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1 Uvod

1.1 Bakteridlni symbionti hmyzu

1.1.1 Obecna charakteristika

Hmyz je charakteristicky svou schopnosti vytvaret Siroké spektrum symbiotickych
vztahl s bakteriemi od parazitismu az po obligatni mutualismus (Kikuchi, 2009). Tyto
mutualistické vztahy jsou typické zejména pro ekologické skupiny hmyzu zivici se rostlinnymi
Stdvami nebo sajicimi krev. Vzhledem k témto druhiim potravy hraji symbionti u fytofdgniho
a hematofagniho hmyzu dulezitou roli (McFall-Ngai et al., 2013; Wierz et al., 2021).
Symbiotické bakterie jsou schopné svému hostiteli poskytovat Ziviny, pfedev§im esencidlni
aminokyseliny a vitaminy, které v potravé chybi (Brownlie and Johnson, 2009; Baumann,
2005; Zhang et al., 2015). Jako ptiklad je mozné uvést endosymbionta mSic proteobakterii
Buchnera aphidicola. Buchnera je schopna dodavat tryptofan a riboflavin, které jsou dilezité
pro vyvoj a reprodukci mSic (Zhang et al., 2015). Rovnéz jsou symbiotické bakterie schopné
pomdhat hostiteli v reprodukci. Naptiklad bakterie tvofici biofilmy na vajickdch hmyzu
dokazou zvysit rychlost lihnuti a také maji schopnost produkovat antifungélni latky, které
vaji¢ka chrani pfed choroboplodnymi zarodky (Duperron, 2017). Symbionti v neposledni fadé
hraji diillezitou roli pfi ochrané hostitele pfed piirozenymi neptateli, kterymi mohou byt
napiiklad parazitoidi, hlistice, nebo patogenni houby. Kromé vySe zminénych dvou
ekologickych skupin hmyzu vSak symbionti mohou hrat dulezitou roli také u ostatnich
ekologickych skupin (Douglas, 1998; Werren, 1997).

Bakteridlni symbionty Ize rozdélit na dvé skupiny: obligatni tzv. priméarni symbionty a
na fakultativni tzv. sekundarni symbionty. Primérni symbionti zastdvaji nutri¢ni funkci a jsou
tak schopni hostiteli syntetizovat potiebné ziviny (Baumann, 2005). Sekundarni symbionti
nejsou esencialni pro svého hostitele, ale dokazou byt prospésni mutualisté nebo komenzalové.
Nekteti sekundarni symbionti mohou byt parazité a mit negativni vliv na fitness svého hostitele.
Dokazi naptiklad manipulovat s reprodukénim potencidlem hostitele jako je tomu v ptipadé
nékterych kmenl gramnegativni bakterie rodu Wolbachia, ktera dokaze napiiklad u
cizopasnych vosi¢ek vyvolat partenogenezi (Kaiwa et al., 2010; Moran et al., 2008). U
nékterych skupin hmyzu je mozné pozorovat pfitomnost jak primarnich symbiontd, tak i
sekundarnich symbiontii (Moran et al., 2008). Jako ptiklad je mozné uvést mouchu tse-tse.
Mouchy tse-tse jsou spojeny s konstantni a omezenou stievni mikroflorou (Rio et al., 2016).

Pti¢emz stfevni mikrofléfe moucham tse-tse dominuji dvé gammaproteobakterie a to primarni



symbiont Wigglesworthia glossinidia (Aksoy, 1995) a ziskany sekundarni symbiont Sodalis
glossinidius (Dale and Maudlin, 1999).

Obligatni mutualisti¢ti symbionti jsou piedev§im vnitrobunécéni a vyskytuji se ve
specializovanych hmyzich bunikach zvanych bakteriocyty (Baumann, 2005). Dle druhu
hostitele bakteriocyty mohou byt soucasti stievni stény, tukového t€lesa, nebo mohou byt
odd¢lené od tkani, a také mohou tvotit samostatné specializované organy tzv. bakteriomy, které
bakteriim zajist'uji potfebné Ziviny a vhodné podminky k Zivotu (Braendle et al., 2003; Moran
et al., 2008). Nedavné studie uvadi, ze bakteriocyty jsou schopné také bakterie chranit pred
imunitnim systémem hostitele pomoci exprese ur¢itych imunitnich genti, které vedou k lokalni
toleranci a jsou rovnéz schopné kontrolovat hustotu a umisténi bakterii (Masson et al., 2016;

Masson et al., 2015).

Primarni symbionti vytvareji se svymi hostiteli mutualistické vztahy, které mohou mit
dlouhou koevoluéni historii. Naopak sekundarni symbionti vytvareji rizné symbiotické vztahy,
které tak dlouhou koevoluéni historii jako primarni symbionti nemaji (Moran et al., 1993). Aby
byla zajisténa dlouhotrvajici koevoluce endosymbionta s hostitelem jsou primarni i sekundarni
symbionti pfenaSeni vertikaln€ z matky na potomstvo (Longdon and Jiggins, 2012; Baumann,

2005).

1.1.2 Evoluce genomu symbiotickych bakterii

Genomy symbiotickych bakterii jsou odlisné od genoml volné Zijicich bakterii a
vyznacuji se n€kterymi jedinecnymi vlastnostmi, které ziskaly béhem svého souZiti s hostitelem
(Hildebrand et al., 2010). Mezi tyto vlastnosti patii pfevazné degenerativni zmény, které jsou
dasledkem zivota bakterie v predikovatelném prostiedi, které jim zajist'uje fadu funkci vcetné
ochrany a metabolismu. Rovnéz jsou tyto zmény disledkem sniZzeného selekéniho tlaku
prostiedi a Zivotem bakterii v malych populacich podléhajicich bottleneck efektu (Moran,

2002; McCutcheon and Moran, 2012).

Degenerativni zmény maji za nasledek degradaci genomu, kdy dochéazi ke zméné jak
jeho velikosti, tak 1 nukleotidového sloZeni. Genomy obligatnich symbiontli mohou byt oproti
voln¢ Zijicim bakteriim velmi redukovany, v extrémnich pfipadech napiiklad u bakterie
Nasuiana doslo k redukci genomu az na 112 kb a u bakterie Candidatus Carsonella ruddii na
velikost 160 kb (Wernegreen, 2015; McCutcheon and Moran, 2012). Vlivem tohoto zkracovani
genomu dochazi ke ztraté¢ gentl, které nejsou esencidlni pro zZivot bakterie v hostiteli. Zmény

genomu tedy zahrnuji ztratu metabolickych funkci, které dopliiuje hostitel, genti pro ochranné



mechanismy, regulaci genové exprese, virulenci a geni ucastnicich se oprav DNA. Dochazi
tedy k zachovani pouze gent nezbytnych pro fungovani vlastni buiiky a genti nezbytnych pro
vyvoj a/nebo reprodukci hostitele (Martinez-Cano et al., 2015; Gosalbes et al., 2010;
McCutcheon and Moran, 2012). Symbiotické bakterie se vlivem degradace genomu tak stavaji
zcela zavislé na svém hostiteli. Postupnou degradaci genomu miize dojit 1 ke ztrat€¢ gent
nahrazujicich metabolické nedostatky hostitele. V takové situaci mize dojit ke ztraté
puvodniho symbionta a dojde k ziskani symbionta jiného, ktery dokdze nahradit nebo doplnit

biosyntetické vlastnosti symbionta pivodniho (McCutcheon and Moran, 2010).

