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1 Uvod

1.1 Symbiotické bakterie hmyzu

Hmyz vytvari Siroké spektrum symbiotickych vztah s bakteriemi od parazitismu az po
komunity v téle hmyzu tvofi mikrobiom, jehoz podstatna ¢ast se nachazi v lumenu stieva.
Mikrobiom hraje klicovou roli pii ristu, vyvoji a adaptaci hmyziho hostitele na urcité
podminky prostfedi (Krishnan et al., 2014). N¢které bakterie vytvaieji se svym hostitelem
specializované typy symbiotickych vztahti. Piikladem specializovaného typu symbiotického
vztahu mezi hmyzem a bakterii mtize byt vnitrobuné¢na endosymbioza, pti které se bakterie
nachazi uvnitt bun€k svého hmyziho hostitele. V nékterych piipadech mohou tyto bunky v
hostiteli vytvaret samostatné specializované organy zvané bakteriomy. Symbiotické bakterie
hmyzu jsou obecné rozdélovany na obligatni a fakultativni symbionty (Moran et al., 2008). V
jednom hmyzim hostiteli je €asto mozné pozorovat souziti obligitnich a fakultativnich
symbiontl (Novéakova et al., 2015).

Obligatni neboli priméarni symbionti vytvareji mutualistické vztahy, které mohou mit
dlouhou koevolu¢ni historii v fadu az stovek milionti let (Moran et al., 1993). Obligatni
symbionti jsou schopni vytvaret a dodavat svému hostiteli riizné metabolické latky. Proto se
obligatni symbionti nachazeji u hmyzu, ktery je zavisly na nutricné omezeném zdroji potravy.
Z tohoto duvodu jsou obligatni symbionti pro svého hostitele nepostradatelni. V genomu
bakterie dochazi v pribéhu koevoluce s hostitelem k zdsadnim a typickym zméndm,
predevsim k degradaci genomu a ztraté fady gend, v jejichZz dusledku dochéazi k neschopnosti
obligatniho symbionta Zit samostatné bez podpory hostitelské buitkky (Weiss and Aksoy,
2011). Z toho divodu vytvareji hostitelé pro své obligatni symbionty jiz vySe zminéné
bakteriomy, které jsou tvofeny specializovanymi bunkami. Tyto buiiky se nazyvaji
bakteriocyty a mohou to byt ptivodem naptiklad bunky tukového téliska nebo buiiky stfevni
stény hmyzu (Moran et al., 2008). Obligatni symbionti jsou pfenaSeni na dal§iho hostitele
vertikalné, tedy ze samicek na potomstvo, obvykle transovaridlni cestou. V disledku
vertikdlniho pfenosu symbiontd vznikd typickd kongruentni fylogeneze s hostitelem.
Typickym ptikladem primarniho symbionta mize byt bakterie Buchnera aphidicola u msic
(nadceled” Aphidoidea, Breandle et al., 2003) nebo bakterie rodu Wigglesworthia zijici v
bakteriocytech mouchy tsetse (¢eled” Glossinidae; Aksoy, 1995). Tyto symbiotické bakterie



vzhledem k degradaci genomu nemohou samostatn¢ infikovat nového hostitele a jsou v tomto
ohledu zcela zavislé na hostitelskych mechanismech ptenosu (Breandle et al., 2003).

Fakultativni neboli sekundarni symbionti vytvareji se svymi hostiteli rizné symbiotické
vztahy, které nemaji obvykle tak dlouhou koevolucni historii jako obligatni symbionti.
Fakultativni symbionti mohou byt ziskdvani z prostiedi a piendSeni vertikdlné nebo
horizontaln¢, tedy pienosem mezi jedinci jedné generace nebo jedinci odlisného druhu (Weiss
and Aksoy, 2011). Fakultativni symbionti nejsou pro svého hostitele esencialni, avSak Casto
ovlivituji Zivot hostitele vyraznym zpusobem. Fakultativni symbionti mohou byt velmi
prospésni pro svého hostitele a pak jsou oznacovani jako fakultativni mutualisté nebo
komenzalové. Cast fakultativnich symbiontii negativné ovliviiuje fitness svého hostitele, coz
je povazovano za jeden z ryst parazitismu. Typickym piikladem takovych fakultativnich
symbiontl jsou reprodukéni manipulatofi. Z divodu materndlniho prenosu téchto bakterii
probiha vétSinou manipulace s reprodukci hostitele ve prospéch samicich zarodki (Moran et
al., 2008). Mezi mechanismy reproduk¢ni manipulace patii cytoplazmaticka inkompatibilita,
fizené zabijeni synt (son-Killer trait), feminizace synti nebo indukované partenogeneze. Hojné
studovana bakterie Wolbachia pipientis, symbioticka bakterie hmyzu, koryst, rozto¢u a
filiarnich nematoda manipuluje s reprodukci svého hostitele prostiednictvim cytoplazmatické
inkompatibility (Stouthamer et al., 1999). Cytoplazmaticka inkompatibilita postupné
vytlaéuje z populace jedince, ktefi nejsou infikovani bakterii rodu Wolbachia. Toho je
docileno umrtim embryi, kterd vznikla z neinfikované samice (Sinkins et al., 1995). Dalsi
reproduk¢éni manipulator, bakterie Arsenophonus nasoniae, ovliviiuje reprodukci svého
hostitele, parazitické vosicky Nasonia vitripennis, manipulaci oznacovanou jako son-killer
trait, ktery zabiji haploidni, tedy sam¢i embrya (Darby et al., 2010; Gherna et al., 1991).
Intracelularni bakterie rodu Cardinium manipuluje reprodukci hostitele partenogenezi,
feminizaci synd a jiz zminénou cytoplazmatickou inkompatibilitou (Weeks et al., 2001).

