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1 UVOD

1.1 Symbidza mezi bakteriemi a krevsajicim hmyzem v genomické ére

Nastup modernich genomickych metod ovlivnil velké mnozstvi biologickych obori a
témat. Patfi mezi n¢ i vyzkum interakci mezi hmyzem a symbiotickymi bakteriemi. Toto
téma proslo b&hem vice jak stovky let (od prvnich praci &eského biologa Sulce — Sulc, 1910)
n¢kolika epochami a metodickymi zlomy: pozorovani bakterii pomoci svételného
mikroskopu (Ries, 1931; Buchner, 1965 - dokumentace ¢astého vyskytu a velké variability
mikroorganismi v tkanich hmyzu), nastup elektronové mikroskopie (ujasnéni bakterialni
povahy symbiontll), vynalez PCR a nasledné vyuziti molekularnich metod pro fylogenetické
analyzy (taxonomické zafazeni symbiontli a potvrzeni dlouhodobé koevoluce) a v soucasné
dob€ moznost porovnani genomickych charakteristik a funkéniho vyznamu symbiontd.
Disledkem recentniho metodického pokroku je mimo jiné i poznani Siroké Skaly typi a

funkci bakterii v téle hmyzu, obecné zahrnovanych pod §iroky pojem symbiont.

1.2 Historické pozadi studia symbidozy

Termin symbioza (symbiotismus) poprvé pouzil v roce 1877 némecky biolog Albert
Bernhard Frank. Definoval ho jako koexistenci dvou rozdilnych druhti bez ohledu na povahu
jejich vztahu (Frank, 1877). V roce 1879 Anton de Bary pouzil toto slovo ve smyslu:
»spolecné souziti jinak se nazyvajicich organismti“ a rozdélil symbidzu na nékolik typi
podle povahy vztahu interagujicich organismi na parazitismus, komenzalismus a
mutualismus (de Bary, 1879). Na pocatku 20. stoleti zacali néktefi védci pouzivat slovo
symbioza jako synonymum pro popis mutualistickych nebo neparazitickych vztahi, které
jsou vyhodné pro oba kooperujici druhy (Cleveland, 1926, p. 51, Boucher, 1985; Saffo,
1992). Nejasnosti ohledné pouzivani slova symbicza pietrvavaji dodnes, ackoli vétSina
soucasnych ucebnic uvadi slovo symbioza v Sir§im slova smyslu jako spolecné souziti dvou
ruznych organismll. Nicméné v disledku pietrvavajicich debat a kontroverzi ohledné
definice slova symbioza se dokonce objevily nazory, které nesouhlasi s pouzivanim tohoto
terminu pro vysvétleni vztahti mezi organismy (Martin & Schwab, 2012). V této praci bude
samotny pojem symbioza pouzivan v jeho Sirokém smyslu, tedy pro souziti hostiteld a

symbiontli bez ohledu na jeho dasledky na fitness obou organismi.



1.3 Pivod a vyznam symbioézy u hmyzu

1.3.1 Symbiéza u hmyzu

Symbidza s bakteriemi je u bezobratlych ¢astym jevem studovanym zejména v rdmci
ttidy Insecta (Costopoulos et al., 2014). Mnoho zastupci hmyzu udrzuje mutualistické
vztahy s jednou nebo vice symbiotickymi bakteriemi (Buchner, P. 1965). Bakterie, které se
ucastni téchto asociaci, jsou oznaCovany bud’ jako obligatni (P, primarni) endosymbionti,
ktefi jsou mutualisty nezbytymi pro normalni vyvoj a reprodukci hostitele nebo fakultativni
(S, sekundarni) endosymbionti, ktefi svym pfileZitostnym nositelim mohou poskytovat
urcité vyhody ve fitness (Moran et al., 2008). Primarni i sekundarni endosymbioni ¢asto
koexistuji v jednom hmyzim hostiteli (Dale et al., 2006).

Vseobecné se uvadi, Ze potrava nckterych ekologickych skupin hmyzu, napf.
fytofagniho a hematofagniho hmyzu, je chuda na nékteré dulezité slozky (Douglas, 1989).
Z toho diivodu ve svém téle tento hmyz hosti bakteridlni P-ednosymbionty a Casto pro né
vytvari specialni utvary zvané bakteriomy. Tito endosymbionti jsou schopni vyuzivat vlastni
metabolické drahy k syntéze esencidlnich latek, které pak poskytuji svému hostiteli. (Moran
et al., 2008). Obligatni symbiozy s bakteriemi vznikaly v pribéhu evoluce opakované a jsou
klicem k ekologické diverzifikaci mnoha skupin bezobratlych.

Symbionti hmyzu vznikali z riznych skupin bakterii, nejcastéji je vSak piechod
k endosymbidze pozorovan v ramei gammaproteobakterii (McCutcheon & Moran, 2007) a to
pfedevsim v Celedi Enterobacteriaceac (Moran et al., 2008). Patii sem vétSina znamych S-
endosymbionti (Moran et al., 2008) a n¢ktefi P-symbionti, jako je naptiklad Buchnera
aphidicola, ktera je intenzivné studovana jako model symbionta, jehoZ metabolické funkce
jsou poskytovany hostiteli (Shigenobu & Wilson, 2011).

S-endosymbionti se obecné rozdéluji do dvou typi podle interakce s hostitelem na
fakultativni mutualisty a reprodukéni manipulatory (Moran, 2008). Fakultativni mutualisti
poskytuji hostitelim vyhody ve fitness, umoznuji jim delsi Zivot naptiklad ochranou pted
parazitoidnimi vosami (Olivier et al., 2003), nebo rezistenci proti patogennim houbam
(Scarborough, 2005). Vyssi reprodukce hostitelit tak zajistuje zvySovani frekvence
infikovanych jedinct a tim 1 jejich symbiontli. Druhym typem jsou paraziticti reprodukéni
manipulatofi, jejichz pfenos je zajiStén zvySujici se hostitelskou reprodukci dcer na tkor
reprodukce synii (Moran et al., 2008). Tito paraziti jsou typicky pfenaseni po matetské linii
a vyuzivaji rizné strategie manipulace hostitelem, jako je reproduk¢ni inkompatibilita,

zabijeni synl, feminizace samcl a partenogeneze. Nejvice studovanym reprodukénim
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manipulatorem je rod Wolbachia, ktery je velmi rozsiten u hmyzu a né€kterych dalsich

bezobratlych, ktefi vykazuji n¢které z uvedenych fenotypt (Stouthamer et al, 1999).

1.3.2 Bakteriomy

Znalosti o morfologii symbiotickych bakterii a jejich umisténi v téle hostitele byly
dlouhou dobu zavislé jen na klasickych mikroskopickych technikdch a elektronové
mikroskopii. Napiiklad P-endosymbionti jsou typicky oddéleni ve specializovaném organu,
tzv. bakteriomu, ktery je sloZzen =z jednotlivych bun€k zvanych bakteriocyty. P-
endosymbionti Ziji v cytosolu téchto specializovanych bunck. (Baumann, 2005). Prvni
bakteriom objevil Robert Hooke vroce 1664 pii studiu fyziologie lidské vsi Pediculus
humanus (Hooke, 1665). V zavislosti na hostitelské skupin¢ se mohou bakteriomy skladat
z tukovych télnich bunék, bunék stfevni stény nebo z vysoce specializovanych bunék, které
jsou vyvojové determinovany v embryu (Moran et al., 2008). Narozdil od obligatnich P-
symbiontu, fakultativni S-endosymbionti jsou nahodné distribuovani v ruznych tkanich
hostitele. U skupin hmyzu vlastnicich bakteriomy, S-endosymbionti mohou napadat
bakteriocyty, kde nasledné piezivaji s P-endosymbionty, nebo je dokonce nahrazuji.
(Buchner, 1965). Vyraznym posunem ve vyzkumu bakteriomt se v nedavné dobé staly
metody umoziiujici sledovani uréitého tiseku DNA in vivo. Jednou z takovych metod je
FISH (=fluorescent in-situ hybridization), kterdA ma mnoho riznych aplikaci. Napiiklad
povoluje detekcei zatim nekultivovanych organisma a umoziiuje sledovani konkrétniho druhu
bakterie v komplexnich mikrobidlnich komunitach (Moter & Gobel, 2000). Tato metoda

muze byt vyuzita ke studiu umisténi bakterialnich endosymbiontii v téle hostitele.

1.4 Genomicky vhled do symbiozy

1.4.1 Redukce genomu: selektivni ztraty geni a charakteristické modifikace

NejvyraznéjsSim znakem typickym pro evoluci bakteridlnich endosymbiontil je extrémni
redukce jejich genomt oproti jejich volng Zijicim ptibuznym. Velikost jejich genomu muze
byt snizena az na genomovou velikost nékterych organel, jako je mitochondrie nebo
chloroplast. Mnozstvi  protein-kodujich geni je ale podstatné vyssi v genomech
endosymbiontii ve srovnani s podobné velkymi genomy organel (McCutcheon & Moran,
2012). Ackoli se pivodné predpokladalo, ze bakterie s takto malym genomem piedstavuji
predky ostatnich organismt (Wallace, 1973), v dnesni dobé je prokazano, ze jsou odvozeny

od bakterii s velkym genomem. D4 se tedy predpokladat, ze obligatni endosymbionti vznikli
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z puvodné fakultativnich endosymbiontt (Nikoh et al., 2014). Cely proces evoluce od volné
zijici bakterie pres sekundarniho symbionta az k silné redukovanému P-endosymbiontovi
vykazuje tadu typickych charakteristik opakujicich se u riznych fylogenetickych skupin
bakterii. Genomy nedavno vzniklych endosymbiontli, které jsou na pocatku degenerace,
obsahuji velké mnozstvi mobilnich elementi a pseudogenti, dale jsou pozorovana genova
preskupeni a delece chromozomovych fragmentd (Toh et al., 2006; Ochman & Davalos,
2006, Burke & Moran, 2011). V disledku to znamena zvySovani poctu dele¢nich mutaci a
jejich fixaci. Naopak v genomech davnych endosymbionti, ktefi po miliony let koexistuji
s hostitelem, byly mobilni elementy i vétSina pseudogenti eliminovany (McCutcheon &
Moran, 2012).

S redukei genomu souvisi dal$i zmény v genomu, jako je extrémné rychld sekvencni
evoluce, zména v pfifazovani kodonil a zména v nukleotidovém sloZeni. Pfedpoklada se, ze
hlavnimi pfi¢inami téchto zmén je mald populacni velikost a asexualita téchto organismu
(Moran, 1996). Popula¢ni struktura endosymbiontii je ovlivnéna jejich tésnou vazbou na
hostitele a nedostatkem, ¢i Giplnou absenci rekombinaci mezi jednotlivymi kmeny v riiznych
hostitelich, coz zvySuje vliv genetického driftu, ktery nasledné odstranuje nékteré geny
(McCutcheon & Moran, 2012). Zmensovanim genomu piichazi endosymbiont o dilezité
geny, které koduji predevsim DNA reparace a rekombinace, ale vzdy si ponechavaji urCity
set geni kodujici alespon nejzakladnéjSi procesy téchto funkci (Moran, 2008).
Z redukovanych gent se vytvari nefunkéni pseudogeny, které v dasledku konc¢i uplnou
deleci z genomu (Goodhead & Darby, 2015). Na druhou stranu, geny, které souvisi s
mechanismy pruniku a pretrvavani v hostitelskych bunkéach nebo pfispivaji k hostitelské

fitness, jsou v ptipad¢ obligatnich endosymbiontti dlouhodob¢ udrzovany.

Zmény v nukleotidovém sloZzeni se u takto malych genomi, jako napf. u
bakterialniho endosymbionta krevsajici mouchy tsetse Wigglesworthia glossinidia, projevuji
nizkym obsahem nukleotidd G+C ve prospéch A+T oproti volné Zijicim piibuznym.
Ptedpoklada se, ze tyto zmény mohou byt vysledkem ztraty nékterych genii ovliviiujicich
reparaci DNA, v ptipadé W. glossinidia je to absence SOS reparace, odstranovani chybnych
bazi ¢i nukleotidii a naslednym vznikem mutaci, které zptsobuji pfeménu nukleotidi G nebo
C naA nebo T (Akman et al, 2002). Tento vyrazny posun ve slozeni DNA
endosymbiotickych bakterii ma zésadni dopad na presnost fylogenetickych analyz. DalSim
Z béZnych ryst endosymbiotického genomu je zména translatovanych kodoni a to nejcastéji
zména UGA z plivodniho stop kodonu na kodon kddujici aminokyselinu tryptofan (Trp)
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(Knight, 2001). Tento jev miZe byt zpisoben mutacemi v tRNA'™, které pak umoziiuji
kédovani stop kodonu (UGA) i kodonu pro tryptofan (UGG). (McCutcheon & Moran,
2012).

Déale jsou casto ztraceny geny kddujici produkci mastnych kyselin, fosfolipida
a peptidoglykant jako v pfipadé obligatniho endosymbionta Buchnera aphidicola. Tyto
molekuly jsou pak dale vyuzivany k produkci bunéénych membran. Bakterie, kterym chybi
uvedené aminokyseliny, jsou pak plné zavislé na bunééné sténé vytvarené hostitelem nebo
jinym endosymbiontem uvnitt jednoho bakteriocytu (Shigenobu, 2000).

Navzdory vS§em genovym ztratam, nékteré geny maji klicovou roli v biologii téchto
bakterii a jsou zpravidla uchovavany v genomu. Patfi mezi né geny GroES-GroEL
chaperonin komplex, DnaK komplex, Hsp70 (heat shock protein) chaperone komplex a geny
spojené s biosyntézou aminokyselin esencialnich pro jejich hostitele (McCutcheon &
Moran, 2012).

1.4.2 Vymény endosymbionti a horizontalni pi‘enos

Z diivodu ztraty riznych geni pti rychlé redukci genomu endosymbiontti miize dochazet
k naruseni metabolickych funkci. Takovi endosymbionti ztraceji své funkce a jsou Casto
nahrazovani, nebo dopliovani jinymi efektivnéjSimi endosymbionty. Vysledkem muze byt
slozity komplex zahrnujici nékolik endosymbiotickych bakterii v jednom hostiteli, jako bylo
pozorovano napi. u nékterych linii podiddu Auchenorrhyncha (Koga et al., 2013). V piipadée
uplné vymény symbiontd pak dochazi ke ztraté kongruence mezi fylogenezemi symbiontt a
hostiteld.

Alternativnim procesem, ktery muze feSit ztratu dulezitych gent endosymbionta, je
jejich opétovné ziskani prostfednictvim horizontdlniho genomového ptenosu (HGT), ktery je
Casto pokladan za hlavni hnaci silu evoluce bakterii (Heuer & Smalla, 2007). V posledni
dob¢é se ukazuje, Ze k HGT dochazi i mezi hostitelskym a symbiotickym genomem.
Naptiklad v genomu msSice Acyrthosiphon pisum byly objeveny dva nezavislé HGT
z genomu jejiho primarniho endosymbionta Buchnera aphidicola, jejichz produktem jsou
vsak nefunkéni pseudogeny (Nikoh et al., 2010). Podobné genom vinatky Planococcus citri
obsahuje minimaln€ 22 horizontaln€ prenesenych funkcnich genil z riznych bakterii. Ackoli
vlnatka hosti dva bakteridlni endosymbinty, pienos jejich genli do genomu hostitele nebyl
zaznamenan. Zajimavosti této endosymbidzy je, ze jeden z endosymbiontd, Tremblaya

princeps, vlastnici nejmensi zaznamenany symbioticky genom, si udrzuje vlastniho
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endosymbionta Moranella endobia. Zda se, Zze obrovska redukce genomu u Tremblaya je
doplnéna sdilenim metaboliti pro syntézu esencidlnich aminokyselin mezi ob&éma
endosymbionty (Husnik et al., 2013).

V nékterych piipadech mize dochazet pomoci HGT i K pfenosu celych operond,
které koduji urCité metabolické drahy. V ptipadé bakteridlniho endosymbionta rodu
Wolbachia izolovaného z krevsajici Sténice Cimex lectularius doslo k pfenosu operonu
kédujiciho biosyntézu biotinu (vitamin B7). Je zndmo, Ze krev obratlovct jako zdroj potravy
je chuda zejména na B-vitaminy a kofaktory (Douglas, 1989). Obecné je bakterie rodu
Wolbachia u hmyzu znama jako paraziticky reprodukéni manipulator, ktery ma negativni
dopad na fitness hostitele (Werren et al. 2008; viz. kapitola: Symbidza u hmyzu). Nicméné u
vySe zminéné Sténice funguje tato bakterie jako primarni endosymbiont nezbytny pro
normalni rast a reprodukci hostitele. Tento piechod z fakultativni na obligatni endosymbidzu
je patrné€ zptisoben pienosem biotinového klastru genti, s jehoz pomoci Wolbachia poskytuje
hostiteli esencialni vitamin B7. Pfedpoklada se, ze Wolbachia ziskala tento operon diky
HGT pravdépodobné koinfekei od endosymbiontd Cardinium nebo Rickettsia (shrunuti
¢lanku Nikoh et al., 2014).

1.5 Krevsajici hmyz a symbiotické bakterie

Hmyz a jini ZivoC¢ichové ziskavaji vitaminy predevSim v potravé. Krev obratlovcil,
jakozto zdroj obzivy neposkytuje dostateény zdroj B-vitamint (Baumann, 2005). Z toho
davodu v sobé hematofagni hmyz hosti bakteridlni endosymbionty, ktefi syntetizuji tyto
esencialni latky (Baumann, 2006). Zavislost krevsajiciho hmyzu na vitaminech skupiny B je
dobfe znama jiz z experimentalnich praci zdoby ,pfedmolekularni. Eliminace
endosymbionti ze vS§i nebo much tsetse vedla k poskozeni jejich zivotnosti nebo
reproduk¢ni kapacity, pokud nebyla jejich potrava doplnéna o vitaminy B (Puchta, 1954;
Puchta, 1955; Nogge, 1976).

Z vysledkl rozborl bakteridlnich genomli se da usoudit, Ze geny biosyntetickych
drah pro vitaminy skupiny B se pomoci HGT dynamicky pohybuji mezi riznymi
bakterialnimi liniemi (Tanaka et al., 2005). Tyto funkéni ,,sobecké™ operony se predavaji
podobné jako geny zajiStujici rezistenci proti antibiotikim pomoci HGT a poskytuji
okamzité vyhody bakteridlnimu ptijemci (Lawrence & Roth, 1997; Campillos et al., 2006).
Mezi Casto studované metabolické drahy endosymbiontl patfi syntéza biotinu (vitamin B7).
Biotin (C1oH16N203S;:) je jeden z nejpozoruhodnéjsich kofaktorti karboxylazovych enzymt,
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které se podili na metabolismu aminokyselin a mastnych kyselin v prokaryotickych i
eukaryotickych buiikach (Lin & Cronan, 2011). Tento kofaktor byl objeven na zacatku 20.
stoleti jako rastovy faktor kvasinek (Wildiers, 1901). Je charakterizovan jako bezbarva
sloucenina vyskytujici se v 8 ruznych stereoizomerech, nicméné pouze jeden z nich,
d-biotin, ma vitaminovou aktivitu. Sklada se ze dvou spojenych heterocyklickych kruht
Snavazanym postrannim fetézcem tvofenym kyselinou valerovou (Lin et al., 2010).
Nenahraditelnd enzymatickd role biotinu byla prokazéna v syntéze mastnych kyselin,
metabolismu aminokyselin a glukoneogeneze (Linen, 1967; Knowles, 1989; Jitrapakdee &
Wallace, 2003). Studie bakterialnich genomt Escherichia coli a Bacillus subtilis potvrdily,
ze zacatek biotinové biosyntetické drahy muize probihat nékolika riiznymi cestami. Tyto
cesty produkuji pimeldt-thioester prekurzor, ktery je esencialni pro iniciaci spojeni

heterocyklickych kruht biotinu (Lin & Cronan, 2011).

Pfi  studiu uspofadani genu zajiStujicich biosyntézu biotinu v genomu
betaproteobakterie Methylobacillus flagellatus se ukazalo, ze vlastni 6 genti organizovanych
do dvou samostatné transkribovanych jednotek. BioB, BioF, BioH, BioC, BioD tvoii jeden
operon a BioA byl nalezen v rtiznych mistech bakterialniho genomu (Serebriiskii et al.
1996). V piipadé obligatniho endosymbionta Wolbachia u $ténice Cimex lectularius byl
v genomu udrzen kompaktni operon slozeny z Sesti genli (BioC, BioH, BioF, BioA, BioD,

BioB) kodujici biosyntézu biotinu (Nikoh et al., 2014).

1.5.1 Vsi-skupina s vysokou diverzitou bakterialnich endosymbionti

e Zakladni charakteristika vSi

V3i (Phthiraptera, Anoplura) pfedstavuji potencialné zajimavy model pro studium symbidzy.
Jsou to obligétni ektoparaziti placentald, ktetfi po cely vyvojovy cyklus Ziji na hostiteli a zivi
se vyhradné krvi. Jejich celkova diverzita je v disledku ptisné hostitelské specializace
vysoka (Lehane, 2005). V ramci fadu Phthiraptera tvoii v§i jeden ze 4 podiadi (Amblycera,
Ischnocera, Rhynchophtirina a Anoplura) a ptedpoklada se, ze se vyvinuly z volné zijiciho
ptredka, ktery ptivodné obyval hnizda a nory obratlovct (Kim, 1985). V prub&hu evoluce se
u nich vyvinuly adaptace typické pro obligatné paraziticky zpusob Zivota, jako je zploSténi,
redukce kiidel a tibio-tarzalni drapky, které slouzi k ptfichyceni na hostiteli (Light et al.,
2010). Tento podiad vsi také disponuje vysoce G¢innym sacim aparatem, ktery umoznuje
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sani krve piimo z cév hostitele (Kim, 2006). Nymfy prochazeji béhem dvou tydnl tiemi
larvalnimi stadii, nez se vyvinou v dospélce (Lehane, 2005). V8i mohou pienaset
infek¢ni bakterie, jako bylo prokdzano u lidské vs§i Pediculus humanus, ktery je
pienaseCem bakterie Rikettsia prowazekii zptisobujici onemocnéni tyfus (Lehane, 2005).

Rod Polyplax se vyznacuje pomérné Sirokym spektrem hostiteli z fadi Rodentia
a Soricomorpha. (Haitlinger, 2005; Cais, 1980). Druh Polyplax serrata je nejcastéji vazan
na hostitele rodu Apodemus (Stefka & Hypsa, 2008). U domestikovanych krys a potkant
(Rattus rattus a Rattus norvegicus) se b&zné vykytuji v§i ptibuzného druhu Polyplax
spinulosa (Pratt & Karp, 1953).

¢ Symbiotické bakterie vSi

Podobné jako dal$i skupiny hmyzu zivici se vyhradné krvi obratlovet hosti vS§i
ve svém téle symbiotické bakterie. Bakteridlni P-endosymbionti krevsajicich v§i jsou
umisténi ve striktné definovanych bakteriomech, které se mezi riznymi skupinami lisi
ve struktufe a umisténi. Ocekava se, ze vyvoj bakteriomii u podiddu Anoplura je spojen
s vyzivou na krvi permanentniho hostitele (Lehane, 2005). Obvykle jsou to neparové, ovalné
organy umisténé na ventralni stran¢ zaludku bez piimého spojeni s zaludkem (napt. u rodi
Polyplax a Linognathus) nebo jsou s nim blizce spojeny (Pediculus). U druht Polyplax
spinulosa a Linognathus tenuirostris byly nalezeny organy skladajici se z jasné
definovatelné agregace bakteriomi pfilepenych na sebe bez spole¢ného obalu. Extrémné
jednoduchy bezbarvy bakteriom u vs8i Polyplax spinulosa je vyplnén malymi
nepravidelnymi granulovanymi vesikuly (Buchner, 1965). Pomoci svételné mikroskopie
bylo dokazano, ze vyvoj bakteriomi u v§i Polyplax spinulosa je zavisly na pohlavi jedince
(Volf, 1991). Jiz Buchner (1965) pii vyzkumu bakterioma v§i zaznamenal jejich velkou
morfologickou variabilitu a také rozmanitost bakteridlnich endosymbionti a
predpokladal proto, Ze tyto mikroorganismy tvofi polyfyletickou skupinu. Po ptichodu
molekularnich technik se potvrdilo, Ze bakteridlni endosymbionti v§i pochazeji z riznych
bakterialnich skupin. Pfestoze dosud byla molekularnimi metodami studovana fylogeneze
endosymbiontii jen znckolika malo skupin vSi, je polyfyleticky charakter jejich
endosymbionti zjevny (HypSa & Kiizek, 2007). Napiiklad u v§i rodu Haematopinus
parazitujicich na prasatech byly identifikovany bakterie rodu Wolbachia (Kyei-Poku et al.,

2005) a novy druh bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae (Hypsa & Kiizek, 2007). Dalsi linii
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symbiotickych ~ bakterii  z Celedi  Enterobacteriaceae = mlzeme najit u  VvSi
Solenopotes capillatus parazitujici na dobytku (Perotti et al., 2009). U vsi rodu Linognathus,
které jsou znamymi parazity psu, kojotil, koz, ovci a dobytka byli detekovany bakterie rodu
Wolbachia ze superskupiny A a B (Kyei-Poku et al., 2005). Primarnim endosymbiontem
lidskych vsi Pediculus humanus je bakterie znama jako Riesia pediculicola, ktera je blizce
piibuzna bakteriim rodu Arsenophonus (podle fady analyz je pfimo soucasti rodu
Arsenophonus (Perotti et al., 2009). U vsi rodu Polyplax byl identifikovan bakterialni
endosymbiont, ktery se podle fylogenetickych analyz klastruje mezi bakterie rodu
Legionella. (Hypsa & Kiizek, 2007). Tato velka diverzita bakterialnich endosymbiontii v§i
nabizi ptilezitost k porovnani vyvoje genomu téchto symbiotickych bakterii z riznych
skupin, které mulze ukizat miru konvergence nebo naopak nezavislosti symbionti

v souvislosti s omezenimi danymi hostitelem.

1.5.2 Soucasny stav vyzkumu v nasi laboratofi

V ramci SirStho zaméfeni laboratofe na vyzkum hmyzich symbiontii byla ziskana
genomicka data ze v§i rodu Polyplax (viz. Material a metodika). Pfedbézna kontrola téchto
dat ukazala na dominantni zastoupeni dvou bakterii. Jedna potvrzuje vyskyt jiz
predpokladaného endosymbionta z piibuznosti Legionellaceae (dale uz jen zkratka L-symb),
druha je nové nalezenou bakterii zfadu (nebo jeho bizkosti) Neisserialles (dale uz jen
zkratka N-symb). Obé bakterie tak z taxonomického hlediska piedstavuji skupiny bakterii,

které nepatii k typickym zdrojim endosymbiontii hmyzu.

e Legionellales

Rad Legionellales se fadi do skupiny gramnegativnich proteobakterii zvanych
Gammaproteobacteria (Obr. 1). Je tvofen ze dvou celedi Legionellaceac a Coxiellaceae
(Garrity, 2005). Do tohoto fadu patii intracelularni parazité protozoi, bezobratlych a
obratlovcl veetné ¢lovéka. Bakterie rodu Legionella (Legionellaceae) se mohou vyskytovat
v odlisnych formach, naptiklad byly popsany jako volné Zzijici planktonni bunky, nebo
intracelularni paraziti a mutualisti protozoi ¢i zastupci bakteridlnich komunit biofilmi
(Mampel et al., 2006). Nékteré druhy rodu Legionella jsou mezofylni bakterie vyskytujici se
v chladnych vodach (napf. antarktickd jezera), které se dokazali adaptovat na extrémni
podminky (Carvalho et al., 2008). Nejznamé&j$im zastupcem tohoto rodu je Legionella

pneumophila, ktera u clovéka zplsobuje onemocnéni legioneloza (legionafska nemoc) a
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zaroven je patogenem volné zijicich sladkovodnich a pidnich améb rodu Acantamoeba a
Naegleria (Rowbotham, 1980). Bakterie z ¢eledi Coxiellaceae jsou intracelularnimi parazity
bezobratlych i obratlovct. Druh Coxiella burnetii je znamym endosymbiontem klistatovca
(Metastigmata, Arthropoda) a vodnich bezobratlych. Tato bakterie zaroven zplsobuje
onemocnéni zvané Q-horecka, které je nejrozsifenéjsi u ovci a koz, ale prendsi se i na

¢loveka (Garrity, 2007).

U améby Amoeba proteus byl objeven obligatni endosymbioticky druh Legionella
jeonii (Park et al., 2004). Podle jednoduché fylogenetické analyzy piedstavené v ¢lanku
Hypsa & Kiizek (2007) byl objeven dal$i endosymbioticky druh rodu Legionella u
krevsajicich v§i Polyplax serrata a Polyplax spinulosa.

e Neisseriales

Rad Neisseriales je soucasti velké skupiny proteobakterii nazyvané Betaproteobacteria
(Obr. 1). Z hlediska zakladnich charakteristik jsou Neisseriales popisovany jako skupina
gramnegativnich nesporulujicich bakterii. Vyskytuji se jako patogenni, aerobni ¢i mezofylni
bakterie (Tenjum, 2005). Pro tento fad vSak neni zadna z uvedenych vlastnosti unikatni.
V soucasné dobé bylo popsano 32 rodl Neisseriales se Sirokou skalou morfologii, biotopti a
narokti na rast. Zahrnuji vyznamné lidské patogeny jako je Neisseria gonorrhoeae a
Neisseria meningitidis (Jamet et al., 2015; Adeolu & Gupta, 2013). Neisseria gonorrhoeae
(Neisseriaceae) zpusobuje onemocnéni gonorrhoea (kapavka), které se prendsi pohlavnim
stykem. Neisseria meningitidis (Neisseriaceae) je pienaSena infikovanymi kapénkami ve
vzduchu a zpisobuje meningokokova onemocnéni (Pizza & Rappuoli, 2015).

Dalsi zajimavou bakterii z toho fadu je Snodgrassella alvi, ktera se vyskytuje jako
jeden z dominantnich zastupcu stfevni mikroflory u vcel (Apis spp.) a ¢melakt (Bombus
spp.) (Moran et al. 2011). Bylo zjisténo, ze fylogeneze tohoto stievniho mutualistického
symbionta koreluje s fylogenezi hostitelskych druhtt vice nez s jejich geografickym
puvodem, coz naznacuje dlouhou koevolu¢ni historii téchto bakterii s jejich eusocoidlnim
hostitelem (Engel & Moran, 2013). Podle soucasnych praci se ukazuje, Ze tito symbionti by
mohli hrat roli v obrané proti patogenim (Koch & Schmid-Hempel, 2011) a uplatiovat se

v metabolismu karboxylovych kyselin a B vitamini (Kwong et al., 2014).
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Obr. 1:RozloZeni bakteridlnich skupin v rAmci domény Bacteria. Sipkami jsou oznaeny
skupiny bakterii, do kterych se fadi analyzovani bakteridlni endosymbionti. Pfevzato

Z ¢lanku McCutcheon & Moran, 2012.

-11 -



2 CILE

Prace se vénuje zékladni fylogenetické a genomické charakterizaci dvou dominantnich
bakterii (Legionellales a Neisseriales) identifikovanych v genomickych datech ze vsi rodu
Polyplax. Jejimi cili je:
e Ujasnit fylogenetické postaveni obou téchto bakterii
V soucasné dobé je dostupna pouze jedna sekvence bakterii N-symb a 2 sekvence L-
symb 16S tRNA z izolata vsi rodu Polyplax. Pfedpoklada se, Ze tyto bakterie patii do
piibuznosti rodi Neisseria a Legionella. Smyslem této prace je ovéfit fylogenetického
postaveni podrobnou studii (viz. Material a metodika) a z jejiho vysledku ur¢it, zda tyto
bakterie vytvari monofyletickou skupinu.
e Sestavit zdkladni genomickou charakteristiku téchto bakterii
Pro potvrzeni endosymbiotické povahy obou bakterii je dilezité zjistit jejich zékladni
genomické rysy (pfedevs8im s ohledem na charakteristiky tradicné spojované s evoluci
endosymbiotickych bakterii) a provést porovnani redukce genomt téchto bakterii oproti
volné zijicim ptibuznym.
e Vyhledat a namapovat metabolické drahy typické pro endosymbionty
Obecna genomicka charakterizace bude doplnéna o konkrétni ptiklady metabolickych
drah spojenych s endosymbiozou.
e Metodicka ptiprava vizualizace endosymbiontii
Jako piipravny metodicky krok pro dalsi studium této symbiozy bude vyzkouSena
cytogeneticka metoda vizualizace bakterii in vivo, umoziujici sledovat jejich lokalizaci a

pribéh ontogeneze ve spojeni s hostitelskym zivotnim cyklem.
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Screening bakterii

3.1.1 Sbér vzorku a izolace DNA

Pro screening symbiotickych bakterii byla pouzita DNA z 24jedinci rodu Polyplax.
Jedinci byli sesbirani z mySic rodu Apodemus ze tii oblasti — Slovensko (8), Srbsko (10 -
poskytnuty Janou Martinti) a Hlinsko (6 - vlastni sbér), uchovani v 96% etanolu a nasledné
skladovani v -20°C. K izolaci celkové DNA (tj. izolat obsahoval jak eukaryotni, tak
prokaryotni DNA) byl pouzit izola¢ni kit (Ql1Aamp DNA Micro Kit, QIAGEN), postup byl
dodrzen podle navodu od vyrobce. Ziskana DNA (v nékterych ptipadech pfedem namnozena
amplifikacnim kitem) byla pouzita jako templat pro amplifikaci pozadovaného tiseku pomoci
metody PCR (Polymerase Chain Reaction). Koncentrace jednotlivych vzorkii DNA byla
zjisténa na nanofotometru (NanoPhotometer P-Class, IMPLEN). Nasledné byl PCR produkt

podroben gelové elektroforéze.

Tab. I: Tabulka analyzovanych vzorku v§i rodu Polyplax

Pracovni oznadeni Lokalita
S1 Slovensko
S2 Slovensko
S3 Slovensko
S4 Slovensko
S5 Slovensko
S6 Slovensko
S7 Slovensko
S8 Slovensko

1A* Srbsko
1B* Srbsko
1C* Srbsko
1D* Srbsko
1F* Srbsko
1G* Srbsko
1H* Srbsko
1CH* Srbsko
3 Srbsko
24 Srbsko
V1 Ceska republika (Hlinsko)
V2 (1) * Ceska republika (Hlinsko)
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Pracovni oznaceni Lokalita
V2 (2)* Ceska republika (Hlinsko)
V3 (1)* Ceska republika (Hlinsko)
V3(2)* Ceska republika (Hlinsko)
V3 (3) * Ceska republika (Hlinsko)

*Pismeny (Cisly) znaceni jedinci rodu Polyplax sesbirani z jednoho hostitele Apodemus sp.

3.1.2 Polymerazova ietézova reakce

Pro vyzkouSeni funkCnosti reakce byly pouzity 4 druhy polymerdz (Taqg DNA
polymerase - Roche Diagnostic, FastStart High Fidelity DNA polymerase — Roche
Diagnostics, Tag DNA polymerase — Top-Bio, Combi Tag DNA polymerase — Top-Bio) a to
nejprve na 2 vzorky klosh, ktefi byly pozitivni na bakterialni DNA (material poskytla Eva
Novakova). U klost se na identifikaci bakteridlnich endosymbiontli nejlépe osvédcila
FastStart DNA polymeraza (PCR reakce michana do 20 pl, pocatecni denaturace: 3 min.).
Pii identifikaci L-symb u v8i rodu Polyplax byla vyzkouSena jesté HotStar DNA
polymeraza, ktera se ukézala byt nejlepSi volbou pro amplifikaci gent bakterialnich
endosymbiontd u v8i rodu Polyplax. Pro screening pozadovanych bakterii byly vytvoieny
nové primery na gen pro chaperonin GroEL a gen pro 16S malou ribozomalni podjednotku
obou bakterii — pro optimalizaci reakce byla provedena gradientova PCR na zkuSebnich
izolatech rodu Polyplax. VSechny nové navrzené primery se vSak ukazaly jako nevhodné pro
screening obou bakterii. Pro detekci L-symb byly nakonec pouzity jiz vyzkousené primery
z ¢lanku Hypsa & Kiizek (2007). PCR reakce probéhla v piistroji Mastercycler (Eppendorf),
ve kterém byly nastaveny vhodné programy pro PCR. (viz. Tab. I1I).

Tab. 11: Slozeni PCR reakce a mnozstvi ptidanych slozek.

Popis, vyrobee Amplifikovany | Neamplifikovany
vzorek vzorek
H20 (ul) 18,2 17,2
Pufr (ul) PCR Buffer, 10_x, 15mM MgCl,, 25 25
Quiagen
Des)xynukleotldova Top-Bio 1 1
smés (pl)
. HotStar DNA polymerase,
Polymeraza (pl) Quiagen 0,3 0,3
Forward primer (pl) generi biotech 1 1
Reverse primer (ul) generi biotech 1 1
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. , Amplifikovany | Neamplifikovany

Pops, vyrobee I\)/zo rek ' vpzo rek '
DNA (ul) 1 1
Celkovy objem (ul) 25 25

Tab. 11l: Tabulka programi PCR reakci

Program L-symb Program N-symb
Pocatecni denaturace 95°C 15 min 95°C 15 min
Denaturace 94°C 1,5 min 94°C 1,5 min
Nasedani primerd 54°C 1,5 min 50,5°C 1,5 min
Syntéza DNA 72°C 1,5 min 72°C 1,5 min
Konecna syntéza DNA 72°C 10 min 72°C 10 min
Pocet cykla 30 30

Tab. IV: Tabulka primert pouzivanych pro PCR reakce

Oznaceni Sekvence (5°-3") Gen (Zdroj)
Neis 16S F2 CGAGTAATGGGGGATAAC Neisseriales
Neis 16S R2 CGGTGCTTATTCTTTAGGT (nolvzsn;?/rNZ'eA\ny)
Neis 16S F3 GAACGTGCCGAGTAATGG Neisseriales16S
Neis 16S R3 AGCCGGTGCTTATTCTTT rggggﬂ;;e
Neis GroEL F2 AGCTGAAAAACATCGCCAA Neisserie GroEL
Neis GroEL R1 TTCGGAAATCACTACGCC (nové€ navrzeny)
Legio 16S F3 ACTATYKACTTCTGGTGC Legionellales
Legio 16S R3 TGCGTCYGATTAGCTAGTT (nO{IGéSn;E)/er/:\ny)
Legio GroEL F1 TTGAGGGACAYAAAGCAG Legionella GroEL
Legio GroEL R1 TACGATCACCAAAWCCAG (nové€ navrzeny)
F40 GCGGCAAGCCTAACACAT 16S rDNA
R1060 CTTAACCCAACATTTCTCAACACGAG (Hypsa & Kfizek)
EUB 16S F GCTTAACACATGCAAG 16S rDNA
EUB 16S R CCATTGTAGCACGTGT (O'Neill et al., 1992)
SP6 ATTTAGGTGACACTATAGAA Sekvenace produktﬁ
T7 TAATACGACTCACTATAGGG pii klonovani
DF CACACTGGAACTGAGAYACG Legionella 16S

rDNA (Hypsa &

DR CRACACGAGCTGACGACA Krizek)
JRF 50 GAAAGCTTGCTTTCTTGTCG N-symb
JRR ACCCCAGTCATGAAACATAC (nove navrzeny)
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3.1.3 Gelova elektroforéza

Priblizn¢ 2-3ul PCR produktu bylo smichano se stejnym mnozstvim smési 6X DNA
Loading Dye (Thermo Scientific) + fluorescen¢ni barvivo SYBR Green (Invitrogen) a
napipetovano do ptipravené¢ho 1% agarézového gelu. Pro pfiblizné urcéeni délky fragmentii
DNA byl pouzit 1kb DNA Ladder (O’GeneRuler 1kb, Thermo Scientific). Po
elektroforetické¢ separaci byly fragmenty DNA vizualizovany pomoci UV zafeni v
dokumentaénim zatizeni UVITEC. Pii naamplifikovani vice fragmenti DNA (v ptipadé
legionelly), zpusobenym nespecifickym nasedanim primera byla provedena extrakce

pozadovaného PCR produktu z gelu ruéné vymackanim ptes parafilm.

3.1.4 Klonovani a transformace

Ke klonovani byl pouzit kit s vektorem pGEM®-T Easy (Promega), do kterého byl
zaligovan PCR produkt. Liga¢ni reakce byla namichana do Sul — 0,5ul T4 ligaza (Promega),
1,5ul PCR produkt, 0,5ul vektor, 2,5ul 2x liga¢ni pufr (Promega). Tento roztok byl nechan
pres noc ve 4°C.

K transformaci plazmidu s vlozenym inzertem do komplementarnich bun¢k bylo
smichano (na ledu) 2,5ul liga¢ni reakce s25ul kompetentnich bunék. Tato smés byla
nechana 30 min. na ledu a nasledné byl proveden heat shock (42°C na 30s), kdy buiky
pfijmou plazmid s vlozenym inzertem. Poté bylo do smési pfiddno 300ul SOC (Super
Optimal Broth) média a ndsledovné byla smés umisténa na 60 min. pfi 37°C do rotacni
tfepacky. Takto pfipraveny roztok byl rozetfen na ptipravené gelové plotny (120ul)
s ampicilinem a 40ul substratu X-Gal, jehoz St€penim vznikd modry produkt. Tyto plotny
byly ponechany pies noc na 37°C v inkubatoru. Nasledn¢ byla provedena modro-bila
selekce, kdy pravé bilé kolonie obsahovaly vloZeny inzert. Bilé¢ kolonie byly sesbirany a
ponechany v LB (Lysogeny Broth) médiu s antibiotikem (ampicilin) pfes noc na 37°C
V inkubatoru.

Izolace plazmidi z kompetentnich bunék byla provedena pomoci kitu (Plasmid
Miniprep Spin Kit, Jetquick), dle manualu vyrobce. Poté doslo k izolaci inzertu z plazmidu —
reakéni smés: 1pl vyizolovanych plazmidd, 0,4pl Eco RI (restrikéni enzym, Fermentas), 1ul
pufru (10x, Fermentas), 7,5 H,0 (destilovana, deionizovana). Ponechano 1 hod. ve 37°C a

vznikly produkt vizualizovan na agar6zovém gelu.
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3.1.5 Amplifikace

Z divodu malého mnozstvi DNA izolatu z jednotlivych v§i a nizké koncentraci
obsazené DNA (zméfeno na nanophotometru - NanoPhotometer P-Class, IMPLEN) bylo
rozhodnuto o celkové amplifikaci nékterych zkuSebnich vzorkli. Amplifikace byla provedena
podle navodu vyrobce pomoci kitu (Illustra GenomiPhi V2 DNA Amplification Kit).

3.1.6 Prace se sekvencemi a fylogenetické analyzy

Ziskané nukleotidové sekvence byly zpracovany v programu Geneious
(http://www.geneious.com, Kearse et al, 2012). Orienta¢ni taxonomicka ptislusnost
osekvenovanych bakterii byla ovéfena pomoci Standard Nucleotide BLAST Search
nukleotidové databaze instituce NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). V programu
Geneious byly u takto vybranych sekvenci odstranény nepiesné osekvenované konce
sekvenci, sekvence primeri a vektord. Sekvence zachycené primerem forward a reverse byly
asemblovany pomoci funkce De Novo Assemble (Geneious). Pomoci BLAST search byly
vyhledany nejpodobnéjsi bakterialni sekvence malé ribozomalni podjednotky 16S (500 pro
kazdou z obou bakterii) a alignovany pomoci programu MAFFT Alignment (Katoh &
Standley, 2013), kde byl pouzit E-INS-i algoritmus. Aligmnent byl v programu GBlocks
(Castresana, 2000) zbaven neptesné alignovanych pozic a divergentnich oblasti, které mohou
pozdéji zpusobovat problémy a artefakty pti fylogenetickych analyzach.

V této fazi obsahovaly matice vzorek 501 sekvenci pro Legionellales a 525 sekvenci
pro Neisserialles vybranych tak, aby pfi vyhledavani pozice symbionti nemohlo dojit
k artefaktu v dasledku nedostatecného samplingu.  Pro prvni ovéfeni pfibliznych
fylogenetickych pozic byl pouzit program FastTree (Price et. al, 2009) v programu
Geneious, ktery vyuziva analyzu maximum-likelihood pro sestaveni rychlého a ptiblizného
fylogenetického stromu z velkych datasetii. Pro naSe datasety bylo ve FastTree ponechdno
defaultni nastaveni. Podle téchto stromt byly datasety redukovany tak, aby pomoci n¢kolika
desitek taxonli poskytly reprezentativni fylogenetické pokryti obou celedi (Neisseriales i
Legionellales).

K sestaveni fylogenetickych stromti z obou takto upravenych datasetd byly pouzity
dva typy analyzy — maximum-likelihood a (ML) v programu PhyML (Guindon et. al, 2010)
a vypocet posteriornich pravdépodobnosti pomoci metody Bayesian interference (BI)
v programu MrBayes v3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). Optimalni modely pro obé
matice byly vyhledany v programu jModeltest (Darriba et al., 2012). Vysledné modely
(GTR+G+I v ptipade neisserii a TVM +G+l v ptipade legionel) byly pouzity v nasledné ML
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analyze v programu PhyML (frekvence nukleotidd, pomér tranzici/trasverzi a podil
konzervativnich mist byly ponechany jako proménné odhadované programem piimo z dat).
Pro rozloZeni substituéni rychlosti byla nastavena aproximace pomoci gamma distribuce ve
4 kategoriich a parametr urcujici zakiiveni gamma distribuce a byl opét odhadnut
programem z dat. PoCatecni strom byl sestaven distanéni metodou BIONJ. Pro prohledavani
topologii stromt byla pouzita metoda SPR (Subtree Pruning and Regrafting). Pocet
opakovani analyz byl nastaven na hodnotu 10. Pro ovéfeni vlivu modelu na analyzovana
data byl tentyZ postup zopakovan s nastavenim zakladniho modelu HKY85 (Hasegawa et al.
1985). V programu MrBayes byl pouzit jako zakladni model GTR (General Time Reversible
- Rodriguez et al., 1990) s gama distribuci aproximovanou ve 4 kategoriich a ostatnimi
parametry ponechanymi jako proménné parametry proposal distribution. Analyza probéhla
ve 2 bézich na 5 milionech generaci u datasetu legionell a na 10 milionech generaci u
neisserii (s ohledem na velikost a povahu matic). Dosazeni konvergence bylo odecteno
pfimo z parametrt analyzy. Burn-in byl stanoven po kontrole parametrii arbitrarné na 20%.
Vysledné fylogenetické stromy byly upravovany ve dvou grafickych editorech FigTree
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) a Inkscape (http://www.inkscape.org/./).

3.2 Genomické analyzy

Vstupni data pro nasledujici genomické analyzy byla poskytnuta ve formé ,,pair-end-
reads®, ktera byla zbavena nekvalitnich sekvenci a znacenych adaptoru. O piedchozi
piipravé dat jsem byla informovana nasledujicim zpisobem: DNA byla izolovana z 20
jedinct jedné populace v§i rodu Polyplax sebranych na uzemi Némecka. Smés izolované
DNA byla odeslédna na sekvenaci s vyuzitim sekvenatoru na platformé Illumina HiSeq 2000,
ktera vyuziva metody NGS (Next-Generation Sequencing) a poskytuje tak celogenomové
sekvenovani (Whole-Genome sequencing - WGS).

Tato vstupni data jsem dale zpracovala nasledujicim zptsobem:

1) Assembly vstupnich ,,reads” — (tj. sestaveni kontigt a skafoldu)
2) Fylogenetické rozttidéni jednotlivych kontigh

3) Extrakce kontiglh dané bakterie

4) Anotace a blast genii dané bakterie

5) Rekonstrukce metabolickych drah

6) Mapovani piivodnich readll na sestavené kontigy
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ad 1) Assembly vstupnich ,,reads” (dale Input assembly)

Input assembly byla provedena pomoci programu SPAdes (Bankevich, Nurk et al.,
2012), s nastavenim parametru careful, ktery snizuje po¢ty mismatchi a kratkych indela.
Spousti zaroven 1 MismatchCorrector, néstroj, ktery opracovava data a pro jejich zpracovani
pouziva BWA tools (viz. dale). Vysledkem této analyzy byly kontigy (Complete contigs) a
skafoldy (Complete scaffolds) zahrnujici sekvence vSech obsazenych organismu.

Input assembly byla zkontrolovana pomoci programu Quast (Gurevich et al., 2013),

ktery slouzi jako nastroj pro zhodnoceni a porovnani kvality genomové assembly.

ad 2) Fylogenetické rozttidéni Complete contigs

Fylogeneticka pftislusnost Complete contigs byla zjisténa pomoci metody
Phylotyping v programu PhylaAMPHORA (Wang & Wu, 2013), ktery na kontigy mapuje
markery z vlastni bakterialni databaze jednokopiovych geni z kompletnich bakterialnich
genomi zastupujicich 20 bakteridlnich kment. Vysledkem této analyzy byl seznam kontigt

(Nodes) s jejich piislusnym fylogenetickym zafazenim.

Od nasledujictho bodu byl dalsi postup provaden zvlast pro kazdou z vybranych bakterii.

ad 3) Extrakce kontigi dané bakterie (vytvoieni Targeted contigs)

Nodes byly pievedeny do excelové tabulky a zde byla provedena extrakce
identifika¢nich kodu pozadovanych Targeted contigs, tedy kontigh, které vykazuji
fylogenetickou pfislusnost k celedi Neisseriales a Legionellales. Pomoci identifika¢nich

kodu byla nasledné provedena fitrace téchto Targeted contigs z Input assembly.

ad 4) Anotace a blast genti dané bakterie
Anotace Targeted contigs byla provedena pomoci programu PROKKA (Seemann,
2014), coz je softwarovy nastroj pro rychlou anotaci bakteridlnich genomu. Vysledkem této
analyzy byl seznam anotovanych gent pfitomnych v Targeted contigs dané bakterie.
Nasledné byla prohleddna proteinovéa databaze nr (non-redundant) pomoci BLASTP
search (protein blast) a kjednotlivym proteinim bylo vyhledino maximalné¢ 50

nejpodobnéjsich proteinti z celé databaze. Takto vytvofeny seznam proteint byl pfeveden do
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excelové tabulky a ru¢né prohleddn na potencidlni horizontalni pfenos genti z jinych skupin

bakterii.

ad 5) Rekonstrukce metabolickych drah

V tomto kroku byly anotované geny z programu PROKKA zpracovany v databazi
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, Kanehisa et al., 2014). KEGG je
databazovy zdroj, ktery obsahuje katalogy kompletné osekvenovanych genomui. Nejprve
byly anotované geny z programu PROKKA zaslany do interniho anotovaciho nastroje
BlastKOALA (KEGG Orthology And Links Anotation) pro ptidéleni K ¢&isel uzivatelskym
sekvenénim datim pomoci BLAST vyhleddvace proti neredundantnimu setu KEGG
GENES.

Vystupni soubor s pridélenymi K cCisly byl zaslan do programu KEGG Mapper, ktery
je propojen se serverem BlastKOALA. KEGG Mapper je soubor nastroji, ktery mapuje
elementarni datasety (geny, proteiny, malé¢ molekuly) na integrované datasety dostupné pies
internet (KEGG pathway maps). K nasi potfebé byla vyuzita operace KEGG pathway
mapping s volbou Reconstruct Pathway a s jeji pomoci byly zrekonstruovany metabolické
drahy pro jednotlivé bakterie. Vybrana metabolickd draha pro biotin (viz. Vysledky pro
diuvod k vybéru této drahy) byla porovnana mezi obéma bakteriemi navzajem (rozdily N-
symb a L-symb) a mezi symbiontem a jeho fylogeneticky nejbliz§imi piibuznymi (napf. L-
symb vs. Legionella pneumophila a Legionella elongata) dostupnymi v databazi
metabolickych drah KEGG Pathway.

ad 6) Mapovani puvodnich readti na Targeted contigs
Smyslem tohoto kroku bylo ziskani:
a) soubort ,reads” pro studované symbionty (vychozi soubor pro finalni assembly —
planovany krok, ktery jiz neni soucasti této prace),
b) alignmentti Targeted contigs s namapovanymi vstupnimi ,,reads” pro posouzeni
kvality assembly.
Nizkodivergentni sekvence (vstupni ,reads”) byly mapovany na Targeted contigs pomoci
softwarovych balicki BWA (Li & Durbin, 2009) a Bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012).
Kontigy s namapovanymi ,reads* byly vizualizovany v programu Tablet a byla ovéfena

kvalita jejich assembly (viz. Obr. 10).
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3.3 FISH

FISH je cytogenetickd metoda, ktera detekuje urcit¢é tuseky DNA pomoci
flourescenéné znacenych specifickych oligonukleotidt, které maji komplementarni sekvenci
k detekovanému useku DNA. Pro vyzkouseni této metody jsem pouzila 1 jedince v§i rodu
Polyplax z lokality Hlinsko (Ceska republika). Hned po sbéru byla ve§ fixovana v acetonu
pro uchovani struktury tkan€. Po 24 hodinach byl vzorek premistén na dalSich 24 hodin do
6% peroxidu vodiku v ethanolu, kde dosSlo k dehydrataci a odbarveni tkané. Dale byl
odpipetovan peroxid vodiku a tkan byla rehydratovana alkoholovou fadou. Ethanolova fada
byla michdna do 100ml a to v nésledujicich koncentracich: 1. 100%, 2. 95%, 3. 80%, 4.
70%. Rehydratace byla zapoc¢ata napipetovanim 100ul 100% ethanolu ke vzorku, po 5 min.
byl ethanol odebran a postupovalo se stejnych zptisobem sestupné ethanolovou fadou.

V dalsi fazi byl ptipraven hybridiza¢ni pufr smichdnim 29,25g NaCl, 10ml 1M Tris-
HCl (pH = 7,2) a 5 ml 10% SDS. Takto piipraveny roztok byl doplnén do 100ml
destilovanou H,O a sterilizovan. Rehydratovany vzorek byl omyvan 15 min.
V hybridiza¢nim pufru. Nasledné€ byl vzorek prehybridizovan spolu s hybridizacnim pufrem
Vv inkubatoru ve 45°C po 30 min. Dale bylo smichano 0,2ul 100uM eubakterialni sondy
S navazanym barvivem fluoresceinem (specifikace: EUB338: 5-[Flc]
GCTGCCTCCCGTAGGA, SIGMA, pievzato zprace: Amann et al., 1990) s 50 pl
ukotvovaciho média Vectashield (Vector Laboratories) s pfimichanym fluorescen¢nim
barvivem DAPI (49,6-diamidino-2-phenylindole), které se pevné vaze na A-T bohaté oblasti
DNA. Tento roztok byl dopInén hybridizaénim pufrem do 100 pl.

Pichybridizovany vzorek byl po inkubaci pfemistén do roztoku se sondou a nasledné
znovu inkubovan (hybridizovan) po 3 hod. ve 45°C. Po 3 hodinach byl roztok kratce sto¢en
na centrifuze a supernatant odpipetovan. Pii pokojové teploté byl vzorek 3x po 10 min. omyt
ve 100ul hybridizaéniho pufru predehfatého na 46°C. Dale byl roztok kratce sto¢en na
centrifuze a vzorek byl spolu s 20ul média Vectashield pfemistén na sklicko a okraje kryciho
sklicka byly pfipevnény lakem na nehty. Preparat byl ponechan 3 hod. ve 4°C a nasledné
prohlizen pomoci konfokalniho mikroskopu. (Olympus FVV1000).

-21-



4 VYSLEDKY

4.1 Screening bakterii

Ze screeningu 24 jedinct rodu Polyplax byla ziskana 1 sekvence 16S rDNA N-symb
z amplifikovaného vzorku S4 (Slovensko) a 2 sekvence 16S rDNA L-symb
z amplifikovanych vzorki S5 (Slovensko) a 24 (Srbsko). U ostatnich jedinci se mi
nepodafilo ziskat sekvence genu pro 16 S ribozomalni podjednotku ani sekvence genu
GroEL. Amplifikace dané¢ho useku DNA pomoci klonovani a transformace se nezdafila.

Dalsi sekvence 16S rDNA obou symbiotl byly vyextrahovany z genomickych dat.

4.2 Fylogenetické analyzy

4.2.1 Legionellales

Vysledky obou analyz (BI, ML) vykazuji podobné fylogenetické uspofadani (viz.
Obr. 2 a 3). Pro interpretaci a dal$i diskusi ziskanych fylogenetickych stromii v nich
vymezuji tfi hlavni linie. Z divodu snaz$i orientace jsou pouzity nasledujici zkratky pro
jednotlivé linie — UNCBACT (vétev s jednim zastupcem Uncultured bacterium -
AB930519), LEGIO (vétev s pfevaznym zastoupenim bakterii rodu Legionella), L-SYMB
(vétev s bakterialnimi endosymbionty v§i rodu Polyplax). UNCBACT se Klastruje jako
sesterska linie k liniim LEGIO a L-SYMB. Ve vysledcich BI analyzy lze zaznamenat
polytomii 8 linii bakterii rodu Legionella uvniti linie LEGIO. Endosymbionti v§i rodu
Polyplax se klastruji mimo linii LEGIO, ale zaroven je zde patrna nizka posteriorni
pravdépodobnost pro monofylii linie LEGIO. Jako outgroup byly pouzity bakterie
Thiobacillus plumbophilus (Betaproteobacteria), Beggiatoa alba (Gammaproteobacteria) a
Pseudomonas sp. (Gammaproteobacteria). Pii pouziti vyhledaného modelu TVM v ML

analyze se vysledek shodoval s fylogenetickym stromem vytvotfenym BI analyzou.

4.2.2 Neisseriales

Z vysledki BI analyzy (viz. Obr. 3 a 4) Ize jasné vytyc¢it 4 monofyletické linie. Pro
lepsi piehlednost jsou zde pouzity opét zkratky pro jednotlivé linie: SNOD (vétev
S pfevaznym zastoupenim bakterii rodu Snodgrassella), N-SYMB (vétev, kde byla
fylogeneticky umisténa skupina mnou sledovanych symbiotickych bakterii), VITREO (vétev
s vyhradnim a uplnym zastoupenim bakterii rodu Vitreoscilla) a NEIS (vétev s pfevaznym

zastoupenim bakterii rodu Neisseria). Linie SNOD a NEIS jsou kromé bakterii rodu
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Neisseria a Snodgrasella naruseny jesté dalsimi rody bakterii. Posledni linie N-SYMB je
tvofena skupinou slozenouze dvou sekvenci zastupci N-symb a kni na dlouhé vétvi
umisténou skupinou Uncultured bacteries (podrobnéji diskuze). N-symb vytvari jasné
monofyletickou skupinu s maximalni posteriorni pravdépodobnosti 1 a klastruji se uvnitt
fadu Neisseriales spolecn¢ s liniemi SNOD a VITREO. Bezprostfedné fylogeneticky
nejblizs§i bakterii k N-symbiontim je bakterie EU137419 izolovana z blechy Oropsylla
hirsuta, sebrané z psouna prériového Cynomys ludovicianus (Jones et al., 2008). Jako
outgroup byla pouzity sekvence 16S rDNA  bakterii  Enterobacter  soli
(Gammaproteobacteria), Methylophilus luteus (Betaproteobacteria), Burholderia humi
(Betaproteobacteria) a Chromobacterium violaceum (Betaproteobacteria). Ve vysledcich BI
analyzy sekvence bakterie Enterobacter soli zpisobovala artefakty, proto byla z matice
odstranéna a jako outgroup byly pouzity pouze sekvence bakterii Methylophilus luteus,
Burkholderia humi a Chromobacterium violaceum.

Vysledek ML analyzy spouzitym modelem HKY85 je v celkové struktuie
kompatibilni s vysledkem BI analyzy. Nejvyraznéjsi zména oproti Bl analyze je, Ze linie
NEIS je zde jasn¢ parafyletickd oproti ostatnim liniim. Pti pouziti vyhledaného modelu GTR

VvV ML analyze je vysledny fylogeneticky strom kompatibilni s vysledky BI analyzy.

4.3 Genomické analyzy

Pomoci bionformatickych analyz byla vstupni data sloZzena do celkového poctu
124985 kontigu (viz. Tab. V). Nejdelsi kontigy byly pfifazeny hostitelské v§i rodu Polyplax.
Extrakci Targeted contigs bylo ziskano 23 kontigli pro N-symb a 112 kontigti pro L-symb
(viz. Tab. V). Pro zjisténi zda se jedna o bakterialni endosymbionty bylo provedeno
porovnani velikosti genomu, poctu genti a CG obsahu L-symb a N-symb s jejich volné
zijicimi pfibuznymi, jejichz charakterisktiky byly vyhledany pomoci genové databaze
poskytované instituci NCBI (viz. Tab. VI a VII). Pii prohlizeni vysledkid genomickych
analyz je zjevné, ze Targeted contigs obou bakterii jsou dostate¢né dlouhé a pii sledovani
coverage jednotlivych kontigh se zjistilo, Ze maji pomérné vysoké pokryti mapovanymi
ready. Nasledné¢ byly genomy obou bakterii prohledany na hypoteticky HGT u obou
bakterii. Ve dvou kontizich genomu L-symb byl objeven operon slozeny z 6 gent, kodujici
biosyntézu vitaminu B7 (biotin), jehoz geny vykazuji nejvyssi sekvencni shodu
s homologickymi geny endosymbionta Wolbachia ze Sténice Cimex lectularius. Geny

operonu jsou Vv kontigu sefazeny v tomto poradi: BioD, BioH, BioF, BioB, BioA. Ani jeden
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z kontigti L-symb obsahujicich biotinovy operon nevykazuje znamky chimérni assembly
(viz. Obr. 10). Ktémto ziskanym kontighm byly pomoci BLAST search (Geneious)
vyhledany nejpodobnéjsi bakterialni sekvence (viz. Obr. 6 a 7). Pro bliz§i pochopeni
zapojeni biotinového operonu v metabolické draze biosyntézy biotinu, byly sestaveny tyto
metabolické drahy pro L-symb i N-symb a jejich zakladni struktura byla porovnana v ramci
nejpiibuznéjsich bakterii z ¢eledi Legionellales a Neisseriales (viz. Obr. 8 a 9). Dale byly
porovnany pocty geni pro jednotlivé funkéni skupiny gend a srovnany mezi L-symb a N-
symb (viz. Obr. 10). V ptiloze jsou umistény tabulky s piehledem poctu gend kodujici
proteiny identifikované v genomu L-symb (Tabulka I) a tabulka porovnavajici pocet genti L-

symb a N-symb pro skupiny definované databazi KEGG (Tabulka II).

4.4 FISH

Svyuzitim metody FISH bylo zjisténo piiblizné umisténi bakteridlnich
endosymbiontii uvnitt téla v§i rodu Polyplax (viz Obr. 12). Pro vyzkouseni této metody byly
pouzity 2 vzorky v8i rodu Polyplax (sesbirané v lokalit¢ Hlinsko) a pro zavérecnou
vizualizaci byl vybran ten vzorek, u které¢ho byla pfitomnost bakteridlnich endosymbiontii

zieteInéjsi.
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Beggiatoa alba (NR041726)
1 sp. (AM179883)
Uncultured bacterium (FJ381974)
Uncultured bacterium (AB930519)
Legionella erythra (NR029369)
Legionella jordanis (NR119018)
Legionella cardiaca (NR109426)
Legionella nagasakiensis (EUT01007)
Legionella sp. (IN381001)
Legionella sp. (JN381002)
Legionella nagasakiensis (EU701007)
Legionella impletisoli (NR041321)
Uncultured bacterium (AY328763)
Uncultured Legionella (F1542794)
Legionella anisa (A1969024)
Legionella parsiensis (U59697)
Uncultured bacterium (DQ659216)
Legionella-like amoebal (U66104)
Legionella dresdenensis (NR115062)
Legionella massiliensis (NR109415)
Uncultured bacterium (JQ906032)
= Endosymbiont of P. spinulosa (DQ076666)
Endosymbiont of P. serrata (DQ076667)
Thiobacillus plumbophilus (AJ316618) L[‘Endosymbiont of Polyplax - SLO

Endosymbiont of Polyplax - SRB

5~}

Obr. 2: Fylogeneze L-symb v ramci bakterii z ¢eledi Legionellales (Gammaproteobacteria)
sestavena ML analyzou pomoci 16S rDNA. Jednotlivé linie barevné vyznaceny: L-SYMB

(Cervene), LEGIO (zelen¢), UNCBACT (modfe).
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Beggi alba (NR041726)

u Pseud sp. (AM179883)
! 1 — Uncultured bacterium (FI381974)
| Uncultured bacterium (AB930319) |
! 0,56— Endosymbiont of Polyplax (SRB)
0.99 1 FL Endosymbiont of £ spinulosa (DQ076666)
Endosymbiont of P. serrata (DQ 076667)
G.‘H Endosymbiont of Polyplax (SLO)
05| | —Legionella erythra (NR029369)

| Legionella cardiaca (NR109426)
_Lchimreﬁujw':l(unﬂ\' (NR119018)
| o Uncultured bacterium (JQ906032)
0.8 L 1l iensis (EU701007)
|— Uncultured Legionella (F1542894)

Legionella adelaidensis (NR044952)
. ﬂL_ L.ugimw[ la nms.\'ilferrls is (NR109415)
— Legionella dresdenensis (NR115062)
Legionella sp. (IN381001)
Z’_T_Legiljlrelfzr sp. (JN381002)

Uncultured bacterium (DQ659216)
Legionella-like amoebal (U66104)
Legionella anisa (A1969024)
087U Legionella parsiensis (U59697)

Uncultured bacterium (AY328763)

Uz‘__lmgiaritllfu impletisoli (NR041321)

0,64

Thiobacillus plumbophilus (AJ316618)

Obr. 3: Fylogeneze L-symb v ramci bakterii z ¢eledi Legionellales (Gammaproteobacteria)
sestavend BI analyzou pomoci 16S rDNA. Hodnoty posteriornich pravdépodobnosti jsou
vyznaceny u odpovidajicich uzli. Jednotlivé linie barevné vyznaceny: L-SYMB (Cerveng),

LEGIO (zelen¢), UNCBACT (modfe).
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Neisseria shayeganii (KM462144)

Burkholderia humi (AY949193)
Chromobacterium violaceum (ABS94767)
— Neisseria canis (NR044614)
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Neissena subflava (F1823143)
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Neisseria flavescens (KF733721)
Morococcus cerebrosus (KF733670)

Neisseria macacae (KC178519)
Neissena flavescens (GUS61417)

[ Neisseria cinerea (NR121687)

Neisseria meningitidis (AF409942)
Neisseria meningitidis (AF310546)
Uncultured Neisseria sp. (F1191374)

Uncultured Neisseria sp. (F1192578)
Uncultured Neissera sp. (F1191578)

Uncultured Neisseria sp. (FJ192565)
Neissena perflava (NR117694)
|- Neisseria flavescens (KC178498)
Neissenia mucosa (KC178478)
Neisseria sp. (KF995749)

Neisseria bacilliformis (DQ117531)
Kingella kingac (AY551998)
Kingella oralis (KM225757)

Bergeniella denttrificans (NR040933)

Simonsiella muelleri (AF328148)

Uncultured bacterium (EU137419)
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Obr. 4: Fylogeneze N-symb vramci bakterii z ¢eledi Neisserialles (Betaproteobacteria)

sestavena ML analyzou pomoci 16S rDNA. Jednotlivé linie barevné vyznaceny: N-SYMB
(¢erveng), NEIS (zelen¢), VITREO (modie) a SNOD (Zlut¢).
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Obr. 5: Fylogeneze N-symb vramci bakterii z ¢eledi Neisseriales (Betaproteobacteria)
sestavend BI analyzou pomoci 16S rDNA. Hodnoty posteriornich pravdépodobnosti jsou
vyznaceny u odpovidajicich uzli. Jednotlivé linie barevné vyznaceny: N-SYMB (Cervené),

NEIS (zelen&), VITREO (modie) a SNOD (Zuté).

Tab. V: Tabulka zakladni charakteristiky ziskanych genomickych dat (vystup z programu
Quast)

Input assembly

L-symb

N-symb

Celkovy pocet skafoldii

113560

Celkovy pocet kontigii

124985

112

23

Pocet kontigii (> 1000 bp)

19195

92

23

Celkova velikost

~ 177 Mb

~ 812 Kb

~ 1,69 Mb

Pocet genti

854

1663

CG obsah (%)

38,83

22,96

33,77

Coverage

30-250x

28-32x
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Tab. VI: Tabulka zakladni genomické charakteristiky hlavnich zastupcti ¢eledi Legionellales

ve srovnani se zakladni charakterizaci genomu bakterie L-symb

Pristupovy kéd Velikost Pocet CG

Nazev bakterie (NIE:B?I) genomu enil obsah Vyskyt
(Mb) | 8 (%)
~egionelia NC_002942.5 3,4 3003 38,3 |Patogen ¢lovéka
pneumophila
Legionella N 513861 1 4,08 3488 | 37,1 |Patogen dlovéka
longbeachae
Legionella 7 AJGco0000000.1 | 1,73 | 1810 | 389 |Patogen clovika
massiliensis
Igﬁig;:ne"a NZ_CANP00000000.1 4,32 3821 38,2 |Patogen &lovéka
Legionella ’
dracourtii NZ_ACUL00000000.2 4,07 3646 39,2 |Patogen améb
Legionella , .
norrlandica NZ_JNCF00000000.1 3,07 2710 37,5 |Vodni bakterie
Legionella , .
moravica NZ_AUHS00000000.1 3,76 3199 40 Vodni bakterie
fLaﬁ?c'J?]?ie"a NZ_LN614827.1 418 | 3492 | 383 |Vodni bakteric
L-symb _ 0,812 854 22.96 Evn’dosymblont
v§i rodu Polyplax

Tab. VII: Tabulka zakladni genomické charakteristiky hlavnich zastupct ¢eledi Neisseriales

ve srovnani se zakladni charakterizaci genomu bakterie N-symb

. o A Velikost . CG
blzliltzee r‘;e Pnszalggﬁk()d genomu Pg;?,lt obsah Vyskyt
(Mb) | 8 (%)

Snodgrassella | 56074461 2,53 2370 413 |Stevo
alvi véel/Emelaka
vitreoscilla |\ ArNN00000000.1| 2,58 2372 43,9 | Aerobni bakterie
stercoraria
E'n”ggse"a NZ_AFHS00000000.1 | 1,92 2157 46,8 |Patogen clovika
Neisseria NC_002946.2 2,15 1975 52,7 |Patogen clovika
gonorrhoeae
Nelsseria =\ 003112.2 2,27 2114 51,5 |Patogen &lovika
meningitidis
Neisseria NZ_ADBF00000000.1 | 2,28 3089 53,5 | Patogen ¢lovika
elongata

L Nepatogenni
:\'e'ssef'a NC_014752.1 2,22 2137 52,3 |komenzalni
actamica . v

bakterie ¢lovéka

Neisseria NZ_ACDY00000000.2| 1,87 2191 50,8 |\epatogenni
cinerea komenzalni
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/52840256
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/289163353
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/484050160
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/654935246
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/769981756
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/597812552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/485099565
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/259414733

Nazev Pristupovy kéd Velikost Pocet gGh ,
bakterie (NCBI) genomu | oepg | 092 Vyskyt
(Mb) (%)
bakterie ¢loveka
L Aerobni bakterie
Neisseria NZ_ACRG00000000.1| 2,16 2084 49,6 |a prilezitostny
mucosa N «
patogen Clovéka
Neisseria Aerobni bakterie
NZ_ACQV00000000.1 2,2 2417 49,2 |a prilezitostny
flavescens RN
patogen ¢loveka
rsn'lrj';‘;lrfr'ie"a NZ_ADCY00000000.2| 2,34 2340 41,5 | Aerobni bakterie
Endosymbiont
N-symb - 1,69 1663 33,77 | vsi rodu
Polyplax
REW 74 -
FIIL 77 - 1T 1 1]
FIlb\Waolbachia sp. SYDL L |- [ L UL 1L [ INTRTN I TN ]
FID \Waolbachia sp. KTCM - nn |- I mnn | L L L1 [N I TN ]
REY Cardinium endosymbiont cEper1 of Encarsia per... I

FUb'Walbachia endosymbiont of Cimex lectularius

FUt\Walbachia sp. KTCH

FUtWalbachia sp. SYDL

FUE Candidatus Midichloria mitochondrii IricA

FEY Lawsonia intracellularis N343

FUL Flanococcus citri

FEV xodes scapularis

FUD Candidatis Prafftella armatura

—EEE . .

F—E NN .

Obr. 6: Automaticka identifikace ORF (Open reading frames) pomoci programu Geneious

v useku obsahujicim biotinovy operon. Sekvence 77 a 71 jsou casti dvou kontigh

extrahovanych pro bakterii L-symb, pochazejici pravdépodobné, ze dvou linii L-symb (viz.

diskuze). Daéle jsou zde mapovany kontigy s nejpodobnéj§im genovym uspotfddanim —

Wolbachia sp. SYDL a Wolbachia KTCN jsou kontigy izolované z endosymbiotickych

bakterii $ténice Cimex lectularius.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/241760834
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/404380409

Consensus
Identity

FEY 1. NODE_1071
FUC: 2 NODE_107

7
FUD: 3. AB9343986 (Wolbachia sp. SYDL DNA, biotin g...

FUD 4. AB934989 (Wolbachia sp. KTCN DNA, biotin g...

REV'5 HE983995 (reversed) (Cardinium endosymbio..

FUb 6. AP013028 (Wolbachia endosymbiont of Cimex...
FUlD 7. AB934989 (Wolbachia sp. KTCN DNA, biotin g..
FUD 8, AB934986 (Wolbachia sp. SYDL DNA, biotin g...
Filb 9, CP002130 (Candidatus Midichloria mitochond. ..
REY' 10. CP004029 (reversed) (Lawsonia intracellulari..

FUD 11, KF021959 (Planococcus citri biotin synthase ...

REV 12, XM_002408597 (reversed) (Ixodes scapularis...
FUID 13, CP003468 (Candidatus Profftella armatura, c...
REY 14. CP002300 (reversed) (Buchnera aphidicola s...
REY15. CP002703 (reversed) (Buchnera aphidicola s...
REV 16. AE013218 (reversed) (Buchnera aphidicola st...

FUD 17, CP001085 (Candidatus Riesia pediculicola U...

Fill 18. BAO0D021 (Wigglesworthia glossinidia endo..

CEI AR ARAAAAAE oo mcmmdy Ao clmes bl in mlnd

| UMW - - -
bioF gene bioE gena

e bioE gene

-
bioF gene

— IR EE. .

NI I

Obr. 7: Genové uspofadani biotinového operonu s vyzna¢enymi ORF a jejich zafazenim
pomoci BLAST (Geneious). NODE 1071 a NODE 1077 jsou casti dvou kontigh
extrahovanych z L-symb, pochazejici pravdépodobné ze dvou linii L-symb (viz. diskuze).
Dale jsou zde mapovany kontigy s nejpodobnéjsim genovym uspotradanim — Wolbachia sp.
SYDL a Wolbachia KTCN jsou kontigy izolované z endosymbiotickych bakterii $té€nice

Cimex lectularius.
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Obr. 8: Pichled biotinovych metabolickych drah pro vSechny dostupné zastupce z ¢eledi

Legionellales ve srovnani s biotinovou metabolickou drahou L-symb. Model této

metabolické drdhy je pro vSechny bakterie univerzalni, méni se zde pouze piitomnost

jednotlivych genl obsazenych v analyzovaném genomu. Pfitomné geny jsou zde zvyraznény

zelené.
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Obr. 9: Piehled biotinovych metabolickych drah pro vSechny dostupné zastupce z Celedi
Neisseriales ve srovnani s biotinovou metabolickou dradhou N-symb. Model této metabolické
drahy je pro vSechny bakterie univerzalni, méni se zde pouze zastoupeni jednotlivych genii

obsaZzenych v analyzovaném genomu. Pfitomné geny oznaceny zelen¢.
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Obr. 10: Vizualizace jednoho z dvojice kontigl, jehoz soucasti je biotinovy operon. V tomto
kroku byly pouzity namapované ,,reads‘ mapované na jiz slozené kontigy pro vylouéeni
chimérné sloZenych kontigti. Zobrazeno v programu Tablet 1.14.10.20 (Milne et al., 2013).
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Obr. 11: Graf poméru poctu gend pro funkéni skupiny definované databazi KEGG:

porovnani genomi L-symb (fialove) a N-symb (zeleng).
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Obr. 12: Snimek v8i rodu Polyplax prohlizeny pomoci fluorescen¢niho mikroskopu.

Fluorescencnim barvivem DAPI je obarvena jaderna DNA (modie). Fluorescen¢ni barvivo
flourescein navazany na sond€ detekuje bakteridlni DNA (zelené). Ve vyfezu je piiblizena

oblast s vyskytem vizualizovanych bakterii.

-35-



5 DISKUZE

Tato prace ukazuje, ze obé zkoumané bakterie ze vsi rodu Polyplax (N-symb i L-
symb) jsou obligatnimi endosymbionty. Jednim z dikazd je fylogeneticky velmi blizka
piibuznost bakterialnich sekvenci ziskanych z riznych populaci v§i rodu Polyplax, ktera
doklada, ze kazd4d ze symbiotickych linii vytvari monofyletickou skupinu prochazejici
koevoluci s hostitelem a neni pouze nahodnou kontaminaci nebo infekci. Z vysledku jejich
genomického uspotfadani lze navic vyvodit nékteré predpokladané adaptace pro symbidzu

a degenerativni zmény typické pro bakterialni endosymbionty.

5.1 Fylogeneze

V piipad€ obou symbionti mize byt jejich fylogenetické uspotadani ukdzané v této
praci zatizeno urcitymi artefakty, které jsou typické pro fylogenetické analyzy zahrnujici
endosymbionty hmyzu. V dasledku vysoké rychlosti akumulace mutaci, vytvareji
symbiotické linie ¢asto dlouhé vétve tzv. LBA (long branch atraction), které zvySuji nejistotu
jejich fylogenetické prisluSnosti (Moran, 1996). Fylogeneze postavena na jednoduché
analyze podjednotky 16S rDNA navic ziejmé neobsahuje dostatek informaci pro feSeni

vztahti v ramci ¢eledi Neisseriales a Legionellales. (Hypsa & Kiizek, 2007).

5.2 L-symb

Identifikovani obligatni endosymbionti z ¢eledi Legionellales vytvaii monofyletickou
linii s nejasnou piibuznosti s dal§imi bakteriemi této Celedi. Tato nejistota odrazi umisténi
linie L-SYMB na dlouhé vétvi, v dasledku kterého je jeji pozice v jednotlivych analyzach
nestabilni. Ve fylogenetickém stromu sestaveném ML analyzou vykazuje k L-symb nejblizsi
sekvenéni piibuznost Uncultured bacterium (JQ906032) izolovana jako potencialné
patogenni bakterie z Vodovodni vody (Perkins et al., 2009), zatimco ve fylogenetickém
stromu vytvofeném pomoci BI analyzy se tato bakterie klastruje uvnitt linie LEGIO. V rdmci
celkového srovnani vyslednych fylogenezi tedy nelze rozhodnout o vzajemném
fylogenetickém postaveni linii L-SYMB a LEGIO a nelze vyloucit, Ze monofyletické linie
L-SYMB je ve skuteCnosti soucasti rodu Legionella (viz. Hypsa & Kiizek, 2007)
,odtahovanou* k sekvencim outgroups v disledku LBA. Podpiirnym argumentem miiZze byt
i nizka posteriorni pravdépodobnost linie LEGIO (0,5). Z dlouhodobych diskuzi v literatute
je patrné, Ze vybér modelu neni vzdy vé€rohodny. PouZitim vyhledaného modelu TMV byla

pomoci ML analyzy potvrzena monofylie L-symb a fylogeneticky blizkd ptibuznost
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k bakteriim rodu Legionella. Pouzitim vice modeli bylo zaroven prokazano stabilni

fylogenetické postaveni symbiontl pfi zméné¢ modelu.

5.3 N-symb

Z vysledkt fylogenetickych analyz ¢eledi Neisserialles je zfejmé, ze obligatni endosymbiont
N-symb neni blizce ptibuzny zadnému zndmému rodu z této Celedi. N-symbionti vytvari
monofyletickou linii N-SYMB spolu s Uncultured bacterium (EU137419), bakterii ktera
byla popsana u blechy Oropsylla hirsuta (Jones et al., 2008). Klinii N-SYMB je
fylogeneticky nejpiibuznéjsi skupina Uncultured bacteries, ktera je umisténa na dlouhé
vétvi. Do této skupiny patti dvé bakterie (HM342104, DQ847448) izolované z kiize ¢loveéka
(Kong et al., 2012; Gao et al., 2007) a jedna bakterie (JQ726783) izolovana ze stieva
plostice Nysius plebeius (Heteroptera, Matsuura et al., 2012). Velka rozdilnost prostiedi, ze
kterych byly tyto bakterie izolovany, mize poukazovat na nedostatek dat pro tuto skupinu
bakterii a tedy absenci pfechodnych c¢lankl. Dalsi fylogeneticky ptibuzné linie k N-
symbiontum jsou tvofeny bakteriemi rodu Vitreoscilla a Snodgrassella. Rod Vitreoscilla byl
popsan jako skupina bezbarvych, aerobnich, vlaknitych mikroorganismia s klouzavym
pohybem (Pringsheim, 1949). Zastupci rodu Snodgrassella jsou znami jako mutualisticti
symbionti v&el (Apis spp.) a émelaku (Bombus spp.) (Kwong et al., 2014). Ptestoze vysledna
fylogenetickd analyza neumoziiuje veérohodnou evolu¢ni interpretaci, je zajimavé, ze
v ptibuznych klastrech se objevuji hned dva piipady symbiontd hmyzu. Pfi pouziti
vybraného modelu GTR v ML analyze byl vysledek téméi identicky s vyslednym
fylogenetickym postavenim ziskanym BI analyzou pfi pouziti GTR modelu. Porovnanim tii
pouzitych modell se zasadni fylogenetické postaveni vSech tii linii neméni.

Problémy s artefakty fylogenetického zafazeni obou zkoumanych obligatnich
endosymbiontll v rdmci jejich Celedi by bylo teoreticky mozné fesit napt. nehomogennimi a
nestacionarnimi modely jako je nhPhyML, které pocitaji s variabilitou v evoluci,
minimalizuji kompozi¢ni vychyleni a tim zlepSuji fylogenetické rekonstrukce (Galtier and
Gouy, 1998;Tarrio et al., 2001; Herbeck et al., 2005). Na druhou stranu, pouziti téchto metod
je vhodné a smysluplné pro zpracovavani vétSich multigenovych matic. Jednogenové
analyzy v mnoha pfipadech nemiizou dat jistou odpovéd’ o spravném fylogenetickém
zafazeni danych organismi. V posledni dobé se navic ukazuje, ze v ptipadé fylogenetickych
artefaktli spojenych se symbiotickymi bakteriemi, se nejednd jen o problematiku

nehomogennosti matice, ale spiSe o zatfazeni konkrétnich problematickych pozic (Husnik et
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al.,, 2011). Fylogenetické analyzy moji prace jsou provedeny na zékladé¢ 1 genu (16S
ribozomalni podjednotka) a slouzi pouze ke zjisténi ptiblizného fylogenetického postaveni
bakteridlnich endosymbiontii v ramci ¢eledi Neisseriales a Legionellales. Z téchto divodi je
V budoucnu jedinym moznym feSenim pro zjisténi spravného fylogenetického postaveni
danych bakterii sestaveni multigenové matice a pouziti ,,protiartefaktovych metod* (Philippe

& Roure, 2011).

5.4 Genomika

V dnesni dobé se bézné¢ vyuzivaji metody, které umoziuji de novo sloZzeni genomu
riznych organismt (Schatz et al., 2010). Pomoci téchto metod se podafilo slozit genomy
endosymbiotickych bakterii do urcitého poctu kontigii nikoli vSak do kompletniho genomu,
tedy do podoby kruhové molekuly. Ackoliv genomové sekvenovani je v dnesni dob¢ rychlé
a pomérn¢ levné, hlavnim problémem v genomovych projektech je vyplnéni vSech mezer
mezi kontigy. Tyto mezery vznikaji v disledku chyb zavadénych jiz pii ptipravé vzorku a
nasledné z divodu pieskokiit DNA polymerazy pi1 amplifikaci DNA riiznych organismi
obsazenych v jednom vzorku (Gundry & Vijg, 2012), popiipadé v dusledku repetitivnich
sekvenci. Kompletniho sloZeni genomu muze byt dosaZzeno uréenim potadi a orientace vSech
kontigt a ziskanim dalSich sekvenci, které vyplni mezery mezi danymi kontigy (Delcher et
al., 2002).

Pfi porovnavani genomu bakterii navzdjem je ziejmé, ze L-symb ma mensi velikost
genomu nez N-symb. Tato rozdilnost miize byt v principu zptusobena horsi assembly kontigii
L-symb nebo redukovanosti genomu typickou pro bakterialni endosymbionty (McCutcheon
& Moran, 2012). Charakteristika ziskanych dat podporuje spiSe druhou variantu, tedy
vyraznou degeneraci genomu L-symb, typickou pro P-symbionty. Napiiklad pii porovnani
GC obsahu dostupnych genomti bakterii rodu Legionella s genomem L-symb je zfejmé, ze
L-symb ma vyrazné niz§i GC obsah oproti svym volné Zijicim ptibuznym (viz. Tab. V). Pti
porovnani redukce obou symbiontl se navic ukazalo, ze v genomu L-symb jsou zachovany
geny podilejici se na zékladnich funkcich bunky (transkripce, translace, replikace) v
obdobné mife jako v genomu N-symb, zatimco dalsi funk¢ni skupiny genli jsou podstatné
redukovangjsi (viz. Obr. 11). Tyto vysledky poskytuji diikaz, Ze se v tomto ptipadé nejedna o
Spatnou assembly danych kontigh L-symb, ale Ze genom této bakterie vykazuje vlastnosti

charakteristické pro genomy obligatnich endosymbiontt.
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Pti dikladn€j$im studiu kvality kontigh L-symb bylo zjisténo, Ze se jednotlivé useky
se shodnym pofadim gend opakuji po dvojicich. Pfi porovnani aligmentu v programu
Geneious je ziejmé, ze tyto dvojice kontigli, nebo jejich ¢asti, jsou homologickymi useky
genomu, které se odlisuji sekven¢né, ale jsou shodné v uspofadani gend (viz. Obr. 6). Z toho
lze vyvodit, ze se patrné jednd o genomy dvou riznych L-symb, patrn¢ ze dvou hostitelskych
linii rodu Polyplax (viz. Tabulka I). S jistotou se da fici, Ze pii rozdéleni téchto dvou genomu
se velikost jednoho genomu L-symb zmensi pfiblizné na polovinu, stejné tak se da ocekavat,
ze pocet vyslednych kontigli a gend bude pro jeden genom zhruba poloviéni. Diky tomuto
poznatku bude otdzkou dal§iho vyzkumu vyhledat vhodné markery v§i a pomoci
fylogenetickych analyz zjistit do kterych linii se klastruji v§i rodu Polyplax obsazené ve
vzorku. Déle na zéklad¢€ porovnani genomickych sekvenci téchto dvou L-symb bude mozné
urcit, které geny podléhaji selekci u téchto bakteridlnich endosymbionti. Dynamika
molekuldrni evoluce dvou symbionti se urCuje porovnanim celogenomovych rychlosti
synonymnich a nesynonymnich substituci (Yang & Nielsen, 2000).

Pti analyze genomickych dat endosymbiontli jsem se zamétila hlavné na vyhledavani
geni spojenych s produkci B-vitaminti, které jsou casto poskytovany bakteridlnimi
endosymbionty krevsajiciho hmyzu (Baumann, 2005). V genomu L-symb jsem nalezla
biotinovy operon, ktery se sklada z 6 gent kodujicich syntézu tohoto esencidlniho vitaminu.
Uspotadani genti operonu je identické s uspofadanim genti biotinového operonu nalezené¢ho
v genomu obligatniho endosymbionta Wolbachia u sténice Cimex lectularius (Nikoh et al.,
2014). Zaroven je zde patrna velkd sekvencni piibuznost téchto operont. Bakterie
Wolbachia je béZna a velmi rozSifena skupina bakterii vyskytujici se v reproduktivnich
organech arthropod (Zug & Hammerstein, 2012), proto neni =zvlastnosti, Ze se
pravdépodobné piedci bakterii L-symb a Wolbachia mohli setkat ve stejném hostiteli a
operon byl pienesen pomoci HGT z genomu piedka bakterie Wolbachia do genomu piedka
bakterie L-symb. Dale byla posouzena ucelenost metabolické drahy pro syntézu biotinu u
L-symb. Zde byl objeven artefakt zplsobeny programem KEGG, ktery do predlohy této
metabolické drahy nenamapoval gen BioH, ktery byl jiz v pfedeSlych analyzach
identifikovan v programu Geneious (viz. Obr. 6 a 7). Doplnénim genu BioH, mizeme
usoudit, Ze jeji zacatek probihd od BioC do BioH stejné€ jako u biotinové biosyntetické drahy
bakterie Escherichia coli (Lin & Cronan, 2011). V této draze od BioC-BioH nebyl
namapovan gen Fabl (enoyl-[acyl-carrier protein] reductase I), ktery je dilezity pro celkovou

komplexitu metabolické drahy a funkéni zapojeni biotinového operonu. MoZzna pfitomnost
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toho genu v genomu L-symb bude posuzovana v ramci dal$iho vyzkumu. Pfi porovnani
metabolické biosyntetické drahy L-symb s témito metabolickymi drahami mapovanymi u
nejblizich ptibuznych (Legionella pneumophila a Legionella longbeachae) je patrné
uchovani schopnosti syntézy biotinu, ktera je vSak u N-symb zajisténa vyhradné pfenesenym
operonem, fylogeneticky vzdalenym genim ostatnich legionel.

Uspotadani genit v genomu N-symb neposkytlo zietelnou informaci o HGT. Tento
genom bude podroben detailnéjsi analyze v dalsi fazi vyzkumu. Pro srovnani byla
analyzovana biotinova metabolicka draha N-symb. U N-symb je biotionova draha také
nekompletni. V rdmci srovnani této metabolické drahy mezi nejbliz§imi piibuznymi
bakteriemi z ¢eledi Neisseriales 1ze posoudit, ze u nékterych bakterii (Neisseria gonorrhoeae
a Neisseria meningitidis) je schopnost biosyntézy biotinu zachovana. U téchto dvou druhi
bakterii je navic zajimavy soucasny vyskyt geni BioH a BioG. Pokud by metabolickd draha
biotinu u N-symb zaé¢inala od BioC dalo by se teoreticky piedpokladat, ze Fabl, ktery je
koédovan v této mebalické draze, by mohl byt vyuzivan bakterii L-symb jako esencidlni
metabolit dopliujici biosyntetickou drahu biotinu. Tato schopnost vymény urcitych
metabolitt byla teoreticky popsana napt. mezi endosymbionty Tremblaya princeps a

Moranella endobia u vinatky Planococcus citri (Husnik et al., 2013).

Zatimco ptitomnost biotinového operonu, ziskané¢ho prostiednicvim HGT, se zda byt
zjevnou adaptaci pro ulohu nutriéniho symbionta (obdobné, jako v piipadé wolbachie u
Sténic, Nikoh et al., 2014), vytvofeni konkrétniho evolu¢niho scénafe této udalosti je

podstatn¢ komplikovang;jsi.
V principu mohlo k ziskani tohoto operonu dojit:

1) pted vznikem symbidzy ,legionel“ s hmyzem, jakozto preadaptaci k

symbiotickému zptisobu zivota,

2) po vzniku symbidzy, jakoZto zpusobu obnoveni symbiotick¢ funkce u silné
degenerované bakterie. K odliSeni téchto dvou alternativ bude zapotiebi taxonomicky $ir§iho

vzorku L-symbiont.
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5.5 FISH

Z vysledku této analyzy se s jistotou se neda fici, kde se zachyceni endosymbionti
Vv téle nachdzeji, nicméné podle histologickych fezli provedenych jiz v pracich Riese (Ries,
1931) by mohlo jit o ¢ast stieva ¢i bakteriomu. Pro identifikaci umisténi konkrétni
endosymbiotické bakterie vtele hostitele bude nutné pouzit specifické sondy
komplementarni k vybranému useku DNA dané bakterie. Tyto sondy bude mozné navrhnout
az po zdarné optimalizaci podminek pro bezproblémovy screening bakteridlnich
endosymbiontli. Pro zjisténi pfesnéjSiho umisténi téchto bakterii bude mozné pouzit pricné
fezy v$i rodu Polyplax. Z hlediska téchto planovanych krokt je podstatné, ze zkusebni FISH
experiment prokazal funkcénost této metody pro nd§ vybrany model a jeji vyuzitelnost

V nasem dal§im vyzkumu.
6 ZAVER

Krevsajici v§i rodu Polyplax v sobé hosti dva bakterialni endosymbionty z Celedi
Legionellales a Neisseriales. Fylogeneticka analyza i hlavni genomické charakteristiky
naznacuji jejich endosymbiotickou povahu a koevoluéni historii spole¢nou s hostitelem. Pro
objasnéni zakladnich charakteristik a pravdépodobnych funkci téchto endosymbiotickych
bakterii byla provedena série bioinformatickych analyz. Ptfi komplexnim studiu genomu
L-symb byl objeven operon kodujici biosyntézu biotinu. Tento genovy klastr byl s nejvétsi
pravdépodobnosti pfenesen pomoci HGT z genomu nutri¢niho endosymbionta Wolbachia
popsaného u Sténice Cimex lectularius, u kterého byla schopnost biosyntézy biotinu
potvrzena. Otazkou dal$iho vyzkumu je upfesnit fylogenetické postaveni L-symb a N-symb
v ramci jejich Celedi a na zékladé podrobnéjSiho studia genomii posoudit funkéni zapojeni
téchto entosymbiontll v hostitelské evoluci. Z divodu netypické fylogenetické piislusnosti

se dani endosymbionti stali zajimavymi objekty pro studium endosymbidézy u hmyzu.
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8 PRILOHY

Tabulka I: Piehled poctu kopii gent kodujici jednotlivé proteiny identifikované v genomu

L-symb.

)]
(]
=
(=3

Navev proteinu Poce
(Dimethylallyl)adenosine tRNA methylthiotransferase MiaB
10 kDa chaperonin

1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase
1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase
23S rRNA (guanosine-2'-O-)-methyltransferase RImB
2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component

30S ribosomal protein S1

30S ribosomal protein S10

30S ribosomal protein S11

30S ribosomal protein S12

30S ribosomal protein S13

30S ribosomal protein S14

30S ribosomal protein S15

30S ribosomal protein S16

30S ribosomal protein S17

30S ribosomal protein S18

30S ribosomal protein S19

30S ribosomal protein S2

30S ribosomal protein S20

30S ribosomal protein S21

30S ribosomal protein S3

30S ribosomal protein S4

30S ribosomal protein S5

30S ribosomal protein S6

30S ribosomal protein S7

30S ribosomal protein S8

30S ribosomal protein S9
3-deoxy-D-manno-octulosonate 8-phosphate phosphatase KdsC
3-hydroxyacyl-[acyl-carrier-protein] dehydratase FabZ
3-hydroxylaminophenol mutase
3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase FabG
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase 2
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase 3
3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase
4-hydroxybenzoate octaprenyltransferase
4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate reductase
4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate synthase
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4'-phosphopantetheinyl transferase superfamily protein

50S ribosomal protein L1

50S ribosomal protein L10

50S ribosomal protein L11

50S ribosomal protein L14

50S ribosomal protein L15

50S ribosomal protein L16

50S ribosomal protein L17

50S ribosomal protein L18

50S ribosomal protein L19

50S ribosomal protein L2

50S ribosomal protein L20

50S ribosomal protein L21

50S ribosomal protein L22

50S ribosomal protein L23

50S ribosomal protein L24

50S ribosomal protein L25

50S ribosomal protein L27

50S ribosomal protein L28

50S ribosomal protein L29

50S ribosomal protein L3

50S ribosomal protein L3 glutamine methyltransferase

50S ribosomal protein L30

50S ribosomal protein L31

50S ribosomal protein L32

50S ribosomal protein L33

50S ribosomal protein L34

50S ribosomal protein L35

50S ribosomal protein L36

50S ribosomal protein L4

50S ribosomal protein L5

50S ribosomal protein L6

50S ribosomal protein L7/L12

50S ribosomal protein L9

5-tetrahydropyridine-2

7-dimethyl-8-ribityllumazine synthase

8-amino-7-oxononanoate synthase

AJG-specific adenine glycosylase

ABC transporter ATP-binding protein uup

Acetyl-coenzyme A carboxylase carboxyl transferase subunit
alpha
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Acetyl-coenzyme A carboxylase carboxyl transferase subunit
beta

N

Aconitate hydratase 1
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Acyl carrier protein

Acyl-[acyl-carrier-protein]--UDP-N-acetylglucosamine O-
acyltransferase

Adenosylhomocysteinase

Adenosylmethionine-8-amino-7-oxononanoate aminotransferase

Adenylate kinase

Adenylosuccinate lyase

Adenylosuccinate synthetase

AhpC/TSA family protein

Alanine--tRNA ligase

Alpha-ketoglutarate-dependent taurine dioxygenase

Aminomethyltransferase

Antitoxin CptB

Arabinose 5-phosphate isomerase KdsD

Arginine--tRNA ligase

Argininosuccinate synthase

Aspartate-semialdehyde dehydrogenase 2

Aspartate--tRNA ligase

ATP synthase epsilon chain

ATP synthase gamma chain

ATP synthase subunit a

ATP synthase subunit alpha

ATP synthase subunit b

ATP synthase subunit beta

ATP synthase subunit ¢

ATP synthase subunit delta

ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit ClpX

ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit precursor

ATP-dependent dethiobiotin synthetase BioD

ATP-dependent helicase/nuclease subunit A

ATP-dependent protease ATPase subunit HslU

ATP-dependent protease subunit HslV

ATP-dependent RNA helicase RhIE

ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH

Beta-lactamase HcpA precursor

Bifunctional aspartokinase/homoserine dehydrogenase 1

Bifunctional ligase/repressor BirA

Bifunctional protein FolC

Bifunctional protein FolD protein

Biotin synthase

Bis(5'-nucleosyl)-tetraphosphatase

BolA-like protein

Carbon storage regulator
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Navev proteinu

Pocet genti

CDP-diacylglycerol--glycerol-3-phosphate 3-
phosphatidyltransferase

2

Cell division protein FtsZ

Cell division topological specificity factor

Cell shape-determining protein MreC

Citrate synthase 2

Cold shock protein CapB

Colicin V production protein

Cysteine desulfurase

cysteine/glutathione ABC transporter membrane/ATP-binding
component

Cysteine--tRNA ligase

Cytidylate kinase

D-alanine--D-alanine ligase A

D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase DacC precursor

Daunorubicin/doxorubicin resistance ATP-binding protein DrrA

Deoxycytidine triphosphate deaminase

Deoxyuridine 5'-triphosphate nucleotidohydrolase

Diaminopimelate epimerase

Dihydrofolate reductase

Dihydrolipoyl dehydrogenase

Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of
pyruvate dehydrogenase complex
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Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component of
2-oxoglutarate dehydrogenase complex

Dihydroneopterin aldolase

Dihydropteroate synthase

Dihydroxy-acid dehydratase

Ditrans

DNA gyrase subunit A

DNA gyrase subunit B

DNA ligase

DNA polymerase |11 subunit alpha

DNA polymerase 11 subunit beta

DNA polymerase 111 subunit epsilon

DNA polymerase 111 subunit tau

DNA primase

DNA-directed RNA polymerase subunit alpha

DNA-directed RNA polymerase subunit beta

DNA-directed RNA polymerase subunit beta’

DNA-directed RNA polymerase subunit omega

DSBA-like thioredoxin domain protein

D-transpeptidase catalytic domain

Dual-specificity RNA methyltransferase RImN
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Electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase

Electron transport complex protein rnfB

Elongation factor 4

Elongation factor G

Elongation factor P

Elongation factor Ts

Elongation factor Tu

Endonuclease 11

Endoribonuclease YbeY

Exodeoxyribonuclease

Exodeoxyribonuclease 111

Fatty acid desaturase

Ferredoxin

Ferredoxin 1

Fimbrial protein precursor

Fumarate hydratase class Il

Glutamate racemase

Glutamate synthase [NADPH] large chain precursor

Glutamate--tRNA ligase

Glutamine-dependent NAD(+) synthetase

Glutamine--tRNA ligase

Glutaredoxin-4

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Glycine cleavage system H protein

Glycine--tRNA ligase alpha subunit

Glycine--tRNA ligase beta subunit

GMP synthase [glutamine-hydrolyzing]

GTP cyclohydrolase 1

GTPase Der

GTPase Obg

GTPase ObgE/CgtA

Guanylate kinase

Haemolysin-111 related

heat-inducible protein

Heme A synthase

Histidine--tRNA ligase

HIT-like protein

Hydroxyacylglutathione hydrolase

Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase

Chaperone protein ClpB

Chaperone protein Dnal

Chaperone protein HtpG

Chromosomal replication initiator protein DnaA
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Inner membrane protein Yabl

Inner membrane transport permease YadH

Inner membrane transport protein YajR

Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase

Inositol 2-dehydrogenase/D-chiro-inositol 3-dehydrogenase

Inositol-1-monophosphatase

Iron-binding protein IscA

Iron-sulfur cluster insertion protein ErpA

Isocitrate dehydrogenase [NADP]

Isoleucine--tRNA ligase

Isonitrile hydratase

Isopentenyl-diphosphate delta-isomerase

L-asparaginase 1

Legionella pneumophila major outer membrane protein
precursor

Leucine--tRNA ligase

Lipase 1 precursor

Lipase precursor

Lipopolysaccharide export system ATP-binding protein LptB

Lipopolysaccharide export system protein LptA precursor

Lipopolysaccharide-assembly

Lipoprotein signal peptidase

Lipoyl synthase

L-lysine 2

Localization factor PodJL

Lon protease

Lysine--tRNA ligase

Major Facilitator Superfamily protein

Malonyl CoA-acyl carrier protein transacylase

Malonyl-[acyl-carrier protein] O-methyltransferase

Membrane fusogenic activity

Membrane protein insertase YidC

META domain protein

Methane monooxygenase component C

Methionine aminopeptidase

Methionine--tRNA ligase

Methionyl-tRNA formyltransferase

Modulator of FtsH protease HfIC

Modulator of FtsH protease HfIK

Multidrug export protein EmrA

Multidrug export protein EmrB

Multifunctional CCA protein

Na(+)/H(+) antiporter NhaA
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N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase AmiA precursor

N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase AmiC precursor

NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit 3

NAD-dependent malic enzyme

NADH-quinone oxidoreductase chain 2

NADH-quinone oxidoreductase subunit B

NADH-quinone oxidoreductase subunit C 1

NADH-quinone oxidoreductase subunit D

NAD-specific glutamate dehydrogenase

Nicotinate-nucleotide adenylyltransferase

Nucleoid-associated protein

Nucleoid-associated protein YbaB

Nucleoside diphosphate kinase

Octanoyltransferase

Oligoribonuclease

Outer membrane protein assembly factor BamA precursor

Pantothenate synthetase

PAP2 superfamily protein

Para-nitrobenzyl esterase

PD-(D/E)XK nuclease superfamily protein

peptidase PmbA

Peptide deformylase

Peptide chain release factor 1

Peptide chain release factor 2

Peptidyl-tRNA hydrolase

Periplasmic pH-dependent serine endoprotease DegQ precursor

Persistence and stress-resistance antitoxin Pasl

Persistence and stress-resistance toxin PasT

Phenylalanine--tRNA ligase alpha subunit

Phenylalanine--tRNA ligase beta subunit

Phosphate acyltransferase

Phosphate transporter family protein

Phosphatidate cytidylyltransferase

Phosphatidylglycerophosphatase A

Phosphatidylserine decarboxylase proenzyme

Phosphoglycerate kinase

Phosphoglycolate phosphatase

Phospho-N-acetylmuramoyl-pentapeptide-transferase

Phosphopentomutase

Phosphoserine aminotransferase

Polyribonucleotide nucleotidyltransferase

preprotein translocase subunit YajC

Proline--tRNA ligase
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Prolipoprotein diacylglyceryl transferase

Protein GrpE

Protein translocase subunit SecA

Protein translocase subunit SecE

Protein translocase subunit SecY

Protein-export membrane protein SecG

Protein-export protein SecB

Protein-L-isoaspartate O-methyltransferase

Protoheme 1X farnesyltransferase

Purine nucleoside phosphorylase 1

putative 5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase

putative ABC transporter ATP-binding protein YheS

putative ABC transporter ATP-binding protein YjjK

Putative aliphatic sulfonates transport permease protein SsuC

Putative CDP-diacylglycerol--glycerol-3-phosphate 3-
phosphatidyl-transferase 2

putative FAD-linked oxidoreductase

putative glycerol-3-phosphate acyltransferase

putative glycine dehydrogenase (decarboxylating) subunit 1

putative glycine dehydrogenase (decarboxylating) subunit 2

Putative GTP cyclohydrolase 1 type 2

Putative Holliday junction resolvase

putative inner membrane protein

putative lipoprotein YiaD precursor

putative peroxiredoxin

Putative signal peptide peptidase SppA

putative sulfoacetate transporter SauU

Putative universal stress protein

Pyruvate dehydrogenase E1 component

Regulator of sigma-E protease RseP

Release factor glutamine methyltransferase

Replicative DNA helicase

Riboflavin biosynthesis protein RibBA

Riboflavin biosynthesis protein RibD

Riboflavin biosynthesis protein RibF

Riboflavin synthase

Ribonuclease 3

Ribonuclease E

Ribonuclease P protein component

Ribonuclease R

Ribose-5-phosphate isomerase A

Ribose-phosphate pyrophosphokinase

Ribosomal large subunit pseudouridine synthase C
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Ribosomal large subunit pseudouridine synthase D

Ribosomal RNA large subunit methyltransferase E

Ribosomal RNA large subunit methyltransferase K

Ribosomal RNA small subunit methyltransferase A

Ribosomal RNA small subunit methyltransferase B

Ribosomal RNA small subunit methyltransferase D

Ribosomal RNA small subunit methyltransferase H

Ribosomal RNA small subunit methyltransferase |

Ribosome association toxin RatA

Ribosome maturation factor RimP

Ribosome-binding factor A

Ribosome-recycling factor

Ribulose-phosphate 3-epimerase

RIpA-like protein precursor

RNA polymerase sigma factor RpoD

RNA polymerase sigma factor RpoH

RNA polymerase-binding transcription factor DksA

Rod shape-determining protein MreB

rod shape-determining protein MreD

Rod shape-determining protein RodA

Rubredoxin

Segregation and condensation protein A

Septum site-determining protein MinC

Septum site-determining protein MinD

Serine--tRNA ligase

Shikimate kinase 1

Signal peptidase |

Signal recognition particle protein

Signal recognition particle receptor FtsY

Single-stranded DNA-binding protein

Spore maturation protein A

SsrA-binding protein

Stage V sporulation protein D

Succinate dehydrogenase cytochrome b556 subunit

Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit

Succinate dehydrogenase hydrophobic membrane anchor

subunit

Succinate dehydrogenase iron-sulfur subunit

Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit alpha

Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit beta

Succinyl-diaminopimelate desuccinylase

Superoxide dismutase [Fe]

SURF1 family protein
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Taurine import ATP-binding protein TauB

Taurine-binding periplasmic protein precursor

Terephthalate 1

Thiamine-monophosphate kinase

Thioredoxin-1

Thiosulfate sulfurtransferase GIpE

Threonine--tRNA ligase

Threonylcarbamoyl-AMP synthase

Thymidylate kinase

Thymidylate synthase

Transcriptional regulatory protein YpdB

Transketolase 1

Translation initiation factor IF-1

Translation initiation factor IF-2

Translation initiation factor IF-3

Trigger factor

Triosephosphate isomerase

tRNA (guanine-N(1)-)-methyltransferase

tRNA (guanine-N(7)-)-methyltransferase

tRNA dimethylallyltransferase

tRNA modification GTPase MnmE

tRNA N6-adenosine threonylcarbamoyltransferase

tRNA pseudouridine synthase B

tRNA threonylcarbamoyladenosine biosynthesis protein TsaB

tRNA threonylcarbamoyladenosine biosynthesis protein TsaE

tRNA threonylcarbamoyladenosine dehydratase

tRNA uridine  5-carboxymethylaminomethyl —modification
enzyme MnmG

tRNA(lle)-lysidine synthase

tRNA-Arg(acg)

tRNA-Arg(cct)

tRNA-Arg(tcg)

tRNA-Cys(gca)

tRNA-GIn(ttg)

tRNA-Glu(ttc)

tRNA-Gly(gce)

tRNA-Gly(tcc)

tRNA-Ile(gat)

tRNA-Leu(caa)

tRNA-Leu(gag)

tRNA-Lys(ttt)

tRNA-Met(cat)

tRNA-modifying protein YgfZ
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tRNA-Phe(gaa)

tRNA-Ser(gct)

tRNA-Ser(gga)

tRNA-specific 2-thiouridylase MnmA

tRNA-specific adenosine deaminase

tRNA-Thr(cgt)

tRNA-Thr(ggt)

tRNA-Thr(tgt)

tRNA-Trp(cca)

tRNA-Tyr(gta)

Tryptophan--tRNA ligase

Tyrosine recombinase XerD

Ubiquinone biosynthesis O-methyltransferase

UDP-3-0-acylglucosamine N-acyltransferase

UDP-N-acetylenolpyruvoylglucosamine reductase

UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase

UDP-N-acetylglucosamine--N-acetylmuramyl-(pentapeptide)
pyrophosphoryl-undecaprenol N-acetylglucosamine transferase

UDP-N-acetylmuramate--L-alanine ligase

UDP-N-acetylmuramoylalanine--D-glutamate ligase

UDP-N-acetylmuramoyl-tripeptide--D-alanyl-D-alanine ligase

Uracil DNA glycosylase superfamily protein

Uridylate Kinase

Valine--tRNA ligase

Zinc-finger domain protein
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Tabulka 1I: Tabulka porovnani poc¢tu genti L-symb a N-symb pro skupiny identifikované

v databazi KEGG.
L-symb | N-symb
Metabolic pathways 139 358
Biosynthesis of secondary metabolites 50 157
Microbial metabolism in diverse environments 32 88
Biosynthesis of antibiotics 39 110
Carbon metabolism 29 52
2-Oxocarboxylic acid metabolism 4 22
Fatty acid metabolism 8 13
Biosynthesis of amino acids 21 83
Degradation of aromatic compounds 0 4
Carbohydrate metabolism
Glycolysis / Gluconeogenesis 6 14
Citrate cycle TCA cycle 14 17
Pentose phosphate pathway 5 8
Pentose and glucuronate interconversions 1 3
Fructose and mannose metabolism 1 4
Galactose metabolism 0 4
Ascorbate and aldarate metabolism 0 2
Starch and sucrose metabolism 0 3
Amino sugar and nucleotide sugar metabolism 2 10
Pyruvate metabolism 8 17
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism 4 12
Propanoate metabolism 5 14
Butanoate metabolism 4 11
C5-Branched dibasic acid metabolism 2 7
Inositol phosphate metabolism 2 2
Energy metabolism
Oxidative phosphorylation 18 30
Photosynthesis 8 8
Carbon fixation in photosynthetic organisms 6 9
Carbon fixation pathways in prokaryotes 12 20
Methane metabolism 1 13
Nitrogen metabolism 2 8
Sulfur metabolism 3 21
Lipid metabolism
Fatty acid biosynthesis 7 8
Fatty acid degradation 0 10
Synthesis and degradation of ketone bodies 0 1
Glycerolipid metabolism 3 4
Glycerophospholipid metabolism 7 12
Arachidonic acid metabolism 0 1

-62-




L-symb | N-symb
Linoleic acid metabolism 0 1
alpha-Linolenic acid metabolism 0 1
Biosynthesis of unsaturated fatty acids 2 1
Nucleotide metabolism
Purine metabolism 22 49
Pyrimidine metabolism 18 34
Amino acid metabolism
Alanine, aspartate and glutamate metabolism 6 18
Glycine, serine and threonine metabolism 7 20
Cysteine and methionine metabolism 2 13
Valine, leucine and isoleucine degradation 1 6
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 1 11
Lysine biosynthesis 7 12
Lysine degradation 2 5
Arginine and proline metabolism 3 25
Histidine metabolism 0 9
Tyrosine metabolism 0 4
Phenylalanine metabolism 0 4
Tryptophan metabolism 1 5
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis 2 17
Metabolism of other amino acids
beta-Alanine metabolism 1 4
Taurine and hypotaurine metabolism 2 5
Phosphonate and phosphinate metabolism 0 1
Selenocompound metabolism 0 6
Cyanoamino acid metabolism 1 4
D-Glutamine and D-glutamate metabolism 3 3
D-Alanine metabolism 1 2
Glutathione metabolism 1 8
Glycan biosynthesis and metabolism
Lipopolysaccharide biosynthesis 3 17
Peptidoglycan biosynthesis 10 17
Metabolism of cofactors and vitamins
Thiamine metabolism 2 7
Riboflavin metabolism 5 9
Vitamin B6 metabolism 1 5
Nicotinate and nicotinamide metabolism 2 13
Pantothenate and CoA biosynthesis 3 12
Biotin metabolism 9 10
Lipoic acid metabolism 2 2
Folate biosynthesis 5 11
One carbon pool by folate 6 11
Retinol metabolism 0 1
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L-symb | N-symb
Porphyrin and chlorophyll metabolism 2 11
Ubiquinone and other terpenoid-quinone 5 6
biosynthesis
Metabolism of terpenoids and polyketides
Terpenoid backbone biosynthesis 3 12
Zeatin biosynthesis 1 1
Biosynthesis of ansamycins 1 0
Limonene and pinene degradation 0 1
Geraniol degradation 0 1
Tetracycline biosynthesis 2 3
Polyketide sugar unit biosynthesis 0 3
Biosynthesis of vancomycin group antibiotics 0 1
Genetic Information Processing
Transcription
RNA polymerase 4 4
Translation
Ribosome 53 51
Aminoacyl-tRNA biosynthesis 20 22
RNA transport 1 2
Ribosome biogenesis in eukaryotes 2 2
Folding, sorting and degradation
Protein export 10 16
Protein processing in endoplasmic reticulum 1 2
Sulfur relay system 2 3
RNA degradation 4 13
Replication and repair
DNA replication 10 13
Base excision repair 4 8
Nucleotide excision repair 1 7
Mismatch repair 8 15
Homologous recombination 7 21
Environmental Information Processing
Membrane transport
ABC transporters 3 47
Phosphotransferase system 0 0
Bacterial secretion system 9 15
Signal transduction
Two-component system 6 15
MAPK signaling pathway - yeast 0 1
HIF-1 signaling pathway 1 2
FoxO signaling pathway 1 2
Phosphatidylinositol signaling system 2 2
PI3K-Akt signaling pathway 1 1
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L-symb | N-symb

AMPK signaling pathway 1 1

Cellular Processes
Transport and catabolism
Peroxisome 2 5
Cell growth and death
Cell cycle - Caulobacter 8 11
Organismal Systems
Immune system
NOD-like receptor signaling pathway 1
Antigen processing and presentation 1
Endocrine system
Insulin signaling pathway 0 1
Adipocytokine signaling pathway 0 1
PPAR signaling pathway 1 2
Estrogen signaling pathway 1 1
Progesterone-mediated oocyte maturation 1 1
Thyroid hormone synthesis 1
Nervous system
Glutamatergic synapse 1
GABAergic synapse 1
Environmental adaptation
Plant-pathogen interaction 1 1
Human Diseases

Cancers: Overview
Pathways in cancer 2 2
Proteoglycans in cancer 1 1
Chemical carcinogenesis 0 1
Cancers: Specific types
Renal cell carcinoma 1
Prostate cancer 1
Neurodegenerative diseases
Alzheimer's disease 1 1
Amyotrophic lateral sclerosis 0 1
Huntington's disease 1 2
Prion diseases 0 1
Endocrine and metabolic diseases
Type | diabetes mellitus 0 2
Infectious diseases: Bacterial
Epithelial cell signaling in Helicobacter pylori 0 2
infection
Salmonella infection 0 1
Legionellosis 2 3
Tuberculosis 0 3
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| L-symb | N-symb

Drug resistance

beta-Lactam resistance 1 12
Vancomycin resistance 4 5
Biosynthesis of other secondary metabolites

Carbapenem biosynthesis 0 2
Streptomycin biosynthesis 1 5
Novobiocin biosynthesis 0 1
Xenobiotics biodegradation and metabolism

Benzoate degradation 0 3
Aminobenzoate degradation 0 2
Chloroalkane and chloroalkene degradation 0 2
Nitrotoluene degradation 0 2
Ethylbenzene degradation 0 1
Styrene degradation 0 1
Atrazine degradation 0 4
Naphthalene degradation 0 1
Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 0 1
Drug metabolism - cytochrome P450 0 1
Drug metabolism - other enzymes 3 4
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