S postupnou degeneraci a ztratou gend u symbiont se poji i pseudogenizace. Pti tomto
jevu dochdzi ke ztrat¢ funkce genu vlivem naruSeni jeho koédovaci sekvence nejcastéji
v disledku akumulace Skodlivych mutaci v sekvenci (Grus and Zhang, 2008; McCutcheon and
Moran, 2012). V bakterialnim genomu jsou pseudogeny zastoupeny v relativné malém
mnozstvi (1 az 5 % z celého genomu). Pficemz nizka hladina téchto pseudogend ve vétsing
bakterii implikuje to, Ze vlivem silné selekce jsou tyto pseudogeny velmi rychle z genomi
odstraniovany (Liu et al., 2004). Mezi intracelularnimi endosymbionty ovSem existuji ptipady,
kdy mnoZstvi pfitomnych pseudogenti v genomu doséhlo velmi vysoké urovné jako je tomu u
symbionta Sodalis glossinidius. Dusledkem tohoto velkého mnozstvi pseudogenti doslo u
bakterie ke snizeni kédovaci kapacity o 50 % (Toh et al., 2006).

Aby bylo mozné geny dale zkoumat je potteba je né¢jakym zplsobem identifikovat a
ptifadit jim funkci. Tento proces je nazyvan jako anotace, pfi¢emz jednim z nejznaméjsich a
nejpouzivanéjsich programu pro anotaci je program RAST (Abril and Castellano, 2019; Aziz
et al., 2008). Pfi anotaci genomu se muze stat, Zze se v genomu nachazeji geny, které jsou tak
degradované, nebo dosud jsou jejich funkce neznamé, Ze je program nedokaze rozpoznat.
V tomto piipadé jsou pak tyto sekvence programem oznaceny jako tzv. hypotetické proteiny,
nebo ponechany zcela bez anotace. Metody genové anotace se opiraji o vyhledavaci nastroje
zaloZzené na homologii jako je naptiklad algoritmus BLAST. Tento algoritmus vyuZiva
specifické databaze k vyhledani homolognich genii a vysledné informace pak vyuzije k anotaci
gent (Pevsner, 2009). Pro dalsi biologické vyzkumy je také dilezité stanovit fylogenetické
vztahy mezi jednotlivymi sekvencemi genil. Pro zji§téni téchto vztahl byla vyvinuta fada
programd, které na zdkladné vstupnich sekvenci geni dokdzou fylogenetické vztahy mezi
genovymi sekvencemi identifikovat (Altenhoff et al., 2016; Nichio et al., 2017). Programy pii
této identifikaci vyuzivaji data podobnosti sekvenci (nebo ocekdvanych hodnot) ziskanych

z algoritmu BLAST nebo jeho alternativ (Camacho et al., 2009). Mezi nejpouzivanéjsi
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programy patii InParanoid, OrthoMCL, OMA a OrthoFinder (Ostlund et al., 2009; Li et al.,
2003; Altenhoff et al., 2010; Emms and Kelly, 2015). Vsechny z téchto zminénych programi
vytvareji riznd vystupni data. Nékteré z téchto softwarti identifikuji orthoskupiny, nékteré
ortology a paralogy a nékteré dokazou identifikovat oboji (Altenhoff et al., 2016; Trachana et
al., 2011).

DalSim typickym znakem obligatnich symbionti je také velmi nizké procentualni
zastoupeni nukleotidovych bazi guaninu a cytosinu (GC) oproti volné zijicim bakteriim
(Moran, 2002; McCutcheon and Moran, 2012). V GC paru jsou mezi guaninem a cytosinem tii
bakterii probiha mutace genetické informace ve prospéch nukleotidovych bazi adeninu a
thyminu. Vysledkem redukce genomu je tedy snizovani energetickych nakladi symbiotickych
bakterii. NejznaméjS$im ptikladem symbiotické bakterie s vysoce redukovanym obsahem GC je
bakterie rodu Buchnera a jeji primérny obsah GC je pod 30 %. V dal§im extrémnim piipadé u
betaproteobakterie Candidatus Zinderia insecticola doslo k redukci obsahu GC az na 13,5 %
(McCutcheon and Moran, 2012)

1.2 Symbiotické bakterie vsi

Vsi (Anoplura) se fadi mezi hostitelsky specifické ektoparazity savcl a jsou taktéz
typickym pfikladem obligatnich hematofagli. Vzhledem k typu potravy, kterou se v§i zivi a
ktera postrada esencialni latky, které vsi potiebuji, staly se téZ hostiteli symbiotickych bakterii
(Baumann, 2005; Boyd et al., 2017; Moran and Telang, 1998). Piikladem vyznamného
symbionta u v§i druhu Pediculus humanus je gammaproteobakterie Candidatus Riesia
pediculicola (Allen et al., 2007). Dal$im vyznamnym symbiontem u v§i druhu Pediculus
schaeffi je také Candidatus Riesia pediculischaefti a u vsi rodu Polyplax hraje dulezitou roli
symbiont Legionella polyplacis (Hammoud et al., 2022; Rihova et al., 2017). Fylogenetické
studie ukézaly, ze riizné skupiny vsi sdileji endosymbiotické vztahy s riznymi druhy symbiontt
(Boyd and Reed, 2012). Tyto symbiotické vztahy u riznych druhd vsi se pravdépodobnéji
vyvinuly u riznych druhti n€kolikrat nezavisle na sob¢ nezli ze spole¢ného piedka (Buchner,

1965; Hypsa and Ktizek, 2007).



1.2.1 Legionella polyplacis

L. polyplacis z celedi Legionellaceae patfi mezi obligatni mutualisty s velmi malym
genomem, ktery je nasledkem dlouhého symbiotického vztahu bakterie se svym hostitelem.
V evoluci genomu této bakterie sehral dalezitou roli horizontalni ptenos DNA, ktery se tyka
pouze pienosu kompletniho biotinového operonu, ktery bakterii pravdépodobné pomohl
s pfechodem z intracelularniho symbionta améb do role vnitrobunécného symbionta vsi
Polyplax serrata a Polyplax spinulosa Zijicich na hlodavcich. V prostiedi jsou legionely vazané
na biofilmy, kde tvofi symbiotické intracelularni vztahy s amébami nebo jinymi protisty.
Vzhledem k této zivotni strategii jsou v§echny znamé druhy legionel popsany bud’ z nemocnic

anebo z vodnich zdroji. Jedinou vyjimku v tomto sméru tvofi tedy zminéna bakterie L.

polyplacis (Fields, 1996; Rihova et al., 2017).

Hostiteli v8i rodu Polyplax jsou nejcastéji mysi rodu Apodemus, pricemz vétSina
doposud popsanych druht téchto my3i se vyskytuje po celé Evropé a Asii (Stefka and Hypsa,
2008). Z piedchozich vyzkumi mysi vyplyva, ze nékteré fylogeneticky a ekologicky blizké
druhy jako Apodemus sylvaticus a Apodemus flavicollis se mezi sebou mohou zna¢né lisit
zejména jejich evolu¢ni historii nebo umisténim glacialnich refugii (Michaux et al., 2005).
Disledkem této odlisné historie doslo k ovlivnéni popula¢ni historie vsi (Stefka and Hyp3a,
2008). Navazujici studii bylo prokazano, ze ve$ druhu P. serrata se sklada ze dvou genetickych
linii s odli$nou hostitelskou specifitou a geografickym rozloZenim. Tyto linie jsou rozdélené na
tzv. specifické (S) linie a nespecifické (N) linie. Ackoliv jsou tyto linie Uizce ptibuzne, 1i8i se
zminénou hostitelskou specifitou. VSi z S linie dokézou parazitovat pouze na druhu mysi A.
flavicollis, avsak vs$i z N linie dokazou parazitovat jak na druhu A. flavicollis, tak i na druhu A.
sylvaticus. A. flavicollis disledkem rekolonizace ze dvou refugii utvofil dva geneticky vzdalené
klastry, které se rozsifily po celé Evropé. VSi ovSem tento proces rozsifeni po Evropé
nenasledovaly. Podlinie v§i rozdélené na specifické vychodni (SE) a specifické zapadni (SW)
se u S linie pfestaly §ifit ve sttedu Evropy. PonévadZ se v§i dostaly do sekundarni kontaktni
zony, kterd zastavila jejich Sifeni a vytvofila se tak hybridni zéona mezi SE a SW liniemi

(Martini et al., 2020; Martint et al., 2018; Hvala and Wood, 2012).