V nékterych bakterialnich skupinach lze pozorovat jak obligdtni symbionty, tak
i fakultativni symbionty (Moran et al., 2008). Piikladem muze byt rod Sodalis, ktery je pro
mouchu tsetse z ¢eledi Glossinidae fakultativnim symbiontem (S. glossinidius, Geiger et al.
2007) a pro ves Proechinophthirus fluctus (f¥ad Phthiraptera: Anoplura) nebo klose Crataerina
melbae (¢eled” Hippoboscidae) obligatnim symbiontem (Boyd et al., 2014; Novakova and
Hypsa, 2007). Také u bakterie rodu Wolbachia se kromé parazitismu muze objevovat
I mutualismus. Naptiklad pro filaridlni hlistice je bakterie rodu Wolbachia obligatnim
symbiontem (Taylor et al., 2005). Bakterie rodu Wolbachia mutze byt i pfikladem pro

genomové¢ adaptace provazejici zménu zivotni strategie symbiotické bakterie z parazita na
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mutualistu. Tento jev byl konkrétné pozorovan u bakterie rodu Wolbachia ve §ténici Cimex
lectularius. K této zméné doslo horizontalnim pienosem biotinového operonu do genomu
bakterie rodu Wolbachia (Nikoh et al., 2014; Gerth and Bleidorn, 2017).

Symbiotické bakterie poskytuji svym hostitelim velké mnozstvi vyhod, mezi které patii
napiiklad ochrana pied stresem nebo zachovani homeostdzy. Dalsi zdsadni vyhodou je
kompenzace nutri¢nich nedostatkti potravnich zdroju fytofagniho a hematofagniho hmyzu
(Dale and Moran, 2006). Napiiklad jiz zminéna bakterie rodu Wigglesworthia produkuje
esencialni B vitaminy a kofaktory stézejni pro zivot svého hostitele, mouchu tsetse (Celed’
Glossinidae), a podili se na spravném vyvoji imunitniho systému svého hostitele (Rio et al.
2012). Bakterie rodu Baumannia a Sulcia jsou obligatnimi symbionty, ktefi pro svého
hostitele z podceledi kiiskovitych (Cicadellinae) produkuji esencidlni aminokyseliny a
kofaktory (Wu et al., 2006). Bakterie Buchnera aphidicola zasobuje fytofagni msice z fadu
Hemiptera také esencidlnimi aminokyselinami a vitaminy (Giindiiz and Douglas, 2009). Dalsi
vyhodou poskytovanou symbiotickymi bakteriemi je ochrana pied patogeny a parazity.
Bakterie rodu Wolbachia chrani svého hostitele mouchu Drosophila (¢eled” Drosophilidae)
proti RNA virim (Teixeira et al., 2008). Fakultativni bakterie Reigella insecticola zvysuje
rezistenci msice proti n€kterym patogennim houbam (Parker et al.,, 2013). Fakultativni
symbionti Serratia symbiotica a Halmintonella defensa se podileji na ochrané svého hostitele,
msici Acyrthosiphon pisum, pied parazitoidy Aphidius cervi a A. eadyi (Ferrari et al., 2004).
Nékteré symbiotické bakterie chrani svého hostitele pted predatory produkei jedovatych latek.
Tato obranna strategie byla pozorovana u symbiotickych bakterii broukt rodu Paederidus,

které produkuji jedovaty pederin a chrani tak svého hostitele pted pavouky (Piel et al., 2004).

1.2 Krevsajici hmyz

Jednim z potravnich zdroji hmyzu je krev obratlovci. Mezi skupiny krevsajiciho hmyzu
patii blechy (Siphonaptera), n¢které plostice (Heteroptera), vsi (Phthiraptera: Anoplura) a
nekteré skupiny dvoukiidlého hmyzu (Diptera) jako komaroviti (Culicidae) nebo kloSoviti
(Hippoboscoidea; Lehane, 2005). Mezi zastupci krevsajiciho hmyzu najdeme vektory
vyznamnych lidskych paraziti a patogenti. Mezi tyto vektory patii naptiklad komaii rodu
Anopheles prenasejici Plasmodium zptisobujici malarii nebo vektory trypanosomy, mouchu
tsetse a plostici z ¢eledi Reduviidae (Amino et al., 2006; Maia Da Silva et al., 2007; Van Den
Abbeele et al., 1999). Vektorova kapacita hmyzu neboli schopnost pienaset patogeny miize
byt inhibovana nékterymi bakterialnimi komunitami, které jsou soucasti mikrobiomu hmyzu.

Prikladem muze byt bakterie rodu Wolbachia, ktera inhibuje ptenos parazita Plasmodium
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komarem Aedes aegypti (Sinkins et al., 2013). Z vysledku studii také vyplyva, ze vektorova
kapacita hmyzu zéavisi 1 na rovnovdze zastoupeni bakteridlnich druhi, jelikoz pfitomnost
nekterych bakterii miize inhibovat vyskyt jinych bakterii. Tento piipad byl pozorovan u
bakterii rodu Wolbachia a Asaia (Hughes et al., 2014).

Nekteré skupiny krevsajiciho hmyzu se zivi jak krvi, tak i dal$i potravou. Zdroj vyzivy
se muze li§it mezi samci a samicemi, ale i mezi jednotlivymi vyvojovymi stadii. Pfikladem
mohou byt zastupci komarovitych (Culicidae). Larvy a kukly se zivi organickym materidlem
z vody. Samci komarovitych saji rostlinny nektar. Samice se mohou zivit stejné¢ jako samec
rostlinnym nektarem, avSak z diivodu spravného vyvoje vajicek je nezbytné, aby samice sala
krev. Krev totiz obsahuje vétsi mnozstvi potfebnych bilkovin (Foster, 1995). Jiné skupiny
krevsajiciho hmyzu se zivi vyhradné krvi. Mezi tyto skupiny patii napiiklad zastupci
klosovitych (¢eled Hippoboscidae). Samci a samice zastupct kloSovitych se zivi vyhradné
krvi svych hostitelti. V ptipadé¢ larev dochazi k pfijmu potravy od matky, ve které probiha
jejich vyvoj (viz nize; Baker, 1967; Krafsur, 2009). Krev jako potravni zdroj neobsahuje
dostate¢né mnozstvi vSech vitaminti a kofaktord, a z toho divodu najdeme ve stievech hmyzu,
ktery se zivi vyhradné krvi, obligatni symbionty, ktefi tyto nedostatky kompenzuji (Dale and
Moran, 2006; Novakova et al., 2015; Pais et al., 2008; Rio et al. 2012).

