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Uvod
1.1 Symbiotické bakterie

Jakékoli souziti dvowi vice organism se nazyva symbidza. Velmastym typem
symbidzy jsou interakce mezi bakteriemi a jejictstiteli, které nabyvajitiznych podob.
Jeden z népstjSich typi spojeni je vztah mezi bakteriemi¢kenovci, gedevsSim hmyzem
(Moran a Teleng, 1998). Tyto vztahy mohou byt i@pjSiho typu, od parasitismu po
mutualismus.

Obecré jsou symbiotické bakterie hmyzwldny na d¢ umelé, predevSim ekologicky
vymezené skupiny: primarni (P-) a sekundarni §gmbionty. P-symbionti jsourenaseni
vyhradré vertikalrg, z jedné generace hostitele do dalSi, a jejichgsheze je paralelni
s fylogenezi hostitele. Obvykle maji 2n& redukovany genom vigledku ztraty gein coz je
typicky znak pro bakterie Zijici v konstantnim, #eviny bohatém vninim prostedi.
Na druhou stranu si P-symbionti zachovali genymerifickymi biosyntetickymi funkcemi,
které jsou dlezité pro peziti a reprodukci jejich hostitele (WernegreenD20 Mezi tyto
biosyntetické funkce p#t nagiklad tvorba a dodavani esencialnich aminokysetiatiteli
(Buchnera aphidocola, Wernegreen et al., 2003), recyklace kyseliny mniové
(Blattabacterium, Moran a Teleng, 1998; Wernegrestral., 2003)nebo dopiovani vitamiri
skupiny B Mgglesworthia glossinidia, Aksoy, 2000; Wernegreedt al., 2003). Na rozdil
od €chto bakterii maji S-symbionti fylogenezi veltasto inkongruentni s hostitelskou linii.
Velikost jejich genomu a obsah GC jsou srovnatsInélre Zijicimi bakteriemi. Rové¢ jsou
schopny horizontalniho transferu v populaci holit@/erren et al., 1995; Aksoy et al., 1995;
HypSa a Dale, 1997; Thao a Baumann, 2004). Podi€asonych studii jsou &ktefi
S-symbionti schopni do &ité miry kompenzovat hostiteli ztratu P-symbiontimZ zvysSuji
specializaci hostitele na@izné typy potravy (Koga et al., 2003), rezistenaii\parasitoidim
(Olivek et al., 2003) a toleranci k vysSim teplatrriozditim (Chen et al., 2000).

Studium symbiotickych bakterii, jejich evoluce dermakci s hostitelem je mozné jen na
zéklad spolehlivé znalosti jejich fylogenetickych vztahU bakterii nelze tyto vztahy
odvozovat pouze na zakkadorfologickych znak. Proto se v saiasné dob témei vyhradré

pouzivaji molekular&fylogenetické metody.



1.2 Molekularni data a fylogeneze bakterii

Metody molekularni fylogenetiky jsou zalozeny nakavani informace srovnavanim
struktury a organizace molekuligglevsim DNA. Zfisoby, jak odvodit fibuzenské vztahy u
prokaryot, jsou analyzy lokalniho genovéhagmt v genomu, odvozovanfipmnosti nebo
absence zndk sloZeni nukleotidl a studium GC obsahu s efektem kodonové preference
vyskytujici se obvykle v synonymnieti pozici (Huynen a Bork, 1998; Fitz-Gibbon et, al.
1999; Ochman et al., 1999; Suyama a Bork, 2001n@hghang, 2003; Coenye et al., 2005).
NejcastjSim zdrojem informace je vSak primarni struktufdAtvorena pdadim nukleotid.
Vyhodou metody je volnost ve v§tu optimalni sekvence, a tedy plné vyuZziti rozmastit
genomu. Vykr optimélnich sekvenci z genomu zavisi r&atika kritériich, gedevsim na
rychlosti evoluce a Afsobu @di¢nosti.

Souwasna klasifikace prokaryot je dapgji zaloZzena na srovnavani genovych sekvenci
16S rRNA nebo tzv. housekeeping gdgeny aktivni ve vSech Blkach a zajitujici zakladni
funkce bugéného metabolismu), nApgen pro rekombindzu A (recA), gen pro RNA
polymerazu subjednotky alfa (rpoA), gen pro DNA agu subjednotky B (gyrB), gen pro
RNA polymerazu sigma faktoru (rpoD) nebo gen prapsron 60 (groEL) (Yamamoto, 2000;
Pride et al., 2003; Herberk et al., 2004; Moraalgt2004).

Jaderna 16S rRNA je nezbytny komponent pro synt@oteini, tedy nepostradatelna
souwast zivota organistn Diky tomu ma vlastnosti, které jsou vyhodné pytodenetickée
analyzy - je to vSudyftomna molekula, snadno dostupna, ma vhodnou ge#tkisekvenaci a
obsahuje velké mnozstvi informaci (Ludwig a Schkieif1994; Vandamme et al., 1996;
Coenye a Vandamme, 2003). V primarni strigkt@6S rRNA se #daji variabilni oblasti
s konzervativnimi Useky. Pomalu vyvijejici se oblaschto ger poskytuji informaci o
fylogenetickych vztazich vzdalenych skuptasti s vysokou variabilitou jsou pouzivany pro
vyswtleni nedavnéhodétveni (Ludwig a Schleifer, 1994; Trowbridge et a0D05). RPesto 16S
rRNA nemiZze byt pouzivana jako univerzalni ptestek pro vyeSeni vztah mezi
prokaryotnimi organismy. Naiklad u skupinyEnterobacteriaceae, do které pat vétSina
popsanych symbiofithmyzu, se ukazalo, Zze 16S rRNA neni dostagtaenformativni pro
fylogenetické analyzy. iitkladem jsouwtasto studované vztahy primarnich symhioskupin
Buchnera, Wigglesworthia a Blochmannia, u kterych vychazely konfliktni topologie
S nejasnou pozici rodBuchnera (Lerat et al.,2003; Herbeck et al., 2005; Olivieak, 2005).
Analyzy pomoci jednoho genu nedokazalyesit, zda zmi&né skupiny P-symbiofttvori

monofyletickou skupinu bakterii s vyraznou tendekaiytvaeni symbidzy nebo je tato



topologie zpisobena &akym metodickym artefaktem. V séasné dob je vyvijena snaha
hledat alternativniifistupy kieSeni jejich vztain Vlivy mechanisni zpisobujicich problémy
mohou byt redukovany nebo eliminovany metodamiréizohleduji tyto mechanismy ve
fylogenetické analyze, jako je n@idad pouziti nehomogenniho modelu sekirdnevoluce
obsahujiciho informaci o variabilni subs#itii rychlosti mezi oblastmi genomu a
o variabilnim GC obsahu mezi druhy (Galtier a Gdl895, 1997; Herbeck et al., 2005).

Na obecné arovni jsou vSak fylogenetické studie tsgtickych bakterii komplikovany

fadou evoldnich mechanisihmajicich vliv na diversitu a celkové ugpdani genomu.

1.3 Evoluce genomu bakterii

Spravné pouzivani molekularnich dat vyZzaduje porémni obecnym mechanisim
molekularni evoluce bakterii, stéjjako specifickym ry@8m vyplyvajicim ze symbiotického
zpisobu Zivota. Genom bakterii je ve srovnani s ewkafyni organismy jednoduchy,
neobsahuje dlouhé nekddujici oblasti i@rpSované genyelikost genomu se uaznych
bakterii pohybuje v rozsahu 0,6-9 Mb. Velrzijici bakterie nap Escherichia cali,
Salmonella nebo Bacillus maji genom o velikosti cca 4,6-9 Mb (Wernegreeralet 2002;
Hoffmeister a Martin, 2003), kodujici zhruba 15036 proteii (Klasson a Anderson,
2003). Obligatni paraziti, n&pRickettsia prowazekii, Rickettsia conorii a Mycoplasma
genitalium maji genom okolo 1 Mb obsahujici geny, které kbakplo 500-1000 protein
(Moran, 2002). Nafklad endosymbionti mSic, kiiese oddlili od spole&ného pedka s vold
Zijicimi bakteriemi zhrubaied 200 miliony lety, podstoupili vyraznou redukengmu diky
dlouhotrvajicimu vnitrobuwtnému Zzivotu, doslo k eliminaci az 70-75 %vpdniho genomu
(Klasson a Anderson, 2003).

Na dynamiku bakterialniho genomtisobi dva proticiidné selekni tlaky. Jeden sel&ki
tlak vede k udrZeni stability génnezbytnych protust a rozmnozZovani bakterii tj. gen
fidicich DNA opravy, replikaci, transkripci a traasl Druhy tlak je zprogtdkovan
promenlivymi vn¢jSimi podminkami a vede ke zmam v genomu (Wolf et al. 2002.
Organizaci a stavbu genomu owiuji tyto faktory: 1) horizontalni i@nos get (Huyen a
Bork, 1998), 2) duplikac&asti genomu tvdci redundantni genové sekvence (Hooper a Berg,
2003), 3) ztrata géna degenerace sekvenci (Andersson a Kurland, 1998hverze a
translokace, které #gobuji &tSi genomové iestavby uvnit organismu (Moran, 1996;

Moran a Telang, 1998; Wernegreen a Moran, 1999)



1.3.1 Horizontélni pfenos geri

Horizontalni genos gef (HGT, Horizontal Gene Transferjgastavuje jednu z hlavnich
sil formujicich prokaryotni genomy. K tomutofrgmosu dochazi pomoci transformace,
transdukce a konjugace. Transformace probik&inou mezi jedinci stejného druhu,
k transdukci dochazitps viry a fagy, ke konjugaci dochazi pomoci plaznfisteinert et al.,
2000). Vliv HGT na zmny v genomu je &Si nez vliv chromozomovych aberaci. Zatimco
mutace vedou obvykle jen k malym genetickymémdm v buice, HGT zahrnuji &tSi
piestavby, které vedou ke vzniku novych funkci a pdosti adaptovat se na &my v
prostedi. Tyto no¥ ziskané geny (xenology) mohou vést i k dedi druhu a diverzifikaci
mikrobialni linie (Lawrence, 2002; Gogarten, 200K).detekci horizontaka pienesenych
geni slouzi analyzy G+C obsah kodonové preference a anomalie v topologii
fylogenetickych strormn (Garcia-Vallve, 2003; Novichkov, 2004). Horizom&lprenos je
mére ¢asty mezi geny kodujicimi subjednotky makromoleknilgh komplex: G¢astnicich se
translace, transkripce a replikacgastji k nému dochazi u geénkaédujicich metabolické
enzymy (Rivera et al., 1998).

Xenologni geny mohou zkreslovat fylogenetické amglya deformovat topologii
fylogenetického stromu (Lawrence, 2002; Gogarte®d022 Novichkov, 2004). U druh
scasgjSimi udalostmi HGT se vyskytuje zvySena heterogeniu geri pouzivanych pro
fylogenetické studie (ndp gen 16S rRNA). Tato heterogenita je povazovanadalsi
potencialni problém wthto analyz.

1.3.2 Duplikace gei

Duplikace gen je jednim ztady zpisohi, jak bakterie zvySuji obsah genomu (Snel et al,
2002). Ri tomto procesu se homologické sekvence vznikldikiag jednoho fivodniho genu
postupr vzdaluji a davaji vznik tzv. paralognim gem Paralogni genomové rodiny #o
vyznamnoucast (az 44 %) bakterialni kodujici kapacity (HoopeBerg, 2003) a zka¢
prispivaji k fenotypovym rozdiim mezi bakterialnimi liniemi (Gevers et al., 2008ahrnuti
téchto paralognich sekvenci do fylogenetickych analak casto vede k chybnému aeni
puvodu organism. Vysledny kladogram spiSe odrazi evoluci danéhougeeZz danych

organisnii. Pro rekonstrukci fylogenetickych vztale tedy nezbytné rozpoznani a pouziti



vyhradré ortolognich gea, tj. homologickych gei vzniklych u vSech potonikz identické
kopie genu (Tatusov et al., 1997; Tatusov et 8002.

1.3.3 Ztrata geni

Pokud neni seleki tlak pro udrZeni ¢kterych geid dostateén¢ silny, pak se tyto geny
inaktivuji a postup& mizi. Inaktivace a ztrata gérse tyka hlavé obligatnich parazit a
vnitrobure¢nych mutualisi (Moran, 1996; Anderson a Kurland, 1998; Mira, kf 2001).
Bakterie Zijici v relativé stabilnim prosedi jsou schopny chranitgd mutacemi a ztratami
jen omezené mnozstvi informaceét¥inou jsou to geny nezbytné pro replikaci izrnos
bakterii, kron¢ toho si uchovavaji specifické biosyntetické funkdidezité i pro svého
hostitele (Wernegreen a Moran, 1999; Zientz, 20Qtasson a Anderson, 2004). Proces
redukce a degradace genomu je charakteristickyhlagou sekvetni evoluci, genetickym
driftem, fixaci mirg nevyhodnych mutaci #gobenou tzv. ,,bottleneck” efektem (Moran,
1996; Anderson a Kurland, 1998; Wernegreen a Mdraf9; Ochmann et al., 1999¥idny
téchto jewa jsou gimym disledkem intracelularniho #pobu Zivota charakteristického
omezenou moznosti rekombinaci a transovarialniemgsem symbioftmezi generacemi
hostitele (vertikalni fenos, Mira a Moran, 2002).

Ztraty gerti jsou dalSim potencialnim problémem pro fylogeketianalyzy. Geny
vyskytujici se u vola Zijicich bakterii mohou mit vhodné vlastnosti mkoumani vztain
mezi bakteriemi, ale nemusi byt k dispozici u baktee kterych probhla zn&na redukce

genomu (nap u symbiotickych bakterii).

1.3.4 Zména nukleotidového sloZeni a rychlost evoluce

Krom¢ ztraty geri vede degenerace genomu keé¢ménnukleotidového slozeni. Rozsah
obsahu GC je u jednotlivych driutbakterii obrovsky, od 20,1 %B(chnera aphidicola str.
Cc) po 72 % Nocardioides sp). Tyto rozdily jsowasto zfisobeny odliSnou Zivotni strategii
vétSi GC obsah, ktery zvySuje odolnost DNA proti dareci zgisobené vysokymi teplotami.
Na druhou stranu, u intracelularnich bakterii sekyuji tendence k degradaci genomu, a
tedy zvySovani obsahu AT bazi (Wernegreen, 2002s3dn a Anderson, 2003).

Zrychlend sekveini evoluce, degradace genomu a rozdily v nuklew@do sloZzeni

ovliviuji vysledky fylogenetickych analyz. #pobovat mohou néjklad jev nazyvany
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artefakt gitahovani dlouhych &tvi (,,long branch attraction“, LBA). Diky zrychlérevoluci u
nekterych sekvenci, které vyrazndivergovaly od jejich vychoziho stavu, dochazi ve
vysledném fylogramu ke vzajemnémuitphovani &chto sekvenci na zakladnidhodw
vzniklych shod, pofipad k pritahovani takovych skupin ke keni stromu (Philippe
a Laurent, 1998; Bergsten, 2005).

Genomové sloZzeni ma také vliv na frekvenci vyskytkterych kodod a aminokyselin.
AT bohaté genomy u intracelularnich bakterii moltmkonce sild ovliviiovat strukturu a
stabilitu proteii (Palacios a Wernegreen, 2002; Sharp et al., 2Q08).se, Ze zémy AT
obsahu u aminokyselin nejsou vyhodou. Na druhé&togiednoshovani utitych kodori
redukuje poet gerii pro tRNA a sniZuje tim energetické naklady na égatDNA (Palacios
a Wernegreen, 2002; Reis et al., 2004).

1.4 Zpisoby¥reSeni a eliminace artefaki

Spolehlivost fylogenetickych analyz je do Zné& miry ovliviena popsanymi typy
evolwnich proces v genomu prokaryot. V séasné dob je vyvijena snaha o pochopeni
téchto jewi, odstragni znaki zodpowdnych za anomalie v topologii a identifikaci gen
vhodnych pro fylogenetické analyzy (ortologni gengazda metoda méa odliSnou citlivost
k riznym artefakim. Kombinaci metod a pouzitimiznych analyz se fiteme vyhnout
nékterym anomaliim v topologii fylogenetického stronf@iouzivani vice gén(multigenni
analyzy) ve fylogenetickych analyzach snizi nedkgt&konkrétnino genu zahrnutého v
jednogenové analyze (Gontcharov et al., 2004; Dmrudt al., 2005). Tato metoda se vyuZziva
piedevSim v souvislosti s pouzitim 16S rRNA v kombingajinymi geny (Devulder et al.,
2005) Tento zfiisob sniZzuje efekt vnitrodruhové heterogenity u IBNA a zvySuje citlivost
analyzy u blizce ipbuznych drub (vhodné je vybrat geny s vhodnymi variabilnimikiysero
zvySeni rozliSovaci schopnosti)fidni vice geth do fylogenetickych analyz e také
vyrazre snizit artefakt LBA. Z analyz Ize také vylugeny s velmi odliSnymi sekvencemi
nebo geny vzniklétznymi evol&nimi udalostmi (HGT, duplikace). K detekci nevhodny
sekvenci Ize v s@asné dobvyuzit COGs databaze (clusters of orthologous ggalatabase;
Tatusov, 1997; Huynen and Bork, 1998).
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1.4.1 COGs databaze

Pro fylogenetické analyzy je v prviiad nezbytné uiit geny s vhodnymi vlastnostmi
(homologie, pitomnost u ¥tSiny bakterii, aktivita, dostupnost, vhodna mieaiability atd).
V nedavné dobbyla zhotovena databaze ortolognich skupin (CA@sajsov, 1997) slouzici
jako prostedek pro identifikaci ortolognich sekvenci. COGsallaze je tviena skupinou
geni proteini nebo doméntidénych do sady ortolag(Tatusov et al., 1997; Tatusov et al.,
2000; Yanai et al., 2001). COGs databaze se vyyrivduzni analyzy (Yanai et al., 2001),
odvozovani funkci protetna jejich klasifikaci (Tatusov, 2000), identifikakdnzervovanych
rodin a pro fylogenetické analyzy (Huynen and Boi®98). Studie klasir ortologi z
bakterialnich gein (COGs) umoiiuje detekovat ortologni geny, nebo pomaha odhiatifté
paralogy a jiné geny zkreslujici topologii fylogéinkého stromu (Bapteste et al., 2005).

1.4.2 Primery

NejpouzivaijSi metoda pro amplifikaci studovanych @gefe princip polymerazoveé
ietzové reakce (PCR), ktera byla vynalezena v roc® Ka8y Mullisem. Jedna se o citlivou
metodu slouzici k ziskani obrovského mnoZzstvi kepdrku DNA. NamnozZend DNA pak
slouzi pro sekveimi analyzy. Pouziti PCR je zaloZeno na tégpbimert, které se fesré hodi
k cilové sekvenci.

Sekvence primeru musi mit vhodnou délku (obvykledbazi), GC obsah (40 %-60 %)
a jeho sekvence bydla byt co nejvice shodna se sekvenci templatu wnagzby, zejména
na 3"-konci primeru. Zasadnim parametrem je nasddpiota primeru (annealing), ktera se
odvozuje z délky a sekvence primeru (Chen et 8032 Gadberry, 2005). Tato teplota je
blizka teplot tani templatu & a sodasré by mela byt shodnd pro oba pouZité primery.
K presrgjSimu vyp@tu nasedaci teploty byla vytkenaiada progrann, z nichZ rkteré jsou
dostupné v interaktivni forénpres Internet (http://www.idtdna.com/analyzer/Applioa/
OligoAnalyzer; http://www.promega.com/biomath/cdlditm). Primery by rly byt
navrzeny tak, aby nevytigly sekundarni struktury (vlasenky), naflyp dimery a
nerozpoznavaly&Si mnozstvi nespecifickych mist v genomu (Cheal.e2003).

PCR metodu mohou provazet komplikacikRdem jsou odliSné vlastnosti zkoumanych
fragmentt a primefi, takZze je nezbytné ¢hteré parametry PCR reakce optimalizovat.
Optimalizace provadimei@devsim zrénou koncentraci dNTP, Mgg&la Taq polymerazy.

Koncentrace nukleotid v reakci je 20 az 200mol, snizenim koncentrace zvySujeme

12



specifénost reakce. Koncentrace Mg@iusi byt vy33i nez u dNTP, protoze Minteraguje
se zapornymi fosfatovymi skupinami nukledtid/ nékterych gipadech se MgGhepidava,

napg. pokud chceme zvysit aktivitu Taq polymerazy ataoseétSi vytzek PCR produktu
(Chavali et al., 2005).

DalSim zmsobem Upravy je modifikace teplotyfi které dochazi k navazani prinier
(annealing). VySssi teplota zvySuje spetibst primeit ke komplementarni sekvenci na DNA,
a tim zvySuje i pesnost PCR reakce, nicnéépiiliS vysoka teplota iiive zcela znemoznit
prabéh reakce. U nizSich teplot dochazi k nasedani iens@ecifickych primar. Na druhou
stranu, nizka teplotaiwie zpisobit vznik faleS#é pozitivniho signalu.

Jednim z kritickych faktdr citlivosti PCR je stupgdegenerace primeru. Sekvence primeru je
degenerovand, pokud obsahuje na jedné poiiciér baze (Gadberry, 2005)u&é stupn
degenerace mohou vést ke komplikacim v hledani mhddploty a délky primeru. Malo
degenerované primery mohou byt &&mjSi v izolovani sekvenci blizceipuznych druf,

ale obecn selhavaji, pokud ma sekvence riiou nebo vzdalenouifbuznost. ZvySeni
pravdpodobnosti Usgchu se dosahne pomoci primher degenerovanymi oblastmi zejména
na jeho 3" konci (Jabado et al., 2006). Vice degs@a@é primery se daji pouzit na Sirokou
Skalu organisrin i v oblastech sekvenci vykazujici vySsi variabili. Gsgsngji amplifikuji
neznamou sekvenci, ktera je homologni k sekvenciamzch proteifh z iznych organistin
nebo niize byt gibuzna k znamym proteinovym sekvencimifgéth do multigenni rodiny
uvnit organismu. Naproti tomu vysSi degereisstupé primeru sniZuje jeho specifitu (Rose
et al., 1998; Gadberry, 2005; Jabado at al, 2006)
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2. Cile prace

Cilem této prace bylo vyhledat a testovat nové g@oyenciald vyuzitelné proreSeni
fylogenetickych vztalh vramci skupiny Enterobacteriaceae. Tyto geny by nily
kompenzovat komplikace, které brzdi studium evokymbiézy mezi bakteriemi a hmyzem.
M¢lo by se jednat o ortologni genyitomné u ¥tSiny bakterii, bez ohledu na miru redukce a

degenerace genomu. K dosaZeni tohoto cile bylemeatkolik dil¢ich kroki:

1. Identifikovat vhodné geny z databaze COG na z&kjeiich vlastnosti a porovnanim
s dostupnymi kompletnimi genomy symbiotickych angdtijicich bakterii ve skupin
Enterobacteriaceae

2. Sestavit primery pro vybrané geny a testovat jejmbuzitelnost na modelové
symbiotické bakterii

3. Provést fylogenetickou analyzu a zhodnotit poutdst navrzenych priméra geri

pro dalSi studie
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3 Material a Metodika

3.1 Vyhledavani potencial@ vhodnych ger

Vhodné ortologni geny byly vybirdny pomoci COG 8aize. Podle této databaze
vytvorili autori Lerat et al. (2003) seznam dgemyskytujicich se ve d&Sin¢ enterobakterii.
Z tohoto seznamu byly vyhledavany geny, které jpéitomny i ve znamych genomech
symbiotickych bakterii. Ke zji8hi tohoto faktu byly pouZzity genomy bakteBuchnera
(NC_002528),Baumannia cicaddlinicola str. Hc (NC_007984)Candidatus Blochmannia
floridanus (NC_005061) Sodalis glossinidius (NC_007712) aMigglesworthia (NC_004344),
ktere byly vyhledany v NCBI databazi (http://wwwialm.nih.gov/genomes/
static/eub_g.html). DalSim faktorem pro ¥ylvhodnych get byla délka sekvenci (500-2000
bp). Z vybranych sekvenci byly zhotoveny alignmerndgsahujici vzdy it sekvence
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a Buchnera spp). Pomociéchto referetnich
alignmentt byly owiovany rkteré vlastnosti gen nag. piitomnost vhodnych
konzervativnich Usek potrebnych pro sestaveni priniea optimalni mnozstvi variabilnich
oblasti nesoucich informaci pro fylogenetické amglyVybrané geny byly dale pouZity

k navrzeni primet.

3.2 Navrhovéani primeria

Pro navrzeni novych primibyl pouzit program PrimeClade (http://dousta.uetsi/cgi-
bin/primaclade.cgi), do kterého byl vloZen aligninee formatu Nexus (Maddison et al.
1997; soubor uchovavajici systematickd data ve darmpouZzitelného pro gdacove
programy). V programu Ize manipulovat s paramektgré mohou byt specifické pro
vytvareni primeru. Hlavnim parametrem je maximalnicgiodegenerovanych bazi, ktery
umoziuje vyhledani primer obsahujici 0 az 5 degenerovanych pozic. Prograskypae
uzivateli moznost eliminovat vysoce konzervovanésty které by se mohly vyskytovat v
paralognich genech (Gadbery et al., 2004) nebo diyiyrsniZovat citlivost fylogenetickych
analyz. Vybrané sady primebyly otestovany podle sekvence daného desuherichia coli
a symbiotickych bakterii Buchnera, Sodalis, Blochmania, Wigglesworthia) programy
PrimeSelect,In silico PCR amplification (http://insilico.ehu.es/PCR/) ppogramem IDT
SciTools (http://www.idtdna.com/analyzer/Applicati®ligoAnalyzer) Podle zadanych
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parametit programy zhodnotily jednotlivé primery. Primeryteke prokazovaly nejlepsi
vlastnosti, tj. potencialni schopnost amplifikoyaiZzadovany gen u testovanych sekvenci,
byly vyrobeny firmou Generi-Biotech (Hradec Kralpwpouzity v dalSim testovani.

3.3 Izolace DNA

Jako referetni vzorky pro testovani né&v navrzenych primér byly pouzity fti
symbiotické bakterie, bakterie rodusenophonus z plosticeTriatoma infestans, symbionti
vSi Haemotopinus suis a Pediculus capitis, a patogenni bakterkeroteus vulgaris.

Pro izolaci DNA byla pouzita souprava iz&hého protokolu DNeasy Tissue Kit
(Quiagen). Postup byl proveden podle pakynprotokolu a izolovana DNA uskladgma v
mrazaku pi -20°C.

3.4 PCR

Pro amplifikaci DNA byla pouzita metoda PCR (polydmovarettzova reakce). Redhki
smes pro PCR obsahuje DNA templat (ziskanyredehoziho kroku), redestilovanou vodu,
smes ¢tyt nukleotidi ANTP, dvojici primeru, Taq polymerazu, pufr a MgCBowasré byly
piipravovany kontroly pro detekci kontaminace (negdtikontrola) nebo k rozpoznéni
izolované DNA (pozitivni kontrola).

Nové primery byly pouzity k amplifikaci DNA z refemcniho vzorku, pro pozitivni
kontrolu byly pouZzity univerzalni primery F40 a RaD0(KriZzek, 2005). PCR reakce piiita
v pristrojich Eppendorff Mastercycler a Eppendorff Teaycler Gradient, v rozmezi teplot
45-60 °C. Pokud k amplifikaci nedoSlo nebo produkiyy Spatné, byla vyzkouSerrada
postum s cilem eliminovat tyto problémy. Bylo manipulowars reasocimi teplotou a
koncentraci hie¢natych iontt (viz kap. 1.4.2.), byly pouZity ifstroje Eppendorff
Termocycler Gradient nebo procedura alternativifiCiR (,touch down“ a Long PCR).

»Touch down* PCR je varianta standardni PCR, ktbyda pouzita k odstrami
amplifikace nespecifickych sekvenci. Teplota saosim pdtem cykhii klesa. VySSi
reasociani teplota pi prvnich cyklech zajisti, Ze jsou amplifikovanyr&pné fragmenty, ale
s nizkym vy&Zkem. DalSi cykly probihajiipniZsi teplok, a tim se zvysi vykonnost PCR.

Long PCR (Fermentas) byla pouzivana f¥padech, kdy pomocié¢hné PCR nebylo
dosazeno pozadovanych vyslédkledna se o kombinaci dvou polymeraz (Taq a druha

termostabilni polymeradza s -35" exonukledzovou aktivitou) a specialniho pufrehgz
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sloZeni fisobi proti depurinaci a tvotmika béchem reakce. Tato sim polymeraz, stefnjako

HotStar polymeraza fipojuje adenin na 3" konec.

3.5 Elektroforéza

Po izolaci DNA a PCR byla provedena kontrola vyslegomoci elektroforézy na 0,8%
agarovém gelu. Gel bykipraven rozpu&him agarozy v fisluSném mnozstvi elektrodového
pufru a byl olidn v mikrovinné troutd Po zchladnuti je gel zcela pdea do 1x TAE pufru
(Tris-acetat-EDTA). Do jamek v gelu je nanaSen dtad (ladder) a ostatni vzorky. Pro
zviditelnéni DNA bylo pouzito barvivo Sybr Green, které bylted nanesenim do jamek
smichano se vzorky. Elektroforéza probihaia89-110 V po dobu 30 minut. Po skemi
elektroforézy byl vysledek zkontrolovan v UV é&e pomoci transluminatoru. Gely byly
zdokumentovany digitalnim fotoaparatem. Velikos€RP produkii byly ode&itany podle
markeru 100bp DNA Ladder nebo 1kb DNA Ladder.

3.6 Klonovani PCR produkti

Pro klonovani DNA je nejprve nutno vyttib rekombinantni DNA, ktera sestava
z klonovaného fragmentu a tzv. klonovaciho vektdrgacni sn€s byla sestavena z PCR
produktu a liganiho pufru, T4 ligazy a pGEM-T Easy vektoru (Promedgmichana sés se
inkubuje 2 hodiny p pokojové teplat nebo es noc g 4 °C.

3.7 Kultivace a selekce bugk

Rekombinantni DNA byla nasledivnesena do hitky hostitele, bakteri&scherichia coli
(kmen neprodukujici resttki endonukleazy), kde je DNAfiprastu bureéné kultury
mnohonasobhireplikovana.

Kompetentni bisky Escherichia coli byly rozmrazeny na ledu a smichany s 2 pldiga
smesi. Inkubace trvala 20 minut. Potom bylyily vystaveny teplotnimu Soku (30-40 sekund
pii 42° C). Do ochlazené sisi bylo gidano 125 pl SOC média a nasledovala inkubace na
trepace po dobu 1,5 hodinyipgeplot 37° C.

Po inkubaci byly transformované bakterialniiky vysety na agarové plotny. Tyto plotny
byly ptipraveny rozlitim do 25 ml Petriho misek rotétého 250 ml LB média (6.25 g LB od
firmy Serva, 59 bactoagar od firmy ICN Biomedica®50 ml HO) smichaného s
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ampicilinem (teplota média nesmi byt vySgF 165 °C). Jest pied vysevem bylo na kazdé
plotré rozeteno po 40ml X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-inodyl-betagBlaktosid)

Misky obracené dnem vihu byly inkubovany pges noc p teplog 37 °C. Pozitivni
kolonie byly geneseny do nového tekutého LB média s ampicilinenmkabovany na
trepa&ce @ges noc p 200 rpm a 37° C. Suspenzni kultura bakterialnfmmek byla
zakoncentrovana pomoci centrifugace trvajici paud®minut gi 5000 rpm.

3.8 Izolace plazmidové DNA

Plazmidova DNA byla izolovana pomoci koréreiho kitu JETQuick Plasmid Miniprep
Spin (Genomed) podle navodu. Po izolaci byla prewedrestrikni kontrolni reakce s cilem
oV¢tit, zda se nami pozadovany Usek DNAIeail do izolovaného plazmidu. Pro restrikci byl
pouzit enzym EcoR1. S pro restrikni reakci byla inkubovana po 1-2 hodingi B7° C.
Poté doslo k vyhodnoceni na agarovém gelu (1%).

3.9 Sekven#ni reakce

Sekvenani reakce byla provedena pomoci sekveftao kitu Big Dye Terminator v3,1
Cycle Sequencing Kit (Aplied Biosystems). Vzorelagshidové DNA (4ul vzork + 11pl
ddH;0) byl inkubovan 3 minutyip96° C (denaturace). Po sk@mi denaturace se do reéak
smesi pridal ABI mix, sekvenani pufr a primery T7 (5-TAATACGACTCACTATAGGG-
3’) a SP6 (5-ATTTAGGTGACACTATAG-3"). Bylifpraven STOP roztok, ktery se dodal
po skorgeni reakniho cyklu do reakni snesi. Vzorky byly gecisStény a sekvenovany pomoci
automatického sekvenatoru ABI Prism 3130 (Ustavekaiérni biologie rostlin AZR).

3.10 Zpracovani sekvenci

Vysledné sekvence byly zpracovany programem DNASTRARsergene, INC., 2002).
Nowv¢ ziskané sekvence byly taxonomicky fazeny pomoci identifikace nejblizSich
piibuznych  sekvenci v internetovém programu Blast rc®ea databaze NCBI
(http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/).Cteci ramec sekvence byl vyhledan pomoci programu
ORF finder (http://www.ncbi.nim.nih.gov/gorf/gorfl). Na z&klad tohoto pedkéZzného
uréeni byla sestavena matice pro nasledné fylogeretaialyzy. Matice byla sestavena

programem Megalign s uzitim metody ClustalW (Thoampet al., 1994). Do matice byly
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dany sekvence z komplétnosekvenovanych gendmenterobakterii z databdze NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/static/eub toph. Jako outgroup byly pouzity
sekvence z druhHaemophilus a Pasteurella. Sekvence byly alignovany v aminokyselinové
podol¥. Vysledny alignment by analyzovan programem PAURBwofford, 1998).
Fylogenetické analyzy byly provéay v aminokyselinove, nukleotidové a kombinované
(nukleotidy + aminokyseliny) podéb pomoci metody maximalni parsimonie (MP)
s heuristickym vyhledavanim (heuristic search,gwnoci TBR (tree bisection-reconnection)
algoritmu se 30 opakovanimitipndhodném pdavani sekvenci. Analyzy v nukleotidove
podolE byly provedeny také jeStmetodou maximalni likelihood (ML) s vychozim (deia
nastavenim paramétrkteré odpovida evotmimu modelu HKY 85.
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4. Vysledky

4.1 Vybér vhodnych sekvenci

Geny potenciak vhodné pro roz&éni setu fylogenetickych markebyly vybrané ze
seznamu (obsahujiciho 205 @gnktery byl zhotoven autory Lerat et al. (2003)toBoto
seznamu byly nejprve odebrany geny, které se ngwyskly u rekterych symbiotickych
bakterii nap. ygjD, smpB Blochmania), seck YMgglesworthia), riM, rbfA (Baumannia) atd.
Pomoci alignmentu byly vyl@gny geny s vysoce variabilnimi sekvencemi neutapéi
sestaveni primér(nag. apaH, dnaJ, Igt, rpIB, rplC) a byl vytiem seznam géns vhodnymi
konzervovanymi oblastmi (viz. tabulk&.l). Tento seznam obsahoval 48,6% igen

z pavodniho setu.

Tabl. Seznam gérs vhodnymi konzervovanymi oblastmi

Nazev genu Funkce genglj Velikost genuffl Velikost genu}jfObsah GC

u Buchnera (%)

(pb) Buchnera

Nukleotidy a

nukleosidy

tRNA

aminoacylace

Syntéza pyrim.
Nukleotidi

Transkripce

tRNA

aminoacylace

Kat. proteiri a
peptidi

Transl&ni

faktor

tRNA

aminoacylace
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tRNA

aminoacylace

Degradace

proteim

tRNA

aminoacylace

Transla&ni

faktor

Transla&ni

faktor

Transkrigni
faktor

Transkrigni
faktor

tRNA

aminoacylace

tRNA

aminoacylace

Degradace
RNA

Syntéza purin.
Nukleotid

Syntéza purin.
Nukleotid

Syntéza purin.
Nukleotid

Syntéza pyrim.
Nukleotida

Syntéza

proteim

Syntéza

proteim

Syntéza

proteini
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Syntéza

proteini

Syntéza

proteim

Syntéza

proteim

Syntéza

proteim

Syntéza

proteim

Syntéza

proteini

Syntéza

proteini

Syntéza

proteini

Syntéza

proteini

Syntéza

proteim

Syntéza

proteim

Syntéza

proteim

Syntéza

proteini

Syntéza

proteini

Syntéza

proteim

Syntéza

proteim
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Syntéza

protein

Syntéza

proteini

Degradace
protein

tRNA

aminoacylace

tRNA

aminoacylace

Transkripce

tRNA

aminoacylace

Z tohoto seznamu byly vybirany geny s vhodnou calkodélkou a vhodnou délkou
variabilnich a konzervativnich oblasti v daném ratigntu. Konzervativni oblasti, které
umoAiuji univerzalgjsi nasedani primeru, obsahovaly miningg2®bp pro nasedani primeru

a mezi nimi obsahovaly variabilni oblasti v rozm&20-1500bp.

4.2 Vybér primer &

Pomoci internetového programu PrimeClade byla n&slsada primér(15% z givodniho
setu) ze sekvenci geénalaS, adk, carB, cysS, ffh, ileS, purA, purB,,rh@A, secY, thrS,
trmU. Programenin silico PCR amplification (http://insilico.ehu.es/ PCR/)dyjiSttno, jaké
primery budou prawipodobré nasedat na templatovou DNAHem PCR reakce. Pomoci
tohoto programu byly vylaieny dalSi nevhodné primery (13% iwvpdniho setu), které
nasedaly nespecificky nebo nenaseddilyec, a byly vybrany primery pro geny carB, ileS a
purB, které podle simulace nasedaly specifickyammpiatovou DNA. Jejich vlastnosti jsou
popsany v tabulkactislo 2 a 3. Dale byly geny carB, ileS a purB tedtowprogramem IDT
SciTools (http://www.idtdna.com/Home/Home.aspx). nf@ai tohoto programu byly
oveérovany jednotlivé vlastnosti primiltj. tvorba dimeit a vlasenkovych struktur, ] obsah

GC, délka atd.). Primery byly schopny vyitehsekundarni struktury, ale ty se daly odstranit
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vysSi teplotou. Sekundarni struktury se rozpadalyniEsi teploé nez byla T, Ostatni

vlastnosti byly popsany v nasledujici tabulce.

Tab2.Vlastnosti ziskanych printer

Délka primeru GC obsah
(bp) (%)
purBr 17 57,8
purBf 20 39,2
carBr 17 53,9
carBf 18 42,6
ileSr 20 54,2
ileSf 18 62,0
ile2Sr 20 40,0
ile2Sf 20 54,2

Nazev primeru
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Tab3. PCR primery pouzity pro amplifikaci (univahai i now navrzené)

Nazev

primeru

Sekvence

Zdroj

PouZiti dvojice

primera

Velikost
produktu

23SR

5 -TTRGAGGATGGYCCCCCCAT -3

Sofrova, 2005

F40

5"-GCGGCAAGCCTAACACAT -3

Ktizek, 2005

Amplifikace celého 16S-23S rDNA spaceru

cca 1200 bg

R1060

5-CTAACCCAACATTTCTCAACACGAG -3

Ktizek, 2005

S primerem F40 nespecificka amplifikk6s rDNA

cca 1200 bp

purBr

5-GGCATRRYVGADGADCC -3

vlastni

purBf

5-ACYAAHCAYGAYRTNAAAGC -3

vlastni

Amplifikace genu pro enzym katalyzujici 83au

purird

cca 635 bp

carBr

5-AYBCCCATVACTTCHCC -3’

vlastni

carBf

5-BAAYTGYAAYCCKGAAAC -3’

vlastni

Amplifikace genu pro enzym Carbomyl-fosfat

syntazu

cca 900 bp

ileSr

5 -GTCCANRKMGTRGTDGTCCA -3’

vlastni

ileSf

5-TGGACNACNACDMYNTGGAC -3’

vlastni

Amplifikace genu pro enzym signalni peptidazy

cca 500 bp

ile2Sr

5-TTNCCNABNGAYTTDGACAT -3

vlastni

lle2Sf

5-CCDGGHTGGGAYTGYCAYG -3

vlastni

Amplifikace genu pro enzym signalni peptigla

cca 1100 bp
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4.3 Ziskané sekvence z novych primér

Geny carB, ileS a purB byly pouzity k dalSim analyz K asgsné amplifikaci dochazelo

u rodu Arsenophonus pro gen purB f 57° C. Ostatni primery amplifikovaly Spatny usek

DNA. Primery purB byly pouzity k PCR amplifikaci DNze symbioni vSi (Haemotopinus

suis, Pediculus capitis) a patogenni bakterkeroteus vulgaris. U symbionti vSi Haemotopinus

suis a bakterieProteus vulgaris nevznikl vysledny PCR produkt. Sekvence ziskanéqmm

primeri pro purB z druhuPediculus capitis neodpovidaly hledané sekvenci purB.

Pro sekvenci (purB) ziskanou z genu symbionta vadanophonu byla vytva'ena matice

z dostupnych sekvenci pro protein purB u enter@saktvysledny alignment (dlouhy 570

nukleotidovych pozic, tj. 190 aminokyselinovych)l bgdnozn&ny a nevyZadoval Upravy.

Jedina inzerce v aminokyselinové sekvenci se vgsigya na 27. pozici u rodslochmannia.

Tab4. Seznam enterobakterii pouzitych do maticegpropurB

Pristupova

¢isla

Druh bakterie

sekvencHd

NC_007984

Baumannia cicaddlinicola str. Hc

NC_002528

Buchnera ahidicola str. APS

AE016826

Buchnera aphidicola str. Bp

NC_004061]

Buchnera aphidicola str. Sg

NC_005061

Cadidatus Blochmannia floridanus

NC_002695

Escherichia coli 0157:H7

NC_004431]

Escherichia coli CFT073

NC_000913

Escherichia coli K12

NC_004547

Ervinia carotovora subs. atroseptica SCRI11043

NC_002940

Haemophilus ducreyi 35000HP

NC_008309

Haemophilus somnus 129PT

NC_002663

Pasteurella multocida subsp. multocida str. Pm70

NC_005126

Photorhabdus luminescens subs. laumondii TTO1

NC_006905

Salmonella enterica Choleraesuis

NC_003198

Salmonella enterica Thyphi

NC_003197

Salmonella typhimurium LT2
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NC_ 004741 Shigella flexneri

NC_004344 Wigglesworthia glossinidia endosymbiont of Glossina brevipalpis

NC 003143 Yersinia pestis CO92

NC_004088g Yersinia pestis KIM

4.4 Owrovani kvality informaéniho obsahu genu purB

Fylogenetické analyzy v nukleotidové poddhyly provedeny pomoci metod MP a ML.
Pomoci MP metody byl ziskdn jeden maxingaparsimonalni strom o délce 1423 kiiok
Consistency index (CI) tohoto kladogramu byl 0,48escaled consistency index (RC) byl 0.30.
Vysledny kladogram znaziwval rozdleni enterobakterii na dvhlavni wtve. Jednu tvili
enterobakteriemi se vyskytoval bakterie rdthotorhabdus a Arsenophonus (obr. ¢1.). Stejny
vysledek byl ziskdn metodou ML.

Metoda MP byla pouzita i pro fylogenetické analyzgminokyselinové poda@b Byly
ziskany ctyii fylogenetické stromy (CI = 0,74 a RC = 0,48). Kanovana analyza
vyprodukovala jeden fylogeneticky strom s topologiiodnou s analyzou v nukleotidové
podolE. V kombinované analyze byla hodnota konzi&téno indexu rovna 0,53 a rescale

index roven 0,33.
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Haemophilus ducreyi

Haemophilus somnus

Pasteurella multocida
Baumannia cicadellinicola

—.— —— Candidatus Blochmania floridanus

Wigglesworthia glossinidia

Buchnera aphidicola str. Bp

Buchnera aphidicola str. Sg

Buchnera aphidicola str. APS

Arsenophonus triatominarum

Photorhabdus luminescens

Erwinia carotovora

Escherichia coli CFT073

Escherichia coli K12

Escherichia coli O157H7

Shigella flexneri

_‘ Salmonella enterica Thyphi

Salmonella enterica Choleraesuis

Salmonella typhimurium
| Yersinia pestis C092
Yersinia pestis KIM

| skupiny volré zijicich bakterii nebo patogérobratlovd

@ skupiny P-symbiorit

Obr.1 Kladogram pro gen purB ziskany metodou MPtiddéazahrnovala vSechny sekvence tohoto genu zéskan

z databaze GenBank. VSechny sekvence byly zkracargélku genu purB (570 bp) ziskaného z baktede ro
Arsenophonus.
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5. Diskuze

5.1 Identifikace a navrhovani primeni

Pro identifikaci a nasledné pouziti byly kandid&iahy vybirany ze seznamu aditderat
et al. (2003) vytvieného na zakl&ddatabaze COG. ixodem pouziti tohoto seznamu bylo
zjednoduSeni vyhledavani, protoze seznam obsah@varowiené ortologni geny z COG
databaze. fevazri se jednalo o geny ¢astnicich se zakladnich metabolickych funkci
nezbytnych protrst a rozmnoZzovani bakterii (fageny kodujici ribosomalni proteiny nebo
syntézu proteifn). U téchto geri se gedpoklada, Ze nebyly ovli¥ny raiznymi evol&nimi
udélostmi, které by mohly zkreslovat topologii fgenetického stromu (viz. kapitola 1.3 a
1.4). Vybsr gerii byl postup® snizovan na zakladnkolika parametr. Rada gen byla
vyloucena kwili nevhodné délce, nebo néemnosti u referamich bakterii tj. u druly
u kterych doslo k velké redukci genomu a je zdemoef ztraty gein, které jsou na seznamu
(Moran, 1996; Anderson a Kurland, 1998 ). Dale Ipfaiovano mnoZzstvi konzervativnich
a variabilnich oblasti v hledanych genech. Vysokariabilta byla progrovana
u intracelularnich symbioait (Buchnera, Wigglesworthia atd). Pra¥ u nich dochazelo
k rozsahlym zrdanam v genomu (Mira, et al., 2001; Klasson a Andgr20603).

Vybér vhodnych genovych sekvenci byl postéippmezen na geny, ze kterych byla
ziskana sada primerza pomoci programu PrimerClade (Gadberry, 2008)e Dyly primery
testovany pomaoci internetovych progiarpodle kterych byly ziskany sety odpovidajici vSem
pozadavkm. Z celkového vychoziho ptu geri byly nakonec pouzityiit ale jen jedna
sekvence byla ugpre amplifikovana u rodudrsenophonus. Nicmérg tento vysledek nemusi
byt kone€&ny, seznam kandidatnich gepouzitelnych pro fylogenetické analyzyibe byt
rozSien o dalSi geny z COG databaze. DalSimsapem je Uprava nebo aplikace jinych
metod nezdch, které byly pouzity pro vyhledavani a testowdrodnych sekvenci a nasledné
Uprav ziskanych primér. Jedna z mozZnosti je Upravaagenych primei, které nesplovaly
zadané parametry. Je zahi ziskat vhodné primery s¢itym poctem degenerovanych
pozic (viz kap. 1.4.2). Moznosti ziskavani degemanych primeit jsou d¥. MiaZzeme zninit
pocet degenerovanych pozic nebo pro zvySeni st@generace pouZzijeme inosin. Primery
byly sestavovany pomoci programu PrimerClade (Gagpe2005), ktery umaioval
maximalni degeneraci naétp pozicich. V sotasré dob: existuje rkolik programi
pomahajici sestavit primery &nymi stupni degenerace fa@ODEHOP (Rose et al., 1998;
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http://blocks. fhcrc.org/codehop.html). Naopak motyt primery méé degenerovany diky
vlivu kodonové preference. Bité kodony jsou ufednostiovany (dva nebo jen jeden) a tim
odpada nutnost vyuzivani prinderkteré jsou vice degenerovany (Palacios a Wereagre
2002; Sharp et al., 2005).

Dale mizeme vlastnosti primeru také ovlivnit Znou jejich délky. Jiny zjsob je vyldr
primeru gimo z vytvdeného alignmentu, tim i@eme volit fizné pozice danych primer
které mohly byt vyloteny na zaklagl parametii v programu pozitého pro identifikaci
primer .

Vlastnosti primeil, které se neamplifikovaly nebo s nimi byl ziskgratdy pozitivni
vysledek (nespecifickd sekvence), mohou byt oeliynprostedim Ehem PCR reakce.
V této préci bylo vyuzito jen dkolik moznosti, jak ovlivnit vysledek PCR reakcangna
koncentrace tiznych komponent, teploty, ,,Touch down* a Long PCRpuzitim jinych

analogickych PCR reakci by mohlo vést kdsse amplifikacidchto primed.

5.2 Nasedani primeru na templatovou DNA

Ze sady primar (primery pro gen purB, carB a dva pary prithg@ro ileS) byl ziskan
pozitivni vysledek PCR pouze s primery pro purB.ktBal ovliviiujicich UsgSnost
amplifikace niize byt rkolik. Kazdy krok mohl byt zatizen chybou¢leré chyby mohou
byt detekovany a odstramy nebo minimalizovany zémami parameir v jednotlivych
krocich. K nejastjSim chybam dochazichem PCR reakce.iPamplifikaci nemusi primery
a DNA polymeraza identifikovat spravnou cilovou wahkci, ale mohou nasedat
na alternativni mista podobna cilové DNA. Takovaybeh se nejasgji vyskytuje
s pouzivanim novych primirkteré byly navrzeny podle jinych sekvencitibbpznych druh.
Tyto primery nenachazeji homologni mista pro nagédra cilovou sekvenci. S tim souvisi
i stupéi degenerace primeru (viz Gvod, kapitola 1.4.2).SD&bmplikaci zgsobuje tzv.
kompetice
o primery. K tomuto jevu néastji dochazi, pokud jsme zacilili DNA s nizkym ggem kopii
nebo DNA ziskana z izolace symbiorivyla @ilis naedna. Vysledkem je pak snafjgi
amplifikace kratSich fragmeintoproti delSim. K chy® mohlo dojit i Bhem manipulace

s DNA, ktera mohla byt poSkozedastym pouZzivanim a dlouhodobym skladovanim.
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5.3 Informaéni hodnota purB

Pro fylogenetické analyzy byla ziskana sekvenceBpurolovana z bakterie rodu
Arsenophonus. Pomoci BLASTu podle nukleotidovych pozic byl powmz blizky vztah
s enterobakteriemi, kde nejlepSi hodnota vykazovéd& podobnost se sekvenci purB
u bakterii roduPhotorhabdus. VSeobec#t se edpoklada, Ze bakterie rodehotorhabdus
tvoii s bakteriemi roduArsenophonus monofyletickou skupinu (Trowbridge et al., 2005).
Provedenou fylogenetickou analyzou byl sice prokab&zky fylogeneticky vztah mezi
témito rody, ale v kladogramu tiity parafyletickou skupinu (8pily se za sebou na bazi
skupiny volr& Zijicich bakterii). Analyza je zatiZen#edevSim nedostatkem reprezentativnich
vzorki genu purB v databazi GenBank pro bakterie skupimtgrobacteriaceae (tento gen je
v podstat k dispozici jen u bakterii s komplétnosekvenovanym genomem). DalSim
faktorem ovlivujicim tuto analyzu byla délka ziskané sekvenceyraktse ukazala byt
nedostaujici. Analyza pomoci genu purB nebyla schopna nplittvynonofylii skupiny tvéené
rody Arsenophonus a Photorhabdus. Sowasné vysledky nazwtaji, Ze dalSi sekvence genu
purB, které byly k dispozici, vyt¥adostaténou strukturu a odrazi fylogenetické vztahy (viz
obr¢l). Lze gedpokladat, Ze idanim dalSich vzoik by mohly mit sekvence genu purB
informaéni hodnotu spolu s 16S rRNAidylogenetickych analyzach enterobakterii. Svymi
vlastnostmi by mohly kompenzovat nedostatky 16SARIalyz. V gedchozich studii bylo
prokazano, ze 16S rRNA nedokaze sp&awdhalit vztahy mezi symbiotickymi bakteriemi,
u kterych doSlo k vyraznym zimam v genomudznymi evolignimi udalostmi. Tyto ziny
maji velky vliv na strukturu 16S rRNA a jeji roaiaci schopnost.rlidnim dalSich gendo
srovnavacich analyz by se vligchto faktofi eliminoval a ziskali bychom jagj$i predstavu

o fylogenetickych vztazich mezi enterobakteriemi.
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6. Zawkr

Prace ukézala, Ze zvolenym postupem lIze identifikogeny vhodné pro dopini
fylogenetickych soubdr v ramci bakterii Enterobacteriaceae a sestavit primery schopné
amplifikovat pozadované geny. Vyhledavani vhodnyggmovych sekvenci je omezeno
nékolika faktory (gitomnost genu ve zkoumanych organismech, délka eseley mira
variability v obou sn¥rech). Z &chto sekvenci se pofil@ ziskat sekvenci genu purB. Bylo
zZjiSténo, Ze gen purB je sice schopen odraz@buzenské vztahy, ale m&epre nizky
informatni obsah proi@sné odvozeni topologickych vztaiNicmére tento nizky informeéni
obsah by bylo v budoucnu mozné kompenzovatsanim vzork (tj. ziskanim sekvence

purB z dalSich enterobakterii) #ganim dalSich gendo fylogenetickych analyz.
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