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Anotace:

Secondary symbionts of insect are regarded aseadgeinous group of bacteria possessing
phylogenies which do not reflect phylogeny of theisect host. Phylogenetic analyses of
bacteria are traditionally based on sequencingbafsomal molecules, mainly SSU rRNA.
Nonetheless, its application on recently specidieglages is biased by heterogeneity of
ribosomal operons. The process of gene conversaodsintercistronic microheterogeneity
produces mosaic-like operons including both anakstnd derived segments, thereby the
retention of ancestral polymorphism along with madequate operon sampling may generate
false signal of nonconcordant phylogenies. The ohp# intercistonic heterogeneity on the
congruence between the secondary and insect hgsigehies is discussed @msenophonus
and Sodalis glossinidius, two examples of mid-term coevolution with the thd®cause this
artefact may possess source of potential distortibrtoevolving associates in common,
application of additional phylogenetic markers a®llwas consideration of possible
intercistronic polymorfism is needed.
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Uvod

Molekularni fylogenetika prokaryot je od roku 19%&zmala vyhradnh fylogenetikou
ribozomalnich geln zejména genu pro malou podjednotku rRNA. VSestrahpou?Ziti tohoto
fylogenetického markeru je umaima dostaténou délkou sekvence, vysokou fuénk
stabilitou, univerzalnim vyskytemjipomnosti domén s odliSnou rychlosti sekd@nevoluce
a pouzitelnosti relativh rychlého pimého sekvenovani (Woese 1987jelited sotiasného
stavu poznani prokaryotni fylogeneze v "The Bergi®janual of Systematic Bacteriology" je
z velkécasti zaloZzen na studiich 16S rRNA (Garrity 200Bkv&nce 16S rRNA byla poprve
pouzita k rekonstrukci fylogeneze v praci WoeseFox (1977). Pouziti ribozomalnich
sekvenci jako fylogenetickych markenavazuje na igdpoklad, Ze tzv. sémantoforetické
molekuly, napiklad sekvence DNA, RNAGI proteini, nesou informaci vyuzitelnou k
rekonstrukci fylogeneze (Zuckerkan& Pauling 1965). Primérni struktura molekuly 16S
rRNA obsahuje pozice invariantni, tedy zcela kowaeane, a variabilni, ijgfemz mutani
rychlosti na rozdilnych pozicich jsou zma rozdilné. Tento fakt umakje zkoumani
Sirokého spektra fylogenetickych vzdalenosti odikétr na Grovni domén (tedy Bacteria,
Archea a Eucaryota) po uUravgednotlivych druli (Ludwig & Schleifer 1994). Kromh
fylogenetickych rekonstrukci maji ribozomalni sekee v sotiasnosti také velmi Siroké
praktické vyuziti, pikladem je identifikace patogennich agens (Harneteal., 2002), nebo
stanoveni mikrobialni diverzity v prdsti pomoci extrakce celkové DNA ze vzorku a pouZziti
univerzalnich primer (Pace 1997). Vyznam tohoto markeru reflektujekt,fae 16S rRNA je
Vv souwasnosti nejastjSi poloZzkou v databazich pro genové produkty (lKi&apach et al.,
2001). Na druhé strénje pouziti ribozomalnich génve fylogenetickych analyzach
znesnadéno mnoha faktory, ponaje technickymi problémy, kiixladu mechanickym
poSkozenim, nastavajicintidixaci vzorku ¢i extrakci DNA nebo PCR artefakty (Po&
Cavanaugh 1998). Z metodologického hlediskaiiplt vyznamnym zdrdjm artefakié
intercistronicka heterogenita, tj. sek¢an rozdilnost mezi vice kopiemi ribozomalnich
cistromi (Clayton et al., 1995, Cilia et al., 1996, Conyele, 2003). Tuto variabilitu v rdmci
nékolika kopii rRNA je mozné rozdit do dvou kategorii, které se liSi mnozstvim
polymorfnich pozic a podstatou proge&teré ji formuji. Emito mechanismy jsou lateralni
pienos, postupna divergencekterych operof jako proces adaptace na Uzce vymezenou
niku a tzv. proces concerted evolution (Tourova20® posledni dob se ukazuje, ze je
treba pihlizet k tomuto polymorfismuiprekonstrukcich fylogeneze bakterii (Gogartenlgt a
2002). Evoluce sekvenci genovych rodin, mezi kigadi i rodina ribozomalnich gén
podléh& procesu concerted evolution, ktera homaggni paralogni kopie v genomu
prokaryotickych i eukaryotickych organi§m Genova konverze, kter4 je molekularnim
mechanismem concerted evolution prokaryotuspbuje mozaikovitost ribozomalnich
sekvenci. Ribozomalni geny jsou tedy sloZzené z&pairkratkych, cca 500 bp. paralognich a
homolognich sekvenci (Liao 2000). Variabilitgchto kratkych Usek odrézi givod dané
sekvence a neni produktem konvergence. Interciskou variabilitu |1ze tedy chapat jako
rozptyl kratkych homolognich sekvenci v mnoha pagaich genech. Osekvenovanim vSech
ribozomalnich gein a porovnanim mutaci ¥dhto genech dostaneme fylogeneticky strom
zachycujici evoluci ribozomalnich genv daném organismu (Pettersson et al., 1998).
Intercistronicka heterogenitathe @i nedostattném samplingu zkreslovat obraz evoluce
daného organismu (Bogusz et al., 1988). Retencesaainiho polymorfismu byla u vain
Zijicich bakterii pozorovana u blizcélpuznych bakterialnich drihnagiklad Escherichia a
Shigella (Cilia et al., 1996; Garcia-Martinez et al., 1989@ton et al., 1999).

Podobné fylogenetické artefakty se uplgt pii interpretaci @iznych evoldnich
scénéi, nagiklad @i studiu koevoluce. U bakterii je to kaftji koevoluce mezi symbionty



a jejich hostiteli. Tyto vztahy jsou nejintenzéfnstudovany v systémech hmyz - bakterie.
Dosavadni studie biodiverzity nazn@, Ze hmyz je zna¢ patetnou skupinou (Novotny et
al., 2002). Jednim z moZznychwbdi znané diverzifikovanosti této skupiny je toleranagiv
bakterialnim organisim (Moran & Telang 1998). Hmyz je charakteristicky velkym
mnozstvim fiznych vztah s mikrobidlnimi organismy. Tyto vztahy zahrnuji toalisticke,
parazitickéti komenzalni interakce hmyzu s bakteriemi. Baklafisymbionti se jiz tradné
rozcluji na primarni a sekundarni symbionty (tedy P sy@bionty) (Buchner 1965). Vztahy
mezi €mito dwma ekologicky vymezenymi skupinami organisra jejich hostiteli jsou
v sowasné dob studovany pedevSim pomoci molekularni biologie a fylogenetatky
pristupi (Moran 2006). Symbioticky vztah je definovan jagi@lé ¢i dlouhotrvajici souziti
odliSnych organisiin Tento nazev se vSalasto chape v podsta@truzSim smyslu a byva
spojovan pedevsSim s oboustratinpros@gsnymi, mutualistickymi vztahy. K nim pat
napiklad bakterie obyvajici vnitrobgtiné prostedi eukaryot, z nichZz nejzné&jsi jsou
primarni symbionti hmyzu (Buchner 1965). Primamimbionti jsou alokovani v hikach
bakteriocytech, které se&asto shlukuji a vyti&ji organ bakteriom (Buchner 1965,
Wernegreen 2002).i@dpoklada se, Ze patek souziti primarnich symbianta mnohych
eukaryotnich organisim predevsim hmyzu, byl Klovym momentem pro diverzifikaci a
specializaci &hto hostitelskych organisin (Moran & Telang 1998). Vztah meazi
bakterialnimi symbionty a hmyzem je pozoruhodnyttklpdem dilezitosti symbiogeneze,
kterd navzdory Darwinovskému a Hennigovskému kladérazu na bifurkace jako #&pob
vzniku novych drubh umoznila diverzifikaci a vyuziti novych nik vzhlech k davné asociaci
s bakterialnimi symbionty (Buchner 1965, Margulés Q).

Sekundarni symbionti jsou nesourodou skupinou biaktejichz fylogeneze neodpovida
fylogenezi jejich hostitele.@stoze séasto pedpoklada, Ze sekundargi,jinak fakultativni
symbionti neovliviuji fithess svého hostitele, ukazalo se, Z&teré druhy fakultativnich
symbionfi se chovaji mutualisticky.iikladem je bakteri€&egiella insecticola, ktera zvysuje
rezistenci hostiteleAcyrthosiphon pisum (Arthropoda: Homoptera: Aphidoidea)adr
houbovym patogamm (Scarborough et al., 2005). DalSi studie prokézdk rektefi
sekundarni symbionti zvySuji resistenci svého kastMici parazitoidim tim, Ze neumaidji
dokorteni vyvoje jeho larev v hostiteli (Oliver et al.0@B). Tyto strategie vypovidaji o
mozné poinajici specializaci a kospeciaci bakterie.

Zatimco primérni symbionti jsouipomni ve vSech jedincich daného druhu, slovo se&omi
zde odkazuje k vyskytu spolu s primarnimi symbioatk nehomogenni distribuctchto
bakterii v hostitelskych populacich (Buchner 196&g zde rozlisit 8kolik zpisohi souZiti s
hostiteli, odcastych lateralnichipnosi po p&inaji specializaci a kospeciaci.

Mnohé bakterie dokazi snadnéephazet mezi parazitickym a obligatnimigpbem
Zivota (Goebek Gross 2001). ikladem je zmina strategie bakterielgnasené vertikatnz
parazitické na mutualistickowbem még nez 400 generaci hostitedenoeba proteus (Jeon
1972). Rychla zmna ZzZivotni strategie bakterialniho organismu jem@ nesnadno
detekovateln& standardnimi metodami molekularriesyatiky.