1.3 Nad¢eled’ Hippoboscoidea

Nadceled’ Hippoboscoidea, z fadu dvoukiidlého hmyzu (Diptera), sestava ze Ctyt celedi,
jmenovité Hippoboscidae (anglicky louse flies nebo deer keds), Glossinidae (anglicky tsetse
flies), Streblidae a Nycteribiidae (anglicky bat flies). Fylogeneze nadéeledi Hippoboscoidea
neni uplné jasna. Celed” Glossinidae, Hippoboscidae a Nycteribiidae jsou oznadovany za
monofyletické skupiny. U &eledi Streblidae nebyla monofyleti¢nost potvrzena (Sochova et al.,
2017). Zastupci nadceledi Hippoboscoidea jsou vyhradné krevsajici ektoparazité s velkym
mnozstvim unikétnich a vyraznych fyziologickych a morfologickych znakt (Petersen et al.,
2007). Jednim ze znakt charakterizujici tuto skupinu je unikatni zptsob reprodukce v podobé
adenotrofické viviparie. Larva se vyviji v reprodukénim systému samice, kde se zivi sekretem
produkovanym ptidatnymi pohlavnimi Zlazami. Larva zlstdva v reprodukénim systému
samice do konce vyvoje (Krafsur, 2009). V diisledku tohoto zpiisobu vyvoje larvy dochéazi k
ziskavani potravy v pribehu celého zivotniho cyklu jedince vyhradné z krve. Tudiz zastupci
nadc¢eledi Hippoboscoidea patii mezi zastupce krevsajiciho hmyzu, ktery ma typické obligatni
vnitrobunécné symbionty, kteti museji poskytovat svému hostiteli nékteré metabolické latky

chybgjici v krvi.



Mouchy tsetse, Celed Glossinidae neboli bodalkoviti, jsou vyznamnymi vektory
zavazného lidského onemocnéni spavé nemoci zpisobené¢ho prvokem z rodu Trypanosoma
(Kennedy, 2013). Vyzkumy mikrobiomu mouchy tsetse odhalily pfitomnost nékterych
symbiotickych bakterii ve stfeve téchto much, které hraly v organismu svého hostitele riizné
role. Nutri¢ni nedostatky krve kompenzuje mouse tsetse bakterie rodu Wigglesworthia jako
obligatni mutualista vazany v bakteriomech. Bakterie rodu Sodalis je pro mouchu tsetse
fakultativnim symbiontem pfitomnym ve vSech tkanich svého hostitele, ktera pravdépodobné
ovlivituje Gc¢innost pfenosu parazita Trypanosoma z mouchy tsetse na Clovéka. Obé tyto
bakterie jsou pfenaseny vertikalné pies mlécné zlazy (Dale and Maudlin, 1999; Dale and
Welburn, 2001; Greiger et al., 2007). Dalsi bakterii pozorovanou v mikrobiomu mouchy tsetse
je bakterie rodu Wolbachia, jejiz funkce v mikrobiomu nebyla odhalena (Shaw and Moloo,
1991).

Celed Hippoboscidae neboli klosoviti je kosmopolitni skupinou hmyzu s vyrazné
odlisSnymi morfologickymi znaky a zivotnimi strategiemi (Petersen et al., 2007). Zastupci
¢eledi Hippoboscidae jsou krevsajicimi ektoparazity savcil a ptakl. Pficemz krev saji jak
samci, tak i samice (Small, 2005). Celed” HippoboscCidae je tvofena tfemi podéeled'mi,
jmenovit¢ Hippoboscinae, Lipopteninae a Ornithomyinae. Podc¢eledi Hippoboscinae a
Lipopteninae jsou monofyletickymi skupinami. Pod¢eled” Ornithomyinae je parafileticka
skupina, do které patii dvé monofyletické skupiny, konkrétné¢ Olfersini a Ornithomyini
(Petersen et al., 2007). Pro zéstupce ¢eledi Hippoboscidae je typické dorsoventralni zplosténi
téla, prognatni hlava a krabovité uspofddané nohy. VétSina klosti ma velmi dobte vyvinuta a
funk¢ni kiidla, jako napiiklad zastupci rodu Ornithomya. Avsak nékteré druhy, jako naptiklad
Lipoptena cervi, ztraci kiidla poté, co jedinec najde svého hostitele. Nékteti zastupci ¢eledi
Hippoboscidae jsou dokonce apterni jako naptiklad Melophagus ovinus (Askew, 1971; Baker,
1967; Mustonen et al., 2015; Petersen et al., 2007). Zastupci ¢eledi Hippoboscidae vytvareji
symbiotické vztahy s riznymi druhy bakterii. Studie zkoumajici mikrobiom kloSe
Melophagus ovinus odhalila pfitomnost bakterii rodu Wolbachia, Bartonella, fakultativniho
symbionta, bakterii rodu Sodalis, a obligatniho symbionta, bakterii Arsenophonus (Novakova
et al., 2015). Bakterie Sodalis byla pfitomna i v mikrobiomu dalsiho zastupce celedi
Hippoboscidae, konkrétné klose Craterina melbae (Novakova and Hypsa, 2007). V
mikrobiomu dalSiho zastupce z Celedi kloSovitych, klose Lipoptena cervi, byla prokazana
ptitomnost fakultativni bakterie rodu Bartonella, bakterie rodu Acinetobacter a obligatniho
endosymbionta Canidatus Arsenophonus lipopteni (Dehio et al., 2004; Novakova et al., 2016;
Regier et al., 2018).