2 Cile prace

e Porovnani a anotace 29 dostupnych genomt odlisSnych linii symbionta vsi

Legionella polyplacis
e Identifikace chybé&jicich gena

e Zrekonstruovani metabolickych drah anotovanych genii a porovnani zmén

Vv metabolické kapacité

e Porovnani gent s divokymi a nesymbiotickymi druhy Legionella s pomoci

vytvofené porovnavaci databaze v Geneious prime
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3 Materialy a metody

Vychozi genomy 29 linii endosymbiotické bakterie Legionella polyplacis (Rihova et al.,
2017) byly dodany ve formatu fasta. Nasledné jsem provedla anotaci vSech 29 genomi
s pomoci internetového softwaru RAST (Aziz et al., 2008) metodou RASTtk (Brettin et al.,
2015), v¢etné funkce automatické opravy chyb. Kompletni anotované genomy byly nasledné
pielozeny programem Geneious prime 2021.1.1. do sekvenci aminokyselin s parametrem
odstranéni findlniho stop kodonu. Za ticelem zjisténi syntenie jsem provedla porovnani celych

29 genomu programem MAUVE implementovaném v programu Geneious prime.

Vsechny prelozené sekvence aminokyselin jsem vyexportovala jako tabulky a nésledné
je upravila v programu Excel 2202, kde jsem pridala ¢islovani jednotlivych gent (odstranéni
duplikovanych nazvi) a symbol <. Dale jsem tyto tabulky pomoci textového editoru upravila

na textové soubory ve formatu fasta.

Tyto fasta soubory jsem analyzovala softwarem Orthofinder 2.4.0. (Kelly and Emms,
2019). Vysledné orthoskupiny byly programem vyexportovany jako textovy soubor, ktery jsem
nasledné upravila do nul a jedni¢ek v programu Excel (tj. pfitomnost a nepfitomnost genu
formaln¢ kodovana pro analyzu v programu R). Tabulku jsem dale analyzovala programem
Rstudio 2021.09.1 (RStudio Team, 2021) a s pomoci piikazli a balicku UpSetR 1.4.0.
(Gehlenborg, 2019) jsem sestrojila graf, ktery je pfiloZen nize v textu (Graf 1).

Na zéakladé takto ptipraveného piehledu sdilenych gent jsem urcila nékolik skupin genti
K podrobngjsi analyze: 5 gent pfitomnych u specifickych vychodnich linii 39RAD_SE,
51RAD_SE, SE_99ZLb_16S, SE_98ZIc_16S, SE_133ZIb, 44RADb_SE, SE_17ZIb,
SE 164Zlb, 2RAD_SE, SE 98Zle, IMAN_SE, 6RAD SE, 106MAN_SE, 29DR_SE (déle jen
jako SE) a specifickych zapadnich linii (2HBc SW, 98Z1d SW, 47TMAN_SW, Doup5c_SW,
1STRf_SW, 30VOJ_SW, 29DZ_SW, NE125b_16S_SW (dale jen jako SW), ale zaroven
chybéjicich u linii 4ROK_N, 7ROK_N, PNG_RR_Lspin, k124 9727, L26_Afr_Arvican a
N17_Afr_Stenol. Dale jsem vyhledala sekvence 2 genti ptitomnych pouze u SE linie a zaroven
chybgjicich u linii 4ROK_N, 7ROK_N, PNG_RR_Lspin, k124 9727, L26_Afr_Arvican,
N17_Afr_Stenola SW linie. Téchto 7 sekvenci jsem u SE linie vyhledala v MAUVE porovnani
celych 29 genomt v programu Geneious prime. Ptitomné sekvence u SE linie byly programem

RAST ve v8ech sedmi ptipadech anotovany jako hypoteticky protein (Tab. 3).

Sekvence anotované jako hypoteticky protein jsem u vSech linii extrahovala z MAUVE

porovnani vSech 29 celych genomi a nasledné jsem je porovnala v programu MAFFT
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implementovaném v programu Geneious prime. Sekvence hypotetickych proteinti oznacené
jako Orthogroups 00000474-00000481 jsem nasledn¢ porovnala s mnou vytvotrenou databazi
genomi nesymbiotickych bakterii rodu Legionella taktéz v programu Geneious prime a

vytvofila jsem dle vysledki procentualni tabulku shody (Tab. 4)

Cvwr

nespecifické linie 4ROK N a 7ROK N (dale jen jako N), linie PNG_RR_Lspin, k124 9727,
L26_Afr_Arvican, N17_Afr_Stenol a SW linie jsem vyuzila algoritmy NCBI protein BLAST
(Camacho et al, 2009, Altschul et al, 1997, Altschul et al, 1990) a NCBI Conserved Domains
(Bryant and Marchler-Bauer, 2004). Arbitralné jsem vybrala sekvence hypotetickych proteini
u linie 106MAN_SE a nahrala je do algoritmu s upfesiujicim parametrem, kdy hodnotu ¢isla
Expect threshold jsem zménila na hodnotu 10 s cilem zachytit i niz$i podobnosti. Vysledky
algoritmi nasledné byly piifazeny k odpovidajicim proteinlim databaze. Déle byly tyto stejné
sekvence pfifazeny k podobnym sekvencim programem tBLASTn (Camacho et al, 2009,

Altschul et al, 1997, Altschul et al, 1990). Vysledky jsem zanesla do tabulek (Tab. 4 a Tab. 5).

Za ucelem rekonstrukce metabolickych drah z pfislusnych anotovanych proteint linii
bakterie L. polyplacis L26_Afr_Arvican, N17_Afr_Stenol, 4ROK_N, 7ROK _N, k127 9727,
PNG_RR_Lspin a SW nachazejici se v misté sekvence anotované u SE linie jako hypoteticky
protein jsem fasta soubory linii importovala do softwaru BlastKoala (Kanehisa et al., 2016).
Nasledné jsem dle KEGG C¢isel pfifazenych k proteinlim ve vystupnim textovém souboru ze
softwaru BlastKoala proteiny vyhledala a zmapovala softwarem KEGG mapper (Kanehisa et
al., 2020) jejich metabolické drahy.

Na zavér jsem tyto metabolické drdhy porovnala s nesymbiotickym druhem

bakterie Legionella pneumophila subsp. pneumophila a uréila jejich aroven degradace.
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4 Vysledky

4.1 Velikost genomu

Velikosti genomu u jednotlivych dostupnych linii bakterie druhu L. polyplacis jsou
odlisné. U vSech 29 linii se pohybuji v rozmezi od 529 749 bp do 551 286 bp, presné velikosti
se nachazeji v tabulce (Tab. 1). Podil guanino-cytosinového komplementarniho paru u
jednotlivych linii bakterie neni moc odlisny. Podil GC je v rozmezi 21,7 - 23,6 %, podrobnéji

jsou hodnoty popsany Vv tabulce (Tab. 1).

Tab. 1: Prehled velikosti genomt, poctu geni a obsahu GC u 29 linii bakterie druhu
L. polyplacis.