Topologie fylogenetickych vztdahmezi rékterymi bakteriemi, najklad primarnimi
symbionty a jejich hostiteli, jsodasto velmi podobné. Tato podobnost se ¥gje jako
kospeciace symbionta a jeho hostitele (Thao eR@0]1). Primarni symbiont mSiBuchnera
aphidicola, vykazuje zcela shodnou fylogenezi se svym hostitei na velmi nizké drovni
(Funk et al., 2000).#iny nesouhlasné fylogeneze sekundarnich symibianejich hostitel
jsou ¢asto vys¥tlovany jako série horizontalnichrgmosi bakterie ¢i nezavislych infekci
hostiteli (Aksoy et al, 1997).

Cilem této prace je zvazit intercistronickou vailit ribozomalnich sekvenci jako dalSi
faktor fylogenetickych analyz sekundarnich symhidminyzu. Zahrnuti paralognich sekvenci
do fylogenetické analyzy #gobené nedostateym samplingem, stejnjako nezohledéni



potencialniho intercistronického polymorfismuibe vést k rekonstrukci genovych, a nikoli
druhovych kladograf Tento fakt je diskutovan naigladu evoluce sekundarnich symbibnt
Arsenophonus triatominarum a Sodalis glossinidius (Aksoy et al., 1997, Tha& Baumann
2004)

Ribozomalni geny
Stavba a usgadani ribozomalnich operdn

Ribozomalni geny jsou v prokaryotickych organismesipdgadany ve forré operonu, tedy
transkrigni jednotky, kterd je transkribovana ve &m16S - 23S - 5S. Dané ugpdani
zaji¥uje vysledné ekvimolarni mnoZstvi genovych produl®ro ribozomalni operony se
pouziva oznéeni rrn. Sekvence 16S rRNA se také pojmenovava RO, tedy "small
subunit", nebo se pouziva ozeai rrs. Je-li v genomu daného organismu vice abw@#nich
geni, ozn&uji se tyto kopie rrsA, rrsB..., analogicky pro g&86 rRNA rrlA, rriB.

Escherichia coli je ¢lenemy-3 Proteobakteria, skupiny Enterobacteriaceae. éo t
skupiny nalezi mnoho vyznamnych patogennich a sytickijch bakterii. Mezi tyto bakterie
pati kupr. primérni symbionti mraveficrodu Camponotus - Blochmania floridanus; déle
Baumannia cicadellinicola, primarni symbiont organismuHomalodisca vitripennis
(Auchenorrhyncha: Cicadellidae)Mgglesworthia glossinidia, primarni symbiont krev
sajicich much tse-tse rodalossina nebo primarni symbiont brotiknosaté (Coleoptera:
Curculionidae: Sitophilus) rod8odalis (Moran & Telang 1998). Genomové charakteristiky
E. coli jsou velmi dobe znamy diky dlouhodobym snahadm porozuriologii tohoto
modelového organismu. Znalosti rrn opeérorintercistronické variability a dalSich jiv
souvisejicich s multiplicitou ribozomalnich gensou proto ¢asto odvozené od studii
provedenych na tomto organismu.

Escherichia coli obsahuje sedm rrn opefonMezi jednotlivymi geny se nachazeji
kratké mezigenové spacery (mezerniky), tedy "lmteig Spacer Regions” (ISR) Tyto
sekvence obsahuji cilovd mista pro RNazu 3, tedyrenktery vy&puje ISR z primérniho
transkriptu, a dale sekvence kdédujici tRNA. SekeelSR jsou znm¢ variabilni a pouzivaji
secasto pro identifikaci blizceffbuznych bakterialnich drih(Garcia-Martinéz et al., 1996,
Luz et al., 1998). Jednotlivé ribozomalni operosguj rozptyleny v polovih chromozomu,
blizko oriC, tedy p&atku replikace (Boros et al., 1979, Ellwood et 8#882). Délka sekvence
16S rRNAE. coli byla stanovena na 1541bp. Cely primarni transkeipiouhy asi 5000bp, v
zavislosti na prornlivych délkadch sekvenci ISR (Brosius et al., 19Z¢8ndon et al., 1995).
V bunce Escherichia coli se ngni mnoZstvi ribozorin v zavislosti na paebs buiky
syntetizovat proteiny. Toto mnozZstvi kolisa v zib8t nacasu zdvojeni hiky (Bremer&
Dennis 1999). Tato schopnost dosahnout vysokyidtovych rychlosti bakterie souvisi
predevsim s mnoZstvim ribozomalnich opérarbuice, tj. s jejich multiplicitou.

Multiplicita rrn operoti

Bakterialni genomy obsahuji jeden az patnact rib@doich operoi (Acinas et al., 2004).
Toto mnozZstvi je pro blizceripuzné bakterie, az na vyjimky, stabilni (Fogebkt 1999) a
umoziuje tedy odhadnout mnoZstvi ribozomalnich kopii lizde gibuznych organisin
Vyjimkou je rekolik bakterialnich organistn Kuptikladu termofilni bakterieAquifex
pyrophilus obsahuje ve svém genomu Sest ribozomalnich kaptimco blizce fbuzné
bakterie tohoto organismu obsahuji pouze kiwie (Sanz et al., 1988, Shao et al., 1994).
Piikladem bakterie s jednim ribozomalnim operonemRjekettsia prowazekii,
obligatni intracelularni bakterie s genara dobou 8-12 hodin (Pang Winkler 1993).



Gramnegativni bakteriePseudomonas aeruginosa obsahuje ve svém genomutyii
ribozomalni operony. Tento mikroorganismus se viggkyv zasolenéiue i v rostlinnych a
Zivocisnych tkanich (Stover et al.,, 2000). Nedavna kaaipani studie zabyvajici se
mnoZstvim ribozomalnich openbrv bakterialnich liniich ukazala, Ze nejvySSi mnoizs
bakterii obsahuje dva ribozomalni operony (25%)SDacastym mnozstvim ribozomalnich
operomni ve zkoumanych bakterialnich liniich byly 4 operobhyge tedyfici, Ze EtSina bakterii
obsahuje vice nez jeden ribozomalni operon (Acitas., 2004).

Z uvedenych pkladi je Zejmé, Ze mezi bakteriemi existuji rozdily v mnokstv
ribozomalnich operan v genomu. Klappenbach et al. (2000) ukazali, Ze t@noZstvi
ribozomalnich operan v buice je tsné svazano s ekologickou strategii bakterialniho
organismu. Fakt, Ze mnozstvi rRNA opetangenomu nekoreluje s fylogenezi prokaryot, byl
potvrzen i v ®&kterych dalSich studiich studiich (Coen§eVandamme 2003, Acinas et al.
2004). Peoet kopii rrn v genomu pozitivkoreluje s rychlosti, jakou dokézi bakterie vyativ
potravni zdroje a tedy s maximalidstovou rychlosti bakterialniho organismu. Ukazapze
vySSi mnoZzstvi ribozomalnich opetoposkytuje seledni vyhodu v prosedi s fluktuujicimi
podminkami, naip dostupnosti zdrj potravy, protoZze umaiije rychle navysit irstovou
rychlost bakterie. Pro mikroogranismy Zijici v tela¢ stabilnim prosedi je ale seleie
vyhodrgjSi udrzovat mé# kopii rRNA v genomu, protoze stala produkce rRNAadiuje v
dohkre vyswitlit variabilitu mezi vySe uvedenymi bakterialninbrganismy. Zatimco
Clostridium paradoxum a Pseudomonas aeruginosa jsou volrg Zijici mikroorganismy, pro
néZ se dostupnost potravy rychle¢mi v case, Rickettsia je obligatni patogen vazany na
relativné stalé vnitni prostedi eukaryotickych buik. ProtoZe jsou patogenni i primérn
symbiotické bakterie omezené na intracelularni tped$ eukaryot, Ize iedpokladat, ze
mnoZzstvi kopii rrn v genomeckchto dvou tyfi bakterii bude stejné. Skdte, pro obligats
mutualistické bakterie je charakteristické, Zecjejgenom obsahuje jen jeden ribozomalni
operon (Tourova 2002). Malé mnoZzstvi ribozomalrdpkerori je v tomto pipads zpisobeno
také degradmimi procesy zfisobenymi popukéni dynamikou &chto bakterii a je jednim z
aspekit celkové Uspornosti genomuichto organism. Porovname-li  charakteristiky
ribozomalnich operanpro primarni a sekundarni symbionty, zjistime séenavzajem liSi v
mnoZzstvi kopii v genomu. Zatimco genom sekundarsyatibionti je velmi podobny genomu
voln¢ Zijich bakterii a obsahuje tedy vice kopii rrnpgey primarnich symbiofitnesou bez
vyjimky jen jeden ribozomalni operon. Na vice kopibozomalnich operan pasobi
mechanismus concerted evolution.

Concerted evolution

B —_—
L v L X
— X B
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Obr 1. Kladogram vlevo ukazuje na divergentni evoluciapagnich kopii, kladogram vpravo
znazotiuje podobnost paralognich kopii multigenovych rogiiadléhajicich procesu concerted
evolution. Pevzato Santoyo & Romero (2004).