1.4 Arsenophonus spp.

Arsenophonus, Gammaproteobacteria z Celedi Enterobacteriaceae, je bakterie
vytvarejici velmi Siroké spektrum vztahll s rozmanitymi hostiteli. NejcastéjSimi hostiteli
bakterie rodu Arsenophonus jsou zastupci hmyzu, jako napiiklad véely, plostice z podceledi
Triatominae, parazitické vosicky, klosi z ¢eledi Hippoboscidae a Streblidae nebo vsi, ale
najdeme mezi nimi i zastupce vytvaiejici vztahy s rostlinami (Babendreier et al., 2007; Dale
et al., 2006; Gherna et al., 1991; Hypsa and Dale, 1997; Trowbridge et al., 2006; Zreik et al.,
1998). Nekteti zastupci bakterie rodu Arsenophonus jsou pro svého hostitele obligatnimi
symbionty jako napiiklad Arsenophonus lipopteni pro krevsajiciho klose Lipoptena cervi nebo
bakterie rodu Riesia (Arsenophonus) obyvajici bakteriomy lidi, Simpanzu a goril (Boyd et al.,
2014; Novakova et al., 2016). Jini jsou pro svého hostitele fakultativnimi symbionty jako
naptiklad Arsenophnus triatominarum pro krevsajici plostici Triatoma infestans (Hypsa and
Dale, 1997). A néktefi zastupci jsou pro svého hostitele parazity jako napiiklad Arsenophonus
nasoniae pro parazitickou vosi¢ku Nilaparvata lugens (viz vyse). U volné Zijici bakterie rodu
Proteus byla prokazana blizka pribuznost k bakterii Arsenophonus nasoniae (Gherna et al.,
1991).

1.5 Zmény v genomech symbiotickych bakterii

Bakteridlni genomy lze porovnavat na zaklad¢ velikosti genomu a obsahu GC bazi v
genetické informaci bakterii. Velikosti genoml mezi jednotlivymi druhy volné Zijicich
bakterii se zna¢né lisi. Rozmezi doposud osekvenovanych genomi volné Zijicich bakterii se
pohybuje od 0,6 Mbp az po 10 Mbp. Nejmensi genomy volné Zijicich bakterii (ve smyslu ne-
symbiotickych bakterii) o velikosti okolo 530 Kbp byly osekvenovany u bakterie rodu
Mycoplasma a jejich piibuznych druhti (McCutcheon and Moran, 2012). Naopak nejvétsi
osekvenovany genom o velikosti 9,7 Mbp byl osekvenovan u bakterie Burkholderia
xenovorans (Binnewies et al.,, 2006). Obsah GC wurcCuje procentudlni zastoupeni
nukleotidovych bazi guaninu a cytozinu v genetické informaci. Mutace genetické informace
bakterii probihd ve prospéch nukleotidovych bazi adeninu a thyminu (A-T), ¢imZ klesa
procentudlni zastoupeni nukleotidovych bazi guaninu a cytozinu (G-C), jejichz vazba je
jejich genomu. Obsah GC uddva miru degradace bakteridlniho genomu. Obecné dosahuji
obligatni symbionti nizSich hodnot obsahu GC neZ volné Zijici bakterie (McCutcheon and
Moran, 2012). Hodnota obsahu GC je mezi jednotlivymi druhy bakterii zna¢né variabilni.
Primérné hodnota obsahu GC u volné Zijicich bakterii je 49% (Bentley and Parkhill, 2004).
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Nejvyssi hodnota obsahu GC byla zjisténa u volné zijici bakterie Anaeromyxobacter
dehalogens, jejiz genom obsahoval 75% GC vazeb (Hildebrand et al., 2010).

Genomy symbiotickych bakterii se odliSuji od volné Zijicich bakterii a vyznacuji se
nekterymi unikatnimi charakteristikami, ke kterym dochazi v pribehu souziti bakterie a jejiho
hostitele. Mezi tyto charakteristiky patfi vyrazna degradace genomu, jak nukleotidovym
slozenim, tak i velikosti, vysoka mira exprese chaperont podilejicich se na sklddani bilkovin,
pravdépodobné z divodu odolnosti bilkovin k neptiznivym podminkam prostfedi, anebo
rychla evoluce proteintli, zpisobena Castymi mutacemi genetické informace symbiotickych
bakterii. Genomy obligatnich symbiontti mohou redukovat svou velikost az pod 1 Mbp. Mezi
nejmensi bakteridlni genomy symbiotickych bakterii dosahujicich velikosti mensi nez 300
Kbp patii napiiklad Candidatus Carsonella ruddii, Candidatus Hodgkinia cicadicola nebo
Candidatus Tremblaya princeps. Primérna hodnota obsahu GC obligatnich symbionti je 38%
(Bentley and Parkhill, 2004). Nejniz$i hodnota obsahu GC, 16,5%, byla zjiSténa u
endosymbiotické bakterie Carsonella ruddii (Hildebrand et al., 2010).

Vsechny vySe zminéné charakteristiky poskytuji informace o délce trvani a miie
evolu¢niho vyvoje vztahu mezi bakterii a hostitelem (Novékova et al., 2015). Pfi zmenSovani
genomu symbiotickych bakterii dochazi ke ztraté gent, které nejsou nutné pro Zivot bakterie
v hostiteli. Mezi tyto geny patii i geny pro ochranné mechanismy, virulenci, regulaci genové
exprese nebo geny ucastnici se rekombinaci a oprav DNA (Gosalbes et al., 2010; McCutcheon
and Moran, 2012). Symbiotické bakterie se postupnou degradaci genomu stavaji zavislé na
svém hostiteli. Hostitel poskytuje symbiotické bakterii bezpe¢né prostiedi a esencialni slozky
jejich potravy, které si bakterie nedokaze produkovat sama. Tyto esencidlni slozky jsou
vétSinou meziprodukty metabolismu hostitele (Moran, 2002).

