobti toho ale stale
vime jen velmi malo (Walochnik et al., 2005).

Obecnym trendem v evoluci symbi6z v anoxickych prostiredich je blizka asociace
prokaryot s vodik produkujicimi organelami zvysujici efektivitu interakce (Embley et al.,
1992a). Neni tézké si predstavit, Ze v pripadé bakteriovornich organismii mohlo dojit
k iniku pozieného prokaryota z potravni vakuoly a naslednému osvojeni si Zivota
v cytoplazmé prvoka (Hackstein et al., 2004).

Je nutné zdaraznit, Ze u volné zijicich druhd anaerobnich prvoki byly tyto
endosymbiodzy bliZze zkoumany pouze u nalevnikl a nékolika malo dal$ich skupin. Navic i

v téchto pripadech existuje jesté rada nezodpovézenych otazek.

3.1.1 Metanogenni endosymbionti

Metanogenni Archaea jsou cCasti endosymbionti volné Zijicich anaerobnich prvokd.

Symbiont od prvoka ziskava produkty vodik generujicich organel, hlavné Hz a CO0z, a
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vyuziva je v procesu metanogeneze (Holmes et al., 2014). Sladkovodni nalevnik Metopus
es hosti acetotrofni metanogeny rodu Methanosaeta, kteti spolu s vodikem vyuZivaji i
acetat produkovany hydrogenosomy. Pro funkci hydrogenosomi a vodik produkujicich
mitochondrii je vyhodny nizky parcialni tlak vodiku v jejich okoli, a pravé odcerpavani
vodiku je pravdépodobné hlavni roli téchto metanogennich archebakterii (Bruggen et al.,
1985; Finlay & Fenchel, 1991a). Ackoli ne vSichni anaerobové, ktefi maji vodik
produkujici organely, hosti metanogenni endosymbionty, u nékterych druhli (napft.
anaerobni zastupci rodu Cristigera a vétSina bachorovych ndlevnikil) najdeme
nemetanogenni bakterie, které mohou vodik také od¢erpavat (Fenchel & Finlay, 1991b).
Pramalo se vi o tom, jakym zplisobem produkuji Hz prvoci postradajici vodik produkujici
organely (pf. améba rodu Pelomyxa), ale Fenchel & Finlay naznacili (2010), Ze by tuto roli
mohli zastavat endosymbiotiCti prokaryoti schopni produkce vodiku. Mezi obéma
ucastniky symbidézy pravdépodobné probihd i vyména dalSich metaboliti (Fenchel &

Finlay, 1991b; Edgcomb et al,, 2011a).

Obr. 2. Metanogenni endosymbionti v riizném uspordddni v burice prvoka. a) Stridajici se hydrogenosomy
(tmavsi) a metanogenni endosymbionti u nalevnika Plagiopyla frontata; b) Komplex metanogennich
archebakterii a hydrogenosomi u nalevnika Cyclidium porcatum; c) Nepravidelné tvarovani metanogeni
v blizké asociaci s hydrogenosomy u nalevnika Trimyema sp.. Méritko: 0,5 pm. (Fenchel & Finlay, 2010)

V pripadé volné Zijicich anaerobnich prvokt jsou symbionti Casto v tésné asociaci s vodik
produkujicimi organelami, uspoiradani symbionti v hostitelské burice se v§ak miiZe velmi
lisit. Prokaryoty najdeme v cytoplazmé jednotlivé, nékdy jako retizky nékolika bunék
(Broers et al., 1990). Endosymbionti mohou byt rozmisténi v ramci celé buriky hostitele
(napt. Pelomyxa palustris, Mastigella sp., Heterometopus palaeformis) (van Bruggen et al.,
1985; van Bruggen, 1988; Finlay & Fenchel, 1991a). Naproti tomu u nékolika nalevnika
z tiidy Plagiopylea (Plagiopyla frontata, P. minuta, Lechriopyla mystax) jsou symbionti
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uspoiadani stiidavé s hydrogenosomy a tvoii charakteristické uskupeni, viz. Obr. 2
(Fenchel & Finlay, 1991c; Berger & Lynn, 1992). Sladkovodni druh nalevnika Cyclidium
porcatum hosti metanogenni symbionty i blize neurCené tycinkovité bakterie, ktefi
v burice obklopuji hydrogenosomy a spole¢né tvori charakteristické komplexy viz. Obr. 2
(Clarke et al., 1993).

I poCet metanogent v buiice se u riznych druhd prvokl velmi lisi. Z ¢asti miiZe pocet
korelovat s velikosti bunky prvoka, a to pokud srovname relativné drobny heterolobosni
druh Psalteriomonas lanterna (bic¢ikaté stadium kolem 30 pum) scca 200 symbionty
uspoiadanymi v centru burniky (Broers et al., 1992) a sladkovodni amébu rodu Mastigella
(vicenez 100 um) s az 22 000 metanogeny na butiku (van Bruggen et al., 1985). Na druhou
stranu i zastupci stejného rodu se mohou vpocCtu symbionti vyrazné odliSovat.
Srovname-li dva zastupce nalevnikt rodu Metopus, druh Metopus es s cca 800 metanogeny
na bunku (Narayanan et al., 2009) s druhem Metopus contortus s cca 4500 symbionty na
bunku (van Bruggen et al., 1986).

Moftsky nalevnik Metopus contortus hosti morfologicky riiznorodé endosymbionty,
tyc¢inkovité volné v cytoplazmeé a diskovité v izkém napojeni na hydrogenosomy (Embley
et al, 1992a). Na druhé strané nalevnik druhu Plagiopyla frontata ma v cytoplazmé
vyhradné diskovité endosymbionty tésné prichycené k hydrogenosomtim. Blizka asociace
s hydrogenosomy u P. frontata nejspiS naznacuje evoluc¢né pokrocilejSi stav vyvoje
symbidzy (Finlay & Fenchel, 1991b), porovname-li situaci s ptritomnosti polymorfnich
endosymbiontli u druhu M. contortus. Rozmisténi ty¢inkovitych symbionti prevazné
volné v cytoplazmé u sladkovodniho nalevnika druhu Heterometopus palaeformis pak
pravdépodobné zachycuje rany evolucni stav symbidzy (Esteban et al., 1995). Asociace
s vodik produkujicimi organelami je tedy adaptaci, ktera symbiontim umoznuje co
nejlépe zachytit Hz diive, nez volné difunduje vné burniky. V pripadé symbiotické interakce
u nalevnika druhu Cyclidium porcatum maji hydrogenosomy dokonce specifické
invaginace, které slouzi k tésnéjSimu napojeni metanogenti (Clarke et al., 1993).
Vertikdlni prenos endosymbiontd, jejich schopnost prezit v cystach hostitele i jejich
napojeni na zivotni cyklus prvoka (Fenchel & Finlay, 1991c; van Hoek et al., 2000) ukazuji
na dlouhodoby vyvoj téchto asociaci. Obligatnost téchto interakci vS§ak dosud neni uplné
objasnéna. Po dlouhodobé kultivaci mohou prvoci endosymbionty ztratit (Wagener &

Pfennig, 1987; Shinzato & Kamagata, 2010). Zda se, Ze prvoci, ktefi endosymbionty
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ztratili, obecné nemohou byt reinfikovani volné Zijicimi metanogeny (Broers et al., 1992),
i presto, Ze se to vjednom piipadé u nalevnika druhu Trimyema compressum povedlo
(Wagener et al.,, 1990).

Volné Zijici anaerobové hosti riizné druhy prokaryot. V mnoha ptripadech vsak byli
symbionti popsani pouze na zakladé morfologie a ultrastruktury, vyzkum pomoci
modernich metod je tedy potfebny pro jednoznacné urceni symbionta. Podle
ultrastruktury byl metanogenni symbiont nalevnika Metopus striatus urcen jako druh
Methanobacterium formicicum (van Bruggen et al., 1984), o deset let pozdéji se vSak diky
pouziti pokrocilejSich metod ukazalo, Ze se jedna o dosud nepopsaného metanogena
(Embley & Finlay, 1994).

Hostitelské spektrum u volné zijicich anaerobi je velmi Siroké (Esteban et al,
1993). Blizce ptibuzni prvoci mohou hostit odliSné druhy endosymbiontt. U zastupci
rodu Metopus bylo detekovano spektrum metanogennich druhd, mezi endosymbionty
patii zastupci pribuzni rodim Methanobacterium (Ffad Methanobacteriales),
Methanocorpusculum (fad Methanomicrobiales), Methanosaeta (fad Methanosarcinales)
a Methanoregula (fad Methanomicrobiales) (Embley et al, 1992b, 1992a; Narayanan et
al, 2009; Hirakata et al., 2015). [ presto, Ze jsou symbionti do dalSich generaci obecné
predavani vertikdlnim pirenosem, muselo v pribéhu evoluce symbiéz nékolikrat dojit
k horizontalni vyméné jednoho symbionta za jiny druh (van Hoek et al.,, 2000). Zaroven i
nepribuzné druhy mohou hostit blizce pfibuzné metanogeny, coz dokazuje pritomnost
metanogenniho symbionta blizce ptibuzného druhu Methanocorpusculum parvum u dvou
nepiibuznych nalevnikl z odliSnych habitatli - moiského druhu Metopus contortus a
sladkovodniho zastupce Trimyema sp. (Embley et al., 1992a; Finlay et al., 1993). Zda se
tedy, Ze hostitelska specifita metanogennich endosymbiontti je velmi mala a metanogenni
Archaea jsou generalisté schopni Zit v symbiotickém vztahu s riiznymi hostiteli.

Fylogenetickd pozice prokaryotickych symbiontli pravdépodobné Kkoreluje
s prostredim, jaké prvok obyva, a symbionti jsou obecné blizce pribuzni volné Zijicim
metanogentim (Esteban et al, 1993; van Hoek et al, 2000). Ptibuznost volné Zijicim
metanogentim naznacuje i netiplnd genomova sekvence endosymbiotického metanogena
(Methanobacterium formicicum) archaméby druhu Pelomyxa palustris (Gutiérrez, 2012).
Presto podle fylogenetickych analyz vime, Ze se endosymbionti od volné Zijicich zastupct

liSia pravdépodobné nikdy nejsou s volné Zijicimi metanogeny totozni (Clarke et al., 1993;
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Fenchel & Finlay, 2010). Metanogeni se mohou od volné Zijicich zastupcli odliSovat i
morfologicky. U nalevnika druhu Metopus contortus pravdépodobné dochazi ke ztraté
bunécné stény endosymbionta (Finlay & Fenchel, 1991b; Embley et al, 1992a).
Endosymbionti nalevnika rodu Trimyema si sice ponechavaji bunécnou sténu, ale tvoii
specifickou hvézdicovitou strukturu viz. Obr 2. (Embley & Finlay, 1993).

Je tedy zrejmé, Ze kzisku endosymbiotickych metanogenti doSlo nékolikrat
nezavisle na sobé a v pribéhu adaptace na specifické habitaty muselo alespon jednou
dojit k nahrazeni jednoho symbionta jinym druhem (van Hoek et al, 2000). Vyzkum
symbioéz mezi volné Zijicimi anaeroby a metanogeny nas utvrzuje v tom, Ze u téchto
interakci nejsou znamy obecné trendy a snaha o shrnuti dosavadnich znalosti se stale

omezuje pouze na popis jednotlivosti.

3.1.2 Nemetanogenni endosymbionti

Mnoho anaerobnich protist hosti kromé metanogennich archebakterii i dal$i prokaryoty
(Finlay et al., 1991). Znalost téchto endosymbiontl je zatim velmi omezena, ve vétsSiné
pripadli zname pouze morfologii a ultrastrukturu prokaryot (van Bruggen et al., 1983;
Goosen et al., 1990). Blizsi studie vSak naznacuji, Ze diverzita téchto prokaryot je velka. U
moiského nalevnika Strombidium purpureum jsou pritomny purpurové nesirné bakterie
ptribuzné rodu Rhodopseudomonas (Bernard & Fenchel, 1994). V anoxickém prostiedi s
pristupem svétla se tito prvoci chovaji jako fototrofni anaerobové, protoze vyuzivaji
endosymbiotické bakterie, které odebiraji H2 a organické latky a provadi anoxygenni
fotosyntézu. V kyslikatém prostredi nebo ve tmé preZivaji jako mikroaerofilni diky
oxidativni fosforylaci (Fenchel & Bernard, 1993). Spolu s metanogeny jsou v cytoplazmé
nalevnika Metopus sp. pritomni i bakteridlni symbionti druhu Clostridium
aminobutyricum (Hirakata et al.,, 2015). I u dalSiho zastupce rodu Metopus, druh Metopus
yantaiensis, najdeme endosymbionty z fadu Clostridiales (Omar et al, 2017). U tohoto
druhu navic najdeme dal$i prokaryoty, jedna se o tzv. bakterie odolavajici traveni
(digestion-resistant bacteria, DRB), u kterych zatim neni jasné, zda se jedna o symbionty
nebo o0 mozZné parazity. Dominantu zde tvorfi a a y-proteobakterie, které byli objeveny i u
jinych protist (Gong et al., 2016).

Mnohonasobnych endosymbi6z zname celou radu. Mikroaerofilni nalevnik blizce
ptibuzny druhu Parduzcia orbis hosti, kromé metanogennich endosymbiont{i, dva druhy
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siran redukujicich bakterii, navic také dva bakteridlni symbionty, nejspiSe jednoho
zastupce tridy Bacteroidetes a jeden metanotrofni druh (Edgcomb et al., 2011a). VySe
zminéni symbionti vyuzivaji odliSné metabolické drahy zahrnujici mimo jiné redukci
sfranu, metanogenezi nebo metanotrofii. Mnohonasobné symbidézy pak naznacuji
vzajemné metabolické interakce mezi jednotlivymi organismy, které jsou u

prokaryotickych komunit dobie zndmé (Morris et al., 2013).

3.2 ZIVOT NA POVRCHU BUNKY

Kromé endosymbiotickych prokaryot anaerobni prvoci mnohdy hosti také
sedimentii z venezuelské Cariaco Basin, Edgcomb et al. (2014) pozorovali, Ze vice nez 90
% zkoumanych anaerobnich nalevniki hosti ektosymbiotické prokaryoty, na rozdil od
vzorki z kyslikatého prostiedi, kde tyto interakce nebyly pozorovany. Ackoli se zda, Ze
ektosymbiotické asociace jsou mezi anaeroby velmi casté, o bliZ$i povaze téchto
symbiotickych prokaryot vime stale velmi malo (Bernhard et al., 2000; Gast et al., 2009).
Studium ektosymbionti je obtizné také z diivodu mozné disociace symbiont z povrchu
pfi manipulaci s buttkami (Edgcomb et al., 2011b).

Nékteii endobioticti prvoci, napt. bicikovci Zijici ve strevech termiti hosti
ektosymbionty z riznych prokaryotickych skupin, napt. spirochéty u prvoka Mixotricha
paradoxa (kmen Metamonada) (Wenzel et al., 2003) nebo zastupce linie Bacteroidetes u
oxymonady Streblomastix strix, (Noda et al., 2006), u nékterych bachorovych nalevnikl
jsou vsak ektosymbionti i metanogenni archebakterie (Stumm et al, 1982). Epibioticti
prokaryoti volné Zzijicich protist jsou vSak hlavné nemetanogenni bakterie zrtiznych
prokaryotickych skupin. Ektosymbiotické interakce se vyskytuji hlavné u moiskych
prvoki (Epstein et al., 1998), vyjimku tvoii sladkovodni druhy zijici v prostredi bohatém
na slouceniny siry (napft. nalevnik Caenomorpha medusula) (Finlay et al, 1991). U
nékolika anaerobl byli ektosymbionti popsani jako siran redukujici bakterie (napf-.
nalevnici Metopus contortus, Caenomorpha levanderi) (Fenchel & Ramsing, 1992).
Pravdépodobné je tomu tak i u dalSich motskych protist (Fenchel & Finlay, 2010). BliZsi

identifikace prokaryot pomoci fluorescentni in situ hybridizace urcila v nékolika
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pripadech ektosymbiotické SRB jako zastupce tiidy 6-proteobakterii (Orsi et al.,, 2012).
Nicméné, at' uz jsou symbionty metanogeni uvnitt buniky nebo siran redukujici bakterie
na povrchu buriky, jejich hlavni vyhoda pro hostitele je stejna. Podileji na od¢erpavani Hz
a jinych organickych latek, které jsou produkovany prvokem, a zvysuji efektivitu jeho
metabolismu (Fenchel & Finlay, 2010; Hamann et al., 2016).

Siran redukujici bakterie rozhodné nejsou jedinymi ektosymbiotickymi
prokaryoty anaerobnich protist, u velké vétsiny vSak dosud nezndme sekvenci 16S rDNA.
Zname prevazné jen jejich morfologii, symbionti byli jen v nékolika pripadech pomérné
presné identifikovani pomoci fluorescencni in situ hybridizace se specifickymi
fluorescen¢nimi oligonukleotidovymi prébami. Dva zastupci exkavatnich bicikovcl
z kmene Euglenozoa (Calkinsia aureus, Bihospites bacati) hosti autotrofni ektosymbionty
oxidujici sulfidy, ktefi byli pomoci metody catalyzed reporter deposition in situ
hybridizace (CARD-FISH) identifikovani jako e-proteobakterie rodu Arcobacter (Edgcomb
et al, 2011b). DalSi zastupce rodu Arcobacter byl urcen jako ektosymbiont nové
popsaného améboidniho flagelata ze skupiny Breviatea (Lenisia limosa). Tento
ektosymbiont odCerpava vodik z okoli anaerobnich derivati mitochondrii podobné, jako
to délaji metanogenni endosymbionti. Ektosymbiont v tomto pripadé dokaZe ovlivnit
genovou expresi hostitele. V neptritomnosti ektosymbionta produkci vodiku u druhu L.
limosa katalyzuje ferredoxin-dependentni hydrogendza. U tohoto druhu vsSak byla
objevena dalsi hydrogendaza, specificki NADH-dependentni fizni hydrogenaza, ktera je
aktivni pouze v pritomnosti ektosymbionti a kterd znacné zvySuje -efektivitu
metabolismu (Hamann et al., 2016).

Ektosymbionti mohou byt prichyceni v invaginacich povrchu hostitele (napft. u
nalevnika Parablepharisma pellitum) (Fenchel et al., 1977). Nékdy jsou ektosymbionti
zanoreni v prohlubnich na povrchu buriky vétSinou svého povrchu (napf. u nalevnika
Geleia fossata) (Epstein et al, 1998). O predpokladané metabolické interakci mezi
symbiontem a hostitelem svédci i fakt, Ze v mnoha pripadech jsou tyto invaginace na
povrchu bunék v kontaktu s anaerobnimi derivaty mitochondrii uvnitr bunky (Edgcomb

etal, 2011b; Fokin, 2012).
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Obr. 3. Ektosymbioticti prokaryoti a jejich prichyceni na buriku hostitele. a) Ektosymbionti v asociaci

s hydrogenosomy (elektrondenzni struktury) u nalevnika Cristigera vestita; b) Ektosymbionti ukotveni
kolmo na povrch buiiky v invaginacich pelikuly nalevnika Parablepharisma pellitum a jejich napojeni na
hydrogenosomy; c) Ektosymbionti u nalevnika Metopus contortus sedici podélné na povrchu buriky.
Méritko: 0,5 pm. (Fenchel & Finlay, 1991b)

Ackoli mohou prvoci nékteré z ektosymbiontt stravit, neslouzi prokaryoti jako vyznamny
zdroj potravy (Finlay & Fenchel, 1991a). Vyjimkou je mikroaerofilni nalevnik rodu
Kentrophoros, ktery si na svém povrchu ,péstuje” bakterie, kterymi se Zivi (Fenchel &
Finlay, 1989).

0 zptsobu, jakym jsou ektosymbionti ukotveni na povrchu buiiky prvoka, se vi
malo. Na Obr. 3 vidime, Ze na povrch buniky mohou byt pfichyceni kolmo (napft. u
nalevnikl Parablepharisma pellitum, Metopus vestitus) i podélné (napt. Metopus contortus,
Calkinsia aureus, Bihospites bacati) (Fenchel et al., 1977; Esteban et al., 1995; Edgcomb et
al, 2011b). U mnoha nélevnikli (napi. Metopus, Sonderia a Caenomorpha spp.) nejsou
symbionti ukotveni v invaginacich buiiky, mohou vSak byt obaleni vrstvou mukusu, ktera
muze pomahat jejich prichyceni na povrch hostitele. Ektosymbionti druhu Metopus
vestitus jsou obaleni azZ v 1,6 um tlusté vrstvé mukusu (Fenchel et al., 1977). U oxymonady
Streblomastix strix, kterd obyva strevo termitii, jsou ektosymbionti k hostitelské burce
prichyceni ,jemnymi vlakny“ pripominajicimi glykokalyx (Leander & Keeling, 2004).

Zajimavym pripadem je ektosymbiont rodu Arcobacter, popsany u vySe zminéného
améboflagelata Lenisia limosa, ktery k osidleni povrchu hostitele nejspis vyuzil specifické
»virulentni“ proteiny, vazajici se pravdépodobné na fibronektin typu IlII, diive popsané u

patogennich druht rodu Arcobacter (Ferreira et al., 2016; Hamann et al., 2016).
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Mikroaerofilni bi¢ikovec Bihospites bacati (Symbiontida, Euglenozoa) hosti kromé
bakteridlnich ektosymbiontli, podélné prichycenych na povrchu bunky, i kulaté
epixenosomy, epibiotické bakterie s extrusivnim aparatem, které byly identifikovany jako
zastupci linie Verrucomicrobia viz. Obr. 4 (Breglia et al., 2010). Epixenosomy, ptivodné
popsany u aerobniho nalevnika Euplotidium itoi (Hypotrichia) (Verni & Rosati, 1990;
Petroni et al., 2000), slouZi po vystireleni obsahu extrusivniho aparatu jako obrana proti
predaci, podobné jako jejich eukaryotické analogy, extrusomy. B. bacati je zatim jedinym
znamym mikroaerofilnim druhem, ktery tyto epibiotické bakterie na svém povrchu hosti.
Ackoli blizce pribuzny bicikovec Calkinsia aureus ma na svém povrchu bakterialni

ektosymbionty, epixenosomy prekvapivé nema (Yubuki et al., 2009).

Obr. 4. Ektosymbiocti prokaryoti ze skenovaciho mikroskopu. a) Bihospites bacati (Euglenozoa)

s ty¢inkoviymi symbionty (bila Sipka) a s kulatymi epixenosomy (¢erna Sipka). Méritko: 15 pm; b)
Ektosymbionti tyCinkovitého tvaru (bila Sipka) podélné prichyceni na nalevnikovi z podtiidy
Scuticociliatia. Méritko: 3 um; c) Nalevnik Kentrophoros fistulosus (Karyorelictea) s ektosymbiotickymi
bakteriemi na dorsalni strané téla. Méritko: 20 um. (Upraveno z Foissner, 1995; Yubuki et al., 2010; Orsi et
al, 2012)

Fylogeneticky vztah mezi bakteridlnimi ektosymbionty téchto vyse zminénych zastupci
kmene Euglenozoa (Bihospites bacati, Calkinsia aureus) naznacuje koevoluci symbionta s
hostitelem (Edgcomb et al., 2011b). O koevoluci u jinych protist s ektosymbionty nevime

skoro nic. Nékolik morskych zastupct hlistic (kmen Nematoda) hosti kromé jednoho
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druhu ektosymbiotickych prokaryot i dva druhy endosymbiotickych prokaryot.
Fylogeneticka analyza téchto symbiontl odhalila, Ze jeden z endosymbionti je piribuzny
ektosymbiotickému druhu (Polz et al.,, 1994). Nabizi se tedy otazka, zda miiZe byt Zivot na
povrchu buriky predpokladem pro prinik symbionta do cytoplazmy prvoka, tzn. pro

vznik endosymbiézy (Rosati, 2004).

Zaver

Tato prace shrnuje dosavadni poznatky o symbidzach volné Zijicich anaerobnich prvoki
s prokaryoty. Anaerobni protisti jsou zajimavé organismy obyvajici nehostinné prostredi
anoxickych habitatl. Nedavné studie naznacuji moZnou roli anaerobnich protist
v biotechnologiich, vyzkum téchto organismii by tedy mohl mit v budoucnu i praktické
uplatnénti.

Symbiéza je Castou evoluc¢ni strategii eukaryot, kterd jim umoZiiuje ziskat nové
biochemické moZznosti a dalsi dllezité vyhody. Symbi6zy mezi prvoky a prokaryoty jsou,
da se rici, vSudypritomné, nase znalosti jsou ale stdle velmi omezené. Pied objevem
sekvenovani a dasich modernich metod se znalost symbionti omezovala pouze na jejich
morfologii, pravé proto v nékterych starSich publikacich autofi identifikuji symbionty
pouze podle morfologie a ultrastruktury. Revize taxonomie je tedy potrebna a pomohla
by osvétlit problematiku symbiotickych interakci, nejen u anaerobnich protist.

Studium symbiotickych asociaci v laboratornich kulturach pomoci metod, jako je
napft. fluorescencni in situ hybridizace, v kombinaci s fylogenetickymi studiemi, nam
pomohou lépe pochopit symbiotické vztahy mezi protisty a prokaryoty. V poslednich
letech se nabizi vyuziti dalsich modernich metod, napt. sekvenovani nové generace,
single-cell genomiky nebo transkriptomiky.

Jednim z dlivodi omezenych znalosti symbidz je i netispéSna kultivace protist a
jejich symbiontd v mnoha laboratotich. Jednim z pracovist, kde se dlouhodobé dari
kultivovat velké mnoZstvi anaerobnich protist z celého svéta, je Prirodovédecka fakulta
Univerzity Karlovy. V budoucnu bych rada prispéla krozsireni této sbirky kultur a
zapojila se do vyzkumu symbiotickych interakci mezi anaerobnimi protisty a prokaryoty

na nasi fakulté.
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