Nazev linie Velikost genomu (bp) | Pocet genu GC (%)
39RAD SE 529 749 525 23
51RAD SE 529 749 526 23
SE 99ZLb 16S 529 749 526 23
SE_98ZIc_16S 529 751 525 23
SE_133ZIb 529 752 525 23
44RADb SE 529 754 527 23
SE 17ZIb 529 756 526 23
SE 164Z1b 529 756 525 23
2RAD SE 529 757 524 23
SE 98Zle 529 757 525 23
1MAN SE 529 758 526 23
6RAD_ SE 529 758 525 23
106MAN_SE 529 758 526 23
29DR_SE 529 760 525 23
SE 182Z1b 529 774 525 23
SW_98Z1d 529 775 521 23
SW NE125b 16S 529 775 524 23
47TMAN SW 529 779 522 23
SW 2HBc 529 781 522 23
29DZ SW 529 782 523 23
SW _ISTRf 529 782 523 23
30VOJ SW 529 783 523 23
SW_Doup5c 529 785 522 23
4ROK N 530 992 529 23,6
7ROK N 530 992 529 23,6
PNG RR Lspin 532 177 527 23,1
K127 9727 532 296 526 23,1
L26 Afr Arvican 546 533 527 23,1
N17 Afr_Stenol 551 289 547 21,7
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4.2 Pocet spolecnych genii

Vysledkem mnou provedené analyzy dat je celkovy pocet spoleénych gent u
jednotlivych linii bakterie L. polyplacis. Ten je zobrazen napravo od nazvu jednotlivych
linii (Graf 1). Nejvétsi skupina tvofici 426 gent je sdilena vSemi genomy. Dalsi skupiny
jsou mensi, obsahujici méné nez 20 spoleénych gent. Z téchto skupin by potencionalné
mohly byt zajimavé ty, které jsou sdilené (a naopak chyb¢ji) na ,hranicich® mezi jasné
vymezenymi skupinami bakterie L. polyplacis. Jedna se naptiklad o 15 spole¢nych gent
sdilenych pouze mezi genomy N linie, 0 5 spolecnych gent pouze u linie specifické a o 2

spole¢né geny jen u linie SE.

426
400

3004

200+

Intersection Size

1004

1715129775422

L26_Afr_Arvican
N17_Afr_Steno1

0 Tt 111 111 1 1 1 11
TMAN_SE
98Zle_SE
98ZIc_16S_SE
99ZLb_16S_SE
106MAN_SE
44RADb_SE
182ZIb_SE
17ZIb_SE
6RAD_SE
133ZIb_SE
39RAD_SE
164ZIb_SE
2RAD_SE
29DR_SE
51RAD_SE
2HBc_SW
98ZId_SW
47MAN_SW
Doup5c_SW
1STRf_SW
30VOJ_SW
28DZ_sSW
NE125b_16S_SW
4ROK_N
7ROK_N
PNG_RR_Lspin
k127 _9727

500 400 300 200 100 0
Set Size

Graf 1: Pocet spole¢nych genti 29 genomi linii bakterie L. polyplacis.

14



4.3 Identifikace hypotetickych genii a jejich urovné degradace

Po analyze ptitomnych hypotetickych proteinti u SE linie z celkového porovnani 29 linii
L. polyplacis programem MAFFT v Geneious prime bylo prokazano, ze zdanlivé chybéjici
geny (tj. chybg&jici anotace) ve skute¢nosti u piislusnych linii PNG_RR_Lspin, k124 9727,
L26_Afr_Arvican, N17_Afr_Stenol, SW linie a N linie nechybi. V mistech sekvenci u linii
PNG_RR_Lspin, k124 9727, L26_Afr_Arvican, N17_Afr_Stenol, SW a N linii se nachazeji
identické sekvence, které¢ jsou do urcité miry rozpadlé, nebo v nich doslo k nahrazeni nékolika
nukleotidl, nachazi se tam anotovany gen ¢i jsou sekvence zkracené anebo se tam nachazi celé,

jen je program RASTk nebyl schopny anotovat.

Tyto zdanlivé chybéjici hypotetické geny byly oznaceny dle vysledki programu
Orthofinder jako Orthogroups 00000474-00000481, dale v textu pod zkratkou OG (Tab. 2).

Tab. 2: Ptehled chybéjicich orthogroups u jednotlivych linii bakterie L. polyplacis.

Orthogroups Chybéjici u linie
00000474
00000475 | 4ROK_N 7ROK_N

00000476 | L26_Afr_Arvican N17_Afr_Stenol

00000477 |PNG_RR_Lspin K127 9727

00000478
29DZ_SW 30VOJ_SW
4TMAN_SW SW_1STRf
SW_2HBc SW_98ZId
00000480
SW_Doup5c SW_NE125b_16S
00000481

N17_Afr_Steno L26_Afr_Arvican
PNG_RR_Lspin k127 9727

4ROK_N 7ROK_N
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Vsechny orthogroups ocislované 00000474-00000481 byly u SE linie anotovany jako

hypotetické proteiny. Jednotlivé orthogroups a jejich anotace v genomu u jednotlivych linii

jsou vice specifikovany v tabulce (Tab. 3).

Tab. 3: Pfehled anotovanych orthogroups u jednotlivych linii bakterie L. polyplacis.

I Anotace
Linie 0OG00000474 | OG00000475 | OG00000476 | OGO0000477 | OG0O0000478 | OG0O0000480 | OG0O0000481
SE Hypoteticky | Hypoteticky | Hypoteticky | Hypoteticky | Hypoteticky Hypoteticky Hypoteticky
p. p. p. p. p. p. p.
Phosphatidyl N-
4ROK_N a Hypoteticky Bez anotace Hypoteticky | Hypoteticky glycer- acetylmurgmoy Bez anotace
7TROK_N p. p. p. ophosphatase I-L-alanine
A amidase
Phosphatidyl N- Iron binding
Heme O Hypoteticky glycer- acetylmuramoy pmte'?‘ SufA
k127_9727 Bez anotace Bez anotace . for iron-
synthase p. ophosphatase I-L-alanine
. sulfur cluster
A amidase
assembly
Phosphatidy! N- Iron binding
. Heme A glycer- acetylmuramoy pro_teln IscA
PNG_RR_Lspin | Bez anotace Bez anotace | Bez anotace ; for iron sulfur
synthase ophosphatase I-L-alanine cluster
A amidase
assembly.
N-
N17_Afr_Stenol Ribonuclease Bez anotace Hypoteticky Bez anotace Hypoteticky acetylmurgmoy Bez anotace
1l p. p. I-L-alanine
amidase
N-
Phosphatidyl | acetylmuramoy
L26_Afr_Arvican | DedA protein | Bez anotace Pap2_ Bez anotace glycer- I—L-a_lanme Bez anotace
superfamily p. ophosphatase amidase
A
TsaE protein
N-
SW Hypoteticky | Hypoteticky | Hypoteticky | Hypoteticky | Hypoteticky acetylmurf_imoy Bez anotace
p. p. p. p. p. I-L-alanine
amidase
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4.4 Identifikace a porovnani hypotetickych genii algoritmy tBLASTn, BLASTp

a Conserved domains

Hypotetické geny byly algoritmem tBLASTn a mnou vytvoifenou databazi

Z nesymbiotickych druhii legionel Vv programu Geneious prime na zaklad¢ procentudlni

podobnosti piitazeny ke konkrétnim gentim nesymbiotickych druht legionel (Tab. 4).

Dale byla vétSina hypotetickych gentu algoritmy BLASTp a Conserved domains

ptifazena ke konkrétnim gentim. Tyto geny jsou vice specifikovany v tabulce (Tab. 5).

Tab. 4: Piehled procentualnich podobnosti hypotetickych gend u bakterie L. polyplacis

s konkrétnimi geny nesymbiotickych druhti bakterie rodu Legionella.

Orthogroup tBLASTn Geneious Prime databaze
(106MAN_SE) (Legionellaceae)
00000474 Inner membrane protein Yabl Prolyl aminopeptidase
(61 % L. clemsonensis) (75 % L. birminghamensis)
Hypoteticky protein Bez anotace
(38 % L. geestiana) (61 % L. jamestowniensis)
00000475 Heme O synthase Heme O synthase
(57 % L. pneumophila, L. oakridgensis, (57 % L. pneumophila. L. londiniensis,
55 % L. jordanis, 52 % L. sainthelensi, 55 % L. jordanis, L. busanensis, 52 %
L. geestiana) L. gratiana
00000476 Nepfifazen Nepfifazen
00000477 Nepftifazen Nepftifazen
00000478 Serine hydrolase
(83 % L. gratiana, 75 % L. pneumophila,
Phosphatidylglycerophosphatase A 66 % L.wadsworthii)
(64 % L. clemsonensis, 63 % L. fallonii,
62 % L. antarctica, 55 % L. hackeliae) Phosphatidylglycerophosphatase A
(66 % L. jamestowniensis, 62 %
L. moravika)
00000480 Neptifazen Nepftitazen
00000481 Neptifazen Nepftitazen
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Tab. 5: Prehled identifikace hypotetickych genti algoritmy BLASTp a Conserved Domains u

jednotlivych orthogroups u bakterie L. polyplacis.

Orthogroup
(106MAN_SE)

BLASTp
(Legionellaceae)

Conserved Domain

Pyridoxamine 5'-phosphate oxidase
(Crocosphaera subtropica)

00000474 Nepftitazen
Ribonucleotide-diphosphate reductase subunit beta
(Shewanella sp.)
Heme O synthase
00000475 Heme O synthase (Caulobacter sp.)
Mitochondrial-associated sphingomyelin
phosphodiesterase
00000476 Nepfitazen (Euteleostomi — clovek)
Sensor protein RstB
(Chromobacterium violaceum)
Acetyl-CoA decarbonylase/synthase complex subunit
beta
00000477 Nepfitazen (Archaeoglobus fulgidus)
Cytochrome P450 family 1
(Gnathostomata — ¢lovek)
Serine hydrolase,
00000478 Beta-lactamase Nepfifazen
family p.
00000480 Nepfifazen Nepfifazen
Second immunoglobulin (Ig)-like domain of
interleukin-1 receptor
(Euteleostomi- ¢lovek)

00000481 Nepftitazen

translation initiation factor 1F-2
(Methanocaldococcus jannaschii)
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4.5 Rekonstrukce proteiniit metabolickych drah

Prilozené obrazky metabolickych drah maji pfitazené KEGG identifikatory
programem KEGG mapper (Obr. 1-7). Zelena barva KEGG identifikatord symbolizuje, ze
proteiny jsou piitomné v piislusné metabolické draze. V ptipad€, Ze proteiny chybi, jsou
KEGG identifikatory nevybarvené. Na obrazcich jsou pro piehlednost tyto KEGG

identifikatory u analyzovanych proteint navic zvyraznény ¢ervenym rameckem.

4.5.1 Rekonstrukce proteinii metabolickych drah OG0000474

V misté sekvence u linie L26_Afr Arvican byl, jak jiz vySe bylo zminéno, namisto
genu oznaceného jako hypoteticky protein u pivodni sekvence u SE linie nalezen protein
anotovany jako DedA protein. U tohoto proteinu se nepodatilo najit zddnou metabolickou

dréhu, které by byl tento protein soucasti.

V piipad¢ linie N17_Afr_Stenol se v misté sekvence nachazel enzym anotovany jako
Ribonuclease I11. Enzym byl ptifazen pouze k jediné metabolické draze, a to draze ribozomalni
biogeneze u eukaryot. U bakterii rodu Legionella podobna draha, ke které by mohl byt protein

programem KEGG mapper ptifazen, nebyla nalezena (Obr. 1).
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RIBOZONME BIOGEMERIS IN EUKARYOTES
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Obr. 1: Enzym Ribonuclease Ill (¢ervené zvyraznény) VvV metabolické draze ribozomalni
biogeneze u eukaryot.
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4.5.2 Rekonstrukce proteinit metabolickych drah OG0000475

V misté sekvence namisto genu oznac¢eného u SE linie jako hypoteticky protein byl u
linie k127 9727 nalezen enzym anotovany jako Heme O synthase. Tento protein byl primarné

prifazen metabolické draze oxidativni fosforylace.

V metabolické draze oxidativni fosforylace komplex I, tedy NADH dehydrogenaza
obsahuje vSechny pfislusné enzymové podjednotky. Stejné tak je tomu i u komplexu II
sukcinatdehydrogenazy. Naopak komplex III ubichinol-cytochrom-c-oxidoreduktaza postrada
vSechny funk¢ni enzymové podjednotky a komplexu IV cytochrom ¢ oxidaze chybi pouze
jediny funkéni enzym, a to Cytochrome c oxidase subunit IV. Finaln¢ i bakterialni ATP

syntaza typu F obsahuje vSechny funkéni enzymové podjednotky (Obr. 2).
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Dalsi drahou, kterou je enzym Heme O synthase soucasti, je draha metabolismu

porfyrint. Tato metabolicka draha je sdilena taktéz enzymem Heme A synthase. Metabolicka

dréha je zcela nekompletni z diivodu absence velkého mnozstvi funkénich enzymi. Pritomny

jsou pouze tfi enzymy Glutamyl-tRNA synthetase, Heme A synthase a Heme O synthase
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kofaktort u bakterie L. polyplacis.



Enzym Heme A synthase je také soucasti dvouslozkového systému.

V celé

metabolické draze bylo zachovano jen 5 proteinti: Heme A synthase, Chromosomal replication

initiator protein, Malate dehydrogenase, Carbon storage regulator a Glutamine synthetase.

Zbytek metabolické drahy je silné degradovan (Obr. 5).
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u bakterie L. polyplacis.
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4.5.3 Rekonstrukce proteinit metabolickych drah OG0000476

V misté sekvence u linie L26 Afr Arvican jak jiz bylo zminéno vyse, namisto genu
oznac¢en¢ho u SE linie jako hypoteticky protein byl nalezen protein anotovany jako Pap2
superfamily protein. U tohoto proteinu se nepodatilo najit zddnou metabolickou drahu, které

by byl soucasti.
4.5.4 Rekonstrukce proteinuit metabolickych drah OG0000478

Sekvence byla nalezena u linii 4ROK N, 7ROK N, k127 9727, PNG RR Lspin a
L26_Afr_Arvican jako anotovany protein Phosphatidylglycerophosphatase A namisto genu
ozna¢eného jako hypoteticky protein u SE linie. Tento enzym je soucasti drahy metabolismu
glycerolfosfolipidii a piimo se ucastni fosfatidylglycerol biosyntézy (Obr. 6). V celé
metabolické draze jsou pritomny proteiny: Glycerol-3-phosphate dehydrogenase, Acyl
phosphate:glycerol-3-phosphate  acyltransferase,  Lysophosphatidate  acyltransferase,
Lysophosphatidic acid acyltransferase / lysophosphatidylinositol  acyltransferase,
Lysophosphatidiate acyltransferase, Lysocardiolipin and lysophospholipid acyltransferase,
Lysophospholipid acyltransferase Y2, Lysophospholipid acyltransferase, TAG lipase / steryl
ester hydrolase / phospholipase A2 / LPA acyltransferase, 1-acylglycerol-3-phosphate O-
acyltransferase, 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate  acyltransferase, = Phosphatidate
cytidylyltransferase, = CDP-diacylglycerol---serine  O-phosphatidyltransferase, = CDP-
diacylglycerol---serine O-phosphatidyltransferase, CDP-diacylglycerol---glycerol-3-
phosphate 3-phosphatidyltransferase, Phosphatidylglycerophosphatase GEP4,
Phosphatidylglycerophosphatase A, Phosphatidylglycerophosphatase B,
Phosphatidylglycerophosphatase C a Cardiolipin synthase. Proteiny ve zbytku metabolické
drahy chybi.
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Obr. 6: Metabolismus glycerofosfolipidi s enzymem Phosphatidylglycerophosphatase A
(Cervené zvyraznény) U bakterie L. polyplacis.

4.5.5 Rekonstrukce proteinii metabolickych drah OG0000480

V misté sekvence byl u linie 4ROK N, 7ROK N, dale u SW linie a u linie k127_9727
ptitomny namisto hypotetického genu enzym N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase. Tento
enzym je soucasti pouze jedné metabolické drdhy, a to drahy pro rezistenci kationtovych
antimikrobialni peptidi. Kromé zminéného enzymu N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase se

v metabolické draze nachazi také enzym Serine protease Do (Obr. 7).

27




Linie L26 Afr Arvican krom¢ enzymu N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase ve

druhé  polovin¢  sekvence  obsahuje také  TsaE  protein, required  for

threonylcarbamoyladenosine t (6)A37 formation in tRNA. U tohoto proteinu se nepodafilo

., . . , , . s s
najit  zddnou  metabolickou  drahu, kter¢ by byl  protein soucasti.
CATIONIC ANTIMICROBIAL PEPTIDE (CAMP) RESISTANCE
Gramosesatieh acteria Phosgphoe thanolaraing tnsfores:
Oty merdbrane Inner merdbrans %NA (FEN addition to KDO)
CAMP © v
Aucidic pH . ,J—L _
Mg end CFF livitatine: [ PhoQ | T e —— \;
Acy]ﬂhnn< @']‘ 77777777777777777777777 N 1 N
o= ©
o s ) i e o lew ] fwD] \
cnne I L b OLﬁ |
o .+
I 1F5 Tnorese ofsufce Y Kol s J‘
4 ELVE cl
drguadation O prete s e
o B
o
CAMP
st 8+ ] \‘
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 4
Incmese of e
ob— o @ gfomechee
CANP LFs
Extracellular
degradation
ob—FeE | T
o
cate S e Sl =
o Fhl efteretions PapHE Periplnsmic proin il
CAME DHA and de grad acms [
o G |—»[GE] e L] ]
Surfae adlsior
Mg
care -
1 CL. —_—
S T I--“_k AerB v Al
e N wlC |
—— N |
e — J
ob—{ o Iq———————— o W —{Lumh Lipopolysaccharide
CLWE Los | Ko Lpifl &
Gram-pesitive barteria
) CALF o
A tapping 2 #{ Gras [Omr f——® .
o & I
CANP |
Dislensaton of !
o ) fearholt ac e R S S —
CANP C% Teichoic acids - T
Extrace llular D& 0 Lo N
degradation Op-sla \‘
© B e R, N o
CAMP Ilai,:ylauﬂ_n of <
sphatidylzlyceral ™
© o
CANP cave 0 Lwl___
CAME 1
e )
Export T
01503 427115
(o) Kanehisa Lahoratories

Obr. 7: Enzymy N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase a Serine protease Do (Cervené
zvyraznén€) v schématu rezistence kationtovych antimikrobidlni peptidi u bakterie

L. polyplacis.
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4.5.6 Rekonstrukce proteinit metabolickych drah OG0000481

V prvni poloviné sekvence u linie k127 9727 se nenachazel Zadny anotovany protein.
Ve druhé poloviné této sekvence byl ov§em pfitomen anotovany protein Iron binding protein

SufA for iron sulfur cluster assembly.

U linie PNG _RR Lspin taktéz prvni polovina neobsahovala zadny anotovany protein.
Ve druhé poloving byl pfitomen anotovany protein Iron binding protein IscA for iron-sulfur

cluster assembly.

U obou téchto proteint se nepodaiilo najit zadné metabolické drahy, kterych by byly

tyto proteiny soucasti.
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5 Diskuse

5.1 Porovnani hlavnich charakteristik genomu

Porovnanim 29 genomu odli$nych linii bakterie L. polyplacis vyslo najevo, ze v§echny
genomy jsou si velmi podobné. Maji dokonalou syntenii, velmi podobné velikosti genomi a
obsah GC. I pies tyto podobnosti je vS§ak mozné Fict, ze se genomy mezi sebou mirn¢ lisi (Tab.
1). Zaroven doslo u vSech genomu k urcité arovni degradace, coz potvrzuje studii, ktera tvrdi,
ze bakterie L. polyplacis se vlivem dlouhého symbiotického vztahu se svym hostitelem stala
jeho obligatnim symbiontem (Rihova et al., 2017). Obsah GC je mezi jednotlivymi liniemi
velmi podobny. Jedinou linii, kterd se svou hodnotou GC od ostatnich vyraznéji lisi, je
fylogeneticky vzdalengjsi linie N17_Afr_Stenol (Tab. 1). Mensi rozdily v obsahu GC jsou
ale také mezi ostatnimi liniemi. Zaroven tyto linie pochazi ze stejné monofyletické linie
symbionti, a jsou tedy stejné dlouhou dobu v symbiotickém vztahu se stejnym hostitelem (tj.
v§i rodu Polyplax), ktery ma pravdépodobné stejné naroky na potravu a potieby na svého
symbionta. Rozdily v genomech by mohly byt vysvétleny adaptivné v dusledku odlisnych
narokdt na symbionta, vyplyvajicich ztoho, ze rizné vsi ziji na odlisnych hostitelich.
Naptiklad v§i druhu P. serrata ze specifickych linii parazituji na hostiteli A. flavicollis a vsi
druhu P. spinulosa (linie k127_9727 a PNG_RR_Lspin) parazituji na hostiteli Rattus Rattus
(Obr. 8). Zmeény v genomu by tedy mohly teoreticky souviset s ekologickou charakteristikou
hlodav¢ich hostitelti. Druhou moznosti vysvétlujici zmény v genomu je striktné neutralni
evoluce. Genomy symbionti se nachazeji Vv pokrocilejsi fazi evoluce a dochazi k jejich
postupné degradaci, pii¢emz jejich velikost je v dne$ni dobé silné¢ redukovana.
U symbiotickych bakterii vSak byly zaznamenany i piipady daleko menSich genomd,
napiiklad jiz vy$e zminény redukovany genom bakterie Nasuiana. V piipadé¢ jednotlivych linii
by degradace genomi mohla dal pokracovat. Vzhledem k tomu, Ze vSechny linie jsou
nezavislé a degradace genomu probiha stochasticky se u riiznych linii bakterie L. polyplacis
degradace genomu projevuji odlisné. Je mozné predpokladat, ze ve zménach v genomu by se
mohlo podafit nalézt 1 néjaké funk¢ni sekvence genl. Za piedpokladu, ze zmény odpovidaji
druhé moznosti, je velice pravdépodobné, Ze zmény budou probihat nahodné a budou

zasahovat pouze neesencialni geny.
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Obr. 8: Fylogeneticky strom jednotlivych linii bakterie L. polyplacis s jejich hostiteli (obrazek

prevzat z dosud nepublikované analyzy spolupracovnika Juana Pablo Cardenase).
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5.2 Sdilené geny

Prvnim faktorem v posouzeni, pro¢ se pocet spole¢nych genu lisi mize byt zptisob
jejich sdileni a jejich rozdila. Vzhledem k naSim analyzam vypadaji nejzajimavéji nasledujici
4 kategorie sdilenych gent (Graf 1). Prvni kategorii charakterizuje nejveétsi mnozstvi sdilenych
gend, které maji vSechny linie dohromady oproti linii N17_Afr_Stenol. Rozdily poukazuji na
to, ze degenerace genomu a jeho zmény neprobihaji v korelaci s fylogenezi. Druhou kategorii
je pocet 15 gent sdilenych pouze v ramci N linie, ktery ji odliSuje od vSech ostatnich linii. N
linie je zastoupena vyhradné dvéma vzorky pochazejici z nespecifické linie v§i P. serrata,
které ziji na obou druzich mysich A. flavicollis a A. sylvaticus. Tteti kategorii tvofi celkovy
pocet gend sdilenych liniemi SE a SW (tedy specifickymi liniemi). Posledni kategorii
charakterizuji geny nachazejici se pouze u SE linie. Z ekologického hlediska nemame zadné

informace o rozdilech mezi SE a SW linii. Jedina znama informace, ktera tyto linie rozdéluje,

je jejich geneticka struktura v disledku hybridni zony, které linie tvoti (Martint et al., 2020).

Rozdily, které je mozné vidét v grafu mohou byt dany dvéma faktory. Prvnim faktorem
muze byt opravdu chybégjici ortolog, ktery linie ztratily. Druhym faktorem muze byt
nerozeznany ortolog programem Orthofinder (napiiklad proto, ze v genomech linii doslo
k ur¢ité urovni degradace) Proto neni mozné usuzovat s jistotou, ze nenalezené geny
doopravdy v genomu chybi. V nasledném dohledani sedmi genii oznacenych jako chybé&jicich
(tj. nenalezenych pomoci Orthofinder) vyslo najevo, Ze se v genomu nachazi. Velmi vysoka
podoba a syntenie téchto genti navic poukazuje na to, ze vechny linie (i téch ze vzdalenych
hostitelt jako je napiiklad N17 Afr Stenol) jsou soucasti jednoho fylogenetického klastru
neboli jsou potomky jednoho symbiotického predka.

V této bakalarské praci jsem se zaméfila predevsim na dalsi zhodnoceni gend ze
symbionti v§i druhu P. serrata, nebot’ bylo k dispozici vice vzorkt a slouzily jako vérohodny
podklad. Genom linie N26 Afr Steno2 drneni soucasti této bakalaiské prace, protoze v dobé

zpracovani nebyl k dispozici.
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5.3 Hypoteticke geny

Hypotetické geny se v genomech linii nachazely ve dvou podobach. Prvni podoba,
ktera se nachazela u dvou ortoskupin OG00000477 a OG000000481 byla takova, Ze se vV misté
sekvence nachazel gen anotovany jako hypoteticky gen a v misté sekvence u jinych linii byla
pfitomna pouze neoznacena sekvence. U zbylych ortoskupin se v misté sekvence nachazel
anotovany hypoteticky gen a u jinych linii byl anotovany konkrétni gen (Tab. 3). V disledku
zatazeni téchto gent vyhradné do kategorie hypotetickych gent neni mozné zhodnotit jejich
potencialni vyznam. Vzhledem k tomu, Ze se jedna 0 vysoce degenerované genomy, je mozné,
Ze anotani programy geny nemusely rozeznat. Kvuli odlisnym algoritmim programi
Orthofinder a RAST doslo také k rozdilnému rozeznavani sekvenci. Sekvence tedy nebyly
anotovany stejné. Z diivodu rozdilnych vysledkii obou programii jsem se U hypotetickych genti
snazila vyhledat podobnost s konkrétnimi geny z ¢eledi Legionellaceae s pomoci algoritmu
BLASTp a dale s pomoci algoritmu Conserved domains v ramci vSech znamych sekvenci
(Tab. 5). Ve vysledcich téchto algoritmi byl jediny ptipad, kdy metody identifikovaly
konkrétni gen stejné. Jednalo se 0 gen Heme O synthase (OG00000475). Hem O i hem A jsou
derivaty protohemu IX a oba tyto kofaktory jsou potieba pro spravnou funkci zékladniho
procesu bunééného dychani a ke draze oxidativni fosforylace byl i gen Heme O synthase
ptitazen. Tyto dva hemy se uplatiuji pii katalyzaci reakce, pii niz dochazi k redukci
molekularniho kysliku na vodu v komplexu cytochrom c oxidazy (Mogi et al., 1994; Brown
et al., 2004). Muj vysledek ukazuje, ze nekompletnost této metabolické drahy v nékterych
genomech miize byt dana Spatnou anotaci anota¢nim programem, nebot’ doslo k takové
degeneraci genu, Ze jej nebylo mozné programem rozeznat. V piipadé proteinti Serine
hydrolase a Beta-lactamase family protein (OG00000478) doslo k identifikaci genti pouze
algoritmem BLASTp. Serinové hydrolazy jsou jednou znejvétSich doposud popsanych tiid
enzymu. Ttida je charakterizovana pfedevS§im pfitomnosti nukleofilniho serinu, ktery je
vyuzivan pro hydrolyzu substratu. Do této skupiny patii napiiklad amidéazy, cholinesterazy
nebo fosfolipazy (Simon and Cravatt, 2010). Enzymy ze skupiny beta-laktamaz patii do tfidy
serin hydrolaz a poskytuji bakteriim rezistenci vii¢i urcité skupiné antibiotik oznacenych jako
beta-laktamy, které¢ bakteriim zabranuji v tvorbé bunécné stény. Enzymy dokazou otvirat beta-
laktam, tedy Ctyt atomovy kruh nachézejici se v molekularni struktufe antibiotik a deaktivovat

tak antibakterialni vlastnosti molekuly (Abraham and Chain, 1940; Neu, 1969)

Vyse zminény gen Serine hydrolase a Beta-lactamase family protein u OG000000478
se podaftilo najit algoritmem tBLASTn a ve vytvoiené Geneious Prime BLAST databazi
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nesymbiotickych druhi legionel (Tab. 4). OvSem vysledek obou algoritmi se jen ¢astecné
shoduje. Algoritmus tBLASTn identifikoval gen jako Phosphatidylglycerophosphatase A a
Geneious prime BLAST identifikoval gen jako Phosphatidylglycerophosphatase A a také jako
Serine hydrolase. U OG00000474 je naopak vysledek obou algoritmui Gplné odlisny. Patrné
se tedy jedna o gen, ktery ztratil svou charakteristiku a degeneruje u vSech linii. Zajimavym
ptipadem je gen N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase u OG00000480, ktery byl anotovan u
vSech linii kromé SE linie (Tab. 3), ale zaroven se jej ani nepodafilo dohledat algoritmem
BLASTp proti legionelam a ani algoritmem Conserved domains bez omezeni (Tab. 5).
Podobnym piipadem je gen Iron binding protein u OG00000481, kdy byl gen u dvou linii
shodn¢ anotovan (Tab. 3), ale u ostatnich linii chybi a nepodafilo se jej dohledat. Pti¢inou u
SE linie mtze byt obrovska degradace genu a ztrata jeho funk¢nosti. V zavéru je tedy mozné
fict, Ze jsou pouze dva geny Heme O synthase a Phosphatidylglycer-ophosphatase A u

symbiotickych legionel potvrzeny.

Celkové je u vsech linii velké mnozstvi hypotetickych gentu a je tedy mozné, ze
zdanlivé chybéjici metabolické kapacity v nich mohou byt schované. Pro potvrzeni této

hypotézy by byla potfebné dalsi analyza.
5.4 Metabolické drahy

Anotovany gen Ribonuclease 11 u OG00000474 byl piifazen metabolické draze
ribozomalni biogeneze u eukaryot (Obr. 1). Tato metabolickd draha je zasadni pro vétSinu
bunéénych procesi jako napiiklad rast a bunééné déleni (Kumar, 2021). Enzym
Ribonuclease Il hraje také dulezitou roli v regulaci exprese genti a zpracovani ribozomalni
RNA (Lejars et al., 2021). Vzhledem k tomu, ze program KEGG mapper enzym pfifadil
k eukaryotické metabolické draze namisto k draze prokaryotické neni mozné usoudit, zda je

draha u bakterie L. polyplacis a u nesymbiotickych druht legionel funkéni.

Enzym Heme O synthase u OG00000475 byl primarné ptifazen k metabolické draze
oxidativni fosforylace (Obr. 2). Neni zdaleka jisté, zda tato draha je funk¢ni, nebot
mitochondrialni komplex III tedy ubichinol-cytochrom-c-oxidoreduktaza postrada vSechny
funk¢ni enzymové podjednotky. Ke ztraté¢ enzymovych podjednotek v komplexu III vétSinou
dochazi nasledkem mutaci v n¢kolika genech (Garone et al., 2018; Fernandez-Vizarra et al.,
2009; Bénit et al., 2009). OvSem v nekterych ptipadech jako je tomu v pfipadé gramnegativni
bakterie Flavobacterium johnsoniae jsou bakterie schopné si vytvofit alternativni

mechanismy, kterymi mohou ubichinol oxidovat (Lorencik et al., 2021; Lennarz a Lane,
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2013). Z toho je mozné usoudit Ze L. polyplacis by mohla néktery z alternativnich mechanismi
vyuzivat. Co se ty¢e komplexu IV, tomu chybél pouze jeden funkéni enzym, tedy Cytochrome
c oxidase subunit IV. Prace Zuzany Zadinové ale ukazuje, ze enzym Heme O synthase by mél
v komplexu IV chybét, coz ovSem vysledky mé bakalarské prace vyvraceji, protoze sekvence
tohoto genu byla u jednotlivych linii pfitomna, ale bez anotace nebo pod anotaci hypoteticky
gen. Nasledné byla sekvence dohledana a ptifazena k enzymu Heme O synthase algoritmy
Conserved domains a BLASTp. Je tedy mozné, Ze tento komplex v ptipadé dodani potiebného
enzymu od hostitele muze byt funkéni anebo miuze byt enzym obsaZzen V néjakém
hypotetickém genu. Dals$i drahou, kterou je tento enzym soucasti spoleéné s enzymem Heme
A synthase, je draha metabolismu porfyrind (Obr. 3). Porfyriny jsou meziprodukty v
biosyntéze esencidlnich molekul, véetné hemu nebo kobalaminu (Barnard et al., 2020).
V ptipadé€ degradace této drahy je u bakterii negativné ovlivnéna funkce oxidativni fosforylace
a syntézy hemu. Tato metabolicka draha je u L. polyplacis pravdépodobné nefunkéni, protoze
pfitomny jsou pouze tfi enzymy Glutamyl-tRNA synthetase, Heme A synthase a Heme O
synthase. Heme O synthase a Heme A synthase spolu také sdileji metabolickou drahu pro
biosyntézu kofaktorti (Obr. 4). Ta je vzhledem k absenci velkého mnozstvi enzymu jen
castené funkcni. Vzhledem Kk této tirovni degradace bakterie nedokaze syntetizovat velké
mnozstvi latek naptiklad aminokyseliny cystein a glycin nebo vitaminy pyridoxin a tiamin. Je
mozné, ze nékteré drahy v biosyntéze kofaktorti by mohly byt funkéni pouze v pfipadé dodani
potiebnych latek ¢i enzymi hostitelem. Heme A synthase se finalné€ ti€astni dvousloZzkového
systému (Obr. 5). Tento systém diky pfenosu signalu umozfiuje bakterii vnimat, reagovat a
prizpisobovat se zméndm ve vnéjSim prostiedi nebo naopak v intracelularnim stavu. Je
sloZzeny z histidin kindzy a regulatoru cytoplazmatické odpovédi. Pti detekci specifického
signalu dochazi k autofosforylaci a pienosu fosfatové skupiny na regulator. V disledku
pfenosu regulator plisobi jako transkripéni faktor, ktery zplisobi zménu genové exprese
(Mitrophanov and Groisman, 2008). Vzhledem Kk zivotni strategii bakterie L. polyplacis a
zivotem v predvidatelném prostfedi je mozné, ze je draha ztohoto duvodu vyrazné

degradovana.

K metabolismu  glycerolfosfolipida byl u OGO00000478 pfifazen enzym
Phosphatidylglycerophosphatase A, ktery se pfimo ucastni fosfatidylglycerol biosyntézy
(Obr. 6). Fosfatidylglyceroly se nachazi témét ve vSech typech bakterii, kde se uplatiuji jako
hlavni slozky bunéénych membran. Vzhledem K pfitomnosti enzymi je mozné, Ze je tato

biosyntéza funk¢ni nebo je funkéni v ptipad€ dodéani pottebnych enzymi hostitelem.
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Enzym N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase u OGO0000480 byl pfifazen
k metabolické draze rezistence kationtovych antimikrobialni peptidi (CAMP) (Obr. 7). Tato
metabolicka draha bakteriim pomaha pii obrané proti CAMP, nebot tyto peptidy narusSuji
celistvost vnitini a vné&j$i membrany bakterii a nasledné zabijeji bakterialni buiiky (Dorin et
al., 2015). Vzhledem Kk piitomnosti pouze tfi enzymu v celé metabolické draze je mozné
povazovat tuto dréhu za nefunk¢ni. Stejné jako v piipadé nekompletnosti dvouslozkového
systétmu je mozné vzhledem k Zivotni strategii bakterie tuto drahu povazovat za velmi

degradovanou a tedy nefunk¢ni.
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6 Zavér
Porovnanim a anotaci 29 genomu linii bakterie L. polyplacis se ukazalo, ze vSechny

linie se pfes znacnou shodu ve velikosti genomii a obsahu GC od sebe ¢astecné lisi.

S pomoci algoritmit BLASTp a Conserved domains bylo mozné vétSinu hypotetickych
gentl identifikovat a prifadit ke konkrétnim gentim u nichz BLAST rozpoznal podobnost
s konkrétnimi geny z ¢eledi Legionellaceae a s geny u odlisnych organismu. Tato analyza nam
poskytla piipadné informace o ptivodnich genech, které se v genomu vyskytovaly, nez doslo

k jejich degradaci.

Diky rekonstrukci metabolickych drah anotovanych proteini programem KEGG
mapper a porovnanim s nesymbiotickym druhem bakterie L. pneumophila subsp. pneumophila
vyslo najevo, ze vétSina téchto drah je silné degradovana a pravdépodobné nefunkéni
vzhledem K absenci celé fady enzymd. Draha, kterou povazuji za teoreticky funkéni, je draha
pro biosyntézu fosfatidylglycerolu v metabolismu glycerolfosfolipidii. K potvrzeni této
skutecnosti by se tato problematika mohla stat cilem pifi dal$im zkoumani. Stejné je to 1

Vv piipad¢ metabolické drahy pro oxidativni fosforylaci.

Mensina hypotetickych genll byla vytvofenou databazi z nesymbiotickych druhd
bakterie rodu Legionella pfifazena ke konkrétnim geniim, pticemz se nékteré vysledky

shodovaly nebo ¢aste¢né shodovaly s algoritmy BLASTp a Conserved domains.
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