Degradaci genomu bakterie postupné ztrdci i geny kompenzujici metabolické
nedostatky hostitele. V takovém ptipadé mize dojit k zisku jiného symbionta, ktery doplni
nebo nahradi biosyntetické schopnosti ptivodniho symbionta. Casto viak dochézi k Giplnému
zaniku plivodniho symbionta a jeho nahrazeni jinou symbiotickou bakterii (McCutcheon and
Moran, 2010). Degradace genomu bakterie miize byt také kompenzovéna vertikdlnim nebo

horizontalnim pfenosem genetické informace (Boto, 2010).

1.6 Horizontalni prenos genetické informace (HGT)

Horizontéalni pfenos genetické informace (dale jen HGT) je vyznamnym evolu¢nim
faktorem u bakterii. Horizontalni pfenos genetické informace probiha i mezi jedinci jedné

generace a je realizovan riznymi molekularni mechanismy (Boto, 2010). Mezi tyto
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mechanismy patii napiiklad transformace, pfi které dochézi k absorpci cizorodé genetické
informace z okolniho prostiedi bakterii. Dal§Sim mechanismem je konjunkce, pfi které dochdzi
k prenosu mobilnich genetickych elementii mezi dvéma docasné¢ spojenymi bakteriemi.
Transdukce je mechanismus horizontalniho pfenosu genti virovych ¢astic, ke kterému dochazi
nejCastéji pii infekci bakteriofagem (Thomas and Nielsen, 2005). Horizontalni pienos
genetické informace je adaptivni a inovativni proces vylepsujici genetickou informaci
bakterie. Dopad HGT na evoluci bakterii je zavisly na né¢kolika faktorech. Zalezi na mnozstvi
pfenesenych genii nebo mnozstvi genetické informace nasledné uspésné zaclenénych do
bakteridlniho genomu. Dale zélezi na rozsahu horizontalniho pienosu z ¢asového hlediska,
tedy zda se jedna o star$i ¢i nedavny HGT, a na fylogenetické vzdalenosti mezi organismy
(Boto, 2010). Zajimavym faktem zistava, Ze vétSina HGT neni bakterii pfijata a je v prub¢hu
jejiho Zivota ztracena. V bakteridlni populaci zlstavaji zachovany pouze horizontalné
pfenesené Useky DNA a geny, které jsou pro bakterii prospésné a vyhodné (Berg and Kurland,
2002). V genomu bakterie ¢asto dochazi ke kumulaci genti pro stejné metabolické procesy do
jednoho mista, ozna¢ovaného jako operon. Mezi bakteriemi mtize dochazet k horizontalnimu
pfenosu jednotlivych gent, ale také celych operonti. Pienos genii v operonu zvysuje
pravdépodobnost pfenosu kompletni a funkéni drahy pro rtizné mechanismy (Lawrence and
Roth, 1996). Horizontalni ptenos gent se tyka i kompletnich operonti pro dalezité B vitaminy.
Pfenos biotinového operonu byl napiiklad pozorovan u obligitni symbiotické bakterie
Legionella polyplacis (Rihova et al., 2017).

Horizontalni pfenos gent, ktery obohacuje genom bakterii o geny, které délaji bakterii
bakterie. Moznost odhaleni HGT geni nebo sekvence se zvySuje s mnozstvim
osekvenovanych a assemblovanych genomu riznych druhii bakterii. Diive bylo mozné odhalit
a odhadnout mnozstvi HGT gent jen u velmi malého mnozstvi bakterii. Jednou z nich byla
napiiklad bakterie Escherichia coli (Ochman et al., 2000). Vzhledem ke stale se zvySujicimu
poctu osekvenovanych bakterialnich genomti je mozné odhalit a provétit ptitomnost HGT

geni porovnanim ortolognich sekvenci gent.

1.7 B vitaminy a kofaktory

Symbiotické bakterie kompenzuji metabolické nedostatky krevsajiciho hmyzu syntézou
chybéjicich metabolickych latek, z nichz nejtypictéjsimi jsou B vitaminy a kofaktory (Moran
et al., 2008). Vitaminy jsou definovany jako komplex organickych slozek, které jsou v

nepatrném mnozstvi pfitomné v potravé a jsou esencidlni pro normalni fungovani
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metabolismu. Nedostatek vitaminti v potraveé zpisobuje rizna onemocnéni. Pojem vitamin
byl pouzit poprvé v roce 1911 polskym biochemikem Casimirem Funkem a od té doby bylo
popsano a identifikovano 15 vitaminti (McDowell, 2000).

Aktivni forma biotinu je prostetickou skupinou enzymu, ktera ptrendsi oxid uhli¢ity mezi
ruznymi karboxyla¢nimi, dekarboxyla¢nimi a transkarboxylacnimi reakcemi. Biotin se jako
enzymatickd slozka podili na syntéze mastnych kyselin, metabolismu mastnych kyselin a
glukoneogenezi (Jitrapakdee and Wallace, 2003; Knowles, 1989; Lynen, 1967). Biotin
produkuji pouze bakterie, houby a rostliny (Lin and Cronan, 2011).

