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1 Uvod

1.1 Bakteridalni symbionti hmyzu

1.1.1 Obecna charakteristika

Hmyz je charakteristicky svou schopnosti vytvaret Siroké spektrum symbiotickych
vztaht s bakteriemi od parazitismu az po obligatni mutualismus (Kikuchi, 2009). Tyto
mutualistické vztahy jsou typické zejména pro ekologické skupiny hmyzu zivici se rostlinnymi
§tavami nebo sajicimi krev. Vzhledem k t€émto druhtim potravy hraji symbionti u fytofagniho
a hematofagniho hmyzu dualezitou roli (McFall-Ngai et al., 2013; Wierz et al., 2021).
Symbiotické bakterie jsou schopné svému hostiteli poskytovat ziviny, predev§im esencialni
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 dulezité
pro vyvoj a reprodukci mS$ic (Zhang et al., 2015). Rovnéz jsou symbiotické bakterie schopné
pomahat hostiteli v reprodukci. Naptiklad bakterie tvofici biofilmy na vajickdch hmyzu
dokazou zvysit rychlost lihnuti a také maji schopnost produkovat antifungalni latky, které
vajicka chrani pted choroboplodnymi zarodky (Duperron, 2017). Symbionti v neposledni fadé
hraji dulezitou roli pfi ochrané hostitele pied pifirozenymi neprateli, 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).

Bakterialni symbionty lze rozdélit na dvé skupiny: obligatni tzv. priméarni symbionty a
na fakultativni tzv. sekundarni symbionty. Primarni symbionti zastavaji nutricni funkci a jsou
tak schopni hostiteli syntetizovat potfebné ziviny (Baumann, 2005). Sekundarni symbionti
nejsou esencialni pro svého hostitele, ale dokazou byt prospé$ni mutualisté nebo komenzalové.
Nékteti sekundarni symbionti mohou byt parazité a mit negativni vliv na fitness svého hostitele.
Dokazi naptiklad manipulovat s reprodukénim potencidlem hostitele jako je tomu v pfipadé
nékterych kmen 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 ptitomnost jak primarnich symbiontd, tak i
sekundarnich symbiontt (Moran et al., 2008). Jako piiklad je mozné uvést mouchu tse-tse.
Mouchy tse-tse jsou spojeny s konstantni a omezenou stievni mikroflorou (Rio et al., 2016).

PriCemz stfevni mikroflofe 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 mutualistiCti symbionti jsou predevSim vnitrobunécni a vyskytuji se ve
specializovanych hmyzich buinkach zvanych bakteriocyty (Baumann, 2005). Dle druhu
hostitele bakteriocyty mohou byt soucasti stfevni stény, tukového télesa, nebo mohou byt
oddélené od tkani, a také mohou tvofit samostatné specializované organy tzv. bakteriomy, které
bakteriim zajistuji potiebné 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 uritych imunitnich gent, 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 koevolucni historii. Naopak sekundarni symbionti vytvareji rizné symbiotické vztahy,
které tak dlouhou koevolucni historii jako primarni symbionti nemaji (Moran et al., 1993). Aby
byla zajisténa dlouhotrvajici koevoluce endosymbionta s hostitelem jsou primarni 1 sekundarni
symbionti pfenaSeni vertikalné z matky na potomstvo (Longdon and Jiggins, 2012; Baumann,

2005).

1.1.2 Evoluce genomu symbiotickych bakterii

Genomy symbiotickych bakterii jsou odlisné od genomua volné Zijicich bakterii a
vyznacuji se nékterymi jedineCnymi vlastnostmi, které ziskaly béhem svého souziti s hostitelem
(Hildebrand et al., 2010). Mezi tyto vlastnosti patii prevazné degenerativni zmény, které jsou
disledkem Zivota bakterie v predikovatelném prostiedi, které jim zajistuje fadu funkci vCetné
ochrany a metabolismu. Rovnéz jsou tyto zmény dusledkem snizeného selekéniho tlaku
prostfedi 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 i nukleotidového slozeni. Genomy obligatnich symbionti mohou byt oproti
volné zijicim bakteriim velmi redukovany, v extrémnich pfipadech napfiklad 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 gent, které nejsou esencialni pro zivot bakterie v hostiteli. Zmény

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



mechanismy, regulaci genové exprese, virulenci a gent ucastnicich se oprav DNA. Dochazi
tedy k zachovani pouze gent nezbytnych pro fungovani vlastni buriky a gent 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 muze dojit i ke ztraté gent
nahrazujicich metabolické nedostatky hostitele. V takové situaci muze dojit ke ztraté
puvodniho symbionta a dojde k ziskani symbionta jiného, ktery dokaze nahradit nebo doplnit

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

S postupnou degeneraci a ztratou gent u symbionti se poji i pseudogenizace. Pii tomto
jevu dochazi ke ztraté¢ funkce genu vlivem naruseni jeho kddovaci sekvence nejcastéji
v dasledku 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 pseudogent ve vétsiné
bakterii implikuje to, Ze vlivem silné selekce jsou tyto pseudogeny velmi rychle z genomu
odstrafiovany (Liu et al., 2004). Mezi intracelularnimi endosymbionty ovSem existuji pfipady,
kdy mnozstvi ptitomnych pseudogent v genomu dosahlo velmi vysoké urovné jako je tomu u
symbionta Sodalis glossinidius. Dusledkem tohoto velkého mnoZstvi pseudogent doslo u

bakterie ke snizeni kodovaci kapacity o 50 % (Toh et al., 2000).

Aby bylo mozné geny dale zkoumat je potieba je n€jakym zptasobem identifikovat a
pfifadit 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 mize stat, Ze se v genomu nachazeji geny, které jsou tak
degradované, nebo dosud jsou jejich funkce neznamé, ze je program nedokéaze rozpoznat.
V tomto ptipadé jsou pak tyto sekvence programem oznaceny jako tzv. hypotetické proteiny,
nebo ponechany zcela bez anotace. Metody genové anotace se opiraji o vyhledavaci nastroje
zalozené na homologii jako je napfiklad algoritmus BLAST. Tento algoritmus vyuziva
specifické databaze k vyhledani homolognich genti a vysledné informace pak vyuzije k anotaci
genu (Pevsner, 2009). Pro dalsi biologické vyzkumy je také dulezité stanovit fylogenetické
vztahy mezi jednotlivymi sekvencemi genll. Pro zjisténi téchto vztahii byla vyvinuta fada
programu, které na zakladné vstupnich sekvenci gent dokazou fylogenetické vztahy mezi
genovymi sekvencemi identifikovat (Altenhoff et al., 2016; Nichio et al., 2017). Programy pfi
této identifikaci vyuzivaji data podobnosti sekvenci (nebo ofekavanych 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 razna vystupni data. Nekteré z té€chto softwart 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 béazi guaninu a cytosinu (GC) oproti volné zijicim bakteriim
(Moran, 2002; McCutcheon and Moran, 2012). V GC paru jsou mezi guaninem a cytosinem tfi
vodikové mustky, coz je energeticky narocnéjsi, a to je také divodem, pro¢ u symbiotickych
bakterii probiha mutace genetické informace ve prospéch nukleotidovych bazi adeninu a
thyminu. Vysledkem redukce genomu je tedy snizovani energetickych nakladi symbiotickych
bakterii. Nejznaméj§im prikladem symbiotické bakterie s vysoce redukovanym obsahem GC je
bakterie rodu Buchnera a jeji primérny obsah GC je pod 30 %. V dalSim extrémnim piipadé u
betaproteobakterie Candidatus Zinderia insecticola doslo k redukci obsahu GC az na 13,5 %

(McCutcheon and Moran, 2012)

1.2 Symbiotické bakterie v5i

Vi (Anoplura) se fadi mezi hostitelsky specifické ektoparazity savca a jsou taktéz
typickym piikladem obligatnich hematofagi. Vzhledem k typu potravy, kterou se vsi zivi a
ktera postrada esencialni latky, které vsi potiebuyji, staly se téz hostiteli symbiotickych bakterii
(Baumann, 2005; Boyd et al., 2017; Moran and Telang, 1998). Prikladem vyznamného
symbionta u v§i druhu Pediculus humanus je gammaproteobakterie Candidatus Riesia
pediculicola (Allen et al., 2007). DalSim vyznamnym symbiontem u v§i druhu Pediculus
schaeffi je také Candidatus Riesia pediculischaeffi a u v§i rodu Polyplax hraje dulezitou roli
symbiont Legionella polyplacis (Hammoud et al., 2022; Rihova et al., 2017). Fylogenetické
studie ukazaly, Ze rizné skupiny v$i sdileji endosymbiotické vztahy s riznymi druhy symbionta
(Boyd and Reed, 2012). Tyto symbiotické vztahy u raznych druhti vsi se pravdépodobnéji
vyvinuly u riznych druhd nékolikrat nezavisle na sobé nezli ze spolecného predka (Buchner,

1965; HypS$a and Kfizek, 2007).



1.2.1 Legionella polyplacis

L. polyplacis z Celedi Legionellaceae patfi mezi obligatni mutualisty s velmi malym
genomem, ktery je néasledkem dlouhého symbiotického vztahu bakterie se svym hostitelem.
V evoluci genomu této bakterie sehral dilezitou roli horizontalni pfenos DNA, ktery se tyka
pouze prenosu kompletniho biotinového operonu, ktery bakterii pravdépodobné pomohl
s prechodem =z intracelularniho symbionta améb do role vnitrobunécného symbionta vsi
na biofilmy, kde tvoii symbiotické intracelularni vztahy s amébami nebo jinymi protisty.
Vzhledem k této zivotni strategii jsou vSechny znamé druhy legionel popsany bud’ z nemocnic
anebo z vodnich zdroji. Jedinou vyjimku v tomto sméru tvoii tedy zminéna bakterie L.

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

Hostiteli v§i rodu Polyplax jsou nejCastéji mySi rodu Apodemus, piiCemz vétSina
doposud popsanych druhd t&chto mysi se vyskytuje po celé Evropé a Asii (Stefka and Hypga,
2008). Z ptedchozich vyzkuma mysi vyplyva, ze nékteré fylogeneticky a ekologicky blizké
druhy jako Apodemus sylvaticus a Apodemus flavicollis se mezi sebou mohou znacné lisit
zejména jejich evolu€ni historii nebo umisténim glacialnich refugii (Michaux et al., 2005).
Disledkem této odligné historie doslo k ovlivnéni populaéni historie v&i (Stefka and Hypsa,
2008). Navazujict studii bylo prokazano, ze ves druhu P. serrata se sklada ze dvou genetickych
linii s odlisnou hostitelskou specifitou a geografickym rozlozenim. Tyto linie jsou rozdélené na
tzv. specifické (S) linie a nespecifické (N) linie. Ackoliv jsou tyto linie Gizce pribuzné, lisi se
zminénou hostitelskou specifitou. Vsi z S linie dokazou parazitovat pouze na druhu mysi A.
flavicollis, avSak v§i z N linie dokazou parazitovat jak na druhu A. flavicollis, tak i na druhu A.
sylvaticus. A. flavicollis dusledkem rekolonizace ze dvou refugii utvotil dva geneticky vzdalené
klastry, které se roz§ifily po celé Evropé. VS§i ovSem tento proces rozSifeni po Evropé
nenasledovaly. Podlinie v§i rozdélené na specifické vychodni (SE) a specifické zapadni (SW)
se u S linie prestaly Sifit ve sttedu Evropy. Ponévadz se vsi dostaly do sekundarni kontaktni
zony, kterd zastavila jejich Sifeni a vytvofila se tak hybridni zéna mezi SE a SW liniemi

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



2 Cile prace

e Porovnani a anotace 29 dostupnych genomu odli§nych linii symbionta v§i

Legionella polyplacis
e Identifikace chybé&jicich gend

e Zrekonstruovani metabolickych drah anotovanych gend a porovnani zmén

v metabolické kapacité
e Porovnani gent s divokymi a nesymbiotickymi druhy Legionella s pomoci

vytvorené 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 genomu
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 néasledné
prelozeny programem Geneious prime 2021.1.1. do sekvenci aminokyselin s parametrem
odstranéni finalniho stop kodonu. Za tcelem zjisténi syntenie jsem provedla porovnani celych

29 genomil programem MAUVE implementovaném v programu Geneious prime.

Vsechny prelozené sekvence aminokyselin jsem vyexportovala jako tabulky a nasledné
je upravila v programu Excel 2202, kde jsem pfidala Cislovani jednotlivych genti (odstranéni
duplikovanych nazvii) 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
formalné kdédovana pro analyzu v programu R). Tabulku jsem dale analyzovala programem
Rstudio 2021.09.1 (RStudio Team, 2021) a s pomoci piikazii a balicku UpSetR 1.4.0.
(Gehlenborg, 2019) jsem sestrojila graf, ktery je pfilozen nize v textu (Graf 1).

Na zaklad¢ takto pfipraveného piehledu sdilenych genti jsem urcila nékolik skupin genti
k podrobngjsi analyze: 5 genl pfitomnych u specifickych vychodnich linii 39RAD_SE,
S5IRAD_SE, SE_99ZIb_16S, SE_98ZIc_16S, SE_133Zlb, 44RADb_SE, SE_17ZIb,
SE 164ZIb, 2RAD SE, SE 98Zle, IMAN_SE, 6RAD SE, 106MAN SE, 29DR_SE (déle jen
jako SE) a specifickych zapadnich linii (2HBc SW, 98ZI1d SW, 47TMAN_ SW, DoupSc_SW,
ISTRf_SW, 30VOIJ_SW, 29DZ_SW, NEI125b_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 pfitomnych pouze u SE linie a zaroveni
chybéjicich u linii 4ROK_N, 7ROK_N, PNG_RR_Lspin, k124_9727, 1.26_Afr_Arvican,
N17_Afr_Stenol a SW linie. Téchto 7 sekvenci jsem u SE linie vyhledala v MAUVE porovnani
celych 29 genomt v programu Geneious prime. Pritomné sekvence u SE linie byly programem

RAST ve vSech sedmi piipadech anotovany jako hypoteticky protein (Tab. 3).

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

porovnani vSech 29 celych genoml a nasledné jsem je porovnala v programu MAFFT
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implementovaném v programu Geneious prime. Sekvence hypotetickych proteini oznaCené
jako Orthogroups 00000474-00000481 jsem nasledn€ porovnala s mnou vytvorenou databazi
genomu nesymbiotickych bakterii rodu Legionella taktéz v programu Geneious prime a

vytvortila jsem dle vysledkd procentualni tabulku shody (Tab. 4)

Pro blizsi identifikaci gent, jez program RAST zhodnotil jako hypoteticky protein u
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 proteina
u linie I06MAN_SE a nahrala je do algoritma s upfesiujicim parametrem, kdy hodnotu ¢isla
Expect threshold jsem zménila na hodnotu 10 s cilem zachytit i nizs$i podobnosti. Vysledky
algoritmu nasledné byly pfifazeny k odpovidajicim proteinim databaze. Dale byly tyto stejné
sekvence prifazeny 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 celem rekonstrukce metabolickych drah z piislusnych anotovanych proteint linii
bakterie L. polyplacis 1.26_Afr_Arvican, N17_Afr_Stenol, 4ROK_N, 7ROK_N, k127_9727,
PNG_RR_Lspin a SW nachéazejici 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 prifazenych k proteinim 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 drahy porovnala s nesymbiotickym druhem

bakterie Legionella pneumophila subsp. pneumophila a urcila jejich uroven 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 %, podrobné&ji
jsou hodnoty popsany v tabulce (Tab. 1).

Tab. 1: Prehled velikosti genomi, poctu gent 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_99ZL.b_16S 529 749 526 23
SE_98Zlc_16S 529 751 525 23
SE_133Z1b 529 752 525 23
44RADb_SE 529 754 527 23
SE_1771b 529 756 526 23
SE 164Z1b 529 756 525 23
2RAD_SE 529 757 524 23
SE 98Zle 529 757 525 23
IMAN_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 9871d 529 775 521 23
SW_NE125b_16S 529 775 524 23
47TMAN SW 529 779 522 23
SW 2HBc 529 781 522 23
29D7Z SW 529 782 523 23
SW 1STRf 529 782 523 23
30VOJ SW 529 783 523 23
SW_Doup5c 529 785 522 23
4ROK_N 530992 529 23,6
7ROK_N 530992 529 23,6
PNG_RR_Lspin 532 177 527 23,1
K127_9727 532 296 526 23,1
L.26_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 spolecnych genu u
jednotlivych linii bakterie L. polyplacis. Ten je zobrazen napravo od nazvu jednotlivych
linii (Graf 1). Nejvétsi skupina tvorici 426 genu je sdilena vSemi genomy. Dalsi skupiny
jsou mensi, obsahujici méné nez 20 spoleCnych 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 napfiklad o 15 spolecnych 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

W1512 9 7 7 5 4 2 » 4

L26_Afr_Arvican
N17_Afr_Steno1

0 +t 11ttt 11t 1111 11 1 11

TMAN_SE

98Zle_SE

98ZIc_16S_SE

99ZLb_16S_SE

106MAN_SE

44RADb_SE

182ZIb_SE

17ZIb_SE

BRAD_SE

133ZIb_SE

39RAD_SE

164ZIb_SE

2RAD_SE

29DR_SE :
51RAD_SE

2HBc_SW

98ZId_SW

47MAN_SW

Doup5c_SW

1STRf_SW

30vOoJ_sw

29DZ_SW
NE125b_16S_SW

4ROK_N :
TROK_N

PNG_RR_Lspin I
k127 _9727 I

500 400 300 200 100 0
Set Size

Graf 1: Pocet spolecnych gent 29 genomt linii bakterie L. polyplacis.
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4.3 Identifikace hypotetickych genii a jejich uirovné degradace

Po analyze pritomnych hypotetickych proteinti u SE linie z celkového porovnani 29 linii
L. polyplacis programem MAFFT v Geneious prime bylo prokazano, ze zdanlivé chybéjici
geny (tj. chybgjici anotace) ve skute¢nosti u pfislusnych 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, 1.26_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
nukleotidt, nachazi se tam anotovany gen ¢i jsou sekvence zkracené anebo se tam nachazi celé,

jen je program RASTk nebyl schopny anotovat.

Tyto zdanlivé chybé&jici hypotetické geny byly oznaCeny dle vysledk programu
Orthofinder jako Orthogroups 00000474-00000481, dale v textu pod zkratkou OG (Tab. 2).

Tab. 2: Piehled 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_ISTRf
SW_2HBc SW_98Z1d
00000480
SW_Doup5c SW_NEI125b_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: Piehled anotovanych orthogroups u jednotlivych linii bakterie L. polyplacis.

Anotace
Lini
¢ 0G00000474 | OG00000475 | OG00000476 | OG00000477 | OG00000478 | OG00000480 | OG00000481
SE Hypoteticky | Hypoteticky | Hypoteticky | Hypoteticky | Hypoteticky | Hypoteticky | Hypoteticky
p- p- p- p- p- p- p-
Phosphatidyl N-
4ROK_N a Hypoteticky Hypoteticky | Hypoteticky glycer- acetylmuramoy
7ROK_N p- Bez anotace p- p- ophosphatase I-L-alanine Bez anotace
A amidase
Phosphatidyl N- Iron binding
Heme O Hypoteticky glycer- acetylmuramoy protein SufA
k127_9727 Bez anotace Bez anotace . for iron-
synthase p. ophosphatase I-L-alanine
A amidase sulfur cluster
assembly
Phosphatidyl N- fron binding
Heme A lycer- acetylmuramoy | P rotein IscA
PNG_RR_Lspin | Bez anotace Bez anotace | Bez anotace gy y Amoy for iron sulfur
synthase ophosphatase I-L-alanine cluster
A amidase
assembly.
N-
N17_Afr_Stenol Ribonuclease Bez anotace Hypoteticky Bez anotace Hypoteticky acetylmurz.imoy Bez anotace
I p. p. I-L-alanine
amidase
N-
Phosphatidyl | acetylmuramoy
L26_Afr_Arvican | DedA protein | Bez anotace Pap2 Bez anotace glycer- I-L-alanine | B otace
superfamily p. ophosphatase amidase
A
TsaE protein
N-
SW Hypoteticky | Hypoteticky | Hypoteticky | Hypoteticky | Hypoteticky acetylmurgmoy Bez anotace
p. p. p- p- p- I-L-alanine
amidase
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4.4 Identifikace a porovndni hypotetickych genii algoritmy tBLASTn, BLASTp

a Conserved domains

Hypotetické geny byly algoritmem tBLASTn a mnou vytvoienou databazi

z nesymbiotickych druhti legionel v programu Geneious prime na zakladé procentualni

podobnosti prifazeny ke konkrétnim geniim nesymbiotickych druha legionel (Tab. 4).

Dale byla vétsina hypotetickych gent algoritmy BLASTp a Conserved domains

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

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

s konkrétnimi geny nesymbiotickych druhi 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 Nepfitfazen Nepfitfazen
00000477 Nepfitfazen Nepfitfazen
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)
00000430 Nepiitazen Nepiitazen
00000481 Nepfitfazen Nepfitfazen
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Tab. 5: Prehled identifikace hypotetickych gent algoritmy BLASTp a Conserved Domains u

jednotlivych orthogroups u bakterie L. polyplacis.

Orthogroup BLASTp .
(106MAN _SE) | (Legionellaceae) Conserved Domain
Pyridoxamine S'-phosphate oxidase
(Crocosphaera subtropica)
00000474 Nepfitfazen
Ribonucleotide-diphosphate reductase subunit beta
(Shewanella sp.)
Heme O synthase
00000475 Heme O synthase (Caulobacter sp.)
Mitochondrial-associated sphingomyelin
phosphodiesterase
00000476 Nepfifazen (Euteleostomi — ¢lovek)
Sensor protein RstB
(Chromobacterium violaceum)
Acetyl-CoA decarbonylase/synthase complex subunit
beta
00000477 Nepfifazen (Archaeoglobus fulgidus)
Cytochrome P450 family 1
(Gnathostomata — Clovek)
Serine hydrolase,
00000478 Beta-lactamase Nepfitazen
family p.
00000480 Nepfitfazen Nepfifazen
Second immunoglobulin (Ig)-like domain of
interleukin-1 receptor
(Euteleostomi- clovek)
00000481 Nepfitfazen

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

Prilozené obrazky metabolickych drah maji pfitazené KEGG identifikatory
programem KEGG mapper (Obr. 1-7). Zelena barva KEGG identifikatori symbolizuje, ze
proteiny jsou pritomné v prislu§né metabolické draze. V ptipadé, Ze proteiny chybi, jsou
KEGG identifikatory nevybarvené. Na obrazcich jsou pro prehlednost tyto KEGG

identifikatory u analyzovanych proteinli navic zvyraznény Cervenym rameckem.

4.5.1 Rekonstrukce proteinii metabolickych drah OG0000474

V misté sekvence u linie L26_Afr Arvican byl, jak jiz vySe bylo zmin€no, namisto
genu oznaceného jako hypoteticky protein u pavodni sekvence u SE linie nalezen protein
anotovany jako DedA protein. U tohoto proteinu se nepodafilo najit zadnou metabolickou

drahu, které by byl tento protein soucasti.

V ptipadé linie N17_Afr_Stenol se v misté sekvence nachazel enzym anotovany jako
Ribonuclease III. Enzym byl pfifazen 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 pfifazen, nebyla nalezena (Obr. 1).
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Obr. 1: Enzym Ribonuclease III (Cervené zvyraznény) v metabolické draze ribozomalni

biogeneze u eukaryot.
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4.5.2 Rekonstrukce proteinii metabolickych drah OG0000475

V misté sekvence namisto genu oznaceného u SE linie jako hypoteticky protein byl u
linie k127_9727 nalezen enzym anotovany jako Heme O synthase. Tento protein byl primarné

pfitazen metabolické draze oxidativni fosforylace.

V metabolické draze oxidativni fosforylace komplex I, tedy NADH dehydrogenaza
obsahuje vSechny prislusné enzymové podjednotky. Stejné tak je tomu i1 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 funkcni enzym, a to Cytochrome c oxidase subunit IV. Finalné i bakterialni ATP

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

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

draha je zcela nekompletni z diivodu absence velkého mnozstvi funk¢nich enzymu. Pritomny

jsou pouze tfi enzymy Glutamyl-tRNA synthetase, Heme A synthase a Heme O synthase

(Obr. 3).
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Obr. 3: Enzymy Glutamyl-tRNA synthetase, Heme A synthase a Heme O synthase (Cervené
zvyraznéne€) v metabolismu porfyrinu u bakterie L. polyplacis.
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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 siln¢ degradovan (Obr. 5).

TWO-COWMPOMNENT SYSTEM |

OrapB. farmily
Pl Prop |+ Fhot |
Phosphate liritation O PhaoE. Iés—b-| | Phosphate assirilation
+p ™ Prop PhoD
o Phosphate assimilation
Phosphat limitstion Senc3 Rez3 =™ Phoa || Pats ][ Senx3)

Virdlence, antimicrobial pephide resistance

I+ .
e ﬁmmng)ﬂ PhoQ |2 PhoP |—e—#{ PagC || Peg0 | PogD | Pagkt | Pt | Phon |

Antimicrohial pe ptide
Orap
Osmotis upshift (K7) O Ok, |<e Ouer smaller hole

Stress

. Cell erreelo tein fol
CpR. Hus | mdp:utemlifeggdatmn fre,

Ilisfolded proteins

I 1
5 tion stre 1
N%;?Dmgdsmﬁm Zass e Cash. Hirds | Serine protease

[ crec —"{ cwp |

Ivfultidrug efflo:
Mdts | MIE | Mac || MID |
[ Baes ] BaeR J*—®{ Smeh | SmeB | Smec |
Ferric ion BasS BasR, bmP | Modification of lipopolysaccharides

Copper | silver efflux

Copper ions O—®] Cuzs —L] Cush ] CusC | CusF | CusB | Cush |

Qup SEns] Flagella regulon
Hormone-like molecules ®C coxp F+» Fno | Frc || Fuc | Fus ][ miots |
N Potassiunm transport
K liraitation KdE ] Kdps | Kdpb | Kdpe | deF_I

Chanone elec tron camers O—| LB Araerohic respiration
Trcarboxvlates transport

D =™ T | e | T |

Chgymen lidtation BesE BesD |_‘3_"| Chalk | berobic and anaerobis respiration

+p Bacterial cell wall membrane composition
Terapersture — yickk ——m vir -» o | owe |[ o || EF

I 1
[ e F—2®] nipes ] FepD | Serine proteass

B L] ik }ﬁ{ Drak | DN replication
Cell ereve lope stress, osmoprotection, cell division

Catabolite repression

Obr. 5: Cast dvouslozkového systému s enzymem Heme A synthase (Gervené zvyraznény)
u bakterie L. polyplacis.

25



4.5.3 Rekonstrukce proteinii metabolickych drah OG0000476

V misté sekvence u linie L26_Afr Arvican jak jiz bylo zminéno vySe, namisto genu
oznacen¢ho u SE linie jako hypoteticky protein byl nalezen protein anotovany jako Pap2
superfamily protein. U tohoto proteinu se nepodafilo najit zadnou metabolickou drahu, které

by byl soucasti.
4.5.4 Rekonstrukce proteinii 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
oznacen¢ho jako hypoteticky protein u SE linie. Tento enzym je soucasti drahy metabolismu
glycerolfosfolipidd a pfimo se ucastni fosfatidylglycerol biosyntézy (Obr. 6). V celé
metabolické draze jsou pfitomny 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, I-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 glycerofosfolipidu 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
pfitomny namisto hypotetického genu enzym N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase. Tento
enzym je soucasti pouze jedné metabolické drahy, a to drahy pro rezistenci kationtovych
antimikrobialni peptidii. Kromé zminéného enzymu N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase se

v metabolické draze nachazi také enzym Serine protease Do (Obr. 7).
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Linie L26 Afr Arvican kromé€ enzymu N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase ve
druhé  poloviné  sekvence  obsahuje také  TsaE  protein, required  for
threonylcarbamoyladenosine t (6)A37 formation in tRNA. U tohoto proteinu se nepodafilo

najit  zddnou  metabolickou  drdhu, které by byl  protein  soucasti.
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Obr. 7: Enzymy N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase a Serine protease Do (Cervené

zvyraznéné) v schématu rezistence kationtovych antimikrobialni peptidid u bakterie

L. polyplacis.
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4.5.6 Rekonstrukce proteinii metabolickych drah OG0000481

V prvni poloviné sekvence u linie k127 9727 se nenachézel zadny anotovany protein.
Ve druhé poloviné této sekvence byl ovSem 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 nepodatfilo najit zadné metabolické drahy, kterych by byly

tyto proteiny soucasti.
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5 Diskuse

5.1 Porovndni hlavnich charakteristik genomii

Porovnanim 29 genomu odlisnych linii bakterie L. polyplacis vyslo najevo, ze v§echny
genomy jsou si velmi podobné. Maji dokonalou syntenii, velmi podobné velikosti genomu a
obsah GC. I pres tyto podobnosti je v§ak mozné fict, ze se genomy mezi sebou mirné li§i (Tab.
1). Zaroven doslo u v§ech genomu k urcité tirovni degradace, coz potvrzuje studii, ktera tvrdi,
ze bakterie L. polyplacis se vlivem dlouhého symbiotického vztahu se svym hostitelem stala
jeho obligatnim symbiontem (Rihové et al., 2017). Obsah GC je mezi jednotlivymi liniemi
velmi podobny. Jedinou linii, ktera 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
symbiontt, a jsou tedy stejn€ dlouhou dobu v symbiotickém vztahu se stejnym hostitelem (t;.
vs§i rodu Polyplax), ktery ma pravdépodobné stejné naroky na potravu a potieby na svého
symbionta. Rozdily v genomech by mohly byt vysvétleny adaptivné v disledku odlisnych
narokli na symbionta, vyplyvajicich ztoho, ze rizné vsi Zziji na odliSnych hostitelich.
Napriklad vsi 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 hostiteld. Druhou moznosti vysvétlujici zmény v genomu je striktn€ neutralni
evoluce. Genomy symbionti se nachazeji v pokrocilejsi fazi evoluce a dochazi k jejich
postupné degradaci, pficemz jejich velikost je v dneSni dobé silné redukovana.
U symbiotickych bakterii vSak byly zaznamenany i pfipady daleko menSich genomu,
napiiklad jiz vy§e zminény redukovany genom bakterie Nasuiana. V ptipadé jednotlivych linii
by degradace genomi mohla dal pokracovat. Vzhledem k tomu, ze vSechny linie jsou
nezavislé a degradace genomu probiha stochasticky se u riznych linii bakterie L. polyplacis
degradace genomu projevuji odli§né. Je mozné predpokladat, ze ve zménach v genomu by se
mohlo podafit nalézt i n¢jaké funkcni sekvence gentli. Za predpokladu, 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).

31



5.2 Sdilené geny

Prvnim faktorem v posouzeni, pro¢ se pocet spolecnych gend lisi muze byt zptsob
jejich sdileni a jejich rozdilti. Vzhledem k nasim analyzam vypadaji nejzajimavéji nasledujici
4 kategorie sdilenych genti (Graf 1). Prvni kategorii charakterizuje nejvétsi mnozstvi sdilenych
gentl, které maji v§echny 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 pocCet 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,
pocet genti sdilenych liniemi SE a SW (tedy specifickymi liniemi). Posledni kategorii
charakterizuji geny nachézejici 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 tvofi (Martint et al., 2020).

Rozdily, které je mozné vidét v grafu mohou byt dany dvéma faktory. Prvnim faktorem
muze byt opravdu chybéjici ortolog, ktery linie ztratily. Druhym faktorem muze byt
nerozeznany ortolog programem Orthofinder (napiiklad proto, ze v genomech linii doslo
k urcité urovni degradace) Proto neni mozné usuzovat s jistotou, ze nenalezené geny
doopravdy v genomu chybi. V nasledném dohledani sedmi genti oznacenych jako chybé&jicich
(fj. nenalezenych pomoci Orthofinder) vyslo najevo, ze se v genomu nachazi. Velmi vysoka
podoba a syntenie téchto gent navic poukazuje na to, ze vSechny linie (i té€ch 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 dal§i zhodnoceni gend ze
symbiont v§i druhu P. serrata, nebot bylo k dispozici vice vzorku a slouzily jako vérohodny
podklad. Genom linie N26 Afr Steno2 dr neni soucasti této bakalarské prace, protoze v dobé

zpracovani nebyl k dispozici.
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5.3 Hypotetické geny

Hypotetické geny se v genomech linii nachéazely ve dvou podobach. Prvni podoba,
ktera se nachazela u dvou ortoskupin OG00000477 a OG000000481 byla takova, ze se v miste
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 dusledku
zatazeni téchto gent vyhradné do kategorie hypotetickych gent neni mozné zhodnotit jejich
potencialni vyznam. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o vysoce degenerované genomy, je mozné,
Ze anotaCni programy geny nemusely rozeznat. Kvili odliSnym algoritmim programi
Orthofinder a RAST doslo také k rozdilnému rozeznavani sekvenci. Sekvence tedy nebyly
anotovany stejn€. Z divodu rozdilnych vysledkt obou programa jsem se u hypotetickych genti
snazila vyhledat podobnost s konkrétnimi geny z Celedi Legionellaceae s pomoci algoritmu
BLASTp a dale s pomoci algoritmu Conserved domains v ramci vSech znamych sekvenci
(Tab. 5). Ve vysledcich téchto algoritma byl jediny ptipad, kdy metody identifikovaly
konkrétni gen stejn€. Jednalo se o gen Heme O synthase (OG00000475). Hem O i hem A jsou
derivaty protohemu IX a oba tyto kofaktory jsou potfeba pro spravnou funkci zakladniho
procesu bunééného dychani a ke draze oxidativni fosforylace byl i gen Heme O synthase
pfitazen. Tyto dva hemy se uplatiuji pifi katalyzaci reakce, pfi 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 muize byt dana Spatnou anotaci anotacnim programem, nebot doslo k takové
degeneraci genu, Ze jej nebylo mozné programem rozeznat. V piipadé proteini Serine
hydrolase a Beta-lactamase family protein (OG00000478) doslo k identifikaci genti pouze
algoritmem BLASTYp. Serinové hydrolazy jsou jednou znejvétSich doposud popsanych tiid
enzymu. Ttida je charakterizovana predevsim pfitomnosti nukleofilniho serinu, ktery je
vyuzivan pro hydrolyzu substratu. Do této skupiny patii naptiklad amidazy, cholinesterazy
nebo fosfolipazy (Simon and Cravatt, 2010). Enzymy ze skupiny beta-laktamaz patfi do tfidy
serin hydrolaz a poskytuji bakteriim rezistenci vici urcité skupin€ antibiotik oznacenych jako
beta-laktamy, které bakteriim zabranuji v tvorbé bunécné stény. Enzymy dokazou otvirat beta-
laktam, tedy Ctyt atomovy kruh nachazejici se v molekularni struktufe antibiotik a deaktivovat

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

VysSe zminény gen Serine hydrolase a Beta-lactamase family protein u OG000000478
se podarilo najit algoritmem tBLASTn a ve vytvorené Geneious Prime BLAST databazi
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nesymbiotickych druht legionel (Tab. 4). OvSem vysledek obou algoritmi se jen Castecné
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 algoritmt Gplné odli§ny. Patrné
se tedy jedna o gen, ktery ztratil svou charakteristiku a degeneruje u vSech linii. Zajimavym
pfipadem je gen N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase u OG00000480, ktery byl anotovan u
vSech linii kromé SE linie (Tab. 3), ale zarover 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
shodné anotovan (Tab. 3), ale u ostatnich linii chybi a nepodafilo se jej dohledat. Pfi¢inou u
SE linie maze byt obrovska degradace genu a ztrata jeho funkCnosti. V zavéru je tedy mozné
fict, ze jsou pouze dva geny Heme O synthase a Phosphatidylglycer-ophosphatase A u

symbiotickych legionel potvrzeny.

Celkove je u vSech linii velké mnozstvi hypotetickych gent a je tedy mozné, ze
zdanlivé chybé&jici metabolické kapacity v nich mohou byt schované. Pro potvrzeni této

hypotézy by byla potiebna dalsi analyza.
5.4 Metabolické drdhy

Anotovany gen Ribonuclease III u OG00000474 byl pfifazen metabolické draze
ribozomalni biogeneze u eukaryot (Obr. 1). Tato metabolicka draha je zdsadni pro vétSinu
bunéénych procesi jako napiiklad rast a bunécné déleni (Kumar, 2021). Enzym
Ribonuclease III hraje také dulezitou roli v regulaci exprese gent a zpracovani ribozomalni
RNA (Lejars et al., 2021). Vzhledem k tomu, ze program KEGG mapper enzym piifadil
k eukaryotické metabolické draze namisto k draze prokaryotické neni mozné usoudit, zda je

draha u bakterie L. polyplacis a u nesymbiotickych druha legionel funk¢ni.

Enzym Heme O synthase u OG00000475 byl primarné prifazen k metabolické draze
oxidativni fosforylace (Obr. 2). Neni zdaleka jisté, zda tato draha je funkcni, 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 nékolika genech (Garone et al., 2018; Fernandez-Vizarra et al.,
2009; Bénit et al., 2009). Ovsem v nékterych ptipadech jako je tomu v pfipadé gramnegativni
bakterie Flavobacterium johnsoniae jsou bakterie schopné si vytvorit 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 mechanisma
vyuzivat. Co se ty¢e komplexu IV, tomu chybél pouze jeden funkéni enzym, tedy Cytochrome
c oxidase subunit I'V. Prace Zuzany Zadinové ale ukazuje, ze enzym Heme O synthase by m¢l
v komplexu IV chybét, coz ovsem vysledky mé bakalatské prace vyvraceji, protoze sekvence
tohoto genu byla u jednotlivych linii pfitomna, ale bez anotace nebo pod anotaci hypoteticky
gen. Nasledné byla sekvence dohledana a pfifazena k enzymu Heme O synthase algoritmy
Conserved domains a BLASTp. Je tedy mozné, Ze tento komplex v piipadé dodani pottebného
enzymu od hostitele muze byt funkéni anebo miZze byt enzym obsazen v né€jakém
hypotetickém genu. Dalsi drahou, kterou je tento enzym soucasti spole¢né s enzymem Heme
A synthase, je draha metabolismu porfyrind (Obr. 3). Porfyriny jsou meziprodukty v
biosyntéze esencialnich molekul, v€etné 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 dréha je u L. polyplacis pravdépodobné nefunkcni, protoze
piitomny jsou pouze tii 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 enzymil jen
casteCné funkéni. Vzhledem k této urovni 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 funk¢ni pouze v pripadé dodani
potfebnych latek ¢i enzymu hostitelem. Heme A synthase se finaln€ ucastni dvouslozkového
systému (Obr. 5). Tento systém diky pfenosu signalu umoziuje bakterii vnimat, reagovat a
pfizptisobovat se zménam ve vnéj§im prostiedi nebo naopak v intracelularnim stavu. Je
slozeny z histidin kinazy a regulatoru cytoplazmatické odpovédi. Pii detekci specifického
signalu dochazi k autofosforylaci a prenosu fosfatové skupiny na regulator. V dasledku
pfenosu regulator pusobi jako transkripCni faktor, ktery zptisobi zménu genové exprese
(Mitrophanov and Groisman, 2008). Vzhledem k zivotni strategii bakterie L. polyplacis a
zivotem v predvidatelném prostiedi je mozné, ze je draha ztohoto divodu vyrazné

degradovana.

K metabolismu  glycerolfosfolipidi byl u OGO00000478 pfifazen enzym
Phosphatidylglycerophosphatase A, ktery se pfimo ucastni fosfatidylglycerol biosyntézy
(Obr. 6). Fosfatidylglyceroly se nachazi témér ve vSech typech bakterii, kde se uplatiiuji jako
hlavni slozky bunécnych membran. Vzhledem k pfitomnosti enzymu je mozné, Ze je tato

biosyntéza funkcni nebo je funkéni v piipadé dodani potfebnych enzymu hostitelem.
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Enzym N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase u OGO0000480 byl pfifazen
k metabolické draze rezistence kationtovych antimikrobialni peptidd (CAMP) (Obr. 7). Tato
metabolickd draha bakteriim pomaéha pii obrané proti CAMP, nebot tyto peptidy narusuji
celistvost vnitini a vné&jsi membrany bakterii a nasledné zabijeji bakterialni buiniky (Dorin et
al., 2015). Vzhledem k pfitomnosti pouze tii enzymu v celé metabolické draze je mozné
povazovat tuto drahu za nefunkéni. Stejné jako v pfipadé nekompletnosti dvouslozkového
systému je mozné vzhledem k Zzivotni strategii bakterie tuto drahu povazovat za velmi

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

linie se pres zna¢nou shodu ve velikosti genomt a obsahu GC od sebe Castecneé lisi.

S pomoci algoritmi BLASTp a Conserved domains bylo mozné vétsinu hypotetickych
gentl identifikovat a prifadit ke konkrétnim gentim u nichz BLAST rozpoznal podobnost
s konkrétnimi geny z Celedi Legionellaceae a s geny u odlisSnych organismu. Tato analyza nam
poskytla pfipadné informace o pavodnich 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 degradovand a pravdépodobné nefunkéni
vzhledem k absenci celé fady enzymu. Draha, kterou povazuji za teoreticky funk¢ni, je draha
pro biosyntézu fosfatidylglycerolu v metabolismu glycerolfosfolipidd. K potvrzeni této
skuteCnosti by se tato problematika mohla stat cilem pii dal§Sim zkoumani. Stejné je to i

v piipadé metabolické drahy pro oxidativni fosforylaci.

Mensina hypotetickych genli byla vytvorenou databazi z nesymbiotickych druht
bakterie rodu Legionella pfifazena ke konkrétnim genim, pfiCemz se nékteré vysledky

shodovaly nebo ¢astecné shodovaly s algoritmy BLASTp a Conserved domains.

37



7 Seznam literatury

Abraham, E. P., Chain, E. (1940). An Enzyme from Bacteria able to Destroy Penicillin.
Nature, 146(3713), 837-837.

Abril, J. F., Castellano, S. (2019). Genome Annotation. In Encyclopedia of

Bioinformatics and Computational Biology. Elsevier.

Aksoy, S. (1995). Wigglesworthia gen. nov. and Wigglesworthia glossinidia sp. nov.,
Taxa Consisting of the Mycetocyte-Associated, Primary Endosymbionts of Tsetse Flies.

International Journal of Systematic Bacteriology, 45(4), 848-851.

Allen, J. M., Reed, D. L., Perotti, M. A., Braig, H. R. (2007). Evolutionary
Relationships of “ Candidatus Riesia spp.,” Endosymbiotic Enterobacteriaceae Living within

Hematophagous Primate Lice. Applied and Environmental Microbiology, 73(5), 1659-1664.

Altenhoff, A. M., Boeckmann, B., Capella-Gutierrez, S., Dalquen, D. A., DeLuca, T.,
Forslund, K., Huerta-Cepas, J., Linard, B., Pereira, C., Pryszcz, L. P., Schreiber, F., da Silva,
A. S., Szklarczyk, D., Train, C. -M., Bork, P., Lecompte, O., von Mering, C., Xenarios, L.,
Sjolander, K., et al. (2016). Standardized benchmarking in the quest for orthologs. Nature
Methods, 13(5), 425-430.

Altenhoff, A. M., Schneider, A., Gonnet, G. H., Dessimoz, C. (2010). OMA 2011:

orthology inference among 1000 complete genomes. Nucleic Acids Research, 39

Altschul F.S., Gish W., Lipman D.J., Miller W., Myers E.W. (1990). Basic Local
Alignment Search Tool. Journal Of Molecular Biology. 215(3), 403-410.

Altschul, F.S., Lipman, D.J., Madden, L.T., Miller, W., Schiffer, A. A., Zhang, J.,
Zhang,Z. (1997). Gapped Blast And Psi-Blast: A New Generation Of Protein Database Search
Programs. Nucleic Acids Research. 25 (17), 3389-3402.

Aziz, R. K., Bartels, D., Best, A. A., DeJongh, M., Disz, T., Edwards, R. A., Formsma,
K., Gerdes, S., Glass, E. M., Kubal, M., Meyer, F., Olsen, G. J., Olson, R., Osterman, A. L.,
Overbeek, R. A., McNeil, L. K., Paarmann, D., Paczian, T., Parrello, B., et al. (2008). The
RAST Server: Rapid Annotations using Subsystems Technology. BMC Genomics, 9(1).

38



Barnard, E., Johnson, T., Ngo, T., Arora, U., Leuterio, G., McDowell, A., Li, H.,
D’Orazio, S. E. F. (2020). Porphyrin Production and Regulation in Cutaneous
Propionibacteria. MSphere, 5(1).

Baumann, P. (2005). Biology of Bacteriocyte-Associated Endosymbionts of Plant Sap-
Sucking Insects. Annual Review of Microbiology, 59(1), 155-189.

Bénit, P., Lebon, S., Rustin, P. (2009). Respiratory-chain diseases related to complex
III deficiency. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Cell Research, 1793(1), 181-
185.

Boyd, B. M., Allen, J. M., Nguyen, N. -P., Vachaspati, P., Quicksall, Z. S., Warnow,
T., Mugisha, L., Johnson, K. P., Reed, D. L. (2017). Primates, Lice and Bacteria: Speciation

and Genome Evolution in the Symbionts of Hominid Lice. Molecular Biology and

Evolution, 34(7), 1743-1757.

Boyd, B. M., Reed, D. L. (2012). Taxonomy of lice and their endosymbiotic bacteria
in the post-genomic era. Clinical Microbiology and Infection, 18(4), 324-331.

Braendle, C., Miura, T., Bickel, R., Shingleton, A. W., Kambhampati, S., Stern, D. L.,
Benjamin Normark. (2003). Developmental Origin and Evolution of Bacteriocytes in the

Aphid-Buchnera Symbiosis. PLoS Biology, 1(1).

Brettin, T., Davis, J. J., Disz, T., Edwards, R. A., Gerdes, S., Olsen, G. J., Olson, R.,
Overbeek, R., Parrello, B., Pusch, G. D., Shukla, M., Thomason, J. A., Stevens, R., Vonstein,
V., Wattam, A. R., Xia, F. (2015). RASTtk: A modular and extensible implementation of the
RAST algorithm for building custom annotation pipelines and annotating batches of

genomes. Scientific Reports, 5(1).

Brown, B. M., Wang, Z., Brown, K. R., Cricco, J. A., Hegg, E. L. (2004). Heme O
synthase and Heme A synthase from Bacillus subtilis and Rhodobacter sphaeroides Interact in

Escherichia coli. Biochemistry, 43(42), 13541-13548.

Brownlie, J. C., Johnson, K. N. (2009). Symbiont-mediated protection in insect hosts.
Trends in Microbiology, 17(8), 348-354.

Bryant H.S., Marchler-Bauer A. (2004). D-Search: Protein Domain Annotations On
The Fly. Nucleic Acids Research. 32, 327-331.

39



Buchner, P. (1965). Endosymbiosis of Animals with Plant Microorganisms.

Interscience Publishers. New York.

Camacho, C., Coulouris, G., Avagyan, V., Ma, N., Papadopoulos, J., Bealer, K.,
Madden, T. L. (2009). BLAST+: architecture and applications. BMC Bioinformatics, 10(1).

Dale, C., Maudlin, 1. (1999). Sodalis gen. nov. and Sodalis glossinidius sp. nov., a
Microaerophilic Secondary Endosymbiont of the Tsetse Fly Glossina morsitans morsitans.

International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 49(1), 267-275.

Dorin, J. R., McHugh, B. J., Cox, S. L., and Davidson, D. J. (2015). Mammalian
Antimicrobial Peptides; Defensins and Cathelicidins. In Molecular Medical Microbiology.

Elsevier.

Douglas, A. E. (1998). Nutritional Interactions in Insect-Microbial Symbioses: Aphids
and Their Symbiotic Bacteria Buchnera. Annual Review of Entomology, 43(1), 17-37.

Duperron, S. (2017). Symbiosis and Other Functions. In Microbial Symbioses,

Elsevier.

Emms, D. M., Kelly, S. (2015). OrthoFinder: solving fundamental biases in whole
genome comparisons dramatically improves orthogroup inference accuracy. Genome

Biology, 16(1).

Fernandez-Vizarra, E., Tiranti, V., Zeviani, M. (2009). Assembly of the oxidative
phosphorylation system in humans: What we have learned by studying its defects. Biochimica

et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Cell Research, 1793(1), 200-211.

Fields, B. S. (1996). The molecular ecology of legionellae. Trends in
Microbiology, 4(7), 286-290.

Garone, C., Minczuk, M., Ghezzi, D., Zeviani, M. (2018). Human diseases associated
with defects in assembly of OXPHOS complexes. Essays in Biochemistry, 62(3), 271-286.

Gehlenborg, N. (2019). UpSetR: A More Scalable Alternative to Venn and Euler

Diagrams for Visualizing Intersecting Sets. R package version 1.4.0.

Gosalbes, M. J., Latorre, A., Lamelas, A., Moya, A. (2010). Genomics of intracellular
symbionts in insects. International Journal of Medical Microbiology, 300(5), 271-278.

40



Grus, W. E., Zhang, J. (2008). Human Lineage-specific Gene Inactivation. In
Encyclopedia of Life Sciences (ELS). John Wiley & Sons.

Hammoud, A., Louni, M., Missé, D., Cortaredona, S., Fenollar, F., Mediannikov, O.
(2022). Phylogenetic relationship between the endosymbiont “Candidatus Riesia

pediculicola” and its human louse host. Parasites & Vectors, 15(1).

Hildebrand, F., Meyer, A., Eyre-Walker, A., Nachman, M. W. (2010). Evidence of
Selection upon Genomic GC-Content in Bacteria. PLoS Genetics, 6(9).

HypsSa, V., Kiizek, J. (2007). Molecular Evidence for Polyphyletic Origin of the
Primary Symbionts of Sucking Lice (Phthiraptera, Anoplura). Microbial Ecology, 54(2), 242-
251.

John A. Hvala and Troy E. Wood (2012). "Speciation: Introduction". In Encyclopedia
of Life Sciences (ELS). John Wiley & Sons.

Kaiwa, N., Hosokawa, T., Kikuchi, Y., Nikoh, N., Meng, X. Y., Kimura, N., Ito, M.,
Fukatsu, T. (2010). Primary Gut Symbiont and Secondary, Sodalis — Allied Symbiont of the
Scutellerid Stinkbug Cantao ocellatus. Applied and Environmental Microbiology, 76(11),
3486-3494.

Kanehisa, M. Sato, Y. (2020). KEGG Mapper for inferring cellular functions from

protein sequences. Protein Sci. 29, 28-35.

Kanehisa, M., Sato, Y., Morishima, K. (2016). BlastKOALA and GhostKOALA:
KEGG Tools for Functional Characterization of Genome and Metagenome

Sequences. Journal of Molecular Biology, 428(4), 726-731.

Kikuchi, Y. (2009). Endosymbiotic Bacteria in Insects: Their Diversity and
Culturability. Microbes and Environments, 24(3), 195-204.
Kumar, V. (2021). Ribosomal biogenesis in eukaryotes. In Emerging Concepts in

Ribosome Structure, Biogenesis, and Function.

Lejars, M., Kobayashi, A., Hajnsdorf, E. (2021). RNase III, Ribosome Biogenesis and
Beyond. Microorganisms, 9(12).

Lennarz, W. J., Lane, M. D. (2013). Encyclopedia of biological chemistry. Academic

Press.

41



Li, L., Stoeckert, C. J., Roos, D. S. (2003). OrthoMCL: Identification of Ortholog
Groups for Eukaryotic Genomes. Genome Research, 13(9), 2178-2189.

Liu, Y., Harrison, P. M., Kunin, V., Gerstein, M. (2004). Comprehensive analysis of
pseudogenes in prokaryotes: widespread gene decay and failure of putative horizontally

transferred genes. Genome Biology, 5(9).

Longdon, B., Jiggins, F. M. (2012). Vertically transmitted viral endosymbionts of
insects: do sigma viruses walk alone? Proceedings of the Royal Society B: Biological

Sciences, 279(1744), 3889-3898.

Lorencik, K., Ekiert, R., Zhu, Y., McBride, M. J., Gennis, R. B., Sarewicz, M.,
Osyczka, A., Gralnick, J. A. (2021). The Monoheme c¢ Subunit of Respiratory Alternative
Complex III Is Not Essential for Electron Transfer to Cytochrome aa 3 in Flavobacterium

johnsoniae. Microbiology Spectrum, 9(1).

Martinez-Cano, D. J., Reyes-Prieto, M., Martinez-Romero, E., Partida-Martinez, L. P.,
Latorre, A., Moya, A. A. Delaye, L. (2015). Evolution of small prokaryotic

genomes. Frontiers in Microbiology, 5.

Martind, J., Hypsa, V., Stefka, J. (2018). Host specificity driving genetic structure and
diversity in ectoparasite populations: Coevolutionary patterns in Apodemus mice and their

lice. Ecology and Evolution, 8(20), 10008-10022.

Martind, J., Stefka, J., Poosakkannu, A., Hypsa, V. (2020). “Parasite turnover zone” at
secondary contact: A new pattern in host—parasite population genetics. Molecular

Ecology, 29(23), 4653-4664.

Masson, F., Balmand, S., Heddi, A., Vallier, A., Vigneron, A., Vincent-Monégat, C.,
Zaidman-Rémy, A. (2015). Systemic Infection Generates a Local-Like Immune Response of

the Bacteriome Organ in Insect Symbiosis. Journal of Innate Immunity, 7 (3), 290-301.

Masson, F., Heddi, A., Zaidman-Rémy, A. (2016). Antimicrobial Peptides and Cell
Processes Tracking Endosymbiont Dynamics. Philosophical Transactions of the Royal Society

B: Biological Sciences, 371 (1695).

McCutcheon, J. P., Moran, N. A. (2010). Functional convergence in reduced genomes
of bacterial symbionts spanning 200 My of evolution. Genome Biology and Evolution, 2, 708-
718.

42



McCutcheon, J. P., Moran, N. A. (2012). Extreme genome reduction in symbiotic
bacteria. Nature Reviews Microbiology, 10(1), 13-26.

McFall-Ngai, M., Hadfield, M. G., Bosch, T. C. G., Carey, H. V., Domazet-LoSo, T.,
Douglas, A. E., Dubilier, N., Eberl, G., Fukami, T., Gilbert, S. F., Hentschel, U., King, N.,
Kjelleberg, S., Knoll, A. H., Kremer, N., Mazmanian, S. K., Metcalf, J. L., Nealson, K., Pierce,
N. E., et al. (2013). Animals in a bacterial world, a new imperative for the life

sciences. Proceedings of the National Academy of Sciences, 110(9), 3229-3236.

Michaux, J. R., Libois, R., Filippucci, M. -G. (2005). So close and so different:
comparative phylogeography of two small mammal species, the Yellow-necked fieldmouse
(Apodemus flavicollis) and the Woodmouse (Apodemus sylvaticus) in the Western Palearctic

region. Heredity, 94(1), 52-63.

Mitrophanov, A. Y., Groisman, E. A. (2008). Signal integration in bacterial two-
component regulatory systems. Genes Development, 22(19), 2601-2611.

Mogi, T., Saiki, K., Anraku, Y. (1994). Biosynthesis and functional role of haem O
and haem A. Molecular Microbiology, 14(3), 391-398.

Moran, N. A. (2002). Microbial Minimalism. Cell, 108(5), 583-586.

Moran, N. A., McCutcheon, J. P., Nakabachi, A. (2008). Genomics and Evolution of
Heritable Bacterial Symbionts. Annual Review of Genetics, 42(1), 165-190.

Moran, N. A., Munson, M. A., Baumann, P., Ishikawa, H. (1993). A molecular clock
in endosymbiotic bacteria is calibrated using the insect hosts. Proceedings of the Royal Society

of London. Series B: Biological Sciences, 253(1337), 167-171.

Moran, N. A., Telang, A. (1998). Bacteriocyte-Associated Symbionts of
Insects. BioScience, 48(4), 295-304.

Neu, H. C. (1969). Effect of B-Lactamase Location in Escherichia coli on Penicillin
Synergy. Applied Microbiology, 17(6), 783-786.

Nichio, B. T. L., Marchaukoski, J. N., Raittz, R. T. (2017). New Tools in Orthology

Analysis: A Brief Review of Promising Perspectives. Frontiers in Genetics, 8.

Ostlund, G., Schmitt, T., Forslund, K., Kostler, T., Messina, D. N., Roopra, S., Frings,
O., Sonnhammer, E. L. L. (2009). InParanoid 7: new algorithms and tools for eukaryotic

orthology analysis. Nucleic Acids Research, 38

43



Pevsner, J. (2009). Bioinformatics and functional genomics. Wiley-Blackwell.

Rio, R.V. M., Attardo, G. M., Weiss, B. L. (2016). Grandeur Alliances: Symbiont
Metabolic Integration and Obligate Arthropod Hematophagy. Trends in Parasitology, 32(9),
739-749.

RStudio Team (2021). RStudio: Integrated Development for R. RStudio.

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.

Simon, G. M., Cravatt, B. F. (2010). Activity-based Proteomics of Enzyme
Superfamilies: Serine Hydrolases as a Case Study. Journal of Biological Chemistry, 285(15),
11051-11055.

Stefka, J., Hypsa, V. (2008). Host specificity and genealogy of the louse Polyplax
serrata on field mice, Apodemus species: A case of parasite duplication or

colonisation?. International Journal for Parasitology, 38(6), 731-741.

Toh, H., Weiss, B. L., Perkin, S. A. H., Yamashita, A., Oshima, K., Hattori, M., Aksoy,
S. (2006). Massive genome erosion and functional adaptations provide insights into the

symbiotic lifestyle of Sodalis glossinidius in the tsetse host. Genome Research, 16(2), 149-
156.

Trachana, K., Larsson, T. A., Powell, S., Chen, W. -H., Doerks, T., Muller, J., Bork,
P. (2011). Orthology prediction methods: A quality assessment using curated protein
families. BioEssays, 33(10), 769-780.

Wernegreen, J. J. (2015). Endosymbiont evolution: predictions from theory and

surprises from genomes. Annals of the New York Academy of Sciences, 1360(1), 16-35.

Werren, J. H. (1997). Biology of wolbachia. Annual Review of Entomology, 42(1),
587-6009.

Wierz, J. C., Gaube, P., Klebsch, D. Kaltenpoth, M., Florez, L.V. (2021).
Transmission of Bacterial Symbionts With and Without Genome Erosion Between a Beetle

Host and the Plant Environment. Frontiers in Microbiology, 12.

44



Zhang, F., Li, X., Zhang, Y., Coates, B., Zhou, X., Cheng, D. (2015). Bacterial
Symbionts, Buchnera, and Starvation on Wing Dimorphism in English Grain Aphid, Sitobion

avenae (F.) (Homoptera: Aphididae). Frontiers in Physiology, 6.

45



