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1 UvOoD

Symbi6za mezi organismy je v pfirodé ¢astym jevem, ktery se vyznamnou mérou
podili na mnoha evoluénich a ekologickych procesech. Prvni zaznamy o studiu symbidzy
se datuji do druhé poloviny 19. stoleti, kdy vroce 1868 3$védsky botanik Simon
Schwendener formuloval tzv. dudlni hypotézu vzniku liSejnikd, podle které je liSejnik
organismus vytvofeny kooperaci houby a fasy (Schwendener, 1868). V nasledujicich letech
byla dualni hypotéza prokézana a pro pojmenovani tohoto vztahu byl roce 1877 poprvé
pouzit termin ,symbiotismus®“ némeckym biologem Albertem Bernhardem Frankem.
Definoval symbidzu jako koexistenci dvou druhi organisml, kde jeden Zzije uvnitt
nebo na druhém, bez ohledu na povahu jejich vztahu (Frank, 1877). Pozdé&ji byla symbidza
spojovana se vsemi typy asociaci mezi organismy a podle druhu interakce byla rozdélena
na mutualismus, komenzalismus a parazitismus (de Bary, 1879). Nicméné, hranice mezi
témito vztahy Casto nelze jasné urcit. Typickym ptikladem je stfevni bakterie Escherichia
coli, ktera je béznym komenzalem ve stievé teplokrevnych Zivocichu, ale pii pfijmu této
bakterie z vody ¢i potravy kontaminované fekalnim materidlem, muze dojit k rozvoji
sttevnich ¢i mimostievnich infekci (Manning, 2010; Tilden et al., 1996). V soucasné dobé¢
se termin symbidza pouziva nejcastéji ve smyslu spolecného souziti riznych druhi
organismu bez ohledu na druh jejich interakce.

Vyzkum symbiotickych vztahl oteviel novy pohled na studium evoluce organismd.
Napftiklad se ukdzalo, ze symbidza byla kli¢ovou udalosti pfi vzniku eukaryotické burky,
ktera se vyvinula jako chiméra nékolika prokaryotickych organismt (Gray and Doolittle,
1982; Margulius, 1970). Stabilni symbioticky vztah s prokaryoty se vyvinul mnohokrat
nezavisle u odlisnych skupin eukaryotickych organismt. V roce 1965 se zoolog a bunéény
biolog Paul Buchner zabyval studiem morfologie hmyzu a objevil obrovskou diverzitu
mikroorganismu Zzijicich v téle hmyziho hostitele. V priitbéhu svého vyzkumu popsal mnoho
zastupci hmyzu, ktefi udrzuji mutualistické vztahy se symbiotickymi bakteriemi
(Buchner, 1965). Bakterialni endosymbidzy vznikaly opakované v pribéhu evoluce a jsou
zasadnimi faktory ekologické diverzifikace mnoha skupin. VSeobecné se uvadi, ze potrava
nékterych ekologickych skupin hmyzu, napt. fytofagniho a hematofagniho hmyzu, je chuda
na urCité slozky, pfedevsim aminokyseliny a vitaminy (Nogge, 1976; Baumann, 2005;
Akman et al., 2002; Moran et al., 2008; Moya et al., 2008). JiZ v pfedmolekularni dobé byla

prokézéna zavislost hematofagniho hmyzu na dopliiovani vitamini skupiny B, které jsou
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nedostate¢né obsazené v krvi obratlovci (Puchta, 1954; Puchta, 1955). Pozdé&ji se ukazalo,
ze pravé symbiotické bakterie vyuzivaji vlastni metabolické drahy k syntéze téchto
esencidlnich latek, které poskytuji svému hostiteli (Nogge, 1976; Noge, 1981;
Hosokowa et al., 2012; Nikoh et al., 2014).

Podle wurcitych charakteristickych ryst rozdélujeme symbionty na obligatni
(primérni, P-) a fakultativni (sekundarni, S-). P-symbionti jsou pfenaseni vertikalné do dalsi
generace a maji obecné dlouhou koevolu¢ni historii se svymi hostiteli, ktery pro né casto
vytvaii specializované organy, tzv. bakteriomy (Douglas, 1989). Dochazi u nich zpravidla
ik wvyrazné redukci genomu oproti genomum volné  zijicich  ptibuznych
(McCutcheon and Moran, 2012). Tento proces se projevuje piedevs§im nizkym obsahem
C+G bazi, ztratou genti a ekonomizaci genomu (Akman et al., 2002). V kontrastu k témto
ztratam maji nékteré geny symbionta kli¢ovou roli v biologii hostitelt, zpravidla spojenou
S biosyntézou latek chybéjicich v potrave hostitele. Funkéni zévislost vede k mnoha
zajimavym molekularnim jevim jako je komplementarita metabolickych drah hostitele
a symbionta, nebo ziskavani vyznamnych genti prostfednictvim horizontalniho pienosu genii
(HGT). Piikladem muze byt vznik nutri¢ni specializace bakterie rodu Wolbachia u $ténice
Cimex lectularius po ziskani biotinového operonu (Nikoh et al., 2014).

Naopak fakultativni S-symbionti si ponechavaji schopnost horizontalniho Sifeni
a Casto proto dochazi k pfenosim na nepiibuzné hostitele (HypSa and Dale, 1997; Dale and
Maudlin, 1999; Dale et al., 2006; Darby et al., 2005; Moran et al., 2008). Tito symbionti
mohou piindSet vyhody pro hostitele, napi. Hamiltonella defensa chrani masici
Acyrthosiphon pisum proti parazitoidnim vosam, nebo mohou byt reprodukénimi
manipulatory jako v ptipad¢ bakterie Wolbachia, ktera touto strategii sniZuje fitness hostitele
(Yen and Barr, 1971; Breeuwer and Jacobs, 1996; Stouthamer et al., 1999;
Werren et al., 2008). V nékterych piipadech se muze S-symbiont stdt P-symbiontem,
ktery bud’ nahradi puvodniho P-symbionta, nebo s nim vytvoii mikrobialni spole¢enstvi,
kde si symbionti mohou predavat nékteré metabolity a spolecné tak vytvaret esencialni
latky pro sveého hostitele (Koga et al.,, 2013; McCutcheon and von Dohlen, 2011;
Husnik et al., 2013). V sou¢asné dobé se vyznamnym pokrokem V oblasti studia symbionti
in-vivo staly metody zaloZené na in-situ hybridizaci fluorescenéné znacenych sond
(FISH), které poskytuji nejen informaci o umisténi symbiontl v hostiteli, ale zaroven

i specifickou detekci konkrétniho druhu bakterie v mikrobiomu (Moter and Gobel, 2000).



Symbiotické bakterie u podiadu Anoplura (krevsajicich vsi) objevili jiz v roce 1919
biologové Buchner a Sikora (Sikora, 1919; Buchner, 1919). Podrobna ultrastruktura
bakteriomti byla pozdéji popsana na tkanovych fezech nékolika skupin vsi (Ries, 1931).
Brzy poté se tato skupina hmyzu stala jednou z nejzajimavéjSich v oblasti studia symbidzy
(Puchta, 1954; Puchta, 1955; Kotter, 1955; Bewig and Schwartz, 1956). Ukazalo se, Ze
bakteriomy jsou slozeny z jednotlivych bungk, tzv. bakteriocytii, kde symbionti ziji
Vv cytosolu téchto specializovanych bunék. V rdmci podiddu Anoplura maji bakteriomy
velmi variabilni struktury a vytvareji se v riznych castech téla hostitele. Nejjednodussi
zndmé usporadani mizeme najit u v8i rodu Haematopinus, kde jsou symbionti umisténi
Vv bakteriocytech obklopenych epitelidlnimi buitkami stfedniho stfeva kromé provetricula,
specificky pouze pro tento druh. Nejéastéji jsou vSak symbionti v§i umisténi v neparovych
ovalnych ¢i kulatych bakteriomech, tzv. bfiSnich discich (uloZzenych na ventralni strané
stfedniho stfeva), jako napft. u lidské vsi Pediculus humanus (Buchner, 1965).