Thiamin, oznacovany také jako vitamin B1, je dal$im zivotn¢ dulezitym B vitaminem
pfedevsim pro preziti bunék. Defosforylované forma thiaminu, thiamin pyrofosfat, slouzi jako
kofaktor pro enzymy zapojené do bunécnych procesti zahrnujicich jejich energeticky
metabolismus a biosyntézu prekurzori pro nukleotidy, mastné kyseliny a dalsi bunécné slozky
(Sannino et al., 2018). Z vysledki neddvnych studii vyplyva, ze hmyz ziskava thiamin z
potravy. Pomoci ABC transportéru hostitel poskytuje thiamin symbiotickym bakteriim.
Produkce thiaminu tedy s nejvétsi pravdépodobnosti neni provadéna symbiotickymi
bakteriemi, jak je tomu u ostatnich B vitamint a kofaktor (Husnik, 2018).

Kyselina listova, jinak také vitamin B9 (anglicky folic acid), zahrnuje i slou¢eninu
folatu. Tento vitamin je jako kofaktor zapojeny do syntézy purinu a pyrimidinu, latek
stéZejnich pro vyrobu nukleovych kyselin, a také do pfemény mastnych kyselin obsahujicich
sulfur. Dalsi funkci tohoto vitaminu je pfenos jednouhlikatého radikdlu mezi molekulami
folatu nebo mezi folatem a dalSimi slouceninami (Blatch et al., 2010). Vyznam vitaminu B9
potvrzuje 1 fakt, Ze nedostatek nebo poruchy v jeho metabolismu mohou zpusobit u zvifat
rakovinu nebo poskozeni nervové trubice (Bender, 2003). Hmyz neni schopen tento vitamin
sam produkovat. Jak jiz bylo zminéno, v pfipadé krevsajiciho hmyzu je nedostatek vitaminu
B9 kompenzovan symbiotickymi bakteriemi (Novakova et al., 2015).

Kyselina pantotenova, oznaovana také jako vitamin B5 (anglicky panthotenic acid),
je prekurzorem pro biosyntézu koenzymu A (CoA) a proteini obsahujicich
fosfopanteteinovou prostetickou skupinu, ktera je zapojena do syntézy mastnych kyselin,
neribosomalnich peptidi (polyketid). Koenzym A je dulezitym kofaktorem podilejici se na
rustu buiky. Déale je zapojen do riznych metabolickych reakci zahrnujicich syntézu

fosfolipidl, syntézu a degradaci mastnych kyselin nebo reakce citratového cyklu (Miller and
Schlesinger, 1993).



Riboflavin, znamy také jako vitamin B2, je dulezitou slozkou zékladniho
metabolismu. Tento vitamin je prekurzorem koenzymu flavinadenindinukleotid (FAD) a
flavinmononukleotid (FMN), které se ucastni dychaciho fetézce (Babor et al., 2002). Vitamin
B2 je produkovan mikroorganismy, rostlinami a houbami (Vitreschak et al., 2002).

Pyridoxin, oznaCovany také jako vitamin B6, funguje jako kofaktor pro mnoho
enzymu. Aktivni forma vitaminu B6, pyridoxal 5’-fosfat (PLP), je univerzalnim kofaktorem
enzyml zapojenych do metabolismu slozek aminokyselin. Vitamin B6 syntetizuji
jednobunécné organismy a rostliny (Tanaka et al., 2005).

Kyselina lipoova (anglicky lipoic acid) je koenzym obsahujici siru, jehoz aktivni
forma se vaze na proteiny prostfednictvim amidové vazby na e-aminoskupinu specifickych
lyzinovych rezidui. Kyselina lipoova je jako kofaktor zapojena do oxidativné
dekarboxyla¢nich reakci alfa-keto kyselin a §tépeni glycinu (Reed and Cronan, 1993).

Koenzym Q10, zndmy také jako ubiquinone, je pfirodni slozka s vlastnostmi
podobnymi vitaminim. Koenzym Q10 hraje zasadni roli v bunécné bioenergetice jako
kofaktor zapojeny do dychaciho fetézce a je tedy esencialni pro produkci ATP. Redukovana
forma koenzymu Q10, zndma téz jako ubiquinol, je silnym lipofilnim antioxidantem, ktery
recykluje a regeneruje antioxidanty. Koenzym Q10 se dale podili na signalizaci buiiky a na
expresi jejich genti (Bhagavan and Chopra, 2006).

Protoheme IX, znamy téz jako heme b nebo fe-protoporfyrin IX, hraje zasadni roli v
zakladnich bunéénych procesech, piredevs§im v transportu a skladovani plynnych molekul,
uspofte energie nebo katalytickych procesech (Baureder and Hederstedt, 2013).

Nikotinamid muze byt konvertovan transaminaci z kyseliny nikotinové, oznacované téz jako
vitamin B3, ktera je hlavnim prekurzorem nikotinamidu adenin dinukleotidu (NAD+; Ma et
al., 2016).
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2 Cile

Cilem této prace je rozsitit znalost symbiotickych bakterii dvoukiidlého hmyzu (Diptera)
na piikladu genomové evoluce obligatnich symbionti dvou druhti klosi z celedi
Hippoboscidae. Konkrétné u klose Ornithomya biloba a Crataerina pallida byla jiz diive na
fylogenetické urovni potvrzena pfitomnost bakterie rodu Arsenophonus. V této praci byly
rekonstrovany genomy bakterii rodu Arsenophonus, jejich metabolickych kapacit a podil
horizontalniho pfenosu gent.

Proto byly pro tuto praci stanoveny nésledujici cile:

1. Zpracovat metagenomicka data z Ornithomya biloba a Crataerina pallida a
slozeni genomu symbiotické bakterie Arsenophonus spp.

2. Odvodit stupeit genomické modifikace a porovnat genomy bakterie rodu
Arsenophonus z klose Ornithomya biloba a Crataerina pallida.

3. Otestovat pfitomnost horizontaln¢ pienesenych gend v genomech bakterie rodu
Arsenophonus z kloe Ornithomya biloba a Crataerina pallida.

