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Uvod

V télech hmyzu a jinych ¢lenovcl, pfimo v télnich buiikach, ziji rizné druhy
bakterialnich endosymbionti. Odhaduje se, Ze endosymbionty hosti kolem 10 az 15 %
hmyzich druhti (Wernegreen, 2004). Lze je délit do dvou ekologicky vymezenych skupin: na
primarni (P) a sekundarni (S) endosymbionty (obligatni a fakultativni — Dale et Moran, 2006).
endosymbidza vznikd mnohondsobné ve fylogenetické blizkosti volné zijicich bakterii.
Zvlastnim piipadem primarni endosymbidzy jsou ko- primarni endosymbionti (Takiya et al.,
2006), tj. dva druhy P-endosymbiont zijici v jednom hostiteli.

Primarni endosymbioza je v posledni dobé intenzivné zkouména. Prakticky dopad
pritomnosti endosymbiontli je ziejmé obrovsky, Moran a Telang (1998) uvazuji i o jejich
vlivu na bohatstvi fauny hmyzu: k velkému uspéchu hmyzu podle nich pfispivd mj. jejich
snadné souziti s bakteriemi. Endosymbionti mohou diky svému charakteristickému zptisobu
zivota slouzit také jako biologické modely, pro které je typickd kupt. zrychlena evoluce, Casty

bottleneck efekt (pfi kazdém mnozeni hostitele) a podobné (Moran, 1996).

Primarni endosymbionti

Primarni endosymbionti se vyskytuji obvykle u hmyzu potravné specializovaného na
nutricné nevyvazené zdroje a poskytuji mu nékteré nedostatkové latky, vztah s hostitelem je
tedy mutualisticky. Ziji ve specializovanych buiikich zvanych bakteriocyty (mycetocyty). Ty
jsou bud’ rozptyleny po téle, nebo se shlukuji a vytvateji organ bakteriom (mycetom). Sifi se
vertikdln€, do dalsi generace hostitele se dostavaji riznymi zpasoby, vétSinou pies vajicko
(Wernegreen, 2002).

Primérni endosymbionti jsou charakteristicti redukci svého genomu, ztratili fadu genti
potiebnych k nezavislému zpusobu zivota. Zatimco genom bakterie Escherichia coli obsahuje
az ptres 5000 protein kodujicich genti, nejredukovanéjsi genom endosymbionta Carsonella
ruddii (stejn¢ jako E. coli zastupce skupiny y-Proteobacteria) jich ma pouhych 182
(Nakabachi et al., 2006). Spolu s redukci genomu se také snizuje GC obsah. Ve velkém
mnozstvi se exprimuji geny tepelného Soku, jako je napf. chaperonin groEL. Symbiont
Enterobacter aerogenes (Enterobacteriaceae) dokonce zménil tento chaperonin na toxin, ktery

vyuziva hostitel mravkolev Myrmeleon bore (Yoshida et al., 2001). Typicka pro



endosymbionty je koevoluce s hostitelem, starobylost jejich linii a zrychlené tempo substituci
(Moran et Baumann, 2000).

Laboratorni odstranéni endosymbiontii z téla hostitele zvySenim teploty, antibiotiky ¢i
baktericidnim enzymem lysozymem vede ke sterilit¢ a sniZzeni vahy téla a délky Zivota
hostitele (Chen et al., 1996).

Primarni endosymbionty je velice obtizné péstovat v laboratornich kulturach, leccos o
nich (kupf. o jejich biochemii) se vSak miizeme dozvédét z jiz publikovanych kompletnich
genomu téchto bakterii (Wernegreen, 2002).

Uziti klasickych molekularné-fylogenetickych metod pro zkouméni miry ptibuznosti
mezi P-endosymbionty 1 mezi P-endosymbionty a ostatnimi bakteriemi se nevyhne urcitym
problémiim, které jsou dany nékterymi z jejich vySe naznacenych charakteristickych znaki.

Nejpodrobnéji zkoumanym P-endosymbiontem je Buchnera zijici v télech msSic.
Bakterialni symbionty mSic poprvé zaznamenal T. H. Huxley v 19. stoleti (Douglas, 2003).
Fylogenetické vztahy buchnery jsou také nejvice zkoumané, Buchnera se stala prvnim
kompletné osekvenovanym P-endosymbiontem (Shigenobu et al., 2000); zajem o ni je také

ziven tim, Ze ma mezi blizkymi ptibuznymi dal$i zajimavé P-endosymbionty.

Buchnera

Buchnera aphidicola patii do skupiny Enterobacteriaceaec gamma-proteobakterii. Je P-
endosymbiontem mSic a zije ve vezikulech jejich mycetocytil, kterych je v jedné msici 60-80
(Shigenobu et al., 2000) a znichz se pfi mnozeni hostitele pfenasi pies hemolymfu do
oplozeného vajicka. Buiiky buchnery jsou Gram-negativni, kulovitého tvaru, v priméru velké
2 — 5 um (Janda, 2006). Zména velikosti priméru ani objemu bunky v zavislosti na stafi
mSice neni signifikantni, velikost buchner v mSicich starych 10 dni je zhruba stejnad jako
v mSicich starych 50 dni (Nakabachi et Ishikawa, 2000).

Pro svého hostitele je Buchnera dilezita napi. syntézou esencialni aminokyseliny
tryptofanu nebo vitaminu riboflavinu (Nakabachi et Ishikawa, 1999). Naopak geny pro
neesencialni aminokyseliny chybi, buchnery vyuZivaji produkty obsazené v cytoplazmé
mycetocytd (Shigenobu et al., 2000). U msice Aphis fabae bylo zkoumano mnoZstvi
esencialnich aminokyselin, které Buchnera hostiteli poskytuje (Douglas et al., 2001; Douglas,
2003). Relativng nejvice poskytuje fenylalanin (z vyrobeného mnozstvi 0,28 x 107> mola
denné jedna buiika buchnery poskytne 76 %), nejvice syntetizuje leucin (z 0,33 x 10> mold

hostitel vyuzije 74 %). U vétSiny esencidlnich aminokyselin mSice vyuZzije nadpoloviéni
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vétdinu vyrobeného mnozstvi, vyjimkou je tryptofan (z 0,02 x 10> mold hostitel vyuZije
19 %). Buchnera kmene APS ma 54 gent kodujicich bilkoviny pro syntézu vSech
aminokyselin esencialnich pro mSice (Shigenobu et al., 2000).

Buchnera ma stejn¢ jako ostatni P-endosymbionti zna¢né redukovany genom vcetné
ztraty genu pro reparaci DNA. Buchnera je ale jediny znamy organismus, ktery ztratil i gen
recA (recBCD zstaly zachovany), gen, ktery je nejzasadnéjSi soucasti systému pro
homologni rekombinace, opravy a udrzbu DNA (Shigenobu et al., 2000). Pfitomny ale
nefuncni gen je jesté¢ zndm z genomu pouhych dvou bakterii ze skupiny Mollicutes. Ty maji
gen recA zkraceny na prvnich 390 nukleotidd (Spiroplasma citri), ¢i jinak pozménén
(Spiroplasma melliferum), a tak nedostacujici (Marais et al., 1996).

Na rozdil od jinych Gram-negativnich bakterii Buchnera neprodukuje Zzadné
polyaminy s vyjimkou spermidinu, ktery vyrabéji enzymy kdédované geny speD a speE. Chybi
1 vyznamné polyaminy ostatnich prokaryot jako putrescin ¢i kadaverin. Obsah spermidinu je
nejvys$si u mladych msSic (Nakabachi et Ishikawa, 2000). Buchnera také postrada
lipopolysacharidy ve své vnéjsi bunééné membrané. Chybi ji také geny motA a motB, které
jsou dilezité pro aktivitu biiku. Naopak zastupci dobfe prozkoumaného kmene APS si
ponechali aparat pro glykolyzu. Jak je pro P-endosymbionty charakteristické, spolecné
s redukci genomu se snizuje GC obsah. U kmene APS ¢ini zhruba 26 % (Shigenobu et al.,
2000).

Pro buchneru je charakteristické, ze ve vétsi mife exprimuje geny pro proteiny
tepelného Soku. Mezi né patii groEL (57,3 kDa), groES (10,3 kDa), coz jsou chaperony
Hsp60, resp. HsplO (zvané nékdy chaperoniny), dnaK (Hsp70), dnal (Hsp40; pomocny
protein pro chaperony Hsp70) nebo rpoH. RpoH je gen pro o2, o-faktor, ktery spousti expresi
genl tepelného Soku tim zplsobem, Ze se pii zvySeni teploty uvolni z komplexu s pomocnym
proteinem dnalJ a ten pak umoziluje vazbu RNA-polymerdzy k promotorim proteint
tepelného Soku. Z nich je nejvice produkovan groEL, groES i dnaKlJ jsou v bufice zastoupeny
v podstatné nizSich koncentracich (Sato et Ishikawa, 1997b; Baumann et al., 2006). Buchnera
totiz proteiny groEL exprimuje i pfi normalni teploté. MSice pfi teploté 23°C stard 9 dni
obsahuje 1,6 x 10° molekul groEL na pm’ objemu buiiky. To je podobné mnozstvi jako u E.
coli pfi teploté 46°C (Baumann et al., 1996). Nadprodukce groEL je pro buchnery prospésna
z nékolika diivodi. Cést proteinu prechazi do hemolymfy msice. Zde miize obalovat virové
c¢astice rostlinnych vird (luteoviru), které se sem dostavaji ze zazivaciho traktu msice, ktera se
zivi $tavami napadané rostliny. Viry jsou tak zachovany v infek¢éni formé a pies slinné zlazy

msice se mohou pfesunout na jinou rostlinu (Hogenhout et al., 1998). Infikované rostliny maji
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vetsi podil zivin ve §taveé (Blua et al., 1994), jejich ptenos je tedy pro msici a tudiz i pro jeji
symbionty vyhodny. Dalsi vyhoda pro buchneru z nadprodukce groEL miize plynout z obecné
vlastnosti chaperont sklddat pravé translatované proteiny do funkéni tercialni struktury.
Chaperony tak mohou ¢astecné kompenzovat akumulované substituce aminokyselin, ke
kterym castéji dochazi pravé v redukovaném genomu P-endosymbiontil, kde chybi nékteré
proteiny dulezité pro reparaci DNA (Baumann et al., 2006).

Protein groEL buchnery je v pofadi aminokyselin z 85,8 % shodny s groEL u E. coli
(Ohtaka et al., 1992). Strukturou je s groEL u E. coli shodny, je také slozen ze 14
podjednotek, které — stejné jako u E. coli — vytvareji dva kruhy o sedmi jednotkach. Diive byl
nazyvan symbionin, zkracen¢ symL, groES pak symS (Sato et Ishikawa, 1997a). Stejné jako u
E. coli maji proteiny groEL a groES spoleény operon groESL (symSL), ze které¢ho se
transkribuje mRNA dlouha 2,1 kb (Sato et Ishikawa, 1997a). U kmene APS buchnery neni
groEL (na rozdil od napt. mensiho genomu kmene Cc) popsan v databazi Genbank, odpovida
mu vSak gen mopA, ktery ptirozené chybi v chromozomech s groEL.

Buchnera je polyploidni, obsahuje kolem 120 kopii genomu na bufiku (Komaki et
Ishikawa, 1999). Krom¢ chromoz6émil obsahuje i n€kolik plazmidd. V nich se nachézeji napft.
geny pro syntézu tryptofanu ¢i leucinu (geny leuABCD nalezené v plazmidu pLeu nékterych
kment buchnery).

Buchnera byla objevena u fady druhti msic, pravdépodobné zije u vétSiny druhd,
nékteré druhy tribu Cerataphidini ji vSak postradaji (Baumann et al., 1995) a misto ni maji
houbovité mikroorganismy, tedy Eukaryota. Genom je pfecteny zatim u Ctyf kmenti: APS
(Acyrthosiphon pisum), Bp (Baizongia pistaciae), Cc (Cinara cedri), Sg (Schizaphis
graminum). Jsou také pfecteny genomy kment 5A a Tuc7, oba z Acyrthosiphon pisum. Pocet
protein kodujicich gent je variabilni, nejvice jich ma kmen APS (564; dalsi kmeny z druhu
Acyrthosiphon pisum se mu poctem geni velmi podobaji), daleko nejméné pak Cc (357).
Tento kmen jiz neni schopen zastavat nékteré biosyntetické procesy dulezité pro hostitele
(syntéza tryptofanu ¢i riboflavinu), jeho ¢innost nahrazuje S-symbiont Serratia symbiotica,
taktéz Clen skupiny Enterobacteriaceae (Pérez-Brocal et al., 2006). Pocet bazi v genomu
kmene Cc se blizi horni hranici zndmé u mitochondrii suchozemskych rostlin a podobnymi
organelami se tyto buchnery mozna v budoucnu stanou, pokud ov§em nevymfiou (Andersson,
2006). Porovnani genomi ostatnich kment buchnery ale naopak ukazuje velkou stabilitu
genomu — pfi srovnani kment Sg a APS nebylo nalezeno Zza4dné ziskani genu ¢i preskupeni

chromozomu za poslednich 50 az 70 milionti let (Tamas et al., 2002).



Souziti buchnery s msicemi je evolu¢né staré. Infikace predka msic bakterii, ze které
se vyvinuly dnesni buchnery, se odehralo pred 160-280 miliény lety (Douglas, 1997), nebo
v této dob¢ alesponi vznikl horizontalni ptenos téchto bakterii. Buchnera ma shodnou
fylogenezi s mSicemi i na velmi nizké urovni (Funk et al., 2000). Od E. coli Buchnera
divergovala pted zhruba 420 miliony lety (Unterman et al., 1989).

Kromé¢ buchnery se v télech mSic vyskytuji rizni S-endosymbionti, Casto také ze
skupiny Enterobacteriaceae (Baumann et al., 2006). Napi. u kaliforsnkych msSic druhu
Acyrthosiphon pisum byl pomoci PCR nalezen S-endosymbiont (nazvany PASS — pea aphid
secondary symbiont) u témet 88 % jedinct (Chen et Purcell, 1997). U téhoz druhu msice byl
nalezen i exkluzivni kmen rickettsie (PAR — pea aphid rickettsia) podle sekvenci 16S rDNA
ptibuzny druhu Rickettsia bellii (Chen et al., 1996). S-endosymbionti msic je cela fada.
Fukatsu (2001) objevil S-endosymbionta msic rodu Yamatocallis (YSMS). Teprve
v poslednich letech se pristupuje k popisovani S-endosymbionti klasickymi rodovymi a
druhovymi jmény. U msSic podceledi Lachninae (kam patii také Cinara cedri, hostitel
buchnery Cc) byla popsana bakterie Serratia symbiotica (Lamelas et al., 2008), ktera patii do
stejného rodu ke znamym patogentim; rod Serratia patii také do Celedi Enterobacteriaceae.
Dalsimi S-endosymbionty z této skupiny proteobakterii jsou napi. Hamiltonella defensa a
Regiella insecticola (Moran et al., 2005). O regielle bylo zjisténo, ze podporuje rezistenci
hostitele vi¢i patogeniim a tak zvySuje fitness msic (Scarborough et al., 2005). S-
endosymbionti msic jsou na rozdil od buchnery ty¢inkovité bakterie. Ziji ve zvlastnich

buiikach ¢aste¢né obklopujicich bakteriom s buchnerami.

Wigglesworthia

Wigglesworthia glossinidia patfi také do skupiny Enterobacteriaceae. Zije
v cytoplazmé Dbakteriocyti ve tvaru pismene U, které jsou umistény v predni casti
stieva (Janda, 2006) much tse-tse (Glossina, Diptera: Glossinidae), tedy v krevsajicim hmyzu
(Aksoy, 1995). Do nové generace hostitele se §ifi pres ptidatné pohlavni Zlazy (tzv. ,,mlé¢né
zlazy*), které vyzivuji larvy v uteru. Souziti bakterie s pfedkem mochy tse-tse je staré
nejméné¢ 50 miliont let (Aksoy et al., 1997). Hostiteli Wigglesworthia poskytuje vitaminy
skupiny B. V genomu této bakterie se zachovalo 62 genii pro biosyntézu latek, které vyuziva

moucha tse-tse.



V redukovaném genomu se nezachoval napt. gen dnaA dulezity pro replikaci DNA.
Oproti buchnete vSak zlstaly zachovany geny pro glukoneogenezi, biosynteticky fetézec CoA
produkujici acetyl-CoA z kyseliny pantothenové ¢i aparat bi¢iku (Akman et al., 2002).

Wigglesworthia byla popsana z mouchy Glossina morsitans morsitans (Aksoy, 1995),
ale zije 1 v dalsich druzich (Glossina tachinoides, Glossina palpalis apod.). Kompletni genom
je zvefejnén zatim pouze jeden, a to z kmene Zijiciho v druhu Glossina brevipalpis. Obsahuje
611 protein kodujicich geni.

Kromé wigglesworthie Ziji v mouchdch tse-tse dalS$i dvé symbiotické bakterie. S-
endosymbiont Sodalis glossinidius ze skupiny vy-Proteobacteria a Wolbachia (o-
Proteobacteria). Sodalis zije ve stfedni ¢asti stfeva, v hemolymf€ i jinde (Cheng et Aksoy,
1999; Baumann et al., 2006). Je blizkym pfibuznym P-endosymbionta nosatce Sitophilus
oryzae pojmenovaného SOPE (,,Sitophilus oryzae primary endosymbiont®), neni ale jasné,

zda jde pfimo o nardonellu, P-endosymbionta nosatcti (Rio et al., 2004).

Blochmannia

Blochmannia je dal§im P-endosymbiontem ze skupiny Enterobacteriaceae. Zije
v cytoplazmé bakteriocyti mravencu rodi Formica a Camponotus, které jsou umistény
v epitelidlnich bunikach ve stfedni ¢asti stieva kralovny 1 délnic. Tito mravenci se zivi
pfevazné rostlinnymi $§tadvami (floemem) a medovici. Cim blochmannie mravenciim
pomahaji, neni znamé zcela presné (Baumann et al., 2006), ale leccos l1ze odvodit ze slozeni
jejich genomu: syntetizuji esencialni aminokyseliny, rozkladaji mocovinu, redukuji sulfaty
(Gil et al., 2003). Staii tohoto souziti je odhadovano na vice nez 100 milionti let (Schroder et
al., 1996). Toto ¢islo ale vychazi ze srovnani s buchnerou, jejiz souziti s mSicemi je podle
novéjSich praci jesté starSi (Douglas, 1997). Formaln¢ je rozliSovdno mnoho druht rodu
Blochmannia, které se zpravidla jmenuji podle hostitele (Sauer et al., 2000). Jsou
osekvenovany dva kompletni genomy ze druhti Blochmannia floridanus a Blochmannia

pennsylvanicus (583, resp. 610 protein kodujicich genti).

Dalsi primarni endosymbionti hmyzu

.....

Pv (hostitel Pachypsylla venusta) ma 182 protein kodujicich genti a obsah GC 16,5 %. Je

redukovany do té miry, ze postradd i Shine-Dalgarnovu sekvenci na 3" konci 16S rRNA
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(Clark et al., 2001). Svému hostiteli, ktery se zivi nutricn¢ chudymi rostlinnymi $tavami,
dodava Carsonella esencialni aminokyseliny. Tento systém je velmi podobny systému
Buchnera-msice a je zajimavou ukazkou konvergence (Nakabachi et al., 2006). Carsonella
ma zcela zfetelnou koevoluci se svym hostitelem, dokédzanou nezavislymi fylogenetickymi
analyzami podle raznych geni (Thao et al., 2001). Ve vétsin€ mer zije kromé carsonely 1 S-
endosymbiont ze skupiny y-Proteobacteria (Thao et al., 2000), vyjimkou je druh Pachypsylla
venusta, kde S-endosymbionta neodhalily metody molekularni biologie ani elektronova
mikroskopie (Spaulding et von Dohlen, 1998). U fady psylidi ziji S-endosymbionti
v syncytiu (Fukatsu et Nikoh, 1998).

Nardonella je P-endosymbiontem nosatct ¢eledi Dryophthoridae (Lefévre et al., 2004,
Conord et al., 2008). Krom¢ ni vSak v nosatcich Ziji pravdépodobné dalsi bakterie ze skupiny
Enterobacteriaceae, které se od sebe lisi jinym obsahem GC (Heddi et al., 1998). Bakteriomy
se vyskytuji v pfedni i stiedni Casti stfeva, do dalSi generace se nardonely piendsi pres
vajicko. Svému hostiteli poskytuji vitaminy ¢i aminokyseliny fenylalanin a tyrosin (Baumann
et al., 2006). Stejné jako Buchnera a Wigglesworthia produkuji velké mnozstvi proteinu
groEL. Jejich operon groESL je shodny s obdobnym operonem E. coli na 82 % (Charles et al.,
1997).

Portiera aleyrodidarum je P-endosymbiontem molic Celedi Aleyrodidae (Thao et
Baumann, 2004). Patfi do skupiny Oceanospirillales gamma-proteobakterii. Bakteriocyty
molic obyva kromé portiery pét S-endosymbionti (Hamiltonella, Arsenophonus, Cardinium,
Wolbachia a Rickettsia), buiiky jsou tedy unikatnim ekosystémem (Gottlieb et al., 2008).

Baumannia cicadellinicola zije v télech kiiskti tribu Proconiini (Hemiptera:
Cicadellidae) spolu s bakterii skupiny Bacteroidetes Sulcia muelleri. Daniela Takiya (Takiya
et al., 2006) pro oba tyto bakteridlni druhy zavedla novy termin ,.coprimary symbiont®,
kterym naznacuje dlouhodobou koevoluci hostitele svice endosymbionty. Piedbézné
vyzkumy ukazuji, ze Sulcia je rozsitena ve vice skupinach hemipter, zatimco Baumannia je
vyskytem omezena jen na Celed” Cicadellidae. U druhu Sulcia muelleri byl nedavno pieéten
genom (McCutcheon et Moran, 2007). Podle vysledki prace ma Sulcia 227 protein kodujicich
gend. V produkci kupf. aminokyselin se oba P-endosymbionti doplnuji: Sulcia produkuje
leucin, isoleucin, lysin, arginin, fenylalanin, tryptofan, threonin a valin, zatimco Baumannia
poskytuje hostiteli i dal§im endosymbiontim methionin a histidin. Cist& pro sebe a pro sulcii

vytvaii Baumannia napft. puriny a pyrimidiny.
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Obrazek 1: Fylogenetické vztahy bakterii Zijicich v symbidze s hmyzem. Strom byl vytvoren

podle subjektivnich kritérii jako souhrn publikovanych fylogenetickych praci. Jména na
obvodu piedstavuji bud’ jméno symbiotické bakterie nebo jejich hostitelsky taxon (ty jsou pak

ey

oznaceny hvézdickou). Volné zijici bakterie jsou vytisSteny Sed€. Tucné linie oznacuji
pribuzenské vztahy podle obecného konsenzu. Trojuhelniky symbolizuji monofyletické
diverzifikované skupiny symbiontl popsané z vice nez jednoho hostitelského druhu (plny
trojuhelnik oznacuje linii fylogeneticky kongruentni s hostitelem). P = domnély ptavod

spolecné symbiotické linie, kterd zahrnuje né€kolik hlavnich P-endosymbiontl. Pievzato
z Hypsa et Novakova, 2009.

V3i, dalsi krevsajici hmyz, také hosti své P-endosymbionty. U v§i parazitujicich na
¢lovéku a dalsich primatech se vyskytuje rod Riesia (Allen et al., 2007). U nymf a adultnich

samcu ziji ve stievech, u adultnich samic ve vejcovodech (Sasaki-Fukatsu et al., 2006).

Popsany byly tii druhy, Riesia pediculicola z v§i détské (Pediculus humanus capitis), Riesia
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pediculischaeffi ze simpanzich vsi Pediculus schaeffi a Riesia pthiripubis z dalsiho lidského
parazita v§i munky (Pthirus pubis). U vsi pfibuznych roda Haematomyzus a Haematopinus
byli zjiSténi P-endosymbionti, ktefi ale podle molekuldrné-fylogenetického vyzkumu nejsou
zastupci jednoho druhu bakterie, jsou si vSak velice blizce piibuzni (HypSa et Ktizek, 2007).
Tato prace, postavend na genu 16S rDNA, je zajimava mj. tim, ze jeji dataset obsahuje vice
typt buchnery, blochmannie a wigglesworthie a tyto tii bakterie vychazeji jakozto zéstupci
jedné skupiny spolu se zminénymi P-endosymbionty vs§i a né€kolika S-endosymbionty. Rod
Riesia i endosymbionti v§i Haematomyzus a Haematopinus jsou fazeni do skupiny
Enterobacteriaceae. Na druhu Riesia pediculidola v soucasnosti probiha projekt ¢teni genomu
v americkém J. Craig Venter Institute.

V  knézicich celedi zaoblenkoviti (Plataspidae) Zziji P-endosymbionti druhu
Ishikawaella capsulata tazeni také do skupiny Enterobacteriaceae (Hosokawa et al., 2006).
Osekvenovany byly zatim pouze velmi malé c¢asti genomt z Sesti hositelskych druhii
nalezejicich do tfech rodu.

Mezi dalsi zajimavé P-endosymbionty hmyzu patii napi. Blattabacterium cuenoti ze
skupiny Bacteroidetes, ktery zije ve Svdbech (a termitech, coz jsou modifikovani §vabi,
sesterskd skupina Svéba rodu Cryptocercus — Lo et al.,, 2000) a poskytuje jim tyrosin a
recykluje kyselinu mocovou (coz je umoznéno blizkosti bakteriocytd a bun¢k obsahujicich
kyselinu mocovou, bakteriocyty jsou totiz ulozené v abdomenu). Obsah GC u rodu
Blattabacterium je 26-28 mol% (Baumann et al., 2006). Tremblaya princeps (Thao et al.,
2002) ze skupiny [-Proteobacteria je endosymbiontem cervel celedi Pseudococcidae
(Sternorrhyncha). Opét zde zije s jinymi endosymbionty a jejich populacni dynamika je
odli$na podle toho, zda se vyvijeji v samcich &i samicich (Kono et al., 2008). Stitenky a ervci
z ¢eledi Diaspididae (opét zastupci skupiny Sterrnorhyncha) jsou hostiteli P-endosymbionta

ze skupiny Flavobacteria (Bacteroidetes) Uzinura diaspidicola (Gruwell et al., 2007).

Ptehled zminénych P-endosymbionti (tab. 1) ukazuje, Ze vétSina znich patii do
skupiny y-Proteobacteria (soucasny fylogeneticky konsenzus vyjadiuje obr. 1) a témef
polovina ma jako hostitele hmyz ze skupiny Hemiptera (nejcastéji Sternorrhyncha, ale i
Auchenorrhyncha a Heteroptera). Primarnimi endosymbionty hmyzu ze skupiny
Sternorrhyncha jsou nékdy bakterie ze skupiny y-Proteobacteria (Buchnera, Carsonella,
Portiera), mizeme se vsak setkat i stim, ze Sternorrhyncha obsahuji P-endosymbionty z
jinych skupin (Tremblaya), ¢i ze P-endosymbionti fazeni do y-Proteobacteria ziji v jinych

skupinach hmyzu (dvoukiidli, blanoktidli, brouci).
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P-endosymbiont Klasifikace | Taxonomicka prislusnost hostitele
Baumannia Gamma Auchenorrhyncha
Blattabacterium Bacteroidetes | Blattodea
Blochmania Gamma Hymenoptera
Buchnera Gamma Sternorrhyncha
Carsonella Gamma Sternorrhyncha
Ishikawaella Gamma Heteroptera
Nardonella Gamma Coleoptera
Portiera Gamma Sternorrhyncha
Riesia Gamma Anoplura

Sulcia Bacteroidetes | Auchenorrhyncha
Tremblaya Beta Sternorrhyncha
Uzinura Bacteroidetes | Sternorrhyncha
Wigglesworthia Gamma Diptera
P-endosymbiont rodu Haematomyzus | Gamma Anoplura
P-endosymbiont rodu Haematopinus | Gamma Anoplura
P-endosymbiont rodu Sitophilus Gamma Coleoptera
P-endosymbiont rodu Trichobius Gamma Diptera

Tabulka 1 Prehled P-endosymbiontii, jejich taxonomicka pfislusnost a taxonomicka
ptisluSnost hostitele. VétSina P-endosymbiontli patii do skupiny y-Proteobacteria a témét
polovina zije v symbidze s druhem hmyzu ze skupiny Hemiptera.

Fylogenetické vztahy mezi P-endosymbionty hmyzu ze skupiny Enterobacteriaceae

Jak vidime, tfi dileziti P-endosymbionti hmyzu (Buchnera, Wigglesworthia a
Blochmannia) i n¢ktefi dalsi (Nardonella a Baumannia) patii do skupiny Enterobacteriaceae
gamma-proteobakterii. Kazdy z téchto péti jmenovanych ale obyva hmyz z odlisné skupiny.
Kromé nich do Enterobacteriaceae patii také méné znami P-endosymbionti vsi a Ishikawaella.

Enterobacteriaceae je skupina znama predevSim diky bakterii Escherichia coli a
druhtim, které jsou pro ¢lovéka patogenni, napt. z rodu Salmonella, Shigella ¢i Yersinia.
Fylogenetické vztahy mezi P-endosymbionty a volné€ zijicimi bakteriemi uvniti této skupiny
jsou zatim nejasné.

Z dosavadnich praci neni na ptiklad zfejmé, zda P-endosymbionti ze skupiny
Enterobacteriaceae tvoii monofyletickou skupinu. Olivier et al. (2005) publikovali vysledky,
kde je trojice Buchnera, Wigglesworthia a Blochmannia monofyletickou, snad dokonce
bazalni linii skupiny Enterobacteriaceae. Vysledny strom byl ale vytvofen pouze distan¢ni
metodou Neighbor-Joining a je také nedostateCny z pohledu druhového samplingu. Nejsou

v ném kupf. viibec zastoupeni S-endosymbionti, ktefi vSak maji ve fylogenezi této skupiny
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jisté vyznamné misto a po jejich zaclenéni do vypoctli mohou narusit monofylii skupiny P-
endosymbiontti (Herbeck et al., 2005). Herbeck et al. (2005) publikovali osm fylogenetickych
stromi (fylogeneze podle genu groEL a podle genu pro 16S rRNA zpracovana ctyimi
metodami — Bayes, Maximum Likelihood, parsimonie a Neighbor-Joining), které si navzajem
odporuji. Prace je zalozena na genech groEL a 16S rRNA pro 23, respektive 32 taxont, mezi
kterymi jsou zastoupeny (u genu 16S rRNA dokonce zhruba v rovnovazném poméru) P-
endosymbionti, S-endosymbionti a volné Zijici bakterie ze skupiny Enterobacteriales. Z P-
endosymbiontli jsou zastoupeny tii typy buchnery (APS, Bp, Sg), oba druhy blochmanie,
Wigglesworthia, Portiera a Nardonella. Pro interpretaci vysledk je nejproblemati¢téjsi
postaveni rodu Buchnera. Wigglesworthia a Blochmannia se nezdaji byt blizce pfibuzné
s buchnerou, jejich endosymbionticky zplsob zivota by tedy vznikl pravdépodobné nezavisle
na buchnefe z nezndmych ancestralnich S-endosymbiontl. Celd prace je vysledkem pouziti
nehomogenniho modelu sekvenéni evoluce, ktery zohlednuje rtizny obsah GC mezi druhy a
riznou rychlost substituci mezi oblastmi genomu.

Ptesto fylogenetické prace neziidka ukazuji na monofylii skupiny, kterd sdruzuje rody
Buchnera, Wigglesworthia a Blochmannia (Gil et al., 2003; Hypsa et Ktizek, 2007; Comas et
al., 2007).

Obecné jsou P-endosymbionti a zvlasté ti ze skupiny Enterobacteriaceae pouzivani
jako modelova skupina — pfesto nebo prave proto, ze jejich vlastni piibuzenské vztahy nejsou

dosud objasnéné — pro rizné alternativni postupy molekularni fylogenetiky.

Primarni endosymbionti a molekularni fylogenetika

Studovat ptibuzenské vztahy mezi P-endosymbionty navzidjem 1 mezi P-
endosymbionty a volné Zijicimi bakteriemi je znacné obtizné. To je dano predevSim tim, Ze
nckteré jejich typické vlastnosti vedou pii zkoumani metodami molekuldrni fylogenetiky
k vytvareni metodologickych artefakti. Mezi nejproblematictéjsi patii vysoky obsah AT (jako
feSeni byva navrzeno pouziti nehomogennich modell, které dokéazi vliv riizného zastoupeni
jednotlivych nukleotidi zmirnit) ¢i potencialni horizontalni pfenos gend, jehoZ uchopeni jeste
komplikuje to, Ze jeho frekvence je zatim nezndma, apod.

Nejvice pouzivanym genem pro molekularné-fylogenetické prace s P-endosymbionty
je gen 16S rDNA (Aksoy, 1995; Rio et al., 2004; Olivier et al. 2005; Takiya et al., 2006;
Kono et al., 2008 a mnoho dal$ich). Jeho analyza ale nepfinasi jednoznacné vysledky, a to ani

za pouziti nehomogenniho modelu (Herbeck et al., 2005): zda se tedy, ze tento gen neni
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schopen vyfesit pribuzenské vztahy mezi P-endosymbionty. Moran et al. (2005) pracovali s
geny gyrB a recA, nové svétlo to ale do problému neptineslo, vysledky jsou s pracemi podle
genu 16S rRNA v souladu. Nejlepsi metodou je vyuziti vice gent zaroveil. To s sebou ale na
druhou stranu nese problémy pfi jejich vybéru, fada gen u nekterych druhti diky znacné
redukci genomit P-endosymbionti chybi. Thao et al. (2000) a dalsi (napt. Thao et al., 2002;
Thao et Baumann, 2004; Gruwell et al., 2007) zkombinovali geny 16S a 23S rDNA, ale toto
malé rozsifeni zabéru situaci nevyfeSilo. Nic nového nepfinesla ani analyza, kteréd
zkombinovala geny atpAGD a rpoBC, jeji vysledky jsou totiz obdobné jako prace na genech
16S a 23S rDNA (Thao et al., 2001). V dalsi vicegenové praci Gil et al. (2003) pouzili 61
protein  kodujicich genti, vjejich analyze maximum likelihood tvofi Buchnera,
Wigglesworthia a Blochmannia monofyletickou skupinu sesterskou ke skupiné
Escherichia+Salmonella+Yersinia.

Celé genomy P-endosymbiontli je mozno srovnavat pouze v poslednich deseti letech,
v podstaté¢ od chvile, kdy Shigenobu et al. (2000) publikovali ptfecteni genomu buchnery
kmene APS, po kterém nasledovali dalsi endosymbionti. To byl vyrazny pralom, pfed nim
bylo mozné pracovat pouze s malymi ¢astmi genomu, napf. Hassan et al. (1996) porovnavali
vysoce konzervovany usek sedmi genti mezi E. coli a buchnerou kmen Sg (geny v blizkosti
dnaA a gyrB a kolem genu groES).

Genomické studie zacinaji v poslednich letech ve fylogenetice bakterii dominovat,
fada znich ale problém P-endosymbiontli pomiji. Creevey et al. (2004) maji ve svém
datasetu, cCitajicim 61 taxond, buchneru, nevime vSak, ktery typ, Wigglesworthia ¢i
Blochmannia (tedy P-endosymbionti v dobé vydani prace jiz osekvenovani) chybi. Canback
et al. (2004) vyuzivaji sekvenci dvou typti buchnery (APS a Sg) a wigglesworthie, ty
vychazeji jako sesterské nejen pii pouziti distanéni metody neighbor-joining, ale i maximum
likelihood. Naproti tomu Comas et al. (2007) vyuzil kompletni sekvence 21 taxonil
proteobakterii, mezi kterymi byly mj. tfi typy buchnery (APS, Bp a Sg) a dale druhy
Wigglesworthia glossinidia a Blochmannia floridanus. Pravé Blochmannia slouzila jako
pocatecni genom, pro jehoZ geny na poc€atku prace hledali orthology pomoci BLASTu. 200
Vysledné  stromy  obsahovaly  monofyletickou  skupinu  Blochmannia+Buchnera
+Wigglesworthia, tedy opét linii nejznaméjsich P-endosymbiontt, kterou se vSak piesto stale
nedaii prokazat.

Porovnévani celych genomt ztézuji duplikace, béhem kterych vznikaji paralogni geny.

Ty pak mohou zapficinit Spatnou topologii vyslednych stromil. Vyraznym problémem je také

-12 -



horizontalni ptenos genti (HGT nebo LGT, horizontal nebo lateral gene transfer), prevazné
proto, zZe neni zatim jasné, jak moc zasahuje do struktury bakteridlnich genomu. Je mozné, ze
pivod v horizontalnim pfenosu ma az 60 % gent (Lerat et al., 2005), mozna vSak jen 10 %
(Susko et al., 2006) ¢i pouze nepatrny pocet (Ge et al., 2005).

Kromé klasickych metod molekuldrni fylogenetiky je mozno vyuzit také zmén ve
struktufe genomu, napft. fuze genii ¢i piifazeni jiné aminokyseliny ke kodonu. Tyto metody
ale jeSt¢ nejsou hojné¢ pouZzivany, zatim se snimi pracovalo pfevazné na menSich
mitochondridlnich genomech. Prace zaloZzend na srovnani sekvenci aminokyselin podporuje
bud’ monofyliii skupiny Buchnera+Wigglesworhia+Blochmannia nebo pfi nejhorSim
parafylii ovSem s oddé€lenim téchto tii samostatnych linii v t€ésném blizkosti za sebou (Belda

et al., 2005).

Zavér

P-endosymbionti slouzi jako modelova skupina pro zkoumdani nékterych obecnych
evolucnich problémt, které vyplyvaji z jejich typickych vlastnosti. Na P-endosymbiontech ze
skupiny Enterobacteriaceae je navic zajimava jejich blizka piibuznost s velmi detailné
zkoumanym druhem Escherichia coli a jejich spole¢né sdilené — pievazné molekularné-
biologické — apomorfie (synapomorfie) nebo naopak rozdily. Ty navic mohou slouzit jako
ukézka toho, jakych funkei se mize endosymbioticky organismus vzdat, aniz by to ohrozilo
jeho Zivotaschopnost (byt’ se tim stava zavislym na neménném prostiedi v téle hostitele). Pro
spravné pochopeni P-endosymbidzy a evolu¢nich procest s ni souvisejicich je vSak potieba
znat historii dneSniho stavu a zni vyplyvajicich vztaht. Jinymi slovy, je potfeba znat
fylogenezi P-endosymbiontl. Ta je vSak stdle nejasnd, nebot’ vysledky fylogenetickych praci
nejsou ve vzajemném souladu. Tomu by mohl pro budouci prace pomoci vétsi diiraz na volné
zijici bakterie a pfevazné¢ na S-endosymbionty, ktefi (snad vzhledem k absenci onéch
vlastnosti, pro které by se hodili k vyzkumim obecnych problémil) jsou zatim — az na
pochopitelné vyjimky (Wolbachia) — spiSe pichlizeni, piestoze v piibuzenstvi P-
endosymbiotli zaujimaji vyznamna mista a fylogeneticky strom, ktery by s nimi nepocital,
bude jist¢ méné spolehlivy a jeho topologie nebude pravdépodobné v poradku.

Jak jsme vidéli, jednotlivé geny (16S rDNA) pro vyzkum fylogeneze nepostacuji, je
proto potfeba dal pokracovat ve Cteni celych genomt. Prace sredukovanymi genomy P-
endosymbiontl by navic mohla (spolu s pracemi na mitochondriich a plastidech eukaryot a se

zlepSovanim informacnich technologii) ptispét k vylepSeni nastroji genomickych studii a
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k vytvofeni novych modelll pro porovnavani celych genomi a zaznamenavani rozdilti mezi
nimi.

Dulezita je také prace na hmyzu, zvlasté v oblasti koevoluce sendosymbionty a
v hledani a popisovani novych endosymbiontii — ti mohou po pifiddni do datasetl vyrazné

upravit vysledky fylogenetickych studii.
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