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Abstrakt

Termiti a dfevokazni §vabi jsou celosvétoveé uspéSnymi skupinami hmyzu piedevsim diky
jejich schopnosti efektivné travit lignocelulozu. V jejich stfevé se v pritbé¢hu dlouhé evoluce
utvoril komplexni ekosystém, ve kterém je zapojena Siroka Skala mikroorganizmt. Mnohé
skupiny prvoki i prokaryot nalézdme vyhradné v tomto unikatnim prostiedi a v laboratornich
podminkach je neni mozné kultivovat. Stejn¢ tak, jako niz$i termiti nemohou pfezivat bez
svych eukaryotickych endosymbiontil, Uzké vazby panuji i mezi jednobunéénymi eukaryoty a
prokaryotickymi bunikami kolonizujicimi jejich cytoplazmu i plazmatickou membranu.
Pocetné kmeny bakterii se podileji na fixaci a maximdlnim zuzitkovani dusiku, syntéze
mnohych aminokyselin, kofaktori a vitamini i na degradaci lignocelulozy. Prokaryota
z domény Archea sehravaji kliCovou roli pfi zévérecnych fazich fermentace lignocelulozy
zuzitkovanim koncovych produkti pfi metanogenezi. K pochopeni téchto d&ji vyrazné

ptispivaji metagenomické studie.

Kli¢ova slova: Ektosymbionti, endosymbionti, Bacteria, Archea, Svabi, termiti, trdveni

celulozy

Abstract

Termites and wood-eating cockroaches are worldwide successful especially because of their
ability to digest lignocellulose efficiently. After a long period of coevolution a complex
ecosystem of diverse microorganisms was established in their hindgut. A lot of lineages of
flagellates live solely within this unique environment and it is impossible to cultivate them in
vitro. As termites are unable to survive without their eukaryotic endosymbionts, also protists
are strongly linked to prokaryotes colonizing their cytoplasm and cytoplasmic membrane.
Numerous phyla of bacteria participate in nitrogen fixation and efficient nitrogen utilization,
synthesis of amino acids, cofactors and vitamines. Some of them take part in the degradation
of lignocellulose. Representatives of another domain of prokaryotes, Archea, are important in
the final stages of lignocellulose fermentation, because they utilize the produced hydrogen gas
in a process of methanogenesis. Large part of our knowledge about the composition and

function of the termite gut biota was acquired thanks to metagenomic studies.

Key words: Ectosymbionts, endosymbionts, Bacteria, Archea, cockroaches, termites,

cellulose digestion
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1 Uvod

Endosymbionti — organizmy, které ziji uvnitf téla jiného (hostitelského)
organizmu — hraji vyznamnou roli v travicim traktu naprosté vétSiny bylozravci napiic
celou zivocisnou fisi. Jsou nepostradatelni pii zpracovani pfijimané potravy. Krasny
priklad mutualistické symbidzy nachdzime u kiecka Stephensova (Neotoma stephensi),
ktery konzumuje vyhradné semena ¢i listy jalovce. Tyto ¢asti vSak obsahuji velké
mnozstvi toxint, které by byly pro jeho jatra piili§ velikou zatézi. Vyporadat se s t€mito
sekunddrnimi rostlinnymi metabolity mu pomdhd pravé specializovana stfevni
mikroflora (Sorensen, Turnbull a Dearing 2004).

Mikroorganizmy, pfitomné at’ uz ve stfevech ¢i zaludku, se podileji predevsim
na traveni obtizné¢ zpracovatelnych rostlinnych polysacharidli (celuldzy, hemicelulézy,
pektinu) a ligninu. Z téchto latek ma nejvétsi podil na stavbé rostlinnych pletiv celuldza.
Ta vytvati obrovské struktury spojenim stovek molekul D-glukézy B (1-4)
glykosidovymi vazbami do vldken (linedrni polymer) a déale do mikrofibril —
kompaktnich svazkl po 36 vlaknech. Jen malo organizmili produkuje enzymy schopné
provést energeticky vysoce naro¢nou hydrolyzu této odolné a ve vod€ nerozpustné
organické slouceniny. Moznost stravovat se vyhradné potravou rostlinného ptvodu
ziskava mnoho ZzivocCichii az po utvoreni asociace s celulolytickymi organizmy, jako
jsou nejrizngjsi typy bakterii, hub ¢i prvoki, které disponuji celuldzami (rodinou
enzymu schopnych hydrolyzovat glykosidové vazby v celuloze).

Typickymi Zivocichy hosticimi ve svych tutrobach mikroorganizmy s témito
schopnostmi jsou napiiklad pfezvykavci (Ruminantia). V jejich bachoru (rumen) sidli
jak cetné skupiny striktné¢ anaerobnich prokaryot (Bacteroides, Clostridium,
Ruminococcus, Methanobacterium), tak prvokll (Entodiniomorpha: Ophryoscolex a
Entodinium, Vestibuliferida) nebo hub (Chytridiomycota: Neocallimastix). Jejich
pomoci mohou hostitelé vyuzit 30 — 40 % polysacharidi ze své stravy (Puniya, Singh a
Kamra 2015).

Mnohem U¢innéjsi systém traveni vSak maji niz$i termiti a dievokazni Svabi.
Za pomoci endosymbiontl zuzitkuji témet vSechny slozky své vétSinou nepftilis pestré
potravy. Zaroven se fadi mezi nevelkou skupinu Zivocichi, kteti disponuji 1 vlastnimi
celulazami. Ve své bakalaiské praci bych rada shrnula vyznamné dosavadni poznatky
o této skupiné hmyzu s diirazem na diverzitu prokaryot Zijicich v symbidze se sttevnimi

prvoky a roli téchto organizmi v ekosystému stiev.



1.1 Proc zkoumat termity a jejich endosymbionty

Mikroorganizmy nalézajici se v travicim ustroji termitd spadaji do vSech tii
domén — Eukaryota, Bakterie i Archea. Jejich vice nez 100 miliont let dlouha koevoluce
v téle termitd je dolozena naptiklad fosilnim nalezem termita z celedi Kalotermitidae
ze spodni kiidy (Wier et al. 2002; Poinar 2009). Diky piitomnosti pestré mikrobioty se
mohou odehravat ve stievech tohoto hmyzu cetné procesy vcetné degradace
lignoceluldzy, fixace dusiku, recyklace dusiku z kyseliny mocové, metanogeneze a
udrzovani nizkého reduk¢niho potencidlu (Breznak 2000). Pfinos konkrétnich prevazné
bakteridlnich linii na mechanizmy metabolizmu je objasnén zatim jen v né€kolika
pfipadech. VSechny dalSi poznatky tak mohou byt velmi prospé€$né pro vyvoj
biotechnologii vyuzivajicich nékteré z vyse uvedenych procest.

Vzhledem ktomu, ze celuléoza je nejhojnéjSim, avSak zaroven jednim
z nejodolnéjSich biopolymert v biosféfe, jsou v hospodarstvi tendence k jejimu co
nejlepS§imu  zuzitkovani. Proto se hledaji cesty uc¢inné biotechnologické degradace
celulozy. Jednou znich je naptiklad izolace celulolytickych gent z bakterii, ale i
z eukaryot, snaslednym zaclenénim do dalSich organizml (napt. Saccharomyces
cerevisiae). Tyto organizmy s U€inngjSi celulazovou aktivitou se pak mohou podilet
napiiklad na biokonverzi lignocelulézového odpadu (pouzitého papiru, prebytkl
drevarstvi, zemé&dé€lstvi) na bioethanol (kapalné biopalivo vyrabéné pomoci
alkoholového kvaSeni), kdy dochézi k vyuziti celulozové slozky biomasy (Balat 2008;
Calova 2015).

PrestoZe prokaryota ve stfevech termitli nehraji konkrétné pfi traveni celulozy
tak esencidlni roli, jak se dlouhou dobu ptedpokladalo, celulolytické geny néckolik
zastupcl prokaryot z rodi Clostridium, Fibrobacter i Bacillus skutetné koduje
(Wenzel et al. 2002). Moznost uplatnéni v biotechnologiich se naskyta i dal§im termitim
endosymbiontim. Bakterie byvaji katalyzatory mnoha metabolickych reakci a jejich
geny mohou byt potencidlnim zdrojem primyslové vyuZitelnych enzymi. Diky
metagenomice a ostatnim modernim metodam je mozné geny ziskat, aniz by musel byt
organizmus kultivovan (Thomas, Gilbert a Meyer 2012). Nékteré linie metanogennich
archei se jiz vyuzivaji pfi €isténi odpadnich vod nebo pfi vyrobé bioplynu (Tabatabaei et
al. 2010).

Se schopnosti stravit prakticky cokoli, co je rostlinného ptivodu, vcetné
pestovanych plodin a stromt, a diky jejich kosmopolitnimu vyskytu, jsou termiti
obavanym nepfitelem zemédélct i lesnikti. Svou ¢innosti ohrozuji cenné dievéné stavby
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i knihy. Na boj s termity jsou proto ro¢n¢ vynakladany desitky miliard dolar. Za
Skiidce vSak muze byt povazovan jen zlomek z jinak druhové pocetné skupiny termitt
(napt.: Reticulitermes a Coptotermes). Celkovy piinos tohoto hmyzu k fungovani
ekosystému je spise pozitivni.

Kolonie termitli vyrazné piispivaji k dekompozici odumielého organického
materidlu v riznych fazich humifikace. Chemickeé latky ziskané z celul6zy a rostlinného
detritu se tak mohou dostat zpét do ekosystému prevazné ve forme tél termitti. Termiti
maji také pozitivni vliv na krajinu. Jejich rozsahly systém chodeb v ptidé umoziuje
destové vode vsaknout se hloubéji a snizuje tak rychlost odtoku vody z krajiny a erozi
pady. Casto diskutovany je vliv termitd na globalni oteplovani vhledem k jejich
schopnosti produkovat sklenikové plyny CO, a CHy4 (Sugimoto, Bignell a MacDonald
2000).

2  Termiti a difevokazni Svabi

Teprve v nedavné dobé bylo prokdzano, ze termiti jsou vnitini skupina
dfevokaznych Svabl (Inward, Beccaloni a Eggleton 2007). Prvnimi naznaky blizké
ptfibuznosti byla morfologicka podoba jejich nymf, pohlavnich jedincl a zaroven
eukaryotickych 1 prokaryotickych endosymbiontii. Pozornost vzbudilo pfedevsim to, Ze
dievokazny $vab rodu Cryptocercus ma stejné tak jako nejprimitivnéjsi skupina termiti
- Mastotermitidae - v bunikach tukového telesa (mycetocytech nebo bacteriocytech)
usidlené bakterie rodu Blattabacterium (Obr. 1 - B). K ur€eni blizké ptibuznosti mezi
termity a dfevokaznymi Svaby rodu Cryptocercus doSlo nésledné na zakladé
molekuldrné fylogenetickych studii. Usuzuje se, ze rod Cryptocercus je dokonce
pfibuznéjsi termitim neZ ostatnim druhlim $vabu (Eggleton 2001). K odd¢leni termith
doslo zhruba pted 140 az 160 miliony let (Zhang a Leadbetter 2012).

Jiz prapiedek dievokaznych Svabu a termitlh — zastupce skupiny Dictyoptera —
ziskal vyhodu oproti svym nejbliz§im piibuznym v podobé vytvofeni mutualistické
symbidzy s mikroorganizmy schopnymi nejen traveni lignocelulozy (Obr. 1 - A).
Praptedek tak mohl vyuzivat nové potravni zdroje, nebo ty dosavadni 1épe zuzitkovat.
Stalo se tak pravdépodobné v diisledku koprofagie. Cetnym bakteriim a protistim, ktefi
Jiz vykaly bylozravcii osidlovali a €inili je tak pro hmyz stravitelnéjSimi, vyhovovaly
stabilni podminky uvnitt zadniho stieva detritovora. Piedev§im dvé hlavni skupiny

prvokl (Parabasalia a Oxymonadida) se tak staly nedilnou soucéasti metabolizmu tzv.



niz8ich termitl. Metanogenni archea, bakterie (pfevazné spirochéty) jsou od té doby
typickou soucasti intestindlniho traktu vsech pozd¢ji oddélenych skupin hmyzu (Bandi
et al. 1995).

V procesu nasledné koevoluce s mikroorganizmy hrala vyznamnou roli
proktodedlni trofolaxe, tj. konzumace exkrementli ostatnich termitti. Pomoci tohoto
procesu dochazi k osidleni stfeva mladych jedinci endosymbionty. Bézny jev je to i
u dospélych jedincu, ktefi tak jesté¢ vice zefektiviiuji piijem vSech potfebnych latek
pritomnych v jejich chudé stravé. U skupin Svaba, které nejsou socialni, vytvari prvoci
vychazejici spolu s exkrementy z téla cysty. V nich pieckaji nepiiznivé obdobi mimo
svij tradicni habitat, nez se dostanou spolecné¢ s potravou do téla nového hostitele
(Nalepa, Bignell, a Bandi 2001).

Dal$im vyznamnym bodem ve vyvoji termiti byla ztrata bicikatych
eukaryotickych endosymbionti a stim uzce souvisejici zména stravy. Puvodné
prevazné lignocelulozu (dievo, suché trava) konzumujici termiti rozsitili sviyj jidelnicek
o vyrazné pestiejsi a stravitelnéjsi pidni substrat (Obr. 1 - C). Pied 50 aZ 80 miliony let
tak vznikla nova skupina termiti — ¢eled’ Termitinae, tradicné nazyvana téz vyssi termiti
(Xinning Zhang a Jared R. Leadbetter 2012). I vyssi termiti vyuZzivaji mikroorganizmy,

které jim ulehcuji zpracovani potravy a umoziuji fixaci dusiku (Gaku Tokuda, Lo a

Subfam. Nasutitermitinae
Subfam. Termitinae
Subfam. Apicofermitinae
Subfam. Foraminitermitinae
Subfam. Macrotermitinae

higher termites

Rhinotermitidae
Serritermitidae
Kalotermitidae
Termopsidae

Hodotermitidae
Mastotermitidae
Cryptocercidae

lower termites

Watanabe 2005).

Obr. 1. Znazornéni klic¢ovych udélosti v evoluci dievokaznych §vabti a termith
A Schopnost fermentace lignocelul6zy v zadnim stfevé — utvofeni asociace s prvoky
B Ztrata bakterii rodu Blattabacterium

C Ztrata bicikatych eukaryotickych endosymbiontt



D Mutualismus s houbami rodu Termitomyces
E Vyssi variabilita ve stravovani

Pfevzato z (Zhang a Leadbetter 2012)

2.1 Dievokazni §vabi

Pomérné znamy rod Cryptocercus neni jedinym z fadu Blattodea, ktery vyuziva
dfevo jako snadno dostupny zdroj potravy. Také vzdalené ptibuzné rody Panesthia a
Parasphaeria hosti ve svém stfevé nékolik druhli eukaryotickych endosymbionti,
napomocnych pfi traveni lignocelulézy (Wang, Wang a Che 2014; Berlanga et al. 2016).
Zajimavé je, ze vSechny tii rody ziji ve znacné odlisSnych ¢astech svéta (Cryptocercus —
Vychodni Asie, Severni Amerika; Panesthia — Austrdlie, Severni Amerika;
Parasphaeria — Jizni Amerika). V1iv na celosvétovy uspéch dievokaznych Svabt ma
bez pochyby nejen piitomnost eukaryotickych, ale 1 cetnych prokaryotickych
organizmu. Charakteristickymi bakterialnimi skupinami uvnitt jejich tél jsou spirochéty
a kmeny Bacteroidetes a Deltaproteobacteria vyskytujici se pievazné ve stievech
(Berlanga et al. 2016). Zastupce kmene Bacteroidetes — jiz zminované Blattabacterium
se nachézi v tukovém télesu (Brooks 1970).

Svabiim rodu Cryptocercus je v mnohém podobny Mastotermes darwiniensis,
posledni zijici zastupce bazalni celedi Mastotermitidae. Tato ¢eled’ mé jako jedina stale
pfitomné intracelularni symbionty — bakterie rodu Blattabacterium, které jim, stejné tak
jako $vabim, pravdépodobné napomahaji v hospodafeni s dusikem. Predavany jsou

dalSim generacim vertikaIn€ z rodi¢ti na potomky (Claudio Bandi a Sacchi 2000).

2.2 Nizsi termiti

Niz8i termiti je souhrnné oznaCeni Sesti nejhloubéji se vétvicich celedi termith
(Mastotermitidae, Hodotermitidae, Termopsidae, Kalotermitidae, Serritermitidae
s Rhinotermitidae) (Obr. 1). V dnes$ni dobé& jsou snad nejlépe prozkoumanym hmyzem,
co se symbiotickych interakci tyce. Objev prvoku v jejich travicim traktu roku 1877 byl
chapan nejprve jako piitomnost parazith (Leidy 1877). To, ze jsou tyto eukaryotické
organizmy nezbytné pro traveni celuldzy, dokazal poprvé az vroce 1923 Cleveland
pomoci n¢kolika pokust, pii kterych termiti po odstranéni jejich eukaryotickych
endosymbiontli po nékolika tydnech vyhladovéli 1 pies to, Ze se jejich strava nijak
nezmeénila. Naprosta vétSina téchto endosymbiontti spada do dvou anaerobnich linii —
Oxymonadida a Parabasalia (viz kapitola 4) a zije v uzkém vztahu s episymbiotickymi a
endosymbiotickymi prokaryoty.



2.3 VySsi termiti

Doposud bylo popsano témét 3000 druhti termit. Dle riznych zdroji tvoii
z tohoto poctu 60-80 % jedind celed” Termitidae. Centrum diverzity této skupiny se
nachdzi predevsim v tropickém a subtropickém pasu, v tropickych lesich a v savanach,
kde se naskyta Siroka nabidka potravnich zdroji. Typickou potravou je pro vétSinu
vysSich termitlh zemina v riznych stadiich humifikace, ale nékteré skupiny se vratily 1
k vyhradni konzumaci dfeva (G. Tokuda et al. 1997). Vzhledem k absenci
eukaryotickych symbionti a vétsi variabilité potravy (Obr. 1 - E) musel jejich travici
systém projit mnohymi zménami. Plsobeni pestré skladby prokaryot v metabolickych
procesech je pro vyssi termity jeSté vyznamngj$i neZ pro niz§i termity. Obecné plati, Ze
jejich zadni stfevo je delsi, ¢lenéné na mnoho komiirek a pH uvnitt se pohybuje okolo
pH 12 (Bignell a Eggleton 1995). Jedinci musi spoléhat vice na vlastni travici enzymy
(endoglukanazy, exoglukanazy, B-glukosiddzy) obsazené v sekretu slinnych Zzlaz a
epitelu stfedniho stieva (G. Tokuda et al. 1997). Kazdd skupina vramci celedi
Termitidae ma travici trakt specificky uzpiisobeny. Vyrazn€ odliSnou strategii pfi
zpracovani potravy pouziva Macrotermitinae.
Macrotermitinae je zvlastni skupinou z Celedi Termitidae zijici v subtropické
a tropické casti Asie a Afriky (Karun a Sridhar 2013). Zahrnuje 14 rodt a 330 druht.
Stejné jako vSichni zéastupci nizSich termitd t&€zi ze symbidzy s dalSim eukaryotickym
organizmem. Pro jednodussi ziskani Zivin ze dfeva vyuZivaji lignikolni houbu rodu
Termitomyces (Basidiomycota) (Obr. 1 — D), které se snazi po cely rok vytvofit co
nejlep$i podminky pro rdst mycelia. Ve specidlnich komurkach s vykaly a s jinym
zavleCenym celuléozovym a lignocelulézovym substratem je udrZovana konstantni
teplota okolo 30° C a vyssi koncentrace oxidu uhli¢itého (Aanen et al. 2002). Diky
tomu miize mycelium vytvaret specialni utvary obalené konidiemi zvané gongylidia,
ktera jsou bohatd na dusik, cukry a enzymy (celulazy a xylanazy) (Aanen et al. 2002).
Tyto utvary termiti konzumuji a zdroj potravy tak maji k dispozici po cely rok. Houba
dokonce napomahd i se zpracovanim substratu, se kterym do styku viibec nepfisla, a to
svymi exoenzymy. Ty jsou houbou vylucovany do substratu, kterym prorasta a obsahuji
je 1 gongylidia. Jakmile se dostanou enzymy spolu s kontaminovanym substratem do
kontaktu s nedot¢enym dievem v zaZivacim traktu termita, umoznuji travit i jinak

nestravitelnou cCerstvou dfevni hmotu. Vzhledem k tomu, Ze vy$$i termiti nemaji



jednobunééné eukaryotické symbionty, nebudu se ve své praci této skupiné vice

vénovat.

3 Travici ustroji

Tréavici Ustroji termita je pro zpracovani rostlinné, prevazné lignoceluldozové
potravy, dobie uzplsobeno (Obr. 2). Potrava je nejprve nadrcena za pomoci Celisti
(mandibul) a proventrikulu (svalnatého predzaludku) na drobné ¢asti o velikosti 20—
100 um, zaroven je dodavan ze slinnych zldz sekret s endo-B-1,4-glukanazou.
Pfitomnost tohoto enzymu S§tépiciho fetézce celulézy na ndhodnych mistech uprostred
byla ve slinnych Zlazach nizsich termitd poprvé prokazana u Reticulitermes speratus
(Yamaoka a Nagatani 1975) a nasledné¢ i u dalSich skupin nizSich termitd a
dfevokazného Svaba rodu Cryptocercus. Travenina déle prochdzi ptednim a stfednim
sttevem, kde se pfidavaji dal$i z enzymil termita a dochazi ke vstiebavani glukozy.
Prostiedi celého traviciho traktu je pH neutralni az mirné zasadité (Noirot 2001).

Nejdulezitéjsi ¢asti traviciho traktu je proctodeum (zadni stfevo). Je vyrazné
rozsifené, coz zapficiiuje pomalej$i prichod traveniny, a tak i1 jeji del§i vystaveni
travicim enzymim (endoglukandzam, exoglukanazam). Pravé zde se do procesu traveni
zapojuji Cetné anaerobni (metanogeni), ve zna¢né mife ale i aerobni (n€kteti zastupci
bakterialniho kmene Proteobacteria) a mikroaerofilni organizmy (napt. fad bakterii
Lactobacillales) (Schultz a Breznak 1978; Bauer et al. 2000; M. Wenzel et al. 2002).
Zadni stfevo je totiz skutecné anaerobni pouze v centru, okrajové Casti stfeva jsou
aerobni nebo mikroaerobni (Brune, Emerson a Breznak 1995). Proto se 1 mikrobidlni
skladba v riznych jeho ¢astech li§i a mnohé procesy jsou neustalym pifisunem kysliku
ovlivnény.

Naprosta vétSina dfevnich Castic je jiZz v anteriorni Casti proctodea poziena
prvoky. Ti ¢astice zabuduji do svych potravnich vakuol, kde pisobenim silnych celulaz
zbylé polysacharidy depolymerizuji na jednodussi cukry. Soli odvozené od kratkych
mastnych kyselin (acetat, butyrat a propionat) — hlavni produkty mikrobialni fermentace
a energetické zdroje hostitele — jsou vstfebavany. Zbyvajici na lignin bohaté latky
odchdzi z téla termita jakoZzto exkrementy. Pfi fermentaci lignoceluldzy dochazi také
k uvolilovani metanu.

Kromé¢ pozienych dievnich ¢astic vyuziva termit jako potravni zdroj 1 odumielé
buniky endosymbionti — mikrobidlni biomasu, kterd je mimo jiné bohatd na

nedostatkovy prvek dusik (Brune 2014).
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ptitomnych endosymbiontd

Prevzato z (Radek 1999)

4 Eukaryoti¢ti endosymbionti termitii a difevokaznych Svabi

VSichni zastupci niz8ich termiti a dfevokaznych $vabi hosti ve svém travicim
traktu jednotky az desitky druhti anaerobnich nebo mikroaerofilnich eukaryotickych
symbiontl. Prapfedek termiti a dievokaznych §vabu rodu Cryptocercus pravdépodobné
ziskal n€kolik druhli eukaryotickych endosymbionti, ktefi se dale v prib&hu dlouhé
evoluce sekundarné ztraceli, vyvijeli a $tépili na nové druhy. Doposud bylo popsano cca
500 druht s termity asociovanych protist nalezicich do fiSe Excavata, konkrétnéji
do skupin Oxymonadida a Parabasalia, a jejich pocet miize déale nartstat (Konig 2006).
Zadného zastupce se zatim nepodafilo kultivovat.

Kazdy druh téchto protist ma odliSnou roli pii trdveni lignocelul6zové potravy.
Veétsi a stiedné velika protista (7richonympha) se podileji ptredev§im na traveni
lignocelulozy, jelikoz jsou schopna pojmout do svych potravnich vakuol termity jiz
nadrcené a natravené dievni Céstice. Nekteré celuldzy, které se podileji na degradaci
pozienych ¢astic, méla protista jiz v pocatecnich stadiich asociace s termity, jiné ziskala
v prib¢hu evoluce lateralnim genovym pienosem od okolnich bakterii (Todaka et al.
2010). Mensi protista vyuzivaji k ziskani potfebnych zivin rozpustnych latek

obsazenych ve stfevnim fluidu, konzumuji i bakterialni buiiky (Brune 2014).



Prvoci se vyskytuji v zadnim stfevé termit ve velikych poctech, tvofi tak i vice
nez polovinu véhy svého hostitele (Katzin a Kirby 1939). Vzhledem k velikosti termitt
a délce jejich stiev trva pruchod traveniny celym systémem pouhych 24 hodin (Tokuda
et al. 2014). Aby se v tomto dynamickém prostifedi snaze udrzeli, maji nékteré druhy
vyvinuté mikrotubularni rostellum nebo mikrofibrilarni ,,holdfast®, které slouzi buiice
k prichyceni ke stfevni sténé hmyziho hostitele, jiné druhy se brani vyplavenim z téla
hostitele aktivnim pohybem vyvolanym aktivitou pocetnych bicikti (Lee, Leedale a
Bradbury 2000).

Kromé jiz zminénych dvou pievladajicich skupin jednobunéénych eukaryot se
v pestrém ekosystému termitiho stfeva vyskytuji také kvasinky (napt.: Candida,
Debaryomyces, Sporothrix, Cryptococcus), které maji také podil na degradaci celuldzy a

hemicelul6zy (Prillinger et al. 1996).

4.1 Oxymonady

Jsou stdle jednou znejzdhadnéjSich a nejméné prozkoumanych skupin
exkavatnich protist. Doposud bylo popsano cca 150 druhii oxymonad z péti rodin
Polymastigidae, Saccinobaculidae, = Pyrsonymphidae, Streblomastigidae, a
Oxymonadidae z nichz néktefi zastupci osidluji 1 jiné prostiedi nez travici trakt termiti a
dfevokaznych $vabl. Pfitomnost oxymonady Monocercomonoides byla prokézana i u
nejruznéjsich skupin obratloveii (Hampl 2016).

Ackoliv se ptedpoklada, ze vétsi druhy (Pyrsonympha) pomahaji tréavit
lignocelulozu, role oxymondd v celém ekosystému termitiho stfeva neni zcela
objasnéna. Jejich bunky nebyvaji ptili§ pohyblivé, Casto byvaji pfichycené ke sténé
stfeva.

Zajimavosti je, ze u nekterych oxymonad doSlo k naprosté ztrat¢ mitochondrialni
organely, coZ nebylo popséano jesté u Zadného jin¢ho organizmu (Karnkowska et al. 2016).

Proké4zan nebyl ani vyskyt hydrogenozémi, peroxizomu a Golgiho komplexu.

4.2 Parabasalia

Skupina parabasalia v travicim traktu termitd nad oxymonadami pocetné
prevlada. Je také vice prozkoumana pievazné proto, ze zahrnuje vyznamné lidské
patogeny (napt. Trichomonas vaginalis). Bunky nepostradatelnych termitich
endosymbiontli, ktefi prokazateln¢ napomahaji s travenim jejich lignocelulozové

potravy, jsou Casto obrovské a dobie pohyblivé. Charakteristické zmnozené biciky v



pohybu napomahaji, parabasalia jsou tak Uspé$nd v kompetici o potravni zdroje. Dalsi

typickou organelou parabasalii jsou hydrogenozomy (Lee, Leedale a Bradbury 2000).

5 Prokaryoti¢ti endosymbionti termiti a direvokaznych $vabi

Prokaryotické buiiky uvnité traviciho Ustroji nizSich termitl se vyskytuji
napojené na stfevni epitel i volné ve fluidu stfeva, vétSina (cca 85 %) je ale asociovana
s prvoky — kolonizuji jejich plazmatickou membranu, cytoplazmu i jadro (Berchtold et
al. 1999). Eukaryotické bunky byvaji zpravidla osidleny i n¢kolika raznymi hostitelsky
specifickymi prokaryotickymi liniemi. Vzhledem k jejich tzce vyhranénym néaroktim
na vlastnosti prostredi, které¢ je témét nemozné v laboratornim prostiedi simulovat, bylo
znacén¢ slozité tyto organizmy studovat.

S pfichodem modernich metod vyzkumu prokaryotickych organizmi se
mnohonasobn¢ rozsitily obzory studia diverzity i funkce bakterii a archei obyvajicich
travici trakt termitd. Rozlozeni bakteridlnich skupin se v riznych c¢astech traviciho
traktu 1i$i (Ebert a Brune 1997). Diky metagenomice je teoreticky mozné ziskat témér
kompletni sekvence vSech organizml vyskytujicich se v celém termitim stfevé a tim
pddem 1 komplexnéjSi nahled na cely ekosystém zahrnujici termita a jeho
endosymbionty. Vyznamnou vyhodou je, ze neni nezbytna kultivace téchto organizmi
(Riesenfeld, Schloss a Handelsman 2004). I ptes intenzivni vyzkum vSak zbyva objasnit
identitu a funkci mnoha termitich prokaryot (Tai et al. 2015).

Ptinosem metagenomiky jsou cetné studie zaméfené na zjiSténi pomérného
zastoupeni jednotlivych skupin prokaryot. Prestoze mikrobialni skladba se druh od
druhu termita 1i8i, niZze zminéné dominantni skupiny bakterii se vyskytuji téméf u vSech
zastupcll termitll a dievokaznych §vabu. Napiiklad v lumen stieva R. flavipes bylo
popsano 4761 fylotypli prokaryotickych symbiontii, z nichz 99 % spada do domény
Bacteria a pouh¢ 1 % do domény Archea. Pyrosekvenovani odhalilo pfitomnost bakterii
z 19 riznych kment v¢etné vyznamnych skupin Spirochaetes (24.9 %), Elusimicrobia
(diive TG1) (19.8 %), Firmicutes (17.8 %), Bacteroidetes (14.1 %), Proteobacteria
(11.4 %), Fibrobacteres (5.8 %) a dalsi (Obr. 3) (Boucias et al. 2013). Zahadou stéle
zustava, zda a jak se zméni druhova skladba endosymbiontii pfi zméné potravy.
Dosavadni vyzkumy naznacuji, ze ekosystém uvnitf termitli je spiSe stabilni a Ze
k zddnym vyraznym zménam nedochazi (Boucias et al. 2013).

Ze studia genomt mnohych zastupcl prokaryot vyplyvd, Ze syntetizuji mnohé
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aminokyseliny, vitaminy a kofaktory a napomahaji s fixaci dusiku, v jisté mife i
degradaci lignocelulézy (celodextrinu) (Gaku Tokuda et al. 2014; Strassert et al. 2016).
Zaroven se podileji na ochran¢ termita pied ostatnimi patogennimi bakteriemi a
invazivnimi houbami (napt. Metarhizium anisopilae) (Chouvenc, Su a Robert 2009; Sen

et al. 2015).

Phyla:

Tenericutes (1.3%)

Actinobacteria (1.4%)

Others (1.5%)

Unknown (0.01%
\ ! Verrucomicrobia (2.0%)

Fibrobacteres (5.8%)

Protecbacteria
(11.4%)

Bacteroidetes
(14.1%)

Elusimicrobia
[19.8%)

Firmicutes (17.8%)

Obr. 3. Grafické znazornéni druhového slozeni prokaryotickych symbiontd v R. flavipes na tGrovni
kment

Ptevzato z (Boucias et al. 2013)

5.1 Vyznamné skupiny prokaryot vyskytujici se ve stievech termiti

V této kapitole se pokusim pfinést zakladni informace o nékolika v termitim
sttevé Casto se vyskytujicich prokaryotickych kmenech. V kazdé skupiné obvykle
prevlada neéktery z moznych druht lokalizace — na povrchu nebo uvniti bunék protist, ¢i
voln¢ ve stfevé. Neni ovSem vyjimkou, ze se zastupci prevazné ektosymbiotickéo
skupiny v nékterych ptipadech nachazeji intracelularné a naopak. Podrobné&jsi popisy
ekto- a endosymbiotickych vztahli prokaryot s protisty i s konkrétnimi ptiklady jsou
déle uvedeny v kapitolach 5.2 a 5.3.

V termitim stfevé se vyskytuje veliké mnozstvi prokaryot (4761 fylotypt
v R. flavipes). S prvoky jich je asociovana vétSina, presto je pravdépodobné vyssi
diverzita mezi prokaryoty vyskytujicimi se volné¢ ve stfevé a to v dusledku vétsiho

mnozstvi potencidlnich nik vytvotfenych v disledku gradientu kysliku, vodiku a
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metaboliti (Yang et al. 2005).

5.1.1 Spirochéty

Vyznamnou skupinu bakterii uvniti traviciho Ustroji termitl tvoii spirochéty.
Jedna se o Sirokou skupinu gramnegativnich bakterii, ktera zahrnuje rody od aerobnich
(Leptospira) pies mikroaerofini (Borellia) po striktné anaerobni rod Treponema, jehoz
nejblizs§i pribuzni se vyskytuji pravé i v zadnim stievé xylofadgniho hmyzu (Breznak
2002). Ptedpoklada se, ze prvni zéstupci tohoto kmene v termitim stfevé byly volné
pohyblivé bunky, které az druhotné pfisedly a v mnoha piipadech utvotily asociaci
s prvoky. Ukézalo se, Ze rod Treponema se vyskytuje pétkrat Cast&ji ve frakci stieva
obsahujici prvoky nez ve frakei proctodedlni stény termita Reticulitermes flavipes (Yang
et al. 2005). Néekteré skupiny spirochét jsou hostitelsky specifické, jiné kolonizuji vétsi
pocet riznych druht prvoki.

Bunky spirochét jsou vyrazné protahlé (3 az 100 um dlouhé a jen 0,2 az 1 pm
Siroké), spirdlovité, pohyblivé a ve vétSiné piipadi napojené na povrch prvoka.
Od ostatnich bakterii jsou rozlisitelné témet na prvni pohled, oproti tomu vsak mohou
byt v jistych piipadech snadno zaménény za vlastni soucasti bun¢k eukaryotickych, jako
jsou biciky a brvy. Nékteré spirochéty pohybovou funkci téchto eukaryotickych struktur
skute¢né supluji. Nejznaméjsim piikladem jsou ektosymbiontni spirochéty Mixotricha
paradoxa, prvoka nalézajiciho se pouze v australském termitovi M. darwininensis
(Cleveland a Grimstone 1964; Marika Wenzel et al. 2003). Kromé této ne pfiliS obvyklé
role se pfedev§sim endosymbiotické spirochéty podileji na acetogenezi a fixaci dusiku

(Ohkuma et al. 2015).

5.1.2 Elusimicrobia (TG1)
Prvni zastupce striktné anaerobni bakterialni skupiny Elusimicrobia byl ziskan

ze stieva R. speratus, kde Zil v mutualistickém vztahu s celul6zu fermentujicimi protisty
(Hongoh, Ohkuma a Kudo 2003). Dalsi zastupci byli nadsledné¢ objeveni u vétSiny
nizsich termitt i u dfevokaznych §vabi rodu Cryptocercus. Dlouhy €as byli povazovani
za skupinu zijici vyhradné uvnitf bun¢k vétSich eukaryotickych endosymbiontil termitd,
proto také nesli dnes jiZ zastaralé oznaceni Termite group 1 (TG1). To se v8ak zménilo
s objevem zastupcti t€hoZ kmene v intestindlnich traktech jiného hmyzu a dokonce 1
v dalSich anoxickych prostiedich (sedimenty, bahno) (Herlemann, Geissinger a Brune
2007).

Existence nového gramnegativniho kmene, ostatnim bakteridlnim liniim
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vzdalené ptibuzného, byla dlouhou dobu podlozena jen sekvencemi 16S rRNA gend,
jelikoz vSichni zéastupci Elusimicrobia vzdorovali kultivaci. Prvni GspéSny pokus byl
uskuteénén v roce 2009 (Herlemann). Elusimicrobium minutum strain Peil91" bylo
kultivovano z larvy Pachnoda ephippiata, brouka z ¢eledi Scarabeidae. E. minutum
vykazuje typicky fermentativni metabolizmus — k ziskani energie vyuziva cukry, které
dale ptetvaii prevazné na acetat, Hp, CO,, alanin a ethanol (Herlemann et al. 2009).
Zastupci ze stiev termitli spadajici do tfidy Endomicrobia jsou vétSinou malé
vietenovité buiky (v priméru 0,6 pm dlouhé a 0,3 pum Siroké) nalézajici se
intracelularné ve velkych poctech v cytoplazmé oxymonad i parabasalii, kde jsou
obklopeni dvéma membranami pravdépodobné bakteridlniho ptivodu (obr. 4) (Ikeda-
Ohtsubo et al. 2007; Stingl et al. 2005). Jedni z prvnich popsanych zastupcl jsou
naptiklad Candidatus Endomicrobium pyrsonymphae rovnomérné se vyskytujici v
cytoplazmé Pyrsonympha vertens a Ca. Endomicrobium trichonymphae vytvarejici
cylindricky limec kolem jadra Trichonympha agilis (Stingl et al. 2005). Na zaklad¢
Cetnosti téchto hostitelt ve sttevé R. flavipes se uvadi, ze zastupci kmene Elusimicrobia
tvofi vice nez polovinu viech prokaryot v tomto druhu termita, tj. 3 - 10° az 4 - 10°

bunck z kmene Elusimicrobia v celém stieve (Stingl et al. 2005).

5.1.3 Firmicutes
Ze vSech bakteridlnich skupin maji firmicuta nejvétsi podil na traveni dfevni

hmoty. Tento grampozitivni kmen je velice diverzifikovany a zahrnuje vyznamné
celulolytické skupiny vcetné Bacilli a Clostridiales, které se hojné vyskytuji i v travicich
traktech prezvykavcl, kde plni stejnou funkci jako u termitd (Leschine 1995; Konig
2006). Ve stfevech termitl se vyskytuji naptiklad lignocelulolytické Clostridium
jejuense, C. populeti a C. saccharolyticum (Wenzel et al. 2002). Bacilli se podili na
degradaci polysacharidl (hemicelul6zy i celuldzy) a aromatickych slozek stravy termit
(Konig 2006). Termiti zastupci, ktefi Ziji pfevazné prichyceni k epitelu jejich traviciho
traktu, jsou na rozdil od striktné anaerobnich piibuznych v bachoru ptezvykavcl

fakultativné anaerobni, mikroaerofilni a néktefi dokonce i aerobni.

5.1.4 Bacteroidetes

vvvvv

Bacteroidales. Tyto prokaryotické buiky se casto napojuji na povrch bicikovcl, ale
vyskytuji se i intracelularné. Maji protahly tvar a snad proto byly na tkor studia

cey

spirochét dlouho ptehlizeny. V termitovi R. speratus (Rhinotermitidae) zijicim v
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Japonsku tvofi tento fad dominantni bakteridlni skupinu. V domnéni, Ze se jedna
o spirochéty, nebo o bunécné struktury prvoka, byly na jejich zdklad¢ rozliSovany
jednotlivé druhy rodu Dinenympha (lida et al. 2000). AZ modernimi metodami (FISH)
bylo prokéazéano, ze signal pochazejici z privéskl na povrchu buiiky tohoto prvoka znaci
pfitomnost ektosymbiotické bakterie zcela jiného kmene — Ca. Symbiothrix
dinenymphae (Hongoh et al. 2007). Vyskyt dalSich zastupct fadu Bacteroidales a jejich
asociace jak s oxymonadami tak s parabasalidy byla prokazana i v mnoha dalSich
termitech. Existuje nékolik pomérné vzdalenych linii (klastri) tohoto fadu s podobnou
ultrastrukturou i morfologii.

Klastr V fadu Bacteroidales se vyskytuje pouze v termitech. Spolecné se
spirochétami osidluje povrch M. paradoxa obyvajici stfevo australského termita
Mastotermes darwiniensis (Mastotermitidae) (Wenzel et al. 2003), parabasalida
Devescovina z termita Neotermes koshunensis (Kalotermitidae) i jiz zminénou
oxymonadu Dinenympha (Noda et al. 2005). Zastupci tohoto klastru osidluji povrch
vzdy jen jednoho druhu prvoka. Oproti tomu pomérné samostatnd linie zahrnujici
zastupce z povrchu Streblomastix (Oxymonadida) zdaleka tak hostitelsky specificka
neni (Noda et al. 2006).

5.1.5 Euryarchaeota
Tento velice diverzifikovany kmen z domény Archea je v travicim traktu termitd

zastoupen pievazné metanogeny, mezi nimiZz vyrazné pievladd fad Methanobacteriales
(Hackstein 2010). Fylogeneticky vzdalené skupiny tohoto fadu byvaji ptipojeny bud’
k epitelu zadniho stfeva, nebo ziji v asociaci s prvoky (Tokura, Ohkuma a Kudo 2000).
Velmi Casto ziji uvniti jejich bunck jako endosymbionti — chranéni pfed moznym
vyplavenim z téla hostitelského hmyzu a zaroven blizko zdroje vodiku. Ten je ve velké
mife pfitomnymi protisty pii trdveni lignocelulézy produkovan a nasledné
metanogenimi archei metabolizovan (viz kapitola 6.2).

Buiikky metanogenti mohou mit nejriznéjsi tvary od kratkych rovnych ty¢inek
po vlaknité formy. Byvaji snadno pozorovatelné diky piitomnosti autofluorescenéniho
kofaktoru F4,0 (Doddema a Vogels 1978).

NejcastejSim zastupcem je rod Methanobrevibacter.

5.2 Endosymbioticka prokaryota
Buiiky oxymonad i parabasalii ¢asto obsahuji ve své cytoplazmé i v jadie veliké
mnozstvi prokaryotickych symbiont (Smith a Arnott 1974). Neni neobvykl¢, ze v jedné
14



buiice eukaryotické zije i 800 bunck prokaryotickych. V nékterych ptipadech je ale
obtizn¢ odlisit skute¢né endosymbionty od pouhé potravy ve vakuole prvokil.
Endosymbiotickd prokaryota byvaji obalend vice membranami (Obr. 4 — C). Jejich
pocet se ruzni podle toho, zda je bakterie grampozitivni nebo gramnegativni.
Na n¢kterych bunkach byvaji patrné trubickovité vybézky, které mohou byt
pozistatkem po endocytéze (Obr. 4 — A).

Nekteré hostitelsky specifické skupiny endosymbiotickych prokaryot vyskytujici
se napfi¢ vSemi druhy termiti byly pravdépodobné ziskany jiz ptedky dnesSnich druhi
prvokil v pocatcich jejich evolucni radiace (Ikeda-Ohtsubo et al. 2016). Prikladem je
Ca. Endomicrobium  tichonymphae  (Elusimicrobia) nalézajici se  vyhradné
v Trichonympha klastru 1 a Ca. Ancillula trichonymphae (Actinobacteria) osidlujici
Trichonympha klastr II (Stingl et al. 2005; Strassert et al. 2012). Oproti témto plo$né
roz$itenym prvotnim kolonizatoriim v mnoha piipadech stoji nezavisle ziskana recentni
endosymbidza v uzsi skupiné hostiteltl, kterd i pfes svou neptibuznost plni stejnou roli

v metabolizmu prvoki (Strassert et al. 2012).

Obr. 4. Prifez buitkou Trichonympha agilis a jejimi endosymbionty z kmene Elusimicrobia

(TEM; méftitko 0,2 um)

A Trubickovity vybézek vnéjsi membrany, C Dobfe patrné dvé membrany endosymbiotické bunky —
oznaceny ¢ernymi Sipkami

Prevzato z (Stingl et al. 2005)

5.2.1 Vyznam endosymbionti
Prvni dohady o vlivu endosymbiotickych bakterii na funkci celého ekosystému

stiev predpokladaly jejich celulolytické schopnosti, ty byly vSak castecné vyvraceny
objevenim vlastnich celulolytickych gent prvokii (Watanabe et al. 1998). Ackoliv

mnohé bakterie schopnost traveni lignocelul6zy maji, vyrazny podil na degradaci tohoto
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odolného polymeru nenesou. Vyznam téchto ve veliké mife pfitomnych endosymbionth
zustaval nadéle nejasny.

V poslednich letech bylo zrekonstruovano nékolik genomt intracelularnich
bakterii z fylogeneticky vzdalenych kment, naptiklad Ca. Ancillula trichonymphae
(Actinobacteria), fylotyp Rs-D17 (Elusimicrobia), fylotyp C{Ptl-2 (Bacteroidetes)
(Scharf 2015). Rekonstrukce metabolizmu zalozené na genomovych sekvencich
ukazaly, ze tyto vzdalen¢ piibuzné kmeny maji podobné metabolické schopnosti. I pies
Cetné redukce genomu, které byvaji pro endobionty typické, zlstaly zachovany
metabolické drahy pro hospodafeni s dusikem, c¢asteCnou biosyntézu aminokyselin,
nukleovych kyselin, kofaktorti a vitaminti (Hongoh et al. 2008a; Hongoh et al. 2008b;
Ikeda-Ohtsubo et al. 2016). To svéd¢i o konvergentni evoluci pii obsazovani velice
podobnych nik (Brune a Dietrich 2015).

Jako prvni byl kompletné osekvenovany genom nekultivovatelného zastupce
Rs-D17 tadiciho se do kmene Elusimicrobia. Cely jeho kruhovy chromozém se sestava
z 1,125,857 bp, obsahuje 761 protein-kodujicich genti a 121 pseudogenti podilejicich se
na vystavbé bunécné stény, regulacich, transportu a obranych mechanizmech. I pies

mnohé redukce si zachoval drahy pro syntézu 15 aminokyselin a kofaktord (Obr. 5)
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(Hongoh et al. 2008).

Obr. 5. Metabolické drahy fylotypu Rs-D17 z kmene Elusimicrobia
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Ptevzato z (Hongoh et al. 2008)

5.3 Ektosymbioticka prokaryota

Na jedné eukaryotické bunce se mohou vyskytovat az stovky prokaryotickych
ektosymbiontii. Specialni tvar builky Streblomastix strix (Oxymonadida) ze stfeva
termita Zootermopsis angusticollis je adaptaci na napojeni co nejvetsiho poctu bakterii.
Od anteriorni po posteriorni casti bunky se tdhne 6 az 7 zZeber, ktera se smérem
V piiéném prifezu vytvati hvézdovity utvar (Obr. 7). Zebra nejsou piekvapivé
vyztuzena zevnitf pomoci mikrotubull, ale z vnéjsi strany buiiky vlivem strukturalni
nebo osmotické podpory pfichycenych bakterii (Leander a Keeling 2004). Dodnes vSak
neni vznik extracelularniho skeletonu, ktery podélné Zebrovité struktury vytvari, zcela
objasnény. Podobné strukturdlni adaptace mizeme nalézt 1 u dal§ich nepifibuznych
prvokii hosticich jiné linie bakterii, naptiklad u Lophomonas striata (Parabasalia)
ze stieva vSezravého Svaba Periplaneta americana nebo u Hoplonympha (Parabasalia)
sidlici v Hodotermopsis sjoestedti (Termopsidae) (Marika Wenzel et al. 2003). Lze
proto usuzovat, Zze i1 zde doSlo ke konvergentni evoluci. Naopak piibuzny rod
Polymastix zijici ve stievé ¢etnych druhd hmyzu a mnohonozek podélna zebra postrada,
ackoliv ma podobn¢ jako S. strix na svém povrchu napojené ektosymbionty — bakterie

rodu Fusiformis (Obr. 6) (Brugerolle et al. 2003).

Obr. 6. Piicny prifez buiikou zastupce rodu Polymastix s napojenymi bakteriemi rodu Fusiformis,
viditelné jsou potravni vakuoly obsahujici bud’ koky (B) nebo bakterie Fusiformis (F) stale pfipojené
k membrané€ vakuoly (TEM; méfitko 1 um). Pievzato z (Brugerolle et al. 2003)

Obr. 7. Pfi¢ny prifez buiikou hvézdovitého tvaru S. strix s napojenymi ektosymbiotickymi bakteriemi

(TEM; méftitko 1 pm) Prevzato z (Leander a Keeling 2004)
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5.3.1 Vyznam ektosymbionti
Nékteré bakterie jsou pouhymi komenzaly piipojenymi k povrchu hostitelské

buiiky, jiné bakterie v§ak mohou mit pro svého hostitele esencialni vyznam, mohou byt
jeho obligatné-mutualististickymi symbionty. Je mozné, Ze svou piitomnosti a
udrzovanim bezkyslikatého prostiedi v nejblizSim okoli chrani striktné anaerobni
prvoky pfed kontaktem s timto pro anaerobni organizmy toxickym plynem (Baughn a
Malamy 2004). Spekulovalo se také, ze ektosymbionti bakterie slouzi svému hostiteli
jako chemoreceptory, pomoci zmény potencidlu na membrané pienasi informace
o koncentraci latek v okoli, v¢etné potravnich zdroji. Od této hypotézy se ale spiSe
upustilo a dnes je ektosymbiontim pfipisovan spiSe oboustranné vyhodny vyzivovy
mutualismus (Leander a Keeling 2004). S tim souvisi fagocytéza ektosymbiontl
hostitelskou bunikou pravdépodobné za ucelem vyuziti prokaryotickych bunék jako
doplitkového zdroje energie a dusiku. Jiné vzajemné vyhody zatim stile nebyly bliZe
uréeny, prestoze vétsina protist piitomnost ektosymbiontl vykazuje.

To, ze bakterie na hostitelskych buiikdch prosperuji a jsou také jejich stalymi
kolonizatory, naznacuji misty dobie pozorovatelnd septa mezi délicimi se buitkami a
pilusy (spojovaci miistky) mezi sousednimi bunikami stejného morfotypu (Leander a
Keeling 2004). Vyznam ektosymbionti pro hostitele znaci také vyrazné zmeény
morfologie buiiky prvoka a zna¢ny pokles jedincti v populaci pii absenci symbionti (viz

kapitola 5.3.3).

5.3.2 Napojeni bakterii na povrch hostitele
Dtlezitym ptfedpokladem pro kvalitni uchyceni bakterii na hostitelskou buniku

je, aby byl zachovan jeji staly tvar. Protista s ektobiotickymi bakteriemi toho dosahuji
diky upravé ultrastruktury. Axostyl oxymonad byva pohyblivy a pelta pfitomnd jen
v nejprednéjsi ¢asti (Lee, Leedale a Bradbury 2000). Nekteti zastupci (napi. S. strix) ale
ziskali adaptaci ke stabilizaci ektosymbiontii na svém povrchu v podobé vyrazné
tuzsiho axostylu a pelty dosahujici az do % téla (vliv pelty mize byt diskutabilni —
oxymondada rodu Polymastix ji ma naopak redukovanou a bakterie se pfesto na jejim
povrchu udrzi) (Leander and Keeling 2004). Buika tak ztraci na pohyblivosti. Aby
nebyla pohyblivost hostitelské builkky omezovana jeSté vice, nezasahuje témér
vSudypfitomny ,,obal* z bakterii az do tésné blizkosti biciki, ale s odstupem kolem nich
vytvaii jasné definovatelny lem (Leander a Keeling 2004).

K lepSimu napojeni symbiont slouzi vycnélky hostitelské bunky. U S. strix,
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jsou jednim z mala mist, kde je pozorovatelny vlastni povrch této atypické oxymonady.
Nezvykle protazené bakterialni buiiky nékolika morfotypt se svymi konci napojuji
k vystupkiim pomoci materidlu pfipominajiciho glykokalyx (Obr. 8 — A, B) (Leander a
Keeling 2004). Glykokalyx byva pfitomen na povrchu nékterych bakteridlnich bunek,
kde plni adhezni funkci, ale slouzi i k ochrané¢ pied mechanickym a chemickym
poskozenim. Muze se skladat z mnoha rlznych typl proteind, polysacharidi,
polyalkoholii a aminosacharidii. Né&které prokaryotick¢é buiiky (pfevazné ztadu

Bacteroidales) maji na svém povrchu S-vrstvu, kterd miize plnit obdobnou funkeci.

Pro jest¢ dokonalejsi fixaci byva posledni napojend bakterie obklopena

hostitelskou cytoplazmou (Obr. 8 — C) (Leander a Keeling 2004).

Obr. 8. Ektosymbiotické bakterie napojené na S. strix

A Podélné napojené bakterie tfi morfotypd (ml, m2, m3). Vy¢nélky hostitelské bunky, které slouzi
k pfichyceni episymbiontli, oznaceny Sipkami. (SEM; meéftitko 0,5 pm); B Napojené bakterie diky
glykokalyx pfipominajicimu materidlu na konci jednoho z zeber bunky. (TEM; méfitko 0,1 pm); C
Posledni napojena bakterie obklopena cytoplazmou hostitelské bunky (cytoplazma oznacena bilymi
trojuhelniky) (SEM; méfitko 0,5 pm)

Prevzato z (Leander a Keeling 2004)

5.3.3 Vliv absence prokaryotickych symbiontii na hostitelskou buiiku
Buiika jiz zminovaného prvoka S. strix je dlouhd a protdhla. Jejim ptficnym

prafezem vznikne Sesti az sedmi ramenny hvézdovity utvar (Obr. 7). Tento popis vSak
odpovida pouze, jedna-li se o buiikku z populace bez zésahu antibiotik. Ptidaji-li se
antibiotika do stravy termita, ve kterém S. strix Zije, dochazi ke ztraté

ektosymbiotickych bakterii a tim 1 k razantni zméné morfologie (Leander a Keeling
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2004).

V ptechodném stadiu pii postupné ztraté ektosymbiontl vlivem antibiotika
carbenicillinu pravdépodobné¢ dochézi ke zméné osmoregulace a objem bunky se
vyrazné zvétSuje. Podobnd zména morfologie (buiika nabobtnala) nastala pii podobném
pokusu i u Devescovina sp. (Parabasalia) ze stfeva termita Neotermes koshunensis
(Kalotermitidae) (Noda et al. 2005). Bakterie jsou pfichyceny uz jen jednim koncem
k vystupkiim hostitelské buiiky, mnoho struktur je jiz dokonce neobsazenych a vétsi
¢ast povrchu odkrytd. Vlivem dalsiho ptsobeni carbenicillinu se udrzel na S. strix jen
jeden z ptivodnich tii bakteridlnich morfotypt a to také v mensim poctu. Adaptace pro
napojeni co nejveétsitho pocCtu bakterii vymizely. Eukaryoticka bunika se vyrazné
zmenSila a nabyla kapkovitého tvaru (Obr. 9 — C), jeji pficny prifez jiz také nebyl
hvézdovity. Stalo se tak v dasledku zménéné wvnitini ultrastruktury - mikrotubull
axostylu (Obr. 9 — D). S. strix se zacal tvarem podobat ostatnim oxymonadam
Monocercomonoides a Polymastix (Leander a Keeling 2004).

Po nékolika dnech, kdy bylo prostiedi travici soustavy termita Z. angusticollis
nadale vystaveno piisobeni antibiotik, bylo pozorovéano z piivodné pocetné populace jiz
jen nékolik zbylych bunék S. strix s nékolika bakteridlnimi bunikami na povrchu. Ostatni
protista (Trichonympha, Trichomitopsis) vyskytujici se také v Z. angusticollis, nebyla
znatelné pisobenim antibiotik a ztratou bakteridlni komunity ovlivnéna. Bakterie
vyskytujici se v cytoplazmé hostitelskych bun¢k zistaly nedotceny. (Leander a Keeling

2004)

Obr. 9. Nakres bunek S. strix pred (A; B) a po delSim plisobeni antibiotik (C; D); pro nazornost bez
ektobiotikych bakterii. A — Protdhld, vietenovitd builkka s napadnymi Zzebry, kde byvaji uchyceni
ektosymbionti. B - Rovny, kompaktni axostyl (Ax); vyrazna pelta (P), C — Kapkovity tvar bunky, bez

zeber, D — Zaktiveny, rozveétveny axostyl (Ax). Pfevzato z (Leander a Keeling 2004)
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6 Metabolické procesy zahrnujici prokaryotické symbionty

6.1 Fixace dusiku

Drievo je substrat bohaty na uhlik, av§ak velmi chudy na dusik. Pro termita, ktery
se ni¢im jinym nezivi, je tak velmi dulezité zuzitkovat tento biogenni prvek co
nejdikladnéji. Dusik je nedilnou soucasti téla kazdého organizmu, nebot’ je jednou
ze zakladnich komponent aminokyselin, a tim i bilkovin, dale se podili na stavbé
nukleovych kyselin (dusikaté baze).

Termitovi  Coptotermes  formosanus,  zastupci  podzemni  skupiny
Rhinotermitidae, velkou mérou napomahd v hospodateni s dusikem prokaryoticky
endosymbiont nekultivovatelné celulolytické Pseudotrichonympha grassii (Parabasalia)
(Noda et al. 2005). Snad pravé proto patii tento druh termita mezi ty, které napachaji
v mirném a subtropickém pasmu nejvétsi Skody (Su 2003). Fylotyp CfPtl-2 bakterie
vyskytujici se vyhradné uvniti buiiky tohoto prvoka je na zakladé fylogenetické analyzy
konkatenovanych sekvenci ribozomalnich proteini fazen dofaddu Bacteroidales
(Hongoh, Sharma, Prakash, Noda, Toh, et al. 2008). Coz je ponckud necekané,
vzhledem k jeho schopnosti nitrogenazové aktivity, ktera nebyla doposud ani v celém
kmeni Bacteroidetes pozorovana. Jelikoz tento fylotyp tvoii 70 % ze vSech
bakteridlnich bun&€k ve stfevé Coptotermes formosanus, neni jeho vliv na fixaci
atmosférického dusiku zanedbatelny (Noda et al. 2005). Genom bakterie fylotypu
CfPtl-2 ale obsahuje 1 geny odpovédné za transport amoniaku a transport 1 syntézu
mocoviny, coz naznacuje, ze je bakterie schopna nejen fixace atmosférického dusiku,
ale i recyklace takového dusiku, ktery je zabudovan v primarnich odpadnich produktech
prvoka (Noda et al. 2005).

Fixace N, je energeticky naro¢ny proces, a proto je dobré, aby dochéazelo k jeho
regulaci. Je-1i v hostitelské cytoplazmé dostatek mocoviny ¢i amoniaku, fylotyp CfPtl-2
dokaze proces fixace N, potlacit a vénovat se recyklaci (Breznak et al. 1973; Hongoh,
Sharma, Prakash, Noda, Toh, et al. 2008).

Dal§im pravdépodobnym piinosem této bakterie do procesu fixace N, je jeji
schopnost véazat vodik (Inoue et al. 2007). Ten je vyznamné produkovan pii procesu
traveni lignocelulozy a fixace N,. Je také dilezitym intermedidtem metanogeneze a
acetogeneze. Odstranénim prebytku H, teoreticky podporuje jak traveni, tak i fixaci N,

(Hongoh, Sharma, Prakash, Noda, Toh, et al. 2008).
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6.2 Metanogeneze

Metan vznikd jakozto produkt metabolizmu v zévéreéné fazi anaerobniho
rozkladu rostlinné biomasy. Substratem pro vytvoieni molekuly CH4 jsou predevSim
kyselina octova, molekuly H,, CO,, ale i dal§i malé¢ uhlikaté slouceniny. K procesu
metanogeneze dochdzi za pomoci cetnych mikroorganizmti prevazné ze skupin
Methanobacteriales — metanogenti z domény Archaea. Ti se vyskytuji i v zadnim stfeve
termitt,, kde Zziji v asociaci s prvoky a pfispivaji k rozlozeni zbytkii lignoceluldzy
(Hackstein 2010). Zajimavé je, Ze metanogeni ziji v symbidze spiSe s menSimi druhy
prvokd, nikoliv s druhy vétSimi, které jsou vét§Sim zdrojem vodiku (Tokura, Ohkuma a
Kudo 2000). Patrné je to napiiklad ve stfevé termita Z. angusticollis (Messer a Lee
1989). Vyuzivanim a soucasnym odstranovanim piebytku H, z prostoru stieva zvysuji
metanogeni efektivitu celého systému.

Je pozoruhodné, ze u termiti konzumujicich dfevo nebo trdvu acetogeneze
v zadnim stfevé prevazuje nad metanogenezi. Ve vétSin€ ostatnich anoxickych
prostiedich a také v travicich traktech termitd travicich ptidni substrat nebo péstujicich
houby je tomu totiz naopak (Brauman et al. 1992). Tato anomadlie je v pfipadé R.
flavipes vysvétlena odliSnym rozmisténim mikrobidlnich populaci a pfitomnosti
gradientu parcialniho tlaku vodiku (Ebert a Brune 1997).

Termiti jsou casto, predevSim kviali svému poctu, oznaCovani za vyznacné
producenty tohoto sklenikového plynu. Findlni mnoZstvi niz§imi termity
vyprodukovaného metanu je ale mnohem niz§i, nez by se dalo vzhledem k mife
produkce H; prvoky oc¢ekévat (Sugimoto, Bignell a MacDonald 2000). Metanogeni totiz
nemohou vyuzivat vSechen vodik pro vlastni spotfebu, pravdépodobné o n& musi
kompetovat s druhou prokaryotickou doménou — s acetogenickymi bakteriemi

(Brauman et al. 1992).

7 Metody vyzkumu prokaryotickych endosymbionti

Nejveétsim problémem studia prokaryotickych endosybiontii byva jejich obtizna
kultivace. Obecné plati, ze vice nez 90 % fylotypli nebylo nikdy kultivovdno a tim
padem nemohlo byt ani publikovano jako plnohodnotny novy taxon. Nov€ objevené a
pomérné dobie charakterizované skupiny bakterii, které stale odolavaji v§em pokusim o
kultivaci, musi byt na zaCatku svého védeckého pojmenovéani oznaceny slovem

wCandidatus® (napt.. Candidatus Symbiothrix dinenymphae nebo jen Ca. S.
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dinenymphae). S uréenim diverzity téchto organizmii ve veliké mife napomaha
molekularni fylogenetika. Molekularné fylogenetické stromy, urcujici pfibuznost a
zafazeni prokaryot do systému, byvaji zaloZzené obvykle na variabilni oblasti V4 nebo
V6 malé podjednotky (16S) rRNA. Tyto tseky jsou pomérné kratké (méné nez 500 bp),
a proto byva Casto (pfi shodé¢ mensi nezli 85 %) rekonstrukce ptibuzenskych vztaht a
zatazeni do skupin u téchto sekvenci obtizné (Yarza et al. 2014). Pti urCovani diverzity
se vSak nelze spoléhat jen na celkové osekvenovnani obsahu stifeva, je potieba také
rozpoznat kontaminace vzorku. Ac¢koliv se pocet riznych skupin prokaryot popsanych a
prokézanych ve vzorcich pochézejicich ze stfev termitd neustale zvySuje, dostatecné
kompletni data byla do roku 2006 pouze u R. speratus (Eggleton 2006). Zatazovani
novych sekvenci do metagenomickych knihoven (katalogizace) a zaroven vyhledavani
z obséhlych databazi je podstatnou ¢asti studia prokaryotickych endosymbionta.

Nenahraditelnou soucasti vyzkumu bun¢k a jejich struktur jsou zobrazovaci
techniky. Na urovni jednobunéénych eukaryotickych ¢i prokaryotickych organizmi je
vyuzivana piedevS§im transmisni elektronova mikroskopie (TEM) a skenovaci
elektronovda mikroskopie (SEM). Pro lokalizaci konkrétnich bunék, o jejichz
pritomnosti ve vzorku vypovida naptiklad jen sekvenace, byva Casto vyuZivana metoda
FISH (fluorescence in situ hybridization), kterd odpovidajici objekt oznaci
oligonukleotidovou ¢i polynukleotidovou sondou (Hongoh et al. 2007).

V mnohych studiich pro zjisténi vlivu prokaryot na fungovani celého systému
bylo potieba porovnat ptirozené prostiedi s prosttedim bez ptitomnych prokaryotickych
bunék. Elegantnim postupem, jak toho dosahnout, je pfidani antibiotik (napf.:

carbenicillinu) do stravy termitim (Leander a Keeling 2004).

8 Zavér

Nekultivovatelnost drtivé vétSiny prokaryotickych endosymbiontli ze stiev termiti
a dfevokaznych Svabii ma za nasledek nekompletnost a zkreslenost mnoha prvotnich
studii tohoto pestrého ekosystému. Pocetnost nékterych skupin prokaryot ve stejném
druhu termita se podle riznych zdroji vyznamné lisi. Naptiklad v trdvicim traktu R.
flavipes dle studie Tholen et al. 1997, zalozené z velké Casti na kultiva¢nich metodach,
tvofila doména Archea 10 % ze vSech ptfitomnych prokaryot. K vyrazné odliSnému cislu
dosli za pomoci metagenomiky Boucias et al. 2013. Pomér archei vyskytujicich se ve

sttevé téhoz druhu termita dosahoval stézi jednoho procenta. Problémy spojené s
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uréenim mikrobialni skladby v termitim stfevé ovliviiuji odhady role téchto prokaryot
v metabolizmu svych eukaryotickych hostiteli. Diky celkovému piehledu mikrobidlni
skladby a na zaklad¢é ziskani kompletni nebo castecné genomové sekvence nékolika
zastupcl je nyni mozné usuzovat, Zze prokaryota hraji hlavni roli pfi biochemickych
déjich jako je biosyntéza mnohych aminokyselin, kofaktorti a vitamint, fixace dusiku,
metanogeneze a v urCité mite 1 degradace lignocelulézy.

Ptestoze zbyva objasnit konkrétni funkci vétSiny prokaryotickych zastupct, je dnes
jejich pozice v ekosystému stiev jasn€jsi. Dukazem velikého vyznamu prokaryot
predevsim ve vySe zminénych procesech je jejich kospeciace s prvocimi hostiteli.
Nékolik vysoce hostitelsky specifickych zastupct z fylogeneticky vzdalenych linii
zapliiuje podobné niky. Rekonstrukce koevoluce prokaryotickych a eukaryotickych
organizml uvnitt trdvictho traktu termitd je z divodu horizontalnich pienost
prokaryotickych i eukaryotickych linii i mezi nepfibuznymi druhy termiti pomérné

slozita.

24



9 Seznam pouZzité literatury

Aanen, Duur K., Paul Eggleton, Corinne Rouland-Lefevre, Tobias Guldberg-Froslev,
Soren Rosendahl, a Jacobus J. Boomsma. 2002. ,,The Evolution of Fungus-
Growing Termites and Their Mutualistic Fungal Symbionts". Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 99 (23): 14887—
92. doi:10.1073/pnas.222313099.

Balat Mustafa, Havva Balat, a Cahide Oz. 2008. ,,Progress in bioethanol processing.
Prog Energy Combust Sci". ResearchGate, tijen.
https://www.researchgate.net/publication/223451269 Progress in_bioethanol pr
ocessing Prog Energy Combust Sci.

Bandi, C., M. Sironi, G. Damiani, L. Magrassi, C. A. Nalepa, U. Laudani, a L. Sacchi.
1995. ,, The Establishment of Intracellular Symbiosis in an Ancestor of
Cockroaches and Termites". Proceedings. Biological Sciences 259 (1356): 293—
99. doi:10.1098/rspb.1995.0043.

Bandi, Claudio, a Luciano Sacchi. 2000. ,,Intracellular Symbiosis in Termites". In
Termites: Evolution, Sociality, Symbioses, Ecology, editoval Takuya Abe, David
Edward Bignell, a Masahiko Higashi, 261-73. Springer Netherlands.
doi:10.1007/978-94-017-3223-9 12.

Bauer, S., A. Tholen, J. Overmann, a A. Brune. 2000. ,,Characterization of Abundance
and Diversity of Lactic Acid Bacteria in the Hindgut of Wood- and Soil-Feeding
Termites by Molecular and Culture-Dependent Techniques". Archives of
Microbiology 173 (2): 126-37.

Baughn, Anthony D., a Michael H. Malamy. 2004. ,, The Strict Anaerobe Bacteroides
Fragilis Grows in and Benefits from Nanomolar Concentrations of Oxygen".
Nature 427 (6973): 441-44. doi:10.1038/nature02285.

Berchtold, Chatzinotas, Schonhuber, Brune, Amann, Hahn, a Konig. 1999. , Differential
Enumeration and in Situ Localization of Microorganisms in the Hindgut of the
Lower Termite Mastotermes Darwiniensis by Hybridization with rRNA-
Targeted Probes". Archives of Microbiology 172 (6): 407-16.

Berlanga, Mercedes, Carlos Llorens, Jaume Comas, a Ricardo Guerrero. 2016. ,,Gut
Bacterial Community of the Xylophagous Cockroaches Cryptocercus
Punctulatus and Parasphaeria Boleiriana". PloS One 11 (4): e0152400.
doi:10.1371/journal.pone.0152400.

Bignell, D. E., a P. Eggleton. 1995. ,,0On the Elevated Intestinal pH of Higher Termites
(Isoptera: Termitidae)". Insectes Sociaux 42 (1): 57-69.
doi:10.1007/BF01245699.

Boucias, Drion G., Yunpeng Cai, Yijun Sun, Verena-Ulrike Lietze, Ruchira Sen,
Rhitoban Raychoudhury, a Michael E. Scharf. 2013. ,,The Hindgut Lumen
Prokaryotic Microbiota of the Termite Reticulitermes Flavipes and Its Responses
to Dietary Lignocellulose Composition". Molecular Ecology 22 (7): 1836-53.
doi:10.1111/mec.12230.

Brauman, A., M. D. Kane, M. Labat, a J. A. Breznak. 1992. , Genesis of Acetate and
Methane by Gut Bacteria of Nutritionally Diverse Termites". Science (New York,
N.Y) 257 (5075): 1384-87. doi:10.1126/science.257.5075.1384.

Breznak, John A. 2000. ,,Ecology of Prokaryotic Microbes in the Guts of Wood- and
Litter-Feeding Termites". In Termites: Evolution, Sociality, Symbioses, Ecology,
editoval Takuya Abe, David Edward Bignell, a Masahiko Higashi, 209-31.
Springer Netherlands. doi:10.1007/978-94-017-3223-9 10.

Breznak, 2002. ,,Phylogenetic Diversity and Physiology of Termite Gut Spirochetes".
Integrative and Comparative Biology 42 (2): 313—18. d0i:10.1093/icb/42.2.313.

25



Breznak, John A., Winston J. Brill, James W. Mertins, a Harry C. Coppel. 1973.
»Nitrogen Fixation in Termites". Nature 244 (5418): 577-80.
doi:10.1038/244577a0.

Brooks, Marion A. 1970. ,,Comments on the classification of intracellular symbiotes of
cockroaches and a description of the species". Journal of Invertebrate Pathology
16 (2): 249-58. doi:10.1016/0022-2011(70)90066-2.

Brugerolle, G., I. D. Silva-Neto, R. Pellens, a P. Grandcolas. 2003. ,,Electron
Microscopic Identification of the Intestinal Protozoan Flagellates of the
Xylophagous Cockroach Parasphaeria Boleiriana from Brazil". Parasitology
Research 90 (3): 249-56. doi:10.1007/s00436-003-0832-7.

Brune, A., D. Emerson, a J. A. Breznak. 1995. ,,The Termite Gut Microflora as an
Oxygen Sink: Microelectrode Determination of Oxygen and pH Gradients in
Guts of Lower and Higher Termites". Applied and Environmental Microbiology
61 (7): 2681-87.

Brune, Andreas. 2014. ,,Symbiotic Digestion of Lignocellulose in Termite Guts". Nature
Reviews Microbiology 12 (3): 168—80. doi:10.1038/nrmicro3182.

Brune, Andreas, a Carsten Dietrich. 2015. ,,The Gut Microbiota of Termites: Digesting
the Diversity in the Light of Ecology and Evolution". Annual Review of
Microbiology 69: 145—66. doi:10.1146/annurev-micro-092412-155715.

Cleveland, L. R. 1923. ,,Symbiosis between Termites and Their Intestinal Protozoa".
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America 9 (12): 424-28.

Cleveland, L. R., a A. V. Grimstone. 1964. ,,The Fine Structure of the Flagellate
Mixotricha Paradoxa and Its Associated Micro-Organisms". Proceedings of the
Royal Society of London B: Biological Sciences 159 (977): 668—86.
doi:10.1098/rspb.1964.0025.

Calové, Iveta. 2015. ,,Studium biokonverze celulosového odpadu na ethanol s vyuZzitim
kvasinkovych systémil", Cerven.
http://dspace.lib.vutbr.cz/xmlui/handle/11012/38261.

Doddema, HJ, a G D Vogels. 1978. ,,Improved identification of methanogenic bacteria
by fluorescence microscopy." Applied and Environmental Microbiology 36 (5):
752-54.

Ebert, A., a A. Brune. 1997. ,,Hydrogen Concentration Profiles at the Oxic-Anoxic
Interface: A Microsensor Study of the Hindgut of the Wood-Feeding Lower
Termite Reticulitermes Flavipes (Kollar)." Applied and Environmental
Microbiology 63 (10): 4039-46.

Eggleton, P. 2001. ,, Termites and Trees: A Review of Recent Advances in Termite
Phylogenetics". Insectes Sociaux 48 (3): 187-93. doi:10.1007/PL00001766.

Eggleton, Paul. 2006. ,,The Termite Gut Habitat: Its Evolution and Co-Evolution". In
Intestinal Microorganisms of Termites and Other Invertebrates, editoval Helmut
Konig a Ajit Varma, 6:373—404. Berlin/Heidelberg: Springer-Verlag.
doi:10.1007/3-540-28185-1_16.

Hackstein, Johannes H. P. 2010. (Endo)symbiotic Methanogenic Archaea. Springer
Science & Business Media.

Hampl, Vladimir. 2016. ,,Preaxostyla". In Handbook of the Protists. Roc. 2016.

Herlemann, D. P. R., O. Geissinger, W. Ikeda-Ohtsubo, V. Kunin, H. Sun, A. Lapidus, P.
Hugenholtz, a A. Brune. 2009. ,,Genomic Analysis of “Elusimicrobium
minutum,” the First Cultivated Representative of the Phylum “Elusimicrobia”
(Formerly Termite Group 1)". Applied and Environmental Microbiology 75 (9):
2841-49. doi:10.1128/AEM.02698-08.

26



Herlemann, Daniel P. R., Oliver Geissinger, a Andreas Brune. 2007. ,,The Termite
Group I Phylum Is Highly Diverse and Widespread in the Environment".
Applied and Environmental Microbiology 73 (20): 6682—85.
doi:10.1128/AEM.00712-07.

Hongoh, Yuichi, Moriya Ohkuma, a Toshiaki Kudo. 2003. ,,Molecular Analysis of
Bacterial Microbiota in the Gut of the Termite Reticulitermes Speratus (Isoptera;
Rhinotermitidae)". FEMS Microbiology Ecology 44 (2): 231-42.
doi:10.1016/S0168-6496(03)00026-6.

Hongoh, Yuichi, Tomoyuki Sato, Satoko Noda, Sadaharu Ui, Toshiaki Kudo, a Moriya
Ohkuma. 2007. ,,Candidatus Symbiothrix Dinenymphae: Bristle-like
Bacteroidales Ectosymbionts of Termite Gut Protists". Environmental
Microbiology 9 (10): 2631-35. doi:10.1111/j.1462-2920.2007.01365.x.

Hongoh, Yuichi, Vineet K. Sharma, Tulika Prakash, Satoko Noda, Todd D. Taylor,
Toshiaki Kudo, Yoshiyuki Sakaki, Atsushi Toyoda, Masahira Hattori, a Moriya
Ohkuma. 2008. ,,Complete Genome of the Uncultured Termite Group 1 Bacteria
in a Single Host Protist Cell". Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America 105 (14): 5555-60.
doi:10.1073/pnas.0801389105.

Hongoh, Yuichi, Vineet K. Sharma, Tulika Prakash, Satoko Noda, Hidehiro Toh, Todd
D. Taylor, Toshiaki Kudo, et al. 2008. ,,Genome of an Endosymbiont Coupling
N2 Fixation to Cellulolysis Within Protist Cells in Termite Gut". Science 322
(5904): 1108-9. doi:10.1126/science.1165578.

Chouvenc, Thomas, Nan-Yao Su, a Alain Robert. 2009. ,,Inhibition of Metarhizium
Anisopliae in the Alimentary Tract of the Eastern Subterranean Termite
Reticulitermes Flavipes". Journal of Invertebrate Pathology 101 (2): 130-36.
doi:10.1016/].jip.2009.04.005.

lida, null, null Ohkuma, null Ohtoko, a null Kudo. 2000. ,,Symbiotic Spirochetes in the
Termite Hindgut: Phylogenetic Identification of Ectosymbiotic Spirochetes of
Oxymonad Protists". FEMS Microbiology Ecology 34 (1): 17-26.

Ikeda-Ohtsubo, Wakako, Mahesh Desai, Ulrich Stingl, a Andreas Brune. 2007.
»Phylogenetic Diversity of ,Endomicrobia” and Their Specific Affiliation with
Termite Gut Flagellates". Microbiology (Reading, England) 153 (Pt 10): 3458—
65. d0i:10.1099/mic.0.2007/009217-0.

Ikeda-Ohtsubo, Wakako, Jiirgen F. H. Strassert, Tim Kohler, Aram Mikaelyan, Ivan
Gregor, Alice C. McHardy, Susannah Green Tringe, Phil Hugenholtz, Renate
Radek, a Andreas Brune. 2016. ,,,Candidatus Adiutrix Intracellularis’, an
Endosymbiont of Termite Gut Flagellates, Is the First Representative of a Deep-
Branching Clade of Deltaproteobacteria and a Putative Homoacetogen".
Environmental Microbiology 18 (8): 2548—64. do1:10.1111/1462-2920.13234.

Inoue, Jun-Ichi, Kanako Saita, Toshiaki Kudo, Sadaharu Ui, a Moriya Ohkuma. 2007.
,»Hydrogen Production by Termite Gut Protists: Characterization of Iron
Hydrogenases of Parabasalian Symbionts of the Termite Coptotermes
Formosanus". Eukaryotic Cell 6 (10): 1925-32. doi:10.1128/EC.00251-07.

Inward, Daegan, George Beccaloni, a Paul Eggleton. 2007. ,,Death of an order: a
comprehensive molecular phylogenetic study confirms that termites are eusocial
cockroaches". Biology Letters 3 (3): 331-35. doi:10.1098/rsbl.2007.0102.

Karnkowska, Anna, Vojtéch Vacek, Zuzana Zubacova, Sebastian C. Treitli, Romana
Petrzelkova, Laura Eme, Lukas Novak, et al. 2016. ,,A Eukaryote without a
Mitochondrial Organelle". Current Biology: CB 26 (10): 1274-84.
doi:10.1016/j.cub.2016.03.053.

27



Karun, Namera, a K. R Sridhar. 2013. ,,Occurrence and distribution of Termitomyces
(Basidiomycota, Agaricales) in the Western Ghats and on the west coast of India
(PDF Download Available)". CZECH MYCOLOGY.
https://www.researchgate.net/publication/267450838 Occurrence and_distributi
on_of Termitomyces Basidiomycota Agaricales in the Western Ghats and o
n_the west coast of India.

Katzin, Leonard 1., a Harold Kirby. 1939. ,,The Relative Weights of Termites and Their
Protozoa". The Journal of Parasitology 25 (5): 444-45. doi:10.2307/3272319.

Konig, H. 2006. ,,Bacillus Species in the Intestine of Termites and Other Soil
Invertebrates". Journal of Applied Microbiology 101 (3): 620-27.
doi:10.1111/5.1365-2672.2006.02914 .x.

Konig, Helmut. 2006. Intestinal Microorganisms of Termites and Other Invertebrates.
Springer Science & Business Media.

Leander, Brian S., a Patrick J. Keeling. 2004. ,,Symbiotic Innovation in the Oxymonad
Streblomastix Strix". The Journal of Eukaryotic Microbiology 51 (3): 291-300.

Lee, John J., Gordon F. Leedale, a Phyllis Clarke Bradbury. 2000. An lllustrated Guide
to the Protozoa: Organisms Traditionally Referred to as Protozoa, or Newly
Discovered Groups. Society of Protozoologists.

Leidy, Prof. 1877.,,0On Intestinal Parasites of Termes flavipes". Proceedings of the
Academy of Natural Sciences of Philadelphia 29: 146—49.

Leschine, S. B. 1995. ,,Cellulose Degradation in Anaerobic Environments". Annual
Review of Microbiology 49: 399—-426.
doi:10.1146/annurev.mi.49.100195.002151.

Messer, A. C., a M. J. Lee. 1989. , Effect of Chemical Treatments on Methane Emission
by the Hindgut Microbiota in the termiteZootermopsis Angusticollis". Microbial
Ecology 18 (3): 275-84. doi:10.1007/BF02075814.

Noda, Satoko, Toshiya lida, Osamu Kitade, Hideaki Nakajima, Toshiaki Kudo, a
Moriya Ohkuma. 2005. ,,Endosymbiotic Bacteroidales Bacteria of the
Flagellated Protist Pseudotrichonympha grassii in the Gut of the Termite
Coptotermes formosanus". Applied and Environmental Microbiology 71 (12):
8811-17. doi:10.1128/AEM.71.12.8811-8817.2005.

Noda, Satoko, Tetsushi Inoue, Yuichi Hongoh, Miho Kawai, Christine A. Nalepa,
Charunee Vongkaluang, Toshiaki Kudo, a Moriya Ohkuma. 2006. ,,Identification
and Characterization of Ectosymbionts of Distinct Lineages in Bacteroidales
Attached to Flagellated Protists in the Gut of Termites and a Wood-Feeding
Cockroach". Environmental Microbiology 8 (1): 11-20. doi:10.1111/j.1462-
2920.2005.00860.x.

Noirot, Charles. 2001. ,,The Gut of Termites (Isoptera) Comparative Anatomy,
Systematics, Phylogeny. I1. Higher Termites (Termitidae)". Annales de La
Société Entomologique de France 37 (4): 431-71.

Ohkuma, Moriya, Satoko Noda, Satoshi Hattori, Toshiya Iida, Masahiro Yuki, David
Starns, Jun-ichi Inoue, Alistair C. Darby, a Yuichi Hongoh. 2015. ,,Acetogenesis
from H2 plus CO2 and Nitrogen Fixation by an Endosymbiotic Spirochete of a
Termite-Gut Cellulolytic Protist". Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 112 (33): 10224-30.
doi:10.1073/pnas.1423979112.

Poinar, George O. 2009. ,,Description of an early Cretaceous termite (Isoptera:
Kalotermitidae) and its associated intestinal protozoa, with comments on their
co-evolution". Parasites & Vectors 2: 12. doi1:10.1186/1756-3305-2-12.

Prillinger, H., R. Messner, H. Konig, R. Bauer, K. Lopandic, O. Molnar, P. Dangel, et al.

28



1996. ,,Yeasts Associated with Termites : A Phenotypic and Genotypic
Characterization and Use of Coevolution for Dating Evolutionary Radiations in
Asco- and Basidiomycetes". Systematic and Applied Microbiology 19 (2): 265—
83.

Puniya, Anil Kumar, Rameshwar Singh, a Devki Nandan Kamra. 2015. Rumen
Microbiology: From Evolution to Revolution. Springer.

Radek, Renate. 1999. , Flagellates, bacteria, and fungi associated with termites:
diversity and function in nutrition—a review". Ecotropica 5.1.

Riesenfeld, Christian S., Patrick D. Schloss, a Jo Handelsman. 2004. ,,Metagenomics:
Genomic Analysis of Microbial Communities". Annual Review of Genetics 38
(1): 525-52. doi:10.1146/annurev.genet.38.072902.091216.

Sen, Ruchira, Rhitoban Raychoudhury, Yunpeng Cai, Yijun Sun, Verena-Ulrike Lietze,
Brittany F. Peterson, Michael E. Scharf, a Drion G. Boucias. 2015. ,,Molecular
Signatures of Nicotinoid-Pathogen Synergy in the Termite Gut". PLoS ONE 10
(4). doi:10.1371/journal.pone.0123391.

Scharf, Michael E. 2015. ,,Omic research in termites: an overview and a roadmap".
Frontiers in Genetics 6 (bfezen). doi:10.3389/fgene.2015.00076.

Schultz, J E, a J A Breznak. 1978. ,,Heterotrophic bacteria present in hindguts of wood-
eating termites [Reticulitermes flavipes (Kollar)]". Applied and Environmental
Microbiology 35 (5): 930-36.

Smith, a Arnott. 1974. ,,Epi- and endobiotic bacteria associated with Pyrsonympha
vertens, a symbiotic protozoon of the termite Reticulitermes flavipes". Blackwell
Publishing on behalf of American Microscopical Society.

Sorensen, J. S., C. A. Turnbull, a M. D. Dearing. 2004. ,,A Specialist Herbivore
(Neotoma Stephensi) Absorbs Fewer Plant Toxins than Does a Generalist
(Neotoma Albigula)". Physiological and Biochemical Zoology: PBZ 77 (1):
139-48. doi:10.1086/378923.

Stingl, Ulrich, Renate Radek, Hong Yang, a Andreas Brune. 2005. ,,,Endomicrobia’:
Cytoplasmic Symbionts of Termite Gut Protozoa Form a Separate Phylum of
Prokaryotes". Applied and Environmental Microbiology 71 (3): 1473-79.
doi:10.1128/AEM.71.3.1473-1479.2005.

Strassert, Jiirgen F. H., Tim Koéhler, Tobias H. G. Wienemann, Wakako Ikeda-Ohtsubo,
Nicolas Faivre, Sibylle Franckenberg, Rudy Plarre, Renate Radek, a Andreas
Brune. 2012. ,,,Candidatus Ancillula Trichonymphae’, a Novel Lineage of
Endosymbiotic Actinobacteria in Termite Gut Flagellates of the Genus
Trichonympha". Environmental Microbiology 14 (12): 3259-70.
doi:10.1111/1462-2920.12012.

Strassert, Jiirgen F. H., Aram Mikaelyan, Tanja Woyke, a Andreas Brune. 2016.
»Genome Analysis of ‘Candidatus Ancillula Trichonymphae’, First
Representative of a Deep-Branching Clade of Bifidobacteriales, Strengthens
Evidence for Convergent Evolution in Flagellate Endosymbionts".
Environmental Microbiology Reports 8 (5): 865-73. doi:10.1111/1758-
2229.12451.

Su, N. Y. 2003. ,,0Overview of the Global Distribution and Control of the Formosan
Subterranean Termite". Sociobiology. http://agris.fao.org/agris-
search/search.do?recordID=US201300959237.

Sugimoto, Atsuko, David E. Bignell, a Jannette A. MacDonald. 2000. ,,Global Impact of
Termites on the Carbon Cycle and Atmospheric Trace Gases". In Termites:
Evolution, Sociality, Symbioses, Ecology, editoval Takuya Abe, David Edward
Bignell, a Masahiko Higashi, 409-35. Springer Netherlands. doi:10.1007/978-

29



94-017-3223-9 19.

Tabatabaei, Anaraki M., R. Rahim, N. Abdullah, R. A. Rahim, A. D. G. Wright, Y.
Shirai, K. Sakai, et al. 2010. ,,Importance of the methanogenic archaea
populations in anaerobic wastewater treatments", leden.
doi:10.1016/j.procbio.2010.05.017.

Tai, Vera, Erick R. James, Christine A. Nalepa, Rudolf H. Scheffrahn, Steve J. Perlman,
a Patrick J. Keeling. 2015. ,,The Role of Host Phylogeny Varies in Shaping
Microbial Diversity in the Hindguts of Lower Termites". Applied and
Environmental Microbiology 81 (3): 1059-70. doi:10.1128/AEM.02945-14.

Tholen, Anne, Bernhard Schink, a Andreas Brune. 1997. ,, The Gut Microflora of
Reticulitermes Flavipes, Its Relation to Oxygen, and Evidence for Oxygen-
Dependent Acetogenesis by the Most Abundant Enterococcus Sp." FEMS
Microbiology Ecology 24 (2): 137-49. doi:10.1111/j.1574-6941.1997.tb00430.x.

Thomas, Torsten, Jack Gilbert, a Folker Meyer. 2012. ,,Metagenomics - a guide from
sampling to data analysis". Microbial Informatics and Experimentation 2 (1nor):
3. do0i:10.1186/2042-5783-2-3.

Todaka, Nemuri, Tetsushi Inoue, Kanako Saita, Moriya Ohkuma, Christine A. Nalepa,
Michael Lenz, Toshiaki Kudo, a Shigeharu Moriya. 2010. ,,Phylogenetic
Analysis of Cellulolytic Enzyme Genes from Representative Lineages of
Termites and a Related Cockroach". PLOS ONE 5 (1): e8636.
doi:10.1371/journal.pone.0008636.

Tokuda, G., H. Watanabe, T. Matsumoto, a H. Noda. 1997. ,,Cellulose Digestion in the
Wood-Eating Higher Termite, Nasutitermes Takasagoensis (Shiraki):
Distribution of Cellulases and Properties of Endo-Beta-1,4-Glucanase".
Zoological Science 14 (1): 83-93. doi:10.2108/zsj.14.83.

Tokuda, Gaku, Nathan Lo, a Hirofumi Watanabe. 2005. ,,Marked Variations in Patterns
of Cellulase Activity against Crystalline- vs. Carboxymethyl-Cellulose in the
Digestive Systems of Diverse, Wood-Feeding Termites". Physiological
Entomology 30 (4): 372—80. doi:10.1111/j.1365-3032.2005.00473.x.

Tokuda, Gaku, Yuuri Tsuboi, Kumiko Kihara, Seikou Saitou, Sigeharu Moriya, Nathan
Lo, a Jun Kikuchi. 2014. ,,Metabolomic profiling of 13C-labelled cellulose
digestion in a lower termite: insights into gut symbiont function". Proceedings of
the Royal Society B: Biological Sciences 281 (1789).
doi:10.1098/rspb.2014.0990.

Tokura, null, null Ohkuma, a null Kudo. 2000. ,,Molecular Phylogeny of Methanogens
Associated with Flagellated Protists in the Gut and with the Gut Epithelium of
Termites". FEMS Microbiology Ecology 33 (3): 233—40.

Wang, Xiudan, Zongqing Wang, a Yanli Che. 2014. ,,A Taxonomic Study of the Genus
Panesthia (Blattodea, Blaberidae, Panesthiinae) from China with Descriptions of
One New Species, One New Subspecies and the Male of Panesthia Antennata".
ZooKeys 466 (prosinec): 53—75. doi:10.3897/zookeys.466.8111.

Watanabe, H., H. Noda, G. Tokuda, a N. Lo. 1998. ,,A Cellulase Gene of Termite
Origin". Nature 394 (6691): 330-31. doi:10.1038/28527.

Wenzel, M., 1. Schonig, M. Berchtold, P. Kémpfer, a H. Konig. 2002. ,,Aerobic and
Facultatively Anaerobic Cellulolytic Bacteria from the Gut of the Termite
Zootermopsis Angusticollis". Journal of Applied Microbiology 92 (1): 32-40.

Wenzel, Marika, Renate Radek, Guy Brugerolle, a Helmut Konig. 2003. ,,Identification
of the ectosymbiotic bacteria of Mixotricha paradoxa involved in movement
symbiosis". European Journal of Protistology 39 (1): 11-23. doi:10.1078/0932-
4739-00893.

30



Wier, Andrew, Michael Dolan, David Grimaldi, Ricardo Guerrero, Jorge Wagensberg, a
Lynn Margulis. 2002. ,,Spirochete and protist symbionts of a termite
(Mastotermes electrodominicus) in Miocene amber". Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 99 (3): 1410-13.
doi:10.1073/pnas.022643899.

Xinning Zhang, a Jared R. Leadbetter. 2012. ,,Evidence for Cascades of Perturbation
and Adaptation in the Metabolic Genes of Higher Termite Gut Symbionts".
http://mbio.asm.org/content/3/4/e00223-12/F1.expansion.html.

Yamaoka, 1., a Y. Nagatani. 1975. ,,Cellulose digestion system in the termite,
Reticulitermes speratus (Kolbe). producing sites and physiological significance
of two kinds of cellulase in the worker". Zool Mag Tokyo.
http://agris.fao.org/agris-search/search.do?recordID=US201302744225.

Yang, Hong, Dirk Schmitt-Wagner, Ulrich Stingl, a Andreas Brune. 2005. ,,Niche
Heterogeneity Determines Bacterial Community Structure in the Termite Gut
(Reticulitermes Santonensis)". Environmental Microbiology 7 (7): 916-32.
doi:10.1111/5.1462-2920.2005.00760.x.

Yarza, Pablo, Pelin Yilmaz, Elmar Pruesse, Frank Oliver Glockner, Wolfgang Ludwig,
Karl-Heinz Schleifer, William B. Whitman, Jean Euzéby, Rudolf Amann, a
Ramon Rossello-Mora. 2014. ,,Uniting the Classification of Cultured and
Uncultured Bacteria and Archaea Using 16S rRNA Gene Sequences". Nature
Reviews Microbiology 12 (9): 635—45. doi:10.1038/nrmicro3330.

31