4. Rekonstruovat metabolické drahy pro dilezité B vitaminy a kofaktory bakterie

rodu Arsenophonus z klose Ornithomya biloba a Crataerina pallida.
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3 Material a metody

3.1 Vstupni metagenomicka data

Vychozimi daty pro mou praci byly metagenomické soubory pair-end reada
vygenerované na HiSeq Illumina platformé (GeneCore, Heidelberg) pro dva druhy
dvouk#idlého hmyzu ¢eledi Hippoboscidae, z jednoho jedince klose Ornithomya biloba a
jednoho jedince klose Crataerina pallida. Kvalita metagenomickych dat byla provéfovana
pomoci programu FastQC (Andrews, 2010) a na zaklad¢ vysledkt byla hruba metagenomicka
data otrimovéna na 104 bp (4. tak, aby kvalita readit méfend pomoci Phred score neklesla pod
hodnotu 20) pomoci trimovaciho nastroje BBduk (https://jgi.doe.gov/data-and-tools/bbtools/,
viz Tab.1).

Tabulka 1: Zakladni informace o osekvenovanych readech z klose Ornithomya biloba a

Crataerina pallida na HiSeq Illumina platformé¢.

Délka readi (bp) | Obsah GC (%) Pocet readt

Dataset forwardovych readi z
klose Ornithomya biloba

93-104 39 113673 020
Dataset reverznich readl z
klose Ornithomya biloba
Dataset forwardovych readi z
klose Crataerina pallida
91-104 36 117 556 819

Dataset reverznich readd z
klose Crataerina pallida

3.2 Assembly genomu

Pro lepsi ptehlednost pouzitého postupu pii assembly genomu bakterie z kloSe
Ornithomya biloba a bakterie z klose Crataerina pallida bylo vytvofeno piehledné schéma
(viz Obr. 1 a Obr. 3).

3.2.1 Bakterie z klose Ornithomya biloba

Assembler MetaSPAdes (Nurk et al., 2017) nebyl schopen zpracovat cely dataset
metagenomickych readli, patrné z divodu vysoké komplexity dat. Proto byly pro dalsi
zpracovani metagenomickych dat z klose Ornithomya biloba pouZity dva alternativni postupy
(porovnani a kombinace dvou odliSnych postupli zajistilo minimalizaci a kompenzaci

ptipadnych artefakt®). Prvni postup zahrnoval vytvofeni jednoduché tzv. primarni assembly,
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“vychytani” readi odpovidajicich symbiotickym bakteriim (pomoci mapovani na primdarni
assembly) a jejich kone¢né zpracovani v sekunddrni a terciarni assembly. Druhy postup
spo¢ival v ndhodném filtrovani vstupniho datasetu readid na polovinu a jeho assembly

programem MetaSpades. Oba postupy jsou podrobnéji popsany nize.

Assembly genomu z bakterie Ornithomy biloba
1. postu 2. postu
p p p P
Primarni o
assembly (PAT) AS pipeline Priméami Cely dataset
| assembly (PA2) MetaSPAdes =+ ( metagenomickych
thlastx 1 readu
(CDS Providencia rettgeri 1
I Polovicni dataset .
Vizuélni identifikace metagenomickych dat Aasembly neproneh
podle hustoty ORF I
¢
Bb Threshold 2 000 bp
map
/ N 1
Sekundarni Vizualni identifikace
assembly (SA1) SPAdes (5) MetaSPAdes (M) podle hustoty ORF
1 : I | |
RAST RAST .
’ Vybér kontigu
| i i 1
’ Blastx Vybér kontigti
' Coverage Blastn
Bbmap ’ Coverage Blastn d N
Tercialni —l— i\ Arsenophonus_3 Wolbachia_3
assembly (TA1) SPAdes | |Arsenophonus_2 Wolbachia_2 ' i
N S
Arsenophonus_1|

Obrazek 1: Schéma assembly genomu baterie rodu Arsenophonus z klose Ornithomya
biloba.

3.2.1.1 Primarni assembly v A5 pipeline

V prvnim postupu skladani metagenomickych dat z klose Ornithomya biloba byl pro
primdrni assembly kontighi pouzit assembler A5 pipeline (Coil, Jospin and Darling, 2015; viz
Obr. 1 PA1). Kontigy odpovidajici genomu bakterie rodu Arsenophonus byly identifikovany
blastovanim (tblastx, e-value e-10) kodujicich oblasti (CDS) bakterie Providencia rettgeri
(NZ_CP017671.1, www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/), blizce ptibuzné rodu Arsenophonus,
proti databazi, ktera byla vytvorena z kontigi ziskanych pii primdrni assembly. Pti kontrole
téchto kontighi byly odhaleny kontigy patiici klo§i Ornithomya biloba (patrné v dusledku
homologie nékterych genli rozeznanych v priibéhu blastu i mezi hostitelem a bakterii), které
byly nésledné z datasetu vyfazeny. Eukaryotické kontigy lze od prokaryotickych kontigh
identifikovat vizudln€ podle hustoty uspofddani ORF (open reading frames) v kontizich

piedpovézenych programem Geneious (Kearse et al., 2012; viz Obr. 2). Hustota uspofadani
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ORF na prokaryotickém kontigu je vyssi nez u eukaryotického kontigu. Kazdy ORF zpravidla
koéduje jeden gen. Jednotlivé geny jsou oddéleny kratkymi mezigenovymi oblastmi. ORF v
eukaryotickych kontizich jsou krat$i nez u prokaryotickych kontigi, jelikoz se nejedna o celé
geny. Eukaryotické geny jsou tvofeny kodujicimi oblastmi tzv. exony a nekodujicimi oblastmi
tzv. introny. Narozdil od eukaryotickych genti prokaryotické geny neobsahuji nekodujici
introny. Na set vybranych prokaryotickych kontigh byly pomoci néstroje bbmap