V piipadé¢ rodu Polyplax byl popséan detailni vyvoj symbiotickych struktur ve vSech
stadiich zivotniho cyklu v$i (vajicko — 3 larvalni instary — dospélec) pro druh
P. spinulosa. Bylo zjisténo, Ze vyvoj symbiontt, bakteriocytd i bakteriomi je zavisly
na pohlavi hostitele. V prvnim instaru u samic jsou bakteriomy situované na ventralni strané
stfedniho stfeva a obklopuje je bazalni membrana zarodeénych bunék vejcovodi. S vyvojem
vejcovodli dochézi k inkorporaci bakteriomt k vejcovodim. Zde je bakteriom rozdélen
na jednotlivé bakteriocyty. Nasledné se membrany bakteriocytti rozpoustéji a symbionti jsou
uvolnéni do cytoplazmy syncytia epitelidlnich bun€k rozSifenych casti vejcovodu,
tzv. ovarialnich ampuli. U dospélych samic se symbionti §ifi smérem k oocytu a penetruji
do jeho stigma a stopky. Symbionti jsou pak ulozeni ve zten¢eném objemu na posteriornim
konci oocytu a od Zloutkovych vaki jsou oddéleni zloutkovou membranou. U samctl jsou
bakteriomy umistény mezi bazalni membranou a epitelem stéedniho stieva. S vyvojem nymf
se bazalni membrana spojuje s epitelialnimi buiikami pomoci sept, které prochazeji mezi
bakteriocyty. U dospélych samct poté dochazi k rozSifovani sept a nasledné spojeni
bakteriomli se sténou stiedniho stfeva. Ultrastruktura larvalnich bakterioml je u obou
pohlavi podobna, nicméné bunky samotnych symbiont byvaji vétsi u samci (shrnuti ¢lanku
Volf, 1991).

Po néstupu molekularnich metod a jejich vyuZiti pro studium fylogeneze bylo
zjisténo, ze vétsina dosud znamych symbiontti hmyzu pochazi z nékolika ,,hot spots® v rdmci

systému bakterii, kde se do monofyletickych skupin koncentruji symbionti z rGznych



hostiteli (napt. Enterobacteriaceae, Gammaproteobacteria). Pomérné vyjimecné
fylogenetickeé postaveni ma bakterialni symbiont vSi rodu Polyplax, ktery spada do céeledi
Legionellaceae (dale L-symbiont; Gammaproteobacteria), blizce k rodu Legionella (HypSa
and Kiizek, 2007), a tvoii tak izolovanou symbiotickou linii v blizkosti znamych patogend.
Pozdé¢ji se v nasi laboratofi podafilo prokazat za pomoci genomickych dat, ze vzorky ze vsi
Polyplax serrata obsahuji dalsi bakterii symbiotické povahy, s piedbéznym fylogenetickym
zatazenim do ptibuznosti neisserii (dale N-symbiont; Betaproteobacteria).

V této diplomové praci navazuji na svoji bakalaiskou praci (Rihova, 2015), ktera
byla vénovana zakladni genomické charakterizaci téchto bakterii. V prubéhu bakalarské
prace jsem provedla screeening nekolika populaci vs§i rodu Polyplax z riznych lokalit
aupresnila fylogenetické postaveni endosymbionti na zakladé genu pro 16S rRNA:
monofyletické skupiny tvofené vzorky z rtiznych lokalit ukazuji, ze se nejedna o lokalni
kontaminace, ale dlouhodob¢ piedavané symbionty. Oproti L-symbiontovi, jehoZ nejbliZzSim
ptibuznym je rod Legionella, N-symbiont je pouze vzdalen¢ piibuzny rodu Neisseria
(klastruje se do blizkosti rodu Snodgrassella, sttevnich symbiontti véel a ¢melaki).

Dale jsem slozila genomy obou bakterii do podoby kontigh a skafoldl a z téchto dat jsem
odvodila z&kladni genomické charakteristiky, které potvrdily jejich endosymbioticky
charakter. Sekvenéné¢ pozménéné duplikaty jak genl, tak celych kontigh v genomu
L-symbionta naznacovaly vyskyt 2 linii téchto symbiontid. Pfi prizkumu genomu
L-symbionta na mozny HGT byl objeven operon koédujici biosyntézu biotinu, piibuzny
k operonu z Wolbachie popsané u $ténice Cimex lectularius (Nikoh et al., 2014). Zaroven
byly pro dalSi porovnani zrekonstruovany biosyntetické drahy biotinu u obou bakterii.
V posledni fazi jsem provedla piipravu metody FISH na vzorcich v3i Polyplax serrata
s vyuZitim eubakterialnich fluorescencnich sond. Z téchto vysledku vychazelo zadani mé

magisterské prace s nasledujicimi cili.



2 CILE

1. Podrobné zpracovani genomicke informace L-symbionta

e S vyuzitim pokrocilych bioinformatickych metod uzaviit genom do kruhové molekuly
a urcit jeho podrobné charakteristiky

¢ Urcit pfesnou fylogenetickou pozici endosymbionta v ramci fadu Legionellales

¢ Sestavit fylogenetické rekontrukce pro horizontaln€ pfenesené geny

e Rekonstruovat metabolické drahy biosyntézy esencialnich B-vitamin

2. Vizualizace L-symbionta a jeho lokalizace uvnitf hostitele

e Navrhnout nov¢ flourescen¢ni sondy specifické pro L-symbionta a zjistit jeho umisténi

v hostiteli (in-vivo)

3. Nalezeni vhodnych screeningovych markeri a genomicka charakterizace N-symbionta

e Nalézt vhodné diagnostické primery pro screening populaci na piitomnost
N-symbionta

e S vyuzitim pokrocilych bioinformatickych metod vylepsit kvalitu sestaveni genomu
N-symbionta a urcit jeho zdkladni charakteristiky

e Zrekonstruovat metabolické  drahy  N-symbionta a  porovnat piipadnou
komplementaritu drah s L-symbiontem

e Prohledat genom N-symbionta na pfipadny horizontalni pfenos gend a uréit jejich

fylogeneticky ptvod



3 MATERIAL A METODIKA

3.1 L-symbiont: genomika a FISH

3.1.1 L-symbiont: genomika

Pichled materidlu a metodiky vztahujici se k této sekci je soucasti publikace.

Zde uvadim pouze struéné shrnuti jednotlivych metodickych kroku, které jsem dé¢lala osobné

nebo jsem se na nich podilela:

Vytvoreni primarni assembly pair-end reads (,,readi*) z celogenomovych dat

Urceni fylogenetické prislusnosti vSech kontigii — 112 kontigh pfifazeno do fadu

Legionellales

Extrakce téchto 112 kontigli — referen¢ni kontigy

Mapovani ,,readi* z ptivodnich dat na referen¢ni kontigy

Extrakce namapovanych readt

Vytvoreni sekundarni assembly namapovanych ,,readt” — kompletni kruhovy gemon

L-symbionta

Anotace genomu a ulozZeni do databaze GenBank

Charakterizace genomu - zakladni (velikost, pocet genid, atd.) a podrobna

(transmembrénové proteiny, signalni peptigy, CRISP repetice, GC skew)

Porovnani zakladnich charakteristik genomu

Vyhledani ortolognich sekvenci

Tvorba alignmentl a vybér modelu pro fylogenetické analyzy

Zjisténi fylogenetického zatazeni L-symbionta — analyzy multigenové matice

sestavené na zakladé 64 proteinovych sekvenci (v ramci fadu Legionellales)

- zatazeni L-symbionta do rodu Legionella (Legionellaceae) — ML a Bayesianské
analyzy (kazdy gen zvlast’ a konkatenovana matice)

- pojmenovani: Candidatus Legionella polyplacis, sp. nov.

Screening genomu na potencialni horizontalni pfenos gent — biotinovy operon

(6 gentt)

Tvorba alignmentl a vybér modelu pro fylogenetické analyzy

Zjisténi fylogenetického ptivodu genu biotinového operonu — ML a Bayesianské

analyzy (kazdy gen zvlast’ a konkatenovana matice)

Rekonstrukce metabolickych drah a jejich porovnani — B-vitaminy
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3.1.2 L-symbiont: specificka detekce symbionti

Pro detekci obligatniho L-symbionta in-vivo jsem pouzila 6 jedincu vsi
Polyplax serrata sebranych v oblasti Litvinova. Pfi pfipravé vzorku jsem postupovala dle
protokolu metody FISH, uvedeném v moji bakalaiské praci (Rihova, 2015; viz. Material
a metodika — viz. kapitola 3.3). Pro vyzkouseni vhodné fixace vzorkl jsem 4 vzorky fixovala
vacetonu a 2 vzorky ve 4% paraformaldehydu. Zde uvadim pouze strucné shrnuti
jednotlivych metodickych krok:

e poruseni tkan¢ a jeji fixace — aceton, 4% paraformaldehyd

e dehydratace a odbarveni — 6% peroxid vodiku v ethanolu

e rehydratace — ethanolova fada (100%, 95%, 80%, 70%)

e omyti vzorku v hybridiza¢nim pufru

e prehybridizace — vzorek s hybridizaénim pufrem

e hybridizace — vzorek v hybridiza¢nim pufru s fluorescencnimi sondami

e omyti vzorku v hybridizaénim pufru

e umisténi na sklicko spolu s ukotvovacim médiem (Vectashield obsahujici DAPI)

Pro tuto analyzu byly pouzity nové navrzené fluorescencné znac¢ené oligonukleotidy
komplementarni k Useku 16S rRNA L-symbionta spolu s nespecifickou eubakterialni sondou
zachycujici vSechny pfitomné eubakterie (Tab. I). Preparat byl prohlizen pomoci
konfokalniho mikroskopu (Olympus FV1000), kde byl naskenovan v nékolika rovinach
a nasledn¢ slozen do jedné fotografie v programu Imaris v. 9.0 (http://www.bitplane.com),
V tomto programu byl také vytvofen videozdznam agregaci symbiontii v nékolika vrstvach
(viz. CD piiloha). Vysledné fotografie byly upraveny v programech Adobe Photoshop CC
a Adobe Illustrator CC (http://www.adobe.com).

Tab. I: Tabulka pouzitych fluorescenénich sond pro FISH metodu

Oznaceni Sekvence (5°- 37) Fluorofor Gen (Zdroj)
Leg451 TATATTCATCTTCCTTACCA Flc 16S rRNA (de-novo)
Leg717 CTGATGTTCCTTCCGATA Flc 16S rRNA (de-novo)

16S rRNA (Amann et al.,
1990)

EUB338 GCTGCCTCCCGTAGGA Cy3




3.2 N-symbiont: screening a genomika

3.2.1 Screening bakterii

VSi Polyplax serrata v poétu 13 jedinci byly sebrany z mySic rodu Apodemus
a uloZeny do 96% ethanolu. Celkova DNA (prokaryotni i eukaryotni) byla vyizolovéana dle
standardniho protokolu izola¢niho kitu (QIAamp DNA Micro Kit, QIAGEN). Koncentrace
DNA byla zméfena na nanofotometru (NanoPhotometer P-Class, IMPLEN) a jeji kvalita
byla ovétena elektroforézou na 1% agardézovém gelu. Pro vybér vzorkl pouzitych k nalezeni
vhodnych markerti byly vyuzity vysledky amplikonového sekvenovani (Zizkova, 2017),
které odhalily populace s vyskytem N-symbionta v okoli Karlovych Vard (Struzna). Z této
populace bylo vybrano 6 pozitivnich vzorku (Tab. II), které byly piidany ke screeningové
analyze. Daéle byly vSechny vzorky zpracovany pomoci polymerdzové tetézoveé
reakce (PCR). Reakce probihala v celkovém objemu 25 pl. Pro screening N-symbionta byl
pouzit set primerd, kde byly dvé dvojice (Neis 16S F2/R2, Neis 16S F3/R3) navrzeny pro
fad Neisseriales v ruznych tsecich genu pro 16S rRNA, dale jedna dvojice
(Neis GroEL F2/R2) pro gen kodujici chaperonin GroEL tfadu Neisseriales. Posledni set
primert (JRF 50/JRR) byl specificky navrzen pro screening genu 16S rRNA N-symbionta
(Tab. III). Pouze par primert Neis 16S F3/R3 dokazal zachytit pfitomnost N-symbionta
ve vzorku a pfi gradientové PCR byla teplota jejich nasedani stanovena na 50°C. Program
PCR reakce byl nastaven podle postupu uvedeném v bakalaiské praci (Rihova, 2015;
viz. kapitola 3.2.2). Pro dalsi zpracovani PCR produkti byla pouzita gelova elektroforéza na
1% agarozové gelu. Smichany byly 2 ul PCR produktu s pomérnym mnozstvim loading dye
a fluorescen¢nim barvivem SYBR Green. Pro piiblizné ureni délky fragmentu byl pouZit
100kb DNA Ladder (O"GeneRuler 100kb, Thermo Scientific). DNA fragmety byly

vizualizovany pomoci zatizeni UVITEC.



Tab. 1l: Tabulka analyzovanych vzorka vsi Polyplax serrata

Oznaceni Zdroj
Stril nova izolace
Str12 nova izolace
Strl3 nova izolace
Strl5 nova izolace
Str20 nova izolace
Str21 nova izolace
Str36 nova izolace
Str39 nova izolace
Str46 nova izolace
Str72 nova izolace
Strl6 nova izolace
Str22 nova izolace
Str79 nova izolace
Strda pozitivni izolat ve vysledcich amplikonové analyzy
Str7b pozitivni izolat ve vysledcich amplikonové analyzy
Strl5b pozitivni izolat ve vysledcich amplikonové analyzy
Str20b pozitivni izolat ve vysledcich amplikonoveé analyzy
Str20c pozitivni izolat ve vysledcich amplikonové analyzy
Str2lc pozitivni izolat ve vysledcich amplikonové analyzy

Tab. I1l: Tabulka pouzivanych markert pii PCR reakci

Oznaceni Sekvence (5°-3") Gen
Neis 16S F2 CGAGTAATGGGGGATAAC o
16S rRNA (Neisseriales)
Neis 16S R2 CGGTGCTTATTCTTTAGGT
Neis 16S F3 GAACGTGCCGAGTAATGG o
16S rRNA (Neisseriales)
Neis 16S R3 AGCCGGTGCTTATTCTTT
Neis GroEL F2 AGCTGAAAAACATCGCCAA o
GroEL (Neisseriales)
Neis GroEL R2 TTCGGAAATCACTACGCC
JRF 50 GAAAGCTTGCTTTCTTGTCG _
16S rRNA (N-symbiont)
JRR ACCCCAGTCATGAAACATAC




3.2.2 Vylepseni kvality genomické assembly

Pro ucely genomového sekvenovani bylo sebrano 25 jedinct vsi Polyplax serrata

z n€kolika populaci mysSic Apodemus flavicollis v oblasti Némecka. Tyto vzorky byly
uchovany v absolutnim ethanolu pti -4 °C. Koncentrace DNA byla zjisténa pomoci Quibit
High Sensitivity kit (Invitrogen) a na 1% agar6zovém gelu. Déale byly vzorky odeslany
na celogenomové sekvenovani s vyuzitim sekvenatoru na platform¢ Illumina HiSeq 2000
(GeneCore, Heidelberg; piiprava vzorkti — Jana Martint a Filip Husnik). Vysledna primarni
data ve formé ,,paired-end reads“ jsem zpracovéavala ve své bakalaiské praci (Rihova, 2015;
viz. kapitola 3.2) a ziskala jsem 23 kontigh s fylogenetickou pfislusnosti k fadu Neisseriales.
Pro vylepseni ptivodni assembly jsem tyto ziskané kontigy dale zpracovavala nasledujicim
zpusobem:

1) Namapovani ,,read ze vstupnich primarnich dat na kontigy

2) De-novo assembly namapovanych ,,readt‘

3) Ovéfeni kvality assembly

4) Anotace genu

ad 1) Namapovany ,,readti* ze vstupnich primarnich dat na kontigy

Pro mapovéni ,readd” na kontigy bylo vyuZito programu BBTools s vyuZitim
nastroje BBmap, ktery umoznuje alignovani kratkych ,,readi“ DNA a dokaze rozliSovat
oblasti s pocetnymi mutacemi a indely. Alignment ziskanych ,readt“ byl zobrazen
v programu Tablet 1.14.10.20 (Milne et al., 2013), kde byla ovéfena jejich kvalita. Tento
soubor s namapovanymi ,ready” na kontigy ve formdtu SAM (generovany néstrojem
SAMtools, Li et al, 2009) byl vizualizovan v programu  Geneious
(http://www.geneious.com; Kearse et al., 2012), kde byly samotné namapované ,ready*

extrahovany.

ad 2) De-novo assembly namapovanych readi

Po kvalitativni kontrole byl set ,readd” assemblovan pomoci dvou alternativnich
assembleri, SPAdes (Bankevich et al., 2012) a A5 assemply pipeline (Tritt et al., 2012).
Vystupem z téchto dvou analyz byly sety kontigh a skafoldd reprezentujici genom

N-symbionta.
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ad 3) Ovéfteni kvality assembly

Kvalita assembly kontigh byla ovéfena pomoci softwarového nastroje Pilon v1.20
(Walker et al., 2014), ktery se vyuzivd k opravé assembly nekompletnich genomu
a vyhledavéa sekvencni varianty, vCetn¢ inzerci a deleci. Assembly z obou programi byla
kvalitativné porovndna a pro dalsi analyzy byl pouZzit vystup pouze druhého assembleru.
Genomové charakteristiky byly vygenerovany pomoci programii Geneious a RAST

(Aziz et al, 2008).

ad 4) Anotace genli

Anotace kontigli byla provedena v programech RAST a PROKKA (Seemann, 2014),
které¢ jsou specificky navrzeny na anotaci prokaryotickych genomu. Vystupem z téchto
programu je set kodujicich sekvenci (geni) s jejich predikovanou funkci v nukleotidove

¢i proteinové formé.

3.2.3 Rekonstrukce metabolickych drah

Set proteinovych sekvenci byl dale zpracovavan pomoci online serveru KEGG
(Kanehisa et al., 2014). Nejprve byla ke kazdé proteinové sekvenci ptidélena K ¢isla
(interni anotace pfidélujici specificka ¢isla ortolognim gentim) v programu BlastKOALA
(Kanehisa et al., 2016) a nasledné byl vystupni soubor odeslan k mapovani na piedlohy
metabolickych drah (KEGG pathway maps) pomoci nastroje KEGG Mapper. Zde byla
pouZita volba Reconstruct pathway pro zrekonstruovani metabolickych drah N-symbionta.
Vysledky této analyzy byly pouzity ke komplexnimu porovnéni biosyntetickych drah
vitamint skupiny B mezi dvéma symbionty (informace 0 mapovani metabolickych drah
L-symbionta obsazeny v publikaci). Nepfitomnost chybéjicich geni v biosyntetickych
drahach byla ovéfena pomoci vyhledani piislusnych proteinovych sekvenci v genomech
bakterii z fadu Neiserialles a nasledné vyuziti vyhledavaciho algoritmu BLASTP (proteinovy
blast; Gish and States, 1993) v proteinové databazi N-symbionta.

3.2.4 Horizontalni pirenos genu a jejich fylogeneticky ptivod

Orientacni taxonomicka ptisluSnost jednotlivych proteinovych sekvenci byla zjiSténa
pomoci programu PSI-BLAST (specificky proteinovy blast; Atschul et al., 1997), ktery
jevice citlivy k zachyceni i vzdalenych evoluénich vztahi mezi proteiny. Ke kazdé

proteinové sekvenci bylo vyhledano 40 nejpodobnéjsich sekvenci v nr (non-redundant)
11



databazi. Takto ptipraveny seznam byl pfeveden do excelové tabulky a ru¢né prohledan
na potencialni horizontalni pfenos gend.

V ramci tohoto screeningu byl nalezen operon slozeny ze 4 genu, ve kterém 2 geny
koduji enzym amidolydzu a dalSi dva geny koduji asociované enzymy (viz. Vysledky
a diskuze), a pro ktery orientani BLASTP urcil nejbliz§i homology mimo skupinu
Neisseriales. Proteinové sekvence téchto geni byly vybrany z datasetu a prevedeny
do programu Geneious. Pomoci BLASTP search zde bylo pro kazdou sekvenci vyhledano
200 nejpodobnéjsich. Tyto sekvence byly alignovany programem MAFFT Alignment
(Katoh and Standley, 2013) s vyuZitim E-INS-i algoritmu. Pro orienta¢ni zji$téni
fylogenetické pozice proteini byla pouzita analyza maximum-likelihood v programu
FastTree (Price et al., 2009). Vysledny alignment byl vytvotfen z vybranych sekvenci tak,
aby poskytoval dostate¢né fylogenetické pokryti daného fadu bakterii. Dale byl alignment
upravovan pomoci programu GBlocks (Catresana, 2000) s nastavenim volné selekce, které
eliminuje nepfesné alignované pozice, piipadné¢ i divergentni Useky. Fylogeneticka
piislusnost danych proteinti byla ur¢ena pomoci maximum-likelihood analyzy (PhyML;
Guidon et al., 2010) a Bayesianskou metodou vypoctu posteriornich pravdépodobnosti
(Mr. Bayes; Ronquist and Huelsenbeck, 2003).

Automaticky vybér vhodného modelu byl proveden v programu PhyML pomoci
funkce SMS (Smart Model Selection; Lefort et al., 2017) zaloZené na likelihood kritériich
(AIC). Jako nejlepsi model pro fylogenetické analyzy byl pro vSechny datasety vybran
model LG +I+G s rovnomémym rozlozenim variabilnich pozic a aproximace gamma
distribuce evolu¢nich rychlosti pomoci 4 kategorii. PhyML analyzy byly spustény
S nastavenim rekonstrukce primarniho stromu na zaklad¢ distanci metodou BIONJ
(Gascuel, 1997). Pocet opakovani analyz byl nastaven na hodnotu 10. Topologie stromt byly
vyhledany metodou SPR (Subtree Pruning and Regrafting). VVSechny ostatni parametry byly
odhadnuty programem. Tyto analyzy byly provedeny na 100 bootstrapovych replikatech.
Stejny evoluéni model (LG +1+G) byl pouZzit pro analyzy v programu MrBayes. Analyzovani
datasetii probihalo na 2 fetézcich po 10 miliont generaci. Konvergence vSech analyz byla
zkontrolovana v programu Tracer v1.6 (Rambaut et al., 2014) a pomoci hodnot standard
deviation split (<0.01) a PSRF (1.0). Burn-in by nastaven dle vysledki analyzy na hodnotu
25%. Grafické zpracovani fylogenetickych stromli bylo upraveno ve dvou grafickych
editorech FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) a Adobe Illustrator 10 CE

(https://www.adobe.com).
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4 VYSLEDKY

4.1 L-symbiont: genomika

Nasledujici pasaz o rozsahu dvanécti stran obsahuje utajované skutecnosti a je obsazena

pouze Vv archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Piirodovédecké fakulté JU.

Rihova, J., Novakova, E., Husnik, F., Hypsa, V. (2017). Legionella becoming a mutualist:
adaptive processes shaping the genome of symbiont in the louse Polyplax serrata. Genome
Biology and Evolution, 9 (11), 2946-2957.

Legionella Becoming a Mutualist: Adaptive Processes Shaping the Genome
of Symbiont in the Louse Polyplax serrata

Jana Rihoval, Eva Novakoval?, Filip Husnik?, and Vaclav Hypﬁal'z‘*

Podil autoru:

JR: ~50%
EN: ~20%
FH: ~5%

VH: ~25%

VH, EN a JR naplanovali studii. JR se podilela na genomové assembly, pfipravila
porovnani genomickych charakteristik a rozbor genomu, vytvofila alignmenty a z nich
odvozené fylogenetické rekonstrukce, porovnala metabolické drahy bakterii, vyhledala HGT
a urcila jejich fylogeneticky plivod, a podilela se na psani manuskriptu. VH vytvofil
kompletni genom bakterie, podilel se na rozboru metabolickych drah, psani manuskriptu
a zkompletoval celou studii. EN pfipravila statistické analyzy a distan¢ni porovnani COG
kategorii. Podilela se na grafickych upravach a psani manuskriptu. FH ptipravil gDNA

a podal cenné rady v pocatku assembly genomickych dat.
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4.2 L-symbiont: FISH

S vyuzitim metody FISH se podafilo detekovat L-symbionty v tkani jedinct VSi
Polyplax serrata. Pro vizualizaci symbionti byly navrzeny specifické sondy s navazanym
fluorescenénim barvivem fluoresceinem (FIc), které hybridizuji s 16S rRNA detekovanych
L-symbiontli. Soucasné¢ byly pouzity eubakteridlni sondy Snavdzanym fluorencnim
barvivem cyanin 5 (Cy5) pro piipad zachyceni dalSich ko-symbiontt. P#i prohliZzeni
na konfokalnim mikroskopu jsem u 3 preparati nezaznamenala Zadny bakterialni signal.
Dva tyto negativni vzorky byly fixovany v paraformadehydu a jeden v acetonu, nicméné
fixaz pravdépodobné neprostoupila dostatecné¢ do vnitinich tkani hostitele. U dalSich tii
vzorkl byl zachycen eubakterialni i specificky signal, nicméné pouze u jednoho vzorku byly
tyto signaly dotate¢né¢ silné pro moznost zpracovani dalSimi  analyzami.
Podle morfologickych znaki (koncova ¢ast abdomenu, nalezeni vajicek v téle) jsem zjistila,
7e se jedna o dospélou samici. U této samice jsou symbionti umisténi v cytoplazmé syncitia
epitelidlnich bun¢k ovaridlnich ampuli (Obr. 1A), odkud se S$ifi smérem k vajicku
(nezraly oocyt) a nasledné penetruji do stigma vajicka, kde se shromazd'uji ve ztenéeném
objemu (zraly oocyt). Timto mechanismem se symbionti ptenasi do dalSi generace vSi
Polyplax serrata. Na obrézku 1 (Obr. 1) je vizualizované faze postupného $ifeni symbiontt
do nezralého oocytu a zaroven zde muzeme rozliSit jiZz zformovany agregat symbionti
u stigma zralého oocytu. ZvétSenou oblast a agregacemi symbiontt Si Ize také prohlédnout

v jednotlivych skenovanych vrstvach na pfilozeném videozaznamu (viz. CD pfiloha).
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4.3 N-symbiont

4.3.1 Nalezeni vhodnych markeri

Pti screeningu pozitivnich vzorkl (dle vysledkii analyzy amplikonovych dat) pouze
jeden par primert, Neis 16S F3 — Neis 16S R3, spolehlivé zachytil ptitomnost N-symbionta
V téchto 6 vzorcich. V ramci nové izolace 13 vzorka z populace Struzna byla potvrzena
piitomnost N-symbionta v 10 vzorcich (prvnich 10 vzorki uvedenych v Tab. Il) a ostatni

3 vzorky byly negativni pravdépodobné z diivodu Spatné kvality izolované¢ DNA.

4.3.2 VylepSeni genomové assembly

Pomoci pokroc€ilych bioinformatickych postupii se povedlo zlepsit kvalitu assembly
genomu N-symbionta. Genom byl sloZzen do 23 kontigi, které jsou dostatecné dlouhé
pro vyuZiti v dalSich analyzéach (nejdelSi — 157124 bp, nejkratsi — 9285 bp). Velikost genomu
v kontizich je 1665380 bp a pomoci anotace bylo vyhledano 1621 protein-kddujicich
sekvenci. Pokryti genomu namapovanymi ,ready“ (coverage) se pohybuje v rozmezi
30 - 35x a obsah CG nukleotidi je 33,6%. Tyto charakteristiky jsou uvedeny v tabulce 1V
(Tab. IV), kde byly porovnany charakteristiky nové vzniklé assembly a pivodni assembly
vytvofené vramci bakalaiské prace. Velikost genomu se po nové assembly sniZila
025619 bp spolu s odstranénim 42 genu v dusledku odfiltrovani chimérickych oblasti
z puvodni assembly. Dale byly porovnany charakteristiky nove assembly genomu
N-symbionta s dostupnymi genomy fylogeneticky pfibuznych bakterii z fadu Neisseriales
(Tab. V).

4.3.3 Porovnani metabolickych drah

Po namapovani genomu N-symbionta na ptfedlohu metabolickych drah (databaze
KEGG) bylo zjisténo, ze N-symb vlastni genetickou vybavu pro biosyntézu vitamini B2,
B3, B4, B6, B7 a kyseliny lipoové (Tab. VI). Oba obligatni symbionti (L-, N-) koduji drahy
pro biosyntézu vitamini B2, B7 a kyseliny lipoové, N-symbiont navic kdduje biosyntézu
vitamini B3, B4 a B6. Absence genll v biosyntetickych drahédch vitamind B1 a B9 byla
ovéfena pomoci proteinového blastu (viz. Material a metodika). V tabulce V (Tab. V) bylo
kodovani metabolickych drah zaroven porovnano i1 v ramci biosyntetickych drah

krevsajiciho hmyzu.
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4.3.4 Vyhledani horizontalné pienesenych geni

Pfi manualnim screeningu genomickych dat na horizontalni pfenos genit (HGT) byl
objeven operon slozeny z 2 gent, kodujicich enzym urea amidolyazu, ozna¢ovanych jako
DUR1,2 (urea carboxylase, allophanate hydrolase = amidase) a daSich 2 dvou genu
kodujicich asociované enzymy (urea carbosylase-related aminotransferase 1, 2), které
vykazovaly sekvenéni ptibuznost ke gammaproteobakteriim (Obr. 2). Pro kazdy operonovy
gen byl vytvofen alignment s vybranymi zastupci gammaproteobakterii a nasledné byly
analyzovany pomoci ML a Bayesianské analyzy. Tyto rekonstrukce vykazovaly podobnou
topologii uspotfaddani vétvi. Nasledné byla vytvofena konkatenovana matice z aligmentl
vSech 4 genl, ktera byla analyzovana obéma uvedenymi metodami. Fylogenetické
rekonstrukce potvrdily piislusnost gent operonu do tfidy Gammaproteobacteria s maximalni
podporou (bootstrap = 100) v piipadé ML analyzy (Obr. 3) a maximalni posteriorni
pravdépodobnosti (pp = 1) v Bayesianské analyze (Obr. 4). Jako outgroup byly pouZity
sekvence gent bakterii Noviherbaspirillum denitrificans (Betaproteobacteria), Burkholderia
cepacia (Betaproteobacteria) a Bacillus megaterium (Firmicutes). Geny jsou Vv operonu
sefazeny vtomto pofadi: urea caboxylase-related aminotransferase 1, urea
caboxylase-related aminotransferase 2, urea carboxylase, amidase. V obou analyzach
se geny operonu Klastruji do monofyletické linie bakterii z fadu Oceanospirillales, kde
vykazuji nejblizsi ptibuznost k bakterii Marinomonas fungiae. V okoli operonu byly
nalezeny 3 geny anotovane jako hypothetical protein, amino acid permease a bifunctional
biotin operon represor/biotin-protein ligase, které byly pravdépodobné také horizontalné
preneseny (Obr. 2). Homologni sekvence ktémto genim byly pfifazeny pomoci

proteinového blastu také v ramci tfidy Gammaproteobacteria (Obr. 2).

Tab. IV: Tabulka zakladni charakteristiky ziskanych genomovych dat a jejich porovnani
S puvodni assembly (vystup z programu Geneious a RAST)

Pivodni assembly Nové assembly
Pocet kontigi 23 23
Velikost genomu (bp) 1690999 1665380
Pocet genti 1663 1621
CG obsah (%) 33,77 33,6
Coverage 28-32x 30-35x
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Tab. V: Tabulka zakladni genomické charakteristiky zastupcu fadu Neisseriales ve srovnani
se zakladni charakterizaci genomu N-symbionta

Velikost CG
) ) Piistupovy kéd Pocet )
Nazev bakterie genomu obsah Vyskyt
(NCBI) gent
(Mb) (%)
Endosymbiont
N-symbiont - 1,66 1621 | 33,6 vSi Polyplax
serrata
Snodgrassella Stievo
) CP007446.1 2,53 2370 | 41,3
alvi véel/¢melaka

Vitreoscilla
) NZ_ARNNO00000000.1 2,58 2372 | 43,9 | Aerobni bakterie
stercoraria

Kingella kingae | NZ_AFHS00000000.1 1,92 2157 | 46,8 | Patogen clovéka

Neisseria
NC_002946.2 2,15 1975 | 52,7 | Patogen Clovéka
gonorrhoeae
Neisseria
o NC_003112.2 2,27 2114 | 51,5 | Patogen ¢loveka
meningitidis
Neisseria
NZ_ADBF00000000.1 2,28 3089 | 53,5 | Patogen ¢loveka
elongata
o Nepatogenni
Neisseria o
) NC_014752.1 2,22 2137 | 52,3 komenzalni
lactamica
bakterie ¢lovéka
o Aerobni bakterie
Neisseria _
NZ_ACRG00000000.1 2,16 2084 | 49,6 | apfilezitostny
mucosa
patogen ¢lovéka
o Aerobni bakterie
Neisseria
NZ_ACQV00000000.1 2,2 2417 | 49,2 a prilezitostny
flavescens
patogen Cloveka
Simonsiella ) )
lleri NZ_ADCY00000000.2 2,34 2340 | 41,5 | Aerobni bakterie
muelleri
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/597812552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/485099565
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/241760834
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/404380409

Tab. VI: Piehledova tabulka biosyntetickych drah B-vitamin v ramci endosymbiotickych
bakterii krevsajiciho hmyzu (tmavé modra: kompletni draha, bila: chybi jeden gen,
svétle modra: chybi vice nez 1 gen, -tr: pfitomnost ABC transportéru pro thiamin,
CoA: biosyntéza koenzymu A).
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Fylogeneze: konkatenovana matice (Obr. 3 a 4)

— Fylogeneze
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Obr. 2: Metodické schéma ovéteni horizontalné pfeneseného tiseku v genomu N-symbionta.

Uprostied obrazku je ¢ervené oznacen operon, kodujici enzym urea amidolyazu a asociované
enzymy, slozeny ze Ctyf genu (zleva: urea carboxylase-related aminotransferase 1, urea
carboxylase-related aminotransferase 2, urea carboxylase, amidase - allophanate hydrolase).
Podle fylogenetickych analyzy kontakenované matice se tento operon Kklastruje
do ptibuznosti bakterie Marinomonas fungiae (Gammaproteobacteria). Zluté oznatené geny
v tésné blizkosti operonu (zleva — hypothetical protein, amino acid permease, bifunctional
biotin operon represor/biotin-protein  ligase) vykazuji sekven¢ni piibuznost téz
ke gammaproteobakteriim na zakladé proteinového blastu. Usek tohoto horizontalng
prenesené¢ho klastru genii z obou stran dale obklopuji oblasti sekven¢né ptifazené genomu
N-symbionta (Betaproteobacteria; oznaceno zelen¢).
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Obr. 3: Fylogeneticka rekonstrukce konkatenované matice urea amidolyazového operonu
v ramci tfidy Gammaproteobacteria sestavena na zékladé ML analyzy s bootstrapovymi
hodnotami. Cervené je vyznaéena monofyleticka skupina gammaproteobakterii z Fadu
Oceanospirillales, do jejichz piibuznosti se klastruji geny operonu N-symbionta.
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Obr. 4: Fylogeneticka rekonstrukce konkatenované matice urea amidolyazového operonu
vramci tiidy Gammaproteobacteria sestavend na zakladé¢ Bayesidnské analyzy
s posteriornimi  pravdépodobnostmi. Cervené je vyznaena monofyleticka skupina
gammaproteobakterii z fadu Oceanospirillales, do jejichz piibuznosti se klastruji geny
operonu N-symbionta.
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5 DISKUZE

5.1 L-symbiont

5.1.1 Genomika

Diskuze k této kapitole je soucasti piilozené publikace.

5.12 FISH

V dobach Riese bylo mozné sledovat biologii bakterialnich symbionta v$i pouze pomoci
svételné mikroskopie (Ries, 1931). Nasledny rozvoj elektronové mikroskopie umoznil
podrobné sledovani symbiontit v§i Polyplax spinulosa na ultratenkych tkanovych fezech
(Volf, 1991). Nicméng, fylogenetické zatazeni téchto symbiontii bylo mozné objasnit az
s ndstupem molekul&rnich metod jako je PCR (HypSa and K#izek, 2007). Dal$im krokem je
propojeni téchto dvou metodickych pfistupu, tedy mikroskopického pozorovani
s molekularni determinaci. S vyuzitim metody in-situ hybridizace fluorescenénich sond na
specificky Usek 16S rRNA symbionta jsem provedla vizualizaci ¢asti Zivotniho cyklu
L-symbionta vSi Polyplax serrata. Z vysledkd této analyzy lze piedpokladat, Zze zpusob
Sifeni symbionti a jejich umisténi v téle v§i Polyplax serrata se shoduje s pozorovanim u vsi
Polyplax spinulosa (Volf, 1991). Toto tvrzeni podporuji i fylogenetické analyzy, které
potvrdily, Ze se jedna o dva blizce ptibuzné symbionty z ¢eledi Legionellaceae (HypSa and
Kiizek, 2007; Rihova, 2015). S vyuzitim specifickych sond jsem potvrdila, Ze vizualizovani
P-symbionti jsou rodu Legionella. U dospélych samic se vytvari agregace L-symbiontl
Vv syncitiu epitelidlnich bun¢k ovaridlnich ampuli a odtud se §ifi smérem k vajicku. Zde se
koncentruji na posteriornim konci a dochazi k transovarialnimu pienosu do dal$i generace.
V rdmci dalSiho vyzkumu by bylo vhodné ziskat vzorky vsi z lokality Struznd, kde byl
objeven druhy ko-symbiont z fadu Neisseriales (N-symbiont) a detekovat vzajemné umisténi
téchto dvou druhti symbiontti v tkdnich hostitele s vyuZitim této metody. Takove vzorky
jsem po nékolika nezdarnych pokusech ziskala az v nedavné dob¢ a budu je analyzovat
stejnym zplisobem s jiz navrzenymi specifickymi fluorescen¢nimi sondami pro detetekci 16S

rRNA N-symbiontt.

34



5.2 N-symbiont

5.2.1 Vhodné markery pro screening

Vramci predchozi bakalaiské prace (Rihova, 2015) byl proveden screening
N-symbionta ve 3 populacich v3i Polyplax serrata sebranych v lokalitadch Slovensko, Srbsko
a Ceska republika (Hlinsko). Analyzou téchto populaci se mi podafilo ziskat pouze 1
sekvenci genu pro 16S rRNA N-symbionta ze vzorku S4 (Slovensko). Nepravdépodobnost
vyskytu pouze jednoho pozitivniho jedince (celkové z 8 analyzovanych jedincu z této
populace) podpofily soucasné prezentované vysledky genomickych a fylogenetickych
analyz, které potvrdily obligatné-endosymbioticky charakter této bakterie a jeji koevolu¢ni
historii s hostitelem. Obligatni symbionti jsou nezbytni pro spravny vyvoj a uspéSnou
reprodukci hostitele (Aschner, 1934; Puchta, 1955). Vertikalni pfedavani symbiontti bylo
potvrzeno Vv ptipadé druhého obligatniho symbionta (L-symbiont) u vSech analyzovanych
jedinct vsi Polyplax serrata (Hypsa and Kftizek, 2007). Analyza mikrobiomt evropskych
populaci vSi Polyplax serrata (v ramci amplikonového sekvenovani) potvrdila distribuci
N-symbionta v populaci Vi z oblasti Struzna (Zizkova, 2017). Zbylé pozitivni vzorky DNA
z amplikonové analyzy byly pouzity pro optimalizaci podminek PCR reakce a nalezeni
vhodnych markerti pro budouci vyuziti pti screeningu N-symbionta v populaci hostitele.
Pouze jediny par ze setu analyzovanych primert potvrdil pozitivitu vSech vybranych vzorki.
Tyto markery byly navrzeny pro amplifikaci Useku genu pro 16S rRNA fadu Neisseriales,
nejsou tedy specifické pro N-symbionta. Nicmén¢, tato SirSi specifita mize byt vyhodna
Vv piipadg, ze by se ve vzorku vyskytlo vice linii (straintt) N-symbionta, které by tak mohly
byt zachyceny s vétsi pravdépodobnosti. Ostatni pary primert pravdépodobné nenasedaji na
DNA daného genu a neamplifikuji detekovany tusek, da se tedy ptredpokladat, Zze byly

nevhodné navrzeny pro screening bakterie.

5.2.2 VylepSeni genomové assembly

V souCasné dobé se bézné vyuzivaji metody bioinformatického zpracovani
molekularnich dat pomoci metagenomickych analyz, které umoziuji ptimé studium bakterii
bez nutnosti jejich kultivace (Handelsman, 2004; Streit and Schmitz, 2004). Genomy
bakterii, které vstupuji do endosymbiotickych vztahi, jsou zatizeny ztratou gent, ptipadné i
vétsich Gsekd DNA vlivem genetického driftu (McCutcheon and Moran, 2012). Casto se tak

stdvd, Ze genomy blizce piibuznych bakterii jsou velmi odlisné v disledku ztraty gent a
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HGT (Feil et al., 2005). Tento rozdil v genovém obsahu muze limitovat schopnost ziskat
kompletni genomovou sekvenci bakterie svyuzitim mapovani na referenéni genomy
piibuznych druht (Salzberg, 2008). Fylogenetické analyzy genu pro 16S rRNA N-symbionta
(Rihova, 2015) potvrdily jeho pfislusnost k fadu Neisseriales, nicméné nebyla potvrzena
jeho pfima piibuznost k nékteré z analyzovanych bakterii, jejiz genom by mohl byt vyuZit
jako referen¢ni pro mapovani. V rdmci této diplomové préace byla sestavena nova assembly
S vyuzitim namapovani ,,readi” na jiz sestavené ,,referencni‘ kontigy a timto postupem se
podatilo odfiltrovat n¢které chimerické oblasti oproti pivodni assembly. Tyto chimerické
useky byly pravdépodobné vytvoreny v disledku chyby assemblovacich programii pfii
skladani degenerované genomické informace N-symbionta. Pfi porovnani zakladnich
genomickych charakteristik v ramci fadu Neisseriales (Tab. IV) je ziejmé, ze N-symbiont
prochazi redukci genomu, ktera je typicka pro endosymbionty (mensi velikost genomu, nizsi
CG obsah; McCutcheon and Moran, 2012).

5.2.3 Metabolické drahy

Pti metabolomické analyze N-symbionta jsem se zaméfila hlavné na dréhy spojené
s produkci vitamint skupiny B, které jsou zékladnim faktorem symbidzy mezi bakteriemi a
krevsajicim hmyzem (Nogge, 1976; Nogge, 1981; Hosokawa et al., 2010; Nikoh et al.,
2014). Obecné se predpoklada, ze symbionti vyuzivaji vlastnich metabolickych drah
k biosyntéze téchto esencidlnich vitaminid, které jsou nedostatetné obsaZzeny v Krvi
obratlov¢iho hostitele. Thiamin (vitamin Bl) se obvykle fadi mezi tyto vyznamné latky
(Akman et al., 2002; Nikoh et al., 2014). Nicméné¢, biosyntetickou drahu thiaminu nekéduje
ani jeden ze symbiontii (L-, N-) a je tedy pravdépodobné, Ze tento vitamin je v potravé
dostate¢né zastoupen. Dokonce se zd4, Ze si symbionti tento vitamin aktivné transportuji do
bunky a vyuzivaji ho pro vlastni metabolismus. Naptiklad u L-symbionta byl pfedstaven
alternativni zptisob transportu thiaminu pomoci putrescinového ABC transportéru (viz.
publikace). Stejné tak v genomu N-symbionta byly objeveny geny, které kdduji putrescinovy
ABC transportér, ktery pravdépodobné muze fungovat stejnym zptsobem. Specificky ABC
transportér pro thiamin vlastni napiiklad symbiont lidskych v§i Riesia pediculicola.
Predpoklada se, ze tento vitamin je nutny pro funkci metabolismu symbionta a proto dochazi
k jeho aktivnimu transportu z krve hostitele (Novakova et al., 2015).

Dalsi dtlezitou metabolickou drahou diskutovanou v souvislosti se symbiotickymi

bakteriemi hmyzu je biosyntéza vitaminu B7 (biotin). V genomu L-symbionta byl nalezen
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horizontaln¢ pieneseny operon, ktery doplituje biosyntetickou drdhu tohoto vitaminu o
potiebny pocet geni (viz. publikace). Pfi mapovani genomu N-symbionta na ptedlohu
biosyntetické drahy biotinu byl objeven artefakt zptsobeny programem KEGG, ktery
nenamapoval gen BioH. Tento gen byl néasledné dohledan v genomu pomoci proteinového
blastu v programu Geneious. V ramci porovnani metabolické kapacity pro syntézu
B-vitamind s ostatnimi symbionty krevsajictho hmyzu je patrnd pomémé vysoka
bakterialnich asociacich mize dochazet k vyméné metaboliti mezi bakteriemi a tim i uceleni
jednotlivych biosyntetickych drah (Wu et al., 2006; Pham et al., 2008). Je proto teoreticky
mozné, Ze v systemu L-symbiont-N-symbiont miZe dochazet ke sdileni nékterych
metaboliti a tim i doplnéni jiz degenerovanych metabolickych drah L-symbionta. Tato
hypotéza by se dala teoreticky ovéfit pomoci transkriptomickych analyz, jako v piipadé
sdileni urcitych metabolitli mezi endosymbionty Moranella endobia a Tremblaya princeps u

vinatky Planococcus citri (Husnik et al., 2013).

5.2.4 Horizontalni pirenos genu

Nedavné studie odhalily skutecnost, Ze horizontalni pfenosy genid mohou piinédset
evoluéni vyhody pro adaptivni ekologické a fyziologické vlastnosti hmyzu v asociaci
s jinymi organismy (Andersonn et al., 2005; Moran and Jarvik, 2010; Acufia et al., 2012).
Naptiklad bakterie rodu Wolbachia se bézn¢ vyskytuji jako fakultativni symbionti hmyzu
(Hilgenboecker et al., 2008) a casto si vyménuji svlij geneticky material se svymi ko-
symbionty i hostiteli (Baldo et al., 2005). V genomu N-symbionta byly objeveny dva geny
(DURL1,2), kodujici enzym urea amidolyazu, které byly podle fylogenetickych analyz
pieneseny z gammaproteobakterii Stejny ptipad horizontalniho pfenosu téchto genti miizeme
najit v .genomu symbionta Moranella endobia u ¢ervce Planococcus citri (Husnik et al.,
2013). Geny DURI,2 se klastruji do monofyletické skupiny fadu Oceanospirillales, kde
nejblizsi piibuznost vykazuje symbioticka bakterie Marinomonas fungiae, ktera se vyskytuje
v asociaci s koralem Fungia echinata (Kumari et al., 2014). Nicmén¢, piesné umisténi
operonovych genu ve fylogenezi nemusi byt zcela relevantni, jelikoz mnoho pfechodnych
evolu¢nich ¢lankd jesté nebylo objeveno, a chybi proto v genovych databazich.

Enzym urea amidolyaza zajiStuje dvoukrokové Stépeni mocCoviny (za pfitomnosti
ATP, iont a biotinu) na amoniak a CO2 (Roon and Levenberg, 1970). Vznikly amoniak je

recyklovan napft. pii tvorbé glutamatu. Glutamat mtize slouzit jako zdroj dusiku, a pomoci
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asociovanych aminotransferaz pak mohou byt atomy dusiku inkorporovany do uhlikovych
skeletonli aminokyselin tvofenych symbiontem (Hansen and Moran, 2011). V genomu
L-symbionta nebyly objeveny zaddné kompletni metabolické¢ drahy zajistujici biosyntézu
aminokyselin (viz. publikace). Pfi namapovani geni na piedlohy biosyntetickych drah
aminokyselin jsem zjistila, Ze N-symbiont je pravdépodobné schopny syntetizovat nekteré
aminokyseliny (Leu, lle, Val, Trp, Phe, Tyr). Pomérn¢ zajimavou skutecnosti je, ze
N-symbiont vlastni i geny pro jednokrokové Stepeni mocoviny pomoci enzymu ureaza, ktery
je syntetizovan napiiklad symbionty u §vabt a mravencu (Gil et al., 2003; Lopez-Sanchez et
al., 2009; Sabree et al., 2009).

V tésné blizkosti operonu se nachdzi gen anotovany jako bifunctional biotin operon
represor/biotin-protein  ligase (BirA), ktery byl pravdépodobné také pienesen
z gammaproteobakterii. Tento gen slouzi jako represor, ktery reguluje transkripci gend
zapojenych v biosyntéze biotinu a zaroven zaji$t'uje vazani biotinu na biotin-dependentni
enzymy (Satiaputra et al., 2016). Jednim ztéchto enzymu je i urea amidolyaza, ktera
VvV prvnim kroku $tépeni mocCoviny vyzaduje pfisun biotinu pro katalyzu reakce (Roon et al.,
1972). Nicmén¢ ackoli byl gen BirA a ostatni nalezenymé geny (hypothetical protein,
aminoacid permease) pravdépodobné pieneseny spolecné s geny DURL,2, nebylo mozné
rekonstruovat spole¢nou fylogenetickou analyzu z toho diavodu, ze zadna z vyhledanych

bakterii nema operon v kompletnim sloZeni jako je v genomu N-symbionta.
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6 ZAVER

Bakterialni symbionti krejsajicich vSi (Anoplura) pochazeji z mnoha taxonomicky
odlisnych skupin. V& Polyplax serrata v sobé hosti bakterialni symbionty, ktefi se fadi do
fylogeneticky vzdalenych tfid Gammaproteobacteria (Legionellales) a Betaproteobacteria
(Neisseriales). S vyuzitim pokrocilych bioinformatickych postupt byla sloZzena genomicka
informace L-symbionta do podoby kruhovée molekuly. Pomoci multigenovych
fylogenetickych analyz jsem potvrdila zafazeni této bakterie do pfibuznosti znamych
patogenu rodu Legionella, a navrhla jeho pojmenovéni Candidatus Legionella polyplacis, sp.
n. Pfi komplexnim studiu genomu symbionta bylo odvozeno mnoho charakteristik, které
potvrzuji jeho endosymbioticky charakter a naznacuji spolecnou koevolu¢ni historii s
hostitelem. Tyto hypotézy byly ovéfeny in-vivo pomoci specifické fluorescen¢ni detekce
symbiontli v tkani hostitele a vizualizace cest jeho Sifeni do dalSi generace. V ramci
screeningu genomu na horizontalni pfenos gent byl objeven operon kodujici biosyntézu
biotinu. S vyuzZitim fylogenetickych analyz byl urfen pravdépodobné spoleény puvod
operonovych gent s operony symbiontl jiného hmyzu. Pfi rozboru biosyntetickych drah B-
vitamini byla zji§téna pomérné nizkd metabolicka kapacita genomu L-symbionta pro
syntézu téchto vyznamnych latek. VétSina vysledkt této ¢asti vyzkumu byla publikovana
V impaktovaném casopise.

Kompletni citace: Rihova, J., Novakova, E., Husnik, F., Hypsa, V. (2017). Legionella
becoming a mutualist: adaptive processes shaping the genome of symbiont in the louse
Polyplax serrata. Genome Biology and Evolution, 9 (11), 2946-2957.

V dalsi fazi vyzkumu jsem se zamcéfila na vylepSeni screeningovych metod pro
zachyceni N-symbionta v populaci hostitele a na kvalitativni zpracovani jeho genomické
informace. S vyuzitim vhodnych markert byl potvrzen vyskyt N-symbionta v populaci vsi
sebranych v oblasti Struzna. Pomoci pokrocilych bioinformatickych analyz byla zlepSena
kvalita genomové assembly odfiltrovanim chiméricky slozenych oblasti. Nasledné byla
provedena rekonstrukce biosyntetickych drah B-vitamind, kde byly detekovany nékteré
kompletni drédhy. Pii prizkumu genomu na horizontalni pfenos genil jsem objevila operon,
pieneseny pravdépodobné z gammaproteobakterii, ktery koduje enzymy podilejici se na
metabolismu §tépeni mocoviny.

Otézkou dalSiho vyzkumu je nalézt funkéni propojeni téchto dvou symbiotickych

systémdl, a zaroven porovnat jejich koevolucni historii v ramci riiznych hostitelskych linii.
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8 PRILOHY

Elektronicka pfiloha: Videozaznam vizualizace agregaci symbionti vV n¢kolika skenovanych

vrstvach. — CD nosi¢ na zadni strané desek
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