Concerted evolution je procesfi mémz se vsSichni¢lenové dané genové rodinyém
spole&n¢é. Mutace, které vzniknou v jednom genu, jsod’ ipbekryty genovou konverzi, nebo



jsou rozptyleny po vSech paralognich sekvenciclog&modiny. Genova rodina je skupina
geni, které vznikly ze spot@mé ancestralni sekvence a maji tedy sl funkci a podobné
sekvence DNA. Arbitram urcenou hodnotou proifslusnost ke genové rodine nejmés
50% sekvetni identity (Cvekova 2006). ZmnoZeni gérgenové rodiny &Sinou souvisi s
jejich nezbytnosti pro Zivot a mnozZeninky. Jednou z nejnezbyjsich genovych rodin
prokaryot je rodina ribozomalnich genJe znamo &kolik dalSich zgsohi evoluce
multigenovych rodin, mezi které pati tzv. divergentni evoluce. Divergentni evoluee |
charakterizovana postupnym hromdailn zne€n v paralognich sekvencich, které postupn
odliSuji jednotlivé paralogni kopie. Je-li rychlagthto znén stejna pro vSechny paralogni
sekvence genové rodiny, pak je ziskany kladograngéhia genu , ktery podléha divergentni
evoluci, ultrametricky. Tento #igob znény genovych rodin je charakteristicky iégad pro
hemoglobinové geny (Né& Rooney 2005). Concerted evolution je oproti tomacps, ktery
homogenizuje mnolietné kopie sekvenci genovych rodin (Dover 1982) r(Db
Pravd@&podobnou fic¢inou tohoto procesu, jak uvadi Woe&eFox (1987), je silny sel€ki
tlak na primarni strukturu ribozomalnich opekonTato stabilizujici selekce umoznuje
zachovat komplexni interakce s mnoha proteinovyraiekulami podilejicich se na stavb
ribozomu. P&ateni studie tohoto procesu byly provedeny na rRNA ratu Xenopus
(Anura: Pipidae) (Brown et al., 1972). ProtoZze &mdw uspdadané kopie ribozomalnich
geni eukaryot obsahujighkolik stovek kopii rRNA, umaoiuji vysoké koncentrace primarnich
transkripti rRNA v buice provést hybridizai studie. Ty poukazaly na uniformitu dané
sekvence v paralognich kopiich rRNAreBpokladanym molekularnim mechanismem
concerted evolution u eukaryot je genovd konverzeeeeciproky crossing-over, avsak
evoluce ribozomalnich sekvenci prokaryot je odligg&ckbush et al., 2007). Molekularni
mechanismus introdruhové homogenizace rRNA prokaspaiiva v genové konverzi (tedy
nereciprokém fenosu sekvence mezi jednotlivymi genovymi kopiekngtkych, cca 500 bp
Useki mezi paralognimi sekvencemi ribozomélnichidefredpoklada se tedy, 7e podobnost
sekvenci mezi jednotlivymiasti paralognich génneodrazi konvergentni vznik mutaci, dany
nagiklad funkénimi omezenimi, ale ukazuje na prapddobny vznik dané sekvence (Liao
2000). To zpsobuje, Zeclenové genové rodiny se jevi jako mozaika ancestil a
odvozenych sekvenci. Tento fakt j¢gmou ztraty ultramettinosti pro gkteré ribozomalni
genové stromy (Cilia et al., 1996).

Ribozomalni geny mezi sebou vykazuji napadnou sekwedentitu, kdy paralogni sekvence
v rdmci jednoho druhu jsou si navzajem podg&inneZz homologni sekvence mezi¢tha
piibuznymi druhy. Ohta (1991)i@dpoklada, Ze mira uniformity sekvenci podléhdjicic
procesu concerted evolution je dana intenzitou kudéenich interakci a rychlosti vzniku
novych mutaci. Je-li intenzita homogenizace pardldy kopii v genomu vysSi neZ rychlost
vzniku novych mutaci, jsou vSechny kopie sekverdenticke. Tento fakt ma zéiay vliv na
rekonstrukce fylogeneze pomoci ribozomalnichigen

Fylogenetické charakteristiky 16S rRNA

Komparativni sekveini analyza genu 16S rRNA hrajeiigsini roli v mikrobialni taxonomii,
identifikaci a studiu evoluce bakterii (Sapp 2005)to vysadni postaveni genu 16S rRNA p
studiu prokaryot je dano kombinactkolika faktori. Jednim z &hto faktofi je historicky
aspekt studia mikroorganismStudium prokaryotni evoluce a fylogeneze bylodbmuhou
dobu zcela opomijeno @nmito organismm byla w¥novana jen minimalni pozornost. Prvni

! K objastni molekularni podstaty tohoto jevu bylo navrhnutkolik modeli zahrnujicich tvorbu

Hollidayovych Kizi, Meselson a Raddifig model, DSBR (double strand repair model) a SDSynthesis
dependent strand annealing modeBantoyo & Romero 2004)



studii klasifikace bakterii, kterargdpokladala evoluciéthto organism a nebyla tedy
zaloZzena nap na morfologickychi fyziologickych znacich, byla studie Woese (1977).
Siroké vyuZiti genu 16S rRNA jako markeru pro molékni fylogenetiku prokaryot je déano
také vyhodnou kombinaci mnoha jeho vlastnostimito vlastnostmi jsouiiedevsim (FoOX&
Woese 1987):

* Funkeni stabilita

» Predpoklada se, Ze interakce ribozomalnichagewelkym pdétem proteii omezuje
lateralni transfer dané sekvence (OdliSny nazoratedkug. Gogarten et al., 2002)
Nekteri autdi (Wertz et al., 2003) figdpokladaji, Ze lateralnirignos tzv. "core gen,
tj. genmi kodujicich komponenty fungujici v Ebvych cjich pro Zivot prokaryotické
bunky (nagiklad ribozomalnich gen genu gapA, groEL) neni praymbdobny.
Obc¢asna pozorovani ztiaée odliSnosti skterych ribozomalnich kopii, ktera je mozno
vyswtlit jako lateralni penos dané sekvence, jsou ale znamai(négp et al., 1999)
K lateralnimu penosu ribozomalnich sekvenci dochazi, akdt drekvenci gchto
udalosti je velmi obtizné vzhledem k neustalé hanagaci ribozomalnich sekvenci
procesem concerted evolution. Horizontaliténms tedy pravgbodobré ovliviuje
fylogenetické rekonstrukce organignmekonstruované na zakkd6S rRNA jen v
kratkémc¢asovém niritku.

* Dostaténa velikost genu, které nezkresluje fylogenetickalygy malym poétem
pozorovani.

* Gen je slozen z mnoha evohd izolovanych domén v tom smyslu, Ze&ra rychlosti
sekverni evoluce dana z&énou seleknich tlaki na danou oblast neoviiuje
sekverini rychlost dalSich domén.

» Vyskyt ve vSech prokaryotnich organismech

* Mozné vyuziti rychlého iimého sekvenovani. Studie mikrobialni diverzitgrktjsou
zaloZzené fedevsim na ijdmém sekvenovani rRNA pomoci tzv. "Shotgut librsitje
tedy postup ziskavani rRNA pomoci univerzalnich primhez pirodnich vzork,
umoznuji zkoumat nekultivovatelné mikroorganismyn@nn et al., 1994, Pace 1997).

e 16S rRNA obsahuje vysoce konzervované i varialoibiasti.

e Tyto vysoce konzervované a variabilni oblasti ggeou vyuzitelné pro tvorbu
primer pouZzitelnych pro rekonstrukci vztama fiznych fylogenetickych trovnich.
Zatimco rekonstrukce davnych evatich udalosti je umoZna gitomnosti
konzervativnich domén, rekonstrukce fylogenezeinkénarovni, tedy mezi druhy a v
ramci jednoho druhu, je umacama @Fitomnosti variabilnich oblasti genu.

Artefakty

Analyzy ribozomalnich gen jsou spojené s mnohymi artefakty, jimz je nutngowat
pozornost fi rekonstrukcich fylogeneze zaloZenych na sekvemiovidozomalnich geh
Tyto artefakty jsou jednak mechanick@sto spojené s izolaci genetického materialu, ktery
se lze vyhnout Upravouiglusnych postujy dale i problémy nastavajictipprocedite PCR,
ale i artefakty dané samotnym ugipdanim a evoluci ribozomalnich opeion

Jak upozornili Lipthay et al. (2004), wb extrakini metody pro izolaci DNA z
piirodnich vzork mize ovlivnit gredstavu o mikrobialni diverzitv tomto prostedi.

Jednim z mozZnych probl&mpii sekvenovani DNA jsou artefakty gobované
chybovosti DNA polymerazy. Je znamo, Zze enzym DNymperaza zézuje hem cyki
replikace nespravné nukleotidy, frekvensehto zandn byla stanovena na fqKwiatowski
et al., 1991). Hodnota této sekveénachyby (odpovidajici mnozstvi nespravnych nulktEot



mezi skuténym genem v hice a sekvenci v databéazi) odpoviddblné 1 nespravé
zalenenému nukleotidu na 500 - 1000 bp, pro sekvenci RSA tedy 0 - 2 nespravné
nukleotidy. Nekteri autdi upozornili na mozné ovlivmi fylogenetickych analyz u drih
jejichz sekvewnni diverzita je nizkd a tedy pa@msignal / Sum je nizSi nez pro druhy
vykazujici vysokou sekveni diverzitu. Nahodné chyby by v takovértigad mohly ovlivnit
topologie koncovych a kratkycktvi (Clark & Whittam 1992).

DalSim zdrojem artefaktjsou procesy nastavajictif’CR. Ri multitemplatové PCR,
tedy @i pouziti vzorku s #kolika variantami daného genujige dojit k zkresleni g@teiniho
poneru téchto molekul ve vzorku. Tento artefakt nastasa/pssSim neZz 35x opakovani cykl
PCR a Ize jej tedy odstranit snizeningéfoocykli (Kanagawa 2003).

Poslednim uvaZzovanym zdrojem artefakt molekularg fylogenetickych studiich je
variabilita kopii rrn. Pokud tato variabilitargkratuje 2% sekvetni odliSnosti, pak j&€asto
pri¢itana lateralnimu fipnosu sekvence divergentni evoluci jednotlivych ribozomalnich
kopii. Tento jev byva také nazyvan makroheterogenin (Tourova 2002). fipady
makroheterogenity ribozomalnich sekvenci byly pagsén zidka. Tento jev se vyskytuje
nejen u prokaryot, ale byl nalezen i v eukaryotnicharchebakterialnich organismech.
Divergence ribozomalnich kopii byla pozorovana gkterych archebakterii skupiny
Haloarchea, nag. Halosimplex carlsbadense (Russel at al., 2002) r&poklada se, Ze vysoce
variabilni operony v genomeckchto organism slouzi k adaptaci na énici se podminky
prostedi. Vliv selekniho tlaku na udrzovani futiké odliSnych kopii genu byl potvrzen
studii zabyvajici se citlivosti divergentnich opgrey genomuHal obacterium cutirubrum na
koncentrace soli v médiu (Dennis 1999)ikRadem makroheterogenity ribozomalnich
sekvenci prokaryot, ktera je praygbdobré zagicinéna lateralnim transferem, jsou termofilni
aktinomycety Thermobispora  bispora  (Actinobacteria:  Pseudonocardiaceaeq
Thermomonospora chromogena (Actinobacteria: Thermomonosporaceae) (Yap et1899).
Mezi genomy obou organismpravdpodobré dosSlo k lateralnimu fenosu a naslednym
genovym konverzim xenologni sekvence. Vliv makretmienity rRNA na fylogenetické
studie byl gkolikrat prokazan ( nap Yap et al., 1999), fpsto tento jev prawgodobré
neovliviiuje fylogenetické analyzy sekundarnich symhiohimyzu. Makroheterogenita se
vyskytuje gedevSim u organisim které Ziji v gjakym zpsobem extrémnim prdasdi.
Prikladem je jiz zmisny archebakteridlni halofilni organismt#alosimplex, ale i parazit
Plasmodium berghei (Apicomplexa: Haemosporidg{sunderson et al., 1987). Heterogenita
ribozomalnich sekvenci tohoto parazita je spojenadaptaci na rozdilné présti v
hostitelich Bhem fazi Zivotniho cyklu. Fylogenetické analyzy wadkarnich symbiofit
hmyzu mohou byt ovlivény predevsim tzv. mikroheterogenitou ribozomalnich sakie

Mikroheterogenita ribozomalnich sekvenci

Rozsah a moznéudledky sekvetni heterogenity nebyly po dlouhou dobu systematicky
studovany, neltbvétSina vyzkumnilkk predem pedpokladala vysokou sekwari podobnost
jednotlivych kopii rRNA. Pokud byla analyzovanaesiteZ jedna ribozomalni kopie, pak byla
mozna intercistronickd heterogenitacema na méh nez 1%. Ekladem je analyza
ribozomalnich sekvenci baktefhodobacter sphaeroides (Dryden& Kaplan 1990). Jednou

Zz moznych pi¢inou opominuti tohoto jevu je nejspiSe Siroké vyani gimého sekvenovani.
Primé sekvenovani je metoda, kterd neuige rozpoznat heterogenni pozice, tedy pozice,
které nejsou fitomny ve vSech sekvenovanych molekulach DNA (Edwaat al., 1989). V
piipack vyskytu takovychto heterogennich pozic v genechd@a pozice ponechana
nerozliSena. Vliv této variability na fylogenetickstudie byl ¢asto pouze i@dnmetem
spekulaci. Kup Nibel et al. (1996) detekovali intercistronickeariabilitu v ribozomalnich



kopiich organismuPaenibacillus polymyxa (Firmicutes: Paenibacillaceaeputoii studie viak
pouze poznamenali, Ze mnozstvi zde &jigth variabilnich pozic pra¥godobré neovlivni
fylogenetické analyzy.

S pibyvajicim mnozstvim ribozomalnich sekvenci v datbh se ukazalo, Ze
intercistronicka variabilita je po¥mé béznym jevem (Clayton et al., 1995)rd8toZze ma
variabilita ribozomalnich geénzasadni vliv na fylogenetické analyzy, timto pérbeém se
zabyva jen porrné malé mnoZstvi studii a jako dalSi faktor vstugduglo fylogenetickych
analyz prokaryot je zahrnovana teprve kratkou dalkazuje se nicmeén Ze intercistronicka
variabilita je zasadnim problémem pro fylogenetiak@lyzy druly, k jejichz oddleni doSlo
teprve nedavno. Pro zvazeni vlivu této heterogematyfylogenetické analyzy jéeba zjistit
vlastnosti tohoto jevu.

Vlastnosti mikroheterogenity

Pricinami mikroheterogenity rRNA (Coenyge Vandamme 2003) jsou:

1) rRNA geny jsou organizovany v multigenovych raath. Vzhledem k sekveémi
podobnosti jednotlivych gén(repetic) na & pasobi izné homogenizmi mechanismy
(nap. genova konverze).

2) tyto mechanismy postupimomogenizuji sekvence jednotlivyekeni genoveé rodiny.
JestliZze jsou genové konverze pong vzacnymi udalostmi, pakékteré uzly
fylogenetického stromu budou reflektovat rekombimaidalosti spiSe nez historii daného
organismu (Cilia et al., 1996).

Pro zevrubné pochopeni tohoto jevuifbt znét vyskyt, mnozstvi &gny vznika této
variability.

Jde o skut&nou heterogenitu?

Variabilita ribozomalnich genbyla pongrné dlouhou dobu povazovana pouze za nasledek
chybovosti DNA polymerazy. Vysledky studie Clayteral. (1995) porovnavajici variabilitu
sekvenci ulozenych v databazi GenBank ukazaly, iezstvi mutaci zriaé prevysuje odhad
ucinény pro sekvenmi chybu. DalSim ikazem jiného vznikuéthto mutaci byla lokalizace
téchto znén pouze v ufitych, variabilnich, oblastech. Jestlize by bylariafailita
ribozomalnich sekvenci #pobena ndhodnym danovanim nespravnych nukleotidpak by
nebyla sousedina do uéitych oblasti sekvence (CoengeVandamme 2003).

PFic¢iny vzniku heterogenity
Jako moznaifina vzniku heterogenity ribozomalnich gefneteregenity, kterd zahrnovala 5

a vice mutaci) bytasto navrhovan lateralnfgnos zprosedkovany konjugativnimi plasmidy
(Ueda et al., 1999). DalSi studie ale ukazaly, e vznik této variability Ize pouZit i jiné

" Odligné kopie 16S rRNA byly v této praci zfisy pomoci tzv. DGGE. Tato denatiné gradientova gelova
elektroforéza j&astou metodou mikrobidlni ekologie a slouzi k odbhahi genetické diverzity mikrobialnich
piirodnich populaci. Tato technika g v separaci sekvenci amplifikovanyai BCR v polyakryaamidovém
gelu. Tento gel obsahuje gradient denatuitzo ¢inidla, které zabnguje prejit sekvencim variabilnich domén do
helikalniho usptadani. Doputuje-li sekvence DNA do mista, které Zitufe zaujmout stabikjSi sekundarni
strukturu, zastavi se pohyb této molekuly v gekkv@réni variabilita néni bod, ve kterém se pohyb molekuly
zastavi. Vysledky této metodwgsto reflektuji intercistronickou variabilitu, adtezpisobuji nadhodnoceni nikoli
diverzity prokaryot v daném vzorku (Muyzer et 4093)



vyswtleni. Tuto variabilitu Ize |épe vysilit jako kompenzaéni mutace zachovavajici
sekundarni strukturu genového produktu vznikem rasdh-Crickovského parovani G-U.
(Garcia-Martinéz et al., 1999). Pr&pddobnou fi¢inou variability, ktera je nizsi nez
zmirénych 5 mutaci, bude nejspiSe homogenizace ribozoaomger (Garcia-Martinéz et
al., 1999).

Oblasti vyskytu

Prvni srovnavaci studie intercistronické heterolyemnezi jednotlivymi kopiemi rRNA
ukazaly, Ze tento jev je vymezen pouze do variathlmblasti ribozomalnich gérfWoese et
al., 1980). Case et al. (2007) porovnavali vyskghto heterogennich oblasti se sekundarni
strukturou molekuly 16S rRNA. Jejich studie ukaznge gFitomnost &chto variabilnich mist
lokalizovanych v helixech (stoncich) 16S rRNA (OI), které se vyzraji vysokym
podilem G:U bazi. 16S rRNA obsahuje celkem 50 Keli©br. 9). Lokalizace échto
variabilnich oblasti v sekundarni struidurRNA se niZe pro tizné prokaryota droknlisit.
Napr. Escherichia coli vykazuje nejvySsi variabilitu v oblastech V1, \tgle také V3 a V4
(Obr. 9). (Ueda et al., 1998, Coerge/andamme 2003, Marchandin et al., 2003).

Rychlost sekvetni evoluce v této strukia je vysSSi, nez ve struki smyky. Studium
sekundarni struktury ukazalo, Ze tyto mutace nenmiajina prostorové usgadani SSU ani
na stabilitu danych oblasti (Ueda et al., 1998, nyee& Vandamme 2003). Oblasti
sekundarni struktury, které obsahuji gkyy("loop") jsou vysoce stabilni a obsahuiji jen énal
mnozstvi sekvamich motivi. Tyto ¢asti molekuly také hraji tdezitou roli ve funkci
ribozom a pasobi na & tedy silna stabilizujici selekce (Woese et al9s).

Mnozstvi variability

Prace, které se zabyvaly mnozstvim variabilnichgo®ezi jednotlivymi rrn, dosjy
¢asto k podobnym vysledkn. Maximalni mnozstvi detekované introdruhové variability ve
studii Coenye& Vandamme (2003) bylo 19 mutaci. DalSi studie uvdddvariabilnich pozic,
piicemz nejvariabilgjSim zkoumanym druhem by coli (1,23% mezi 7 rrs) (Klappenbach
et al., 2001). RozloZzenddhto mutaci ve zkoumanych liniich (Tab. 2) ukazagetSina linii
neobsahuje variabilni rrn (93,1%) a jen malé mnasiii obsahuje jednu variabilni pozici
(4,4%). (Ueda et al.,, 1998). Ukazuje se tedy, Zevéechny bakterialni druhy obsahuji
variabilni rrn operony. Mnozstvi mutaci je navicpekud uvazime celkovou délku rrs
sekvence - poiné omezeneé.

Intercistronicka variabilita kolika bakterialnich druln(Klappenbach et al., 2001) je uvedena
v Tab.l. Zatimco &které druhy (naiiklad Methanococcus jannaschii ¢i Ureaplasma
urealyticum) obsahuji dva ribozomalni operony a intercistrkaicvariabilita mezi
jednotlivymi kopiemi je por&rné mala, druhy s vySSim mnozstvim ribozomalnich opiero
vykazuji vySSi variabilitu (ndap variabilita pro druhyescherichia coli a Bacillus subtilis byla
stanovena na 1,23 a 0,97 %). Tyto vysledky jsowlréim souhlasu se studii porovnavajici
mnozstvi rrn a frekvenci intercistronické variatyil{(Acinas et al., 2004). Bylo ukazano, Zze
intercistronicka variabilita a mnozstvi opetiongenomu bakterii spolu pozitigkoreluji.

a b C
Aquifex aeolicus VF5 2 - -
Bacillus subtilis ATCC 23857 10 1-15| 0,97
Campylobacter jejuni ATCC 700819 3 - -
Deinococcus radiodurans ATCC 13939 3 0-2 0,13




a b C
Escherichia coli ATCC 10798 7 0-19 1,23
Haemophilus influenzae ATCC 51907 6 - -
Helicobacter pylori 26695 2 - -
Methanococcus jannaschii DSMZ 2661 2 3 0,2
Methanococcus themoautotrophicum ATCC 29096 2 2 0,14
Neisseria menigitidis MC 58 4 - -
Treponema pallidum ATCC 25870 2 - -
Ureaplasma urealyticum serovar 3 2 1 0,07
Vibrio cholerae ATCC 39315 8 0-14| 0,91
Xyella fastidosa 9a5c¢ 2 - -

Tab. 1: Intragenomova variabilita 16S rRNA pro Bacteridhi@hea zaloZzend na celogenomovych
studiich. NejvySSi variabilitu mezi zkoumanymi beridInimi druhy vykazuj&scherichia coli.

a - mnozstvi rRNA operanv genomu;_b- rozmezi rozdél mezi jednotlivymi 16S rRNA operony v
jednom genomu vyj&eny jako pdet mutaci;_c- rozdil mezi jednotlivymi operony v genomu
vyjadieny v %. Pevzato z Klappenbach et al. (2001).

MnozZstvi heterogennich bazi a b
14 1 0,2
13 0 0
12 2 0,4
11 3 0,6
10 2 0,4

9 1 0,2
8 1 0,2
7 0 0
6 0 0
5 1 0,2
4 0 0
3 0 0
2 1 0,2
1 21 4,4
0 442 93,1
Celkem 475 100

Tab.2: Frekvence sekveéni heterogenity, ktera byla detekovana ve varialgiblasti 16S rRNA linii
rodu Sreptomyces. Celkové mnoZzstvi zkoumanych linii bylo 475.

a - paet linii, které vykazovaly dané mnoZstvi heteroger - procento linii, které vykazovaly dané
mnozZstvi heterogenity Fevzato z (Ueda et al., 1998).

Skupina Enterobacteriaceae (Proteobacteria: Gammaproteobacteria: Enterobalesy
obsahuje sekundarni symbion8pdalis, Arsenophonus, patogenyEscherichia, Shigella i
primarni symbionty hmyzu (n&p Buchnera aphidicola). Primérna hodnota psii



ribozomalnich operan pro tuto skupinu byla ziskana z databaze rrnDRirdla 6,13
(Klappenbach et al., 2001). Lze tedyegpokladat, Ze ribozomalni operony této skupiny
budou vykazovat vysokou Urovéntercistronické heterogenity.

Ancestralni polymorfismus ve fylogenetickych analgach

Studium intercistronické variability v ramci skupirEnterobacteriaceae poskytlo Zn&
piesné informace o vlivu této heterogenity na fylmgecké analyzy.

Tento jev byl studovanipdevsSim v organismec®higella a Escherichia. F¥icinou je blizka
piibuznost &chto bakterii, pedpokladd se, Zé&higella je klon, ktery vznikl gkolikrat v
evoluci této skupiny jako adaptace bakteischerichia na prostedi epitelialnich busk
lidského steva. Mnohé konvergentni zmy, spojené siechodem k této strategii, byly po
dlouhou dobu dvodem pro zgazeni &chto organisma do dvou rovnocennych rédPupo et
al., 2002).

Intercistronicka heterogenita je jev vyznamiggevsim §i rekonstrukcich fylogeneze blizce
piibuznych organisin F¥icinou je pondérné pomala sekveimi evoluce ribozomalnich gén
Tato rychlost neumaitije nashromazuhi velkého mnozstvi zém v molekule rrn, pokudas,
ktery uplynul od okamziku speciace, bykilig kratky. Tento fakt vede k uchovavani
polymorfismu ribozomalnich sekvenci v ancestralrodgi®. Proces genové konverze
nahodr vybira jednotlivé mutace (nebdgsrji feceno kratké sekveéni motivy), které pak
disperguje vclenech genové rodiny. ProtoZze je tento proces mahodochazi v kazdém
organismu k fixaci jiného sekve&miho motivu (Obr. 4). Je-li tento proces dosiate
intentenzivni po dlouhou dobu, tteme poté detekovat zcela identické sekvence
ribozomalnich gein Prikladem je organismublaemophilus influenzae (Fleischmann et al.,
1995). Nejsou-li ale molekularni interakce mezinetlivymi ribozomalnimi operony iis
silné, echazi tento ancestralni polymorfismus do dalSiubid kde se agh ndhodw fixuji
nové mutace a dochazi k ustanoveni nové rovnoRegpoklad ovlivini fylogenetickych
analyz ancestralnim polymorfismem jednotlivych rbmalnich kopii by byl opréaeny,
pokud by secas divergenceéthto kopii gekraioval ¢as divergence daného organismu.
Porovnani dchto c¢adi bylo provedeno pro sekundarniho symbiondasenophonus
triatominarum a hostitelské organismyriatoma rubrofasciata a T. melanosoma. Casy
divergence jednotlivych alel symbiontaiefratovaly ¢as divergence éthto dvou
hostitelskych linii (Sorfova et al., 2008).

Jednotlivé operony v ramci jednoho organismu tedgto nejsou identické.fiRladem
prok&zani této nehomologie mezi jednotlivymi opgrimou Obr. 2, 3.. PouZiti ribozomalnich
geni bez ohledu na homologii dané sekvence poskytuijgnadfylogenetické rekonstrukce.
Tento fakt byl demonstrovanigrdevSim i analyzach fylogeneze bakteifischerichia a
Shigella. Byl-li pti analyze pouzit 3" konec 16S rRNA, ktery obsahmaaiabilni oblast genu,
pak analyza fylogeneze poskyttasto odliSné topologie (Cilia et al., 1996). Tejaw byl
ukazan i pro jiné organismy (Obr. 5).

Mozaikovitost ribozomalnich gé&novliviiuje ultrametiénost ziskaného kladogramu. Tento
fakt je zpisoben pitomnosti ancestralnich i odvozenych variabilnicimén, na zéaklad

kterych je fylogeneze rekonstruovana (Cilia et 4896). Ziskame-li takto neultrametricky
kladogram, pak je mozné, Ze provedend fylogenetieidyza neuvazovala intercistronickou
heterogenitu danych sekvenci a nedoslo k osekven@aaslednému porovnani vSech alel
daného organismu. Neultrametricky kladogram byké&si pro vSechny operony organismu,



odliSn& délka &tvi byla ale prav&podobr zpisobena zvySenou rychlosti sek#ehevoluce
(Obr. 2).

Pro blizce pibuzné organismy je typicka nesnadna determinagsstednictvim klasickych
mikrobiologickych, biochemickycki fyziologickych metod, stefh jako pouZiti techniky
DNA-DNA hybridizace. Protoze se pro identifikacéchto organism casto vyuziva
variabilnich oblasti genu 16S rRNA, je pré tento efekt doke prozkouman. ifkladem
takovychto organisihje Mycoplasma capricolum, Veilonella, ¢i rod Aeromonas (Johansson
et al., 1998, Marchardin et al., 2003, Morandilet2905).
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Obr. 2: Polymorfismus sekvence 16S rRNvycoplasma capricolum. Kladogram je zakeren 11
plesiomorfnimi polymorfismy. Zatimco bakterialnmiie skupiny | (Line 1) vykazuji nizkou sekvari
promeénlivost, skupina Il (Line 1) je heteroge&8i. Skupinu | a skupinu Il lze povaZovat za
monofyletické jednotky, nelfokazda z nich obsahuje apomorfie. Tento kladogrdazuje na
pritomnost hierarchické struktury ve variabilnichadtech zkoumanych bakterialnich linifi PouZziti
nehomologickych sekvenci rrn by dana fylogenetiakalyza odraZzena spiSe tuto hierarchii. Délky

vétvi skupiny B ukazuji na zvy3eni rychlosti sekéinevoluce v danych liniich (Pettersson et al.,
1998).

One nuckotide rrnA
{0068%)

na rinB

i

B3
B2

NB2a
1143

M. puirefaciens KS-1
Obr.3: Kladogram zrekonstruovany na zalklati6S rRNA bakterieMycoplasma capricolum. Dvé

skupiny sekvenci rrnA a rrB ukazuji, Ze jednotlivdozomalni operony jsou monofyletické
(Pettersson et al., 1998).
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Obr. 4: Distribuce variabilnich motivV6-I, V6-Il a V6-1ll mezi liniemi ECOR. V6 a V1 ddzuji na
dvé nejvariabilrgjSi domény v 16S rRNA.coli, ozna&eni | a Il pak na jednotlivé motivyijpomné v
jednotlivych operonech. Fylogenetické vztakighto linii byly stanoveny pomoci MLEEStrom je
vyrazre neultrametricky. Zatimco vékterych liniich doslo jiz k fixaci jednoho sekwariho motivu
(nap. linie B2, o které sefpdpoklada, Ze je vyragrklonalni), v jinych liniich proces homogenizace
genove rodiny stale neskiih Prevzato z (Martinez-Murcia et al., 1999).

A B C“ -
2838322888558 . o E 2 8 E 2 °
HEIH Y FE8 055, i58388 s
T30 onam R = = g & . 5 X 2 3 E
EE=EXE===Z=Ez====2=3N882% s 3 = 2 3 £ g 2 N a8 3 ¢t £t g 5 = =
g 4 ....‘:‘31:“:"5‘5':1:1:‘::5530'- o b % 5 = = 3 g = @ g 2 s § = -

EiCEgfEfeetgtpngcs g 522§z 5L 8 S5E £ o353

3883831813 EEEs s 533cc:fis gf:2g ;s §:¢t

cEEBEEoEEEEEEss it g ¢ 558 8 £E:E 2283 5¢ £3 532
883333322333 33558252 §§225 5822 Fraasoszofg
g e e e g e e e g g FE @ d @ oo

Obr. 5: Fylogeneticka analyza rodgorellia. Byly-li pouZity pouze d¥ nahodi vybrané sekvends.
burgdorferi, zmgnila se v jednomifipadt topologie vysledného kladogramu C. Kladogram Bzula

" MLEE, tedy MultiLocus Enzyme Electrophoresis jaipivana standardrk odhadu diverzity a struktury
mikrobialnich populaci. Metoda je zaloZzena na ro#délektroforetické pohyblivosti aminokyselinovych
sekvenci enzyinrozpustnych ve vad(Selander et al, 1986). Pouzitim této metody se/yhnout artefakim
vyplyvajicich z mozaikovitosti rrn sekvenci.



vztahy B. burgdorferi, B. coriaceae, B. anserina a B. hermsii. Pouziti dvou nahodnvybranych
sekvenci zde neovlivnilo vztahy uvihitkupiny. Pevzato z (Clayton et al., 1996).

Krom¢ voln¢ Zijich bakteridlnich organisin ovliviiuje prav@podobré ancestralni
polymorfismus ribozomalnich géni analyzy fylogeneze sekundérnich symbiohimyzu.
Fylogenetické analyzy ¢kterych sekundarnich symbidntukazuji, Ze dané symbiotické
bakterie jsou v ramci své hostitelské skupiny mgledické. Tento fakt j&asto podloZen i
vysokou hodnotou bootstrapové analyzy. Fylogenatiekhalyza nicmén neukazuje na
koevoluci hostitele a dané bakterie a rekonstruévakladogramy jsou vyra#n
neultrametrické. fkladem rekonstrukci vztdhmezi hostitelem a symbiontem, které byly
pravdépodobré ovlivnény intercistronickou heterogenitou jsou bakterigodalis a
Arsenophonus.

Vliv fylogenetickych artefaki na koevoldni studie

Arsenophonus

SkupinaArsenophonus predstavuje bakterie s Sirokym hostitelskym spektrBakterie rodu
Arsenophonus byly nalezeny v merach (Insecta: Homoptera: Aldigae), rostlinnych
tk&nich, zak#nicich skupinyTriatominae (Insecta: Hemiptera: Reduvidae), parazitické vose
Nasonia vitripennis (Insecta: Hymenoptera), a jinych dalSich hostitglh skupinach (HypSa
& Dale 1997, Zreik et al., 1998, Thao et al., 20Ddle et al., 2006). Tento fakt tedy ukazuje
na schopnostastého lateralniho transferu této bakterie. Studidlagenetickych vztain mezi
nekterymi hostiteli a dmito symbiotickymi bakteriemi vSak ukazuje i na gesiaci v ramci
hostitelské linie. Hkladem je skupinairsenophonus, rozsfena v hostitelskych skupinach
Hippoboscidae a Sreblidae (Insecta: Diptera: Hippoboscidoidea). Tyto balkdetvai
monofyletickou skupinu, roz&ni v populacich hostitele je tedy dano infekciestr@lni linie

a naslednou kospeciaci. Podobné vztahy s hostiteld@azuje i blizce fibuzna skupina
Photorhabdus (Trowbridge et al., 2005).

Rekonstrukce koevoluce tohoto symbionta a hostiéetkupiny mer ukazala, Ze tato bakterie
nevykazuje dsny vztah s hostitelem (Tha Baumann 2004). Tato analyza bykingna na
zaklad porovnani fylogenezi primarniho symbiomtertiera aleyrodidarum a fakultativnich
symbionfi, které byly rekonstruovany na zaksadbozomalnich sekvenci. Tato skértest
byla vyswtlena jako nasledek nedavnym lateralniténosi ¢i nezavislych infekci hostitele.
Tomuto vys¥tleni ale odporuji vysoké hodnoty bootstrapové yayal které ukazuji, ze
skupina je monofyleticka. &olik typa tRNA ukézalo, Ze bakterie obsahuje vice
ribozomalnich operan Fylogeneticka analyza navic neporovnavala vSediitmyzomalni
kopie v ramci daného symbiotického organismu, dtk&ani sekvenci bylo provedeno
zaklonovanim sekvence SSU do vektoru. Na nedavnikusného vztahu s hostitelem Ize

s

usuzovat i podle nez¢néného obsahu GC oproti v@izijicim bakteriim.



16S - 23S spacer bakterfesenophonus obsahoval &kolik riznych ged pro tRNA. Tyto
tRNA byly mezi jednotlivymi kopiemi rrn v kladogramroztrouSeny nahodnFri¢inou této
distribuce je pravgpodobré intercistronicka variabilita dkterych polymorfnich ¢asti
sekvence (tedy napi tRNA) (Garcia-Martinez et al., 1996). Tato ndha distribuce
nekterych tRNA (nap. pro sekvence oztiené Tva a Tmo, Obr. 6 ) tedy prapddobré
reflektuje pouze variabilitu ISR.
_ Lze tedy fici, Ze inkongruence topologii
Aphid | T-type —— ‘ kladogrant sekundarniho symbionta

Portiera ol Bta ]_755 Type  Arsenophonus byla zpisobena intercistronickou
12 Bar . / variabilitou 16S-23S spader dale ancestralnim
Bsp — \ polymorfismem jednotlivych kopii ribozomalnich
__rsenophonus s . geni. DalSim symbiotickym organismem, jehoz
Spha rekonstrukcg fqugene.ze, byla préwd_obré
o L e ovlivnéna intercistronickym  polymorfismem
[ ribozomalnich geinje Sodalis glossinidius.
74 ] Nan
_E Dho —
|| ﬁl: Agek Obr. 6: Porovnani kladograiprimarniho symbionta
B Tva :'_E Atype  Candidatus Portiera aleyrodidarum a dvou skupin
wof— Tmo % sekundarnich symbioint A a T. Skupina A je
_[ Ast podloZzend 100% bootstrapovou hodnotou, jeji
100] :IE fylogeneze ale neni kongruentni s fylogenezi
Tac primarniho symbionta. fI monofyletické skupiny
Adi % — podpdené vysokymi bootstrapovymi hodnotami
Gbr ——f spojuji sekvence 16S - 23S rRNA symbiomtolic.
Psyllids |Hte Skupina T vykazuje z@aou podporu pro ziskana
data a hierarchickou strukturu (Tha Baumann
Mealybug | Agr —— v 2004).

Sodalis

Nedavné fylogenetické studie bakteridlnich symisidmhyzu (zaloZenéipdevSim na pouziti
degenerovanych a specifickych prirerodhalily Sirokou distribuci a  rozmanitost
symbiotickych strategii rod8odalis (Lefevre et al., 2004; Fukatsu et al., 2007; Nowék&
HypSa 2007). Porovnanim vztahednotlivych symbiont rodu Sodalis a jejich hostitel
zjistime, Ze tyto bakterie jsou schopny jedna&stych lateralnich pnosi, ale i
mutualistickych vztah s hostitelem. Dokladentastych lateralnich ipnosi je blizka

piibuznost symbiorit Sodalis Zijicich v pondrné vzdalenych hostitelskych skupinach
(Novakova& Hypsa 2007).

Prikladem obligatnich vztdahSodalis je symbiosa s brouky nosatci skupiny Dryophthagida
(Insecta: Coleoptera: Curculionida€) skupinou Philopteridae (Arthropoda: Hexapoda:
Phtiraptera) (Fukatsu et al., 2007). Né&evadajici vertikalni fenos bakterie ukazuje
zrychlen& sekvemi evoluce, relativér delSi délky ¥tvi ve srovnani sifbuznymi skupinami

a mutualistické vztahy s hostitelem. Najpnfekce touto symbiotickou bakterii poskytla
hostiteim skupiny Dryophthoridae sel&ki vyhodu a umozZnila vyuZziti novych zdioj
potravy. Ustanoveni mutualistického vztahu s bakt&adalis je v tomto pipad spojené s
pirechodem ke granivorii. iftkladem bakterieSodalis, ktera vykazuje vlastnosti typické pro
pocinajici €sny vztah s hostitelem, §& glossinidius.



Sodalis glossinidius

Symbiont Sodalis glossinidius (y-3 Proteobakteria: Enterobacteriaceae) byl poprvé
identifikovan jako fakultativni symbiont druh@lossina morsitans morsitans (Diptera:
Glossinidae) (Dale & Maudlin 1999). Tato bakteree gpovazovana za organismus, ktery
vykazuje znadmky p#inajiciho mutualistického vztahu s hostitelem, dobgel ale schopna
lateralniho penosu a kultivace (Akman et al., 2001).

Vlastnosti bakteri€odalis glossinidius:

1. Znaky, které ukazuji na patek €sného vztahu s hostitelem, jsou zvySena mira
sekverini evoluce a p@inajici degradace genetické informace, déale i sidizelikost
genomu a ztrata ¢kterych biosyntetickych drah zaji§icich produkci #kterych
esencialnich latek. Tyto charakteristiky (typick#se pro primarni symbionty) byly
nedavno potvrzeny osekvenovanim genomu této bakfeoh et al., 2006).

2. Naopak gitomnost mnoha biosyntetickych drah spolu s geskré&niho systému i
je charakteristickd spiSe pro véldijici bakterie. Sekkmi systém typu Ill slouzi k
pronikani do hostitelské bkky. Geny tohoto komplexu jsotasto situovany v
ostrovech patogenity, tedy later&lpienosnych souborech dgenkteré umo#uji
osvojeni novych vlastnosti bakterfodalis obsahuje tégt vSechny geny umaiijici
reparaci poskozené DNA, coZ vytluje frekvenci AT charakteristickou spiSe pro

voln¢ Zijici bakterie.

Studie Aksoy et al. (1997), zalozena na sekvenogéanu 16S rRNA, nalezla nekongruentni
fylogeneze této bakterie a jejiho hostitele. Nizlekverni variabilita 16S rRNA spolu s
nehomogenni fitomnosti bakterie v ramci hostitelské skupi®jossina vedla autory k
zawru, Ze tato inkongruence byla tgmbena nedavnou sérii horizontalniaterpsi nebo
nezavislych infekci. K vysitleni této fylogeneze bylo navrzeno ad hoc ¥ylewi. Tato
hypotéza se opirala o vyskyt bakterie ve tkanic&mych Zlaz, které u pupiparnich dipter
slouzi k intrauterinni vyZz& larev. Schopnost infikovat tyto ndiéé Zlazy by tedy limitovala
vyskyt sekundarniho symbionta pouze na hostitelski@ sdilejici tuto rozmnoZovaci
strategii. Oproti tomu studie genetické struktBogalis ukazala, Ze tato bakterie W@ ramci
hostitelskych druth monofyletické skupiny (Geiger et al., 2005), jeichodnota bootstrapové
analyzy byla porrné nizka (Obr. 7). Tato snizena hodnota bootstrapamalyzy je
pravcEpodobré zpisobena fitomnosti rozdilnych variabilnich oblasti v analy@erypovida
pouze o pouziti nehomologickych sekvenci ribozoicélngeri. Kladogram byl vyrazh
neultrametricky, s nejasnou it strukturou.Tyto vlastnosti daného kladogramuibeme
vyswtlit jako nasledek artefakt zpisobenych pouzitim ribozomalnich genjako
fylogenetickych markér. Vzhledem k péinajici degradaci genomu této bakterie e, Ze
ancestralni polymorfismus rrn zde owliye fylogenetické analyzy delSi dobu, nez jak jauo
u bakterie Arsenophonus. Ukazuje se ale, Ze retenceékterych sekvetnich motivi ve
variabilnich oblastech ribozomalnich gemize petrvavat i pomirné dlouhou dobu.
Prikladem je homologie sekvé&miho motivu V6-IEscherichia coli a dané sekvence v druzich
Vibrio, Xanthomonas, Serratia a dalSich (Martinez-Murcia et al., 1999).
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Obr. 7: KladogramSodalis glossinidius ukazuje 6 skupin bakterie. Bakterie Skupiny If@luster I-
ll) jsou symbionty hostitel€slossina morsitans morsitans, bakterie Skupiny IV-VI (Cluster IV-VI)
pochazeji z hostitel&lossina pal palis gambiensis.Prevzato z (Geiger et al., 2005)

Prikladem organisiiy jejichz rekonstrukce fylogeneze intercistroniclpplymorfismus
neovliviiuje, jsou primarni symbionti hmyzu.

Primarni symbionti hmyzu

Primérni symbionti jsou déb znamou skupinou, jejiz fylogeneze reflektujikstyii vertikalni
pienos v ramci hostitelskych populaci a obsahuji tediyy koevoldni signal (Obr.8).
Prikladem je rekonstrukce fylogeneze bakteBachnera aphidicola a jejiho hostitele
Uroleucon ambrosiae (Aphidoidea: Macrosiphini). Tato analyza byla prdeea na zaklad
genu 16S rRNA a dalSich fylogenetickych maikerStudie 16S rRNA potvrdily
monofyleticky givod primarniho symbiontB. aphidicola a paralelni kladogenesi s hmyzimi
hostiteli. Fylogeneze rekonstruovana na zaklablozomalnich gein zde potvrdila vysledky
analyz provedenych na zaktadalSich fylogenetickych markie(Funk et al., 2000).

Pro vhodnost pouZziti ribozomalnich gek rekonstrukcim fylogeneze primarnich symbiont
existuje rkolik divodia. ProtoZze je v genomudhto bakterii pitomna jen jedna kopie
ribozomalniho operonu (Morata Baumann 1994, Wernegre&nMoran 1999), je vylokeno
uplatreéni jevu intercitronické heterogenity, ktera séze projevit pouze mezi vice kopiemi
rrn. Navic dlouhd dobagdneého souziti primarnich symbiéns jejich hostiteli spolu se
zvySenou mirou sekvéni evoluce umaiuje nashromazohi dostaténého mnoZstvi
informace pro rekonstrukce fylogeneze.



Pritomnost jen jednoho ribozomalniho operonu v genpnmarnich symbioriitje zpisobena
jednak celkovou uspornosti genomu, ale i degnaida procesy, které se v genomichto
organisnii projevuiji.

Wernegreen (2002) o zmach DNA primarnich symbiofit mluvi jako o vzajem&
propojenych faktorech, které gasto navzajem posiluji. Mezi tyto faktory fiatlouhodob&
asexualita, zvySena substitu rychlost DNA a pevladajici geneticky drift.

Buchnera
aphidicola

Ri Josiphum padi-««r=~s~
—E h iphum maidig=<«=~=~
Schizaphis graminumes ««eaves
Obr. 8: Kladogramy primarniho symbionBuchnera aphidicola a jejiho hostitele rekonstruované na

zaklad sekvence ribozomalnich gemkazuji na fitomnost silného koevotmiho signalyMoran &
Baumann 1994).

Proces genové degradace je jednoméigpodmirgn dlouhodobou vazbou na intracelularni
prostedi hostitelskych butk. Schopnost vyuZivat metabolity hostitelskénlou vede k
zeslabeni stabilizujici selekce na biosyntetick#hyrprodukujici dané esencialni molekuly
(Wernegreen 2002). Dalstipinou degradace genomu je vysoka frekvencecdatb mutaci
(Douglas 1998). Dlouhodobé udrzeni takoveho gromsekverinich znén vede k postupnému
zmenSovani velikosti genomu (Andersson et al., 20Bf objaséni akumulace detamich
mutaci je teba vzit v potaz i poputai dynamiku intracelularnich bakterii. Tyto orgamys
vykazuji malou velikost populaci v porovnani sgkjvolrg Zijicimi ptibuznymi. Vzhledem k
dlouhodobé izolaci échto asexualnich linii atastym bottleneakm, tedy drastickym
kratkodobym sniZzenim popula velikosti, dochazi k fixaci mutaci, které nejsgiminovany
selekci (Mira et al., 2001). Tyto miskodlivé mutace snizily i stabilitu sekundarnuktury
16S rRNA (Lambert& Moran 1998). V malych a asexualnich populacichawis se
projevuje proces znamy jako Millerova rohatka. dgmtincip gedpoklada, Ze u organism
mnozicich se strikth asexualty dochazi k nevratnému hromid mutaci, které nelze
odstranit homologni rekombinaci (Moran 1996, Spagld von Dohlen 2001). DalSim
aspektem evoluce gendnprimarnich symbiorit je vysoka sekvemi rychlost ribozomalnich

i protein-kodujicich gein(Brynnel et al., 1998).

DalSi zneénou genoni intracelularnich bakterii a patodene posun celkového obsahu
nukleotidh ve prospch AT. Tyto hodnoty v genomech mutualistickych leadt byly
stanoveny naffblizné¢ 26% AT Buchnera aphidicola) (Shigenobu et al., 2000). Frekvence
50%.

Predpoklada se, Ze za #2mu ve frekvencich nukleotid je zodpo¥dny jednak tlak na
ekonoménost syntézy DNA, ale i poSkozetii ztrata mnohych repataich geri, nagiklad
genu pro recA. Tento enzym je esencialni komponeptiohomologni rekombinaci (Moran,



1996, Shigenobu et al., 2000). Univerzalni vyskighto zn¢n v genomech primarnich
symbionfi byl v nedavné dabpotvrzen i osekvenovanim celych geriotéchto organisra
(Shigenobu et al., 2000, Akman et al., 2002, Degetaal., 2005, Nakabachi et al., 2006).
Muzeme tedyfici, Ze zmény genomu dchto bakterii jsou dany fedevsSim striktnim
vertikalnim genosem. Mezi tyto zémy pati jednak sniZzena frekvence AT obsahu v genomu,
dale snizeni velikosti a celkova degradace gendmin zmeny se v genomech symbidint
Arsenophonus a Sodalis prevazrié neuplatiuji, vyjimkou jsou znamky ponajici degradace
genomu bakterie Sodalis.ideme tedyici, Ze vznik &sného vztahu s hostitelem jedachto
bakterii nedavny. ProtoZze kntito typickym zndndm v genomech zminych bakterii zatim
nedoslo, nebyla brana moznost koevoldcato bakterii v potaz.

Pouziti alternativnich markera pro rekonstrukce fylogeneze

Je nepochybné, Ze molekula 16S rRNA¢mita ndS pohled na evoluci prokaryot.
Ukazuje se ale, Ze jeji vyuziti pro rekonstrukceletnich udalosti neni neomezerié&tné
rekonstrukce fylogenezi pro patogenni bakté&hegella a Escherichia coli ukazuji, Ze f
analyzach fylogeneze blizce tilpuznych prokaryotickych organisim zaloZzenych na
sekvenovani genu SSU jéeba postupovat obitné (nagiklad Martinez-Murcia et al.,
1999). Oilezitym faktorem usgsnosti takovychto fylogenetickych analyz je cemi
homologickych sekvenci ribozomalnich gea pouZziti klonovani jako Zigobu ziskani
sekvence rRNA (Pettersson et al., 1998).

Odhlédneme-li ale od problémpramenicich z uspadani ribozomalnich géna pisobeni
mechanismu homogenizujiciho tyto sekvence, fgba vzit v Gvahu i malé mnozstvi
fylogeneticky vyuzitelné informace, které se zatkoa dobu st& v sekvenci 16S rRNA
nashromazdit. Nedostatek informace jécipou nerozliSenych fylogenetickych vztatv
ziskanych kladogramech (Cilia et al., 1996). Logiokpostupem i analyze mezidruhovych
a vnitrodruhovych fibuzenskych vztahprokaryot je pouziti jiného molekularniho markeru.
Vhodny vykEr takovéto sekvence v sbhicmér skryvd mnoho potencialnich problém

1) Jednim z nich je lateralnfgnos geti prokaryot. Pouziti lateranprenaSenych geénneni
pro (ely fylogenetiky vhodné, protoZze analyza jejich\saice neposkytuje informace o
fylogenezi zkoumaného prokaryotniho organismémiio horizontal@ pirenosnymi geny
jsou sekvence, které umugi prizpisobeni se bakterie naénici se selatni tlaky,
nagiklad geny pro metabolické funkce, toxiny, ostr@atogenity a pod. (Planet 2002).

2) tento gen by # byt pfitomen v buice pouze v jedné kopii, aby tak doSlo k zamezeni
vlivu intercistronické heterogenity

3) danéa sekvence bydha byt univerzala piitomna

4) gen by mil obsahovat konzervativni i variabilni Useky, tedgmény s rozdilnou
sekverni rychlosti.

Vhodnymi geny pro rekonstrukci bakterialni fylogeaeejsou tzv. housekeeping sekvence,
jejichz pouziti umo#tuje ziskat robustni fylogeneze prokaryotniito geny jsou najklad
gapA, groEL, gyrA, rpoB a dalSii€dpoklada se, Ze tyto sekvence jsou natolik neghyta
Zivot bakterialni biiky, Ze k jejich lateralnimuipnosu nedochézi (Wertz et al., 2003).
Alternativnim markerem pro rekonstrukce fylogendd&ce gibuznych organisin jsou
napiklad proteinové geny. ivodem pro toto pouZiti je zvySena mira sekvénevoluce
oproti ribozomalnim sekvencim. Tento fakt se projevprodlouzenim délky &vi blizce



piibuznych drubh v porovnani s kladogramy, vytkenymi na zaklagl sekvence 16S rRNA
(Fukushima et al., 2002). Jedningasto pouzivanych proteinovych geje gyrA. Tento gen
kéduje B podjednotku topoisomerazy typu Il a byl nagiklad pro vytvdeni podrob#jsi
taxonomické klasifikace linii rodi\cetinobacter (Yamamoto& Harayama 1996). DalSi
vyhodou pouZiti tohoto genu je odolnosi¢vhorizontadlnimu penosu a tégt univerzalni
pritomnost v genomech prokaryot (Yamam&tdiarayama 1998).

DalSim alternativnim markerem pro rekonstrukcedgloeze prokaryot je 23S rRNA. Protoze
je sekvence tohoto genu delSi oproti sekvenci dédké sekvence rrl jefiplizné 2,9 kb),
obsahuje tento gen vice potenctltyuzitelné informace k rekonstrukci fylogeneze.avipm
problémem je nicmé&npiitomnost mensiho mnozZstvi variabilnich domén v eekiv LSU.
Tento fylogeneticky markeripsto dokazal rozliSit fylogenetické vztahgkterych blizce
piibuznych bakterii (Sallen et at., 1996). DalSi pou¥6S rRNA a 23S rRNA sekvenci
ukazalo, Ze oba fylogenetické markery ufig# c¢asto rozliSit vztahy mezi odliSnymi
mikroorganismy (Christensen et al., 1998).

Z recentnich analyz mikrobialnich sp&destvi vyplyva, Ze je mozné rekonstruovat
fylogenetické vztahy blizcefipuznych mikroorganisinna zéklad jinych fylogenetickych
markefi, nez 16S rRNA. Tyto sekvence poskytuji v mnohigarech pesrgjSi obraz
fylogeneze danych organism

Jednim zd&chto alternativnich mark&ge rpoB, gen pr@ podjednotku RNA polymerazy.

Kim et al. (1999) ukézali, Ze Ize tento gen vylZiekonstrukci fylogeneze blizcéipuznych
bakterii roduMycobacterium. Tato analyza umoznila (harozdil od fylogeneti¢ckynarketi
16S a 23S rRNA) rozlisit fylogenetické vztahy mezkterymi druhy (Stone et al., 1995).
Jednou z vyhod tohoto genu je jeho mala sekvievelikost (306 bp), kterd umoZznuje pouziti
rychlého pimého sekvenovani, oproti zdloukgi izolaci a sekvenaciékolika variabilnich
Useki 16S rRNA. Gen rpoB byl pouzit také pro analyztibpzenskych vztah skupiny
Enterobacteriaceae (Mollet et al.,, 1997). KladograpoB vykazoval v porovnani s
fylogenetickou analyzou na zakkad6S rRNA delSi stve. Tento gen také umoznil rozliSeni
bakterii E. coli a Shigella. Pouziti 16S neposkytlo rozliSeni v ramci skupBamonella,
oproti tomu rpoB analyza ukazala skupiBalmonella jako girozenou, tedy monofyletickou
skupinu. Analyza ukézala, Ze rpoB dokaze rozliSitztahy meziShigella dysenteriae a
Escherichia coli, které se povazuji za zastupce jednoho druhu (Bupb, 2000). Ukazuje se
tedy, Ze k analyzam fylogeneze prokaryot¢gsto vhodné vyuzit srovnani meazikolika
fylogenetickymi markery.

Zavér

Je dole zndmo, Ze schéma fylogeneze ziskané sekvenowvaéitého lokusu nemusi nutn
zrcadlit evoluci daného organismu. Jednou z moZmpytiin této inkongruence je geneticky
polymorfismus ancestralniho druhu. Jestlize jekonstrukci fylogeneze vyuZzita pouze jedna
alela (nap. sekvence SSU), pak praymbdobnost ziskani tzv. ,spravné fylogeneze" prudce
klesa, ¢im melceji se ve vztazich danych diuhpohybujeme (Pamilo & Nei 1988)
Rekonstrukce fylogeneze symbionhmyzu jsou v satasnosti postavenyi@devSim na
amplifikaci ugiteho useku sekvence DNA, tedy 16S rRNA. Ukazujesqii rekonstrukcich
fylogeneze sekundérnich symbitrsi musime byt tohoto faktu (a jeho moZznymi omemgni
velmi dolde wdomi. Jednim z artefakt které jsou spojeny s pouzitim 16S rRNA jako
fylogenetického markeru, je retence ancestralnéignporfismu. Tento artefakt @ize ovlivnit

" tato pravépodobnost je dana vztahéim=t, / 2N, kdy t je evol&ni ¢as néieny v p@tu generaci pro
dany i-ty uzel a N je efektivni velikost popula¢&amilo & Nei 1988). Jestlize je ¥1, pak je nutné
zvySit mnozstvi informace, napridanim dalSich dat pro lokusy, které se vyvijelgaasle.



fylogenetické analyzy blizcetibuznych drufi, nagiklad skupinShigella a Escherichia, a je
znamym problémem bakterialni fylogenetiky na nigikévni. Tento fakt vSak dosud nebyl
zohledrén pri fylogenetickych rekonstrukcich sekundarnich symibii. Jednou z moznych
pricin je soustedni zajmu symbiotickych studii na primarni symbignkgeti umoziuji
nahlédnout do fylogenetickych i molekularnich mexkiani spojenych s jfgchodem k trvale
obligatorni, intercelularni Zivotni strategii (fajgVernegreen 2002).

Na pikladu symbiotickych bakterii roduArsenophonus a Sodalis bylo ukazano, Ze
nezohledani nekterych specifik sekvenci ribozomalnich gerpredevSim mozaikovitosti
molekuly, tedy pitomnosti ancestralnich a odvozenych segfhedéle pomalé sekveni
evoluce a nedostateeho samplingu @¥e veést k zamitnuti koevalniho scénée jako
zpasobu souziti symbionta a hostitele.

Tento fakt by nil byt zohledin v koevolénich studiich sekundarnich symbiéont

Zohledréni tohoto faktu by o vést k vyuZiti alternativnich fylogenetickych rken, které
se vyskytuji pouze v jedné kopii na chromozomu é&a@&ini buiky, nagiklad geri kodujich
proteinové sekvence (Mollet et al., 1997)efoze Gogarten et al. (2002) namitaji, Ze obecna
shoda fylogenezi rekonstruovanych na za&klpdoteinovych a ribozomalnich gerpouze
reflektuje mozaikovy charakter prokaryotniho genomwuziti proteinovych gahn (nag.
rpoB) secasto ukazuje jako vhodna alternativa pro rekonstullogenezi na nizké arovni.
DalSim moZnym postupem je ridpad navySeni mnoZstvi informace vstupujici dolymya
které by mohlo zvysit &rohodnost ziskanych topologii (Nixda Carpenter 1996) a vyuziti
metody zaklonovani sekvence rRNA do vektoru (Edwaed al., 1989). Tato metoda
umoziuje rozlisit intercistronickou heterogenitu mezipetlivymi rrn. Tento postup spolu se
sekvenovanim vSech ribozomalnich opérangihlédnuti k jejich homologii by mohl vést k
zpresreni fylogenetickych analyz introdruhovych a mezidvujch vztali prokaryot.
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Obr. 9: Model sekundarni struktury SSU prokaryot. Jedwétpozice jsou rozieny do gti skupin

podle vzfistajici substiténi rychlosti. Substiténi rychlost na jednotlivych pozicich je vyzema

vzrastajicim pmérem jednotl. krouzk (pricemz &tSi pimér znamena vySSi substini rychlost),

invariantni pozice jsou znazamy jakoctverce. Nejvariabil®Si domény jsou ozigany jako V1 - V9.
Helikélni struktury jsou &slovany 1-50. Helikalni struktury charakteristickéo prokaryota jsou
oznaeny P a-b, piicemzZ a odkazuje keislu predchazejici helikéini strukturyy, oznauje helikalni
struktury v rdmcidchto struktur charakteristickych pro Prokaryotapin®37-1 a P37-2 jsoukeneny

mezi helikalni struktury 37 a 40)fiRladem helixu, ktery je zga¢ konzervovany, je helix. 15.

Prevzato (Neefs et al., 1993).