(https://jgi.doe.gov/data-and-tools/bbtools/) namapovany originalni ready z puvodniho

metagenomického datasetu. Cilem bylo ziskat ready, které mohou potencialné prodluzovat
jednotlivé kontigy, poptipad¢ je navzajem spojit. Z vysledného datasetu namapovanych readt
byly v programu Geneious vytvoreny datasety forwardovych a reverznich readd, ze kterych
byly dale vytvoteny sekunddarni assembly. Pro sekundarni assembly byly pouzity dva rizné
assemblery, konkrétné SPAdes (Bankevich et al., 2012) a MetaSPAdes. Dva assemblery byly
zvoleny na zaklad¢ odli$nosti jejich algoritmu pouzivaného v ptistupu k datiim a ovéteni jejich
funkénosti a ispésnosti pii assembly metagenomickych dat. Algoritmus assembleru SPAdes
implicitn€ nepiedpoklada pfitomnosti vice genomil v datasetu. Naopak algoritmus assembleru
MetaSPAdes byl navrzen pro assembly komplexnich metagenomickych dat, ve kterych se
objevuje vétsi mnoZstvi genomu riznych organismd.

1. NODE_1220_length_17662_cov_5.104958 - - - - - - - - - = - - —

2. NODE 1221 Jength 17658 cov 5.152417
3. NODE_1222 length_17656_cov 5.059258

4.NODE_1223_length_17641_cov 6.349937
5.NODE_1224_length_17639_cov 1268493858 = A . . N —_— N - A < - - - —

1225 length_1 /633 _cov_6.13/160
7.NODE_1226_length, _cov_4.790846 —_—
8. NODE_1227_length_17610_cov 4453204
9. NODE_1228 length_17608_cov_5.665071 — — —_—

10. NODE _1229_length_17604_cov 5565274
11. NODE_1230_length_17603_cov_6.770686

N

Obrazek 2: Ukazka vizualni identifikace bakteridlnich kontigh podle hustoty pfedpovézenych
ORF \% programu Geneious. Kontig s nazvem
HALF_NODE_1224 length 17639 cov 1268.493858 patii bakterii. VSechny ostatni
kontigy patii eukaryotickym organismiim, v tomto piipad¢ pravdépodobné klosi, hostiteli

klose nebo jeho mnohobunéénym parazitim.

SPAdes (viz Obr. 1 SA1, S): sloZené kontigy byly anotovany pomoci serveru Rapid
Annotation using Subsystem Technology (Aziz et al., 2008; dale jen Rast server). Pro
identifikaci jednotlivych bakteridlnich kontigh byl pouZit blast. Pro rychlej$i priibéh analyzy
byly pouzity individudlni sekvence gentli ziskané anotaci v Rast serveru. Sekvence genil byly
blastovany proti nukleotidové nr/nt databazi z NCBI pomoci blastovaciho nastroje tblastx. Z

vysledki blastu jednotlivych genii bylo mozné identifikovat ptivod celych kontigii. Pro dalsi
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analyzy byly vybrany pouze kontigy, jejichz blastem nalezené homology pochazely z bakterii
rodu Arsenophonus a jejich blizkych ptibuznych, rodu Providencia, Proteus, Xenorhabdus,
Photorhabdus a Riesia (soubor téchto homolognich sekvenci byl pouzit pro blast, viz nize).
Na vybrané kontigy byly namapovany originalni metagenomické ready pomoci nastroje
bbmap. Z vysledného datasetu namapovanych readl byly v programu Geneious vytvoreny
soubory forwardovych a reverznich readu, které byly nasledné pouzity pro tercialni assembly
pomoci assembleru SPAdes (viz Obr. 1 TA1). Vysledny dataset takto vytvorenych kontigi
byl pojmenovan jako Arsenophonus_1 (viz Tab 2).

MetaSPAdes (viz Obr. 1 SA1, M): Anotace assemblovanych kontigi prob&hla na
Rast serveru. Identifikace jednotlivych bakteridlnich kontigi probéhla kombinované dvéma
zpusoby. Pfi prvnim zpiisobu byly kontigy na zdklad€ vyrazné€ odlisnych hodnot coverage
rozdéleny do dvou skupin, jedna s rozmezim coverage 6 - 41 a druhd s rozmezim > 1 000 (viz
Tab. 2). Pfitomnost dvou skupin s vyrazné odliSnymi hodnotami coverage naznacovala
pritomnost dvou bakterii v datasetu (narozdil od assembly z programu SPAdes). Druhym
zpusobem identifikace jednotlivych bakterialnich kontigh byl blastn. Oba postupy odhalily
pfitomnost dvou bakterii v datasetu kontigh. Kontigy byly rozdéleny do dvou dataseti,

pojmenovanych Wolbachia_2 a Arsenophonus_2 (viz Tab. 2).

3.2.1.2 Primarni assembly v MetaSPAdes

V druhém postupu byla pro primdrni assembly pouzita polovina z datasetu
originalnich readt (viz Obr. 1 PA2). Ready byly z celého datasetu metagenomickych readt
vybrany nahodné pomoci nastroje Fastg-tools (Droop, 2016; piikazem: fastq-sample
ornitomya_bbduk_fwd.fastq ornitomya_bbduk_rev.fastq -p 0.5 -o half reads). Z vysledného
souboru 715 tisic kontighi byly pro dalsi analyzy pouzity pouze kontigy od velikosti 2 000 bp.
Vybér kontigii probehl v programu Geneious a jeho vysledkem byl soubor 173 tisic kontigt.
Anotace assemblovanych kontigli byla provedena na Rast serveru. V této fazi obsahoval
dataset jak bakterialni kontigy, tak i kontigy patfici klosi Ornithomya biloba, poptipadé
ptacimu hostiteli kloSe nebo jeho krevnim parazitim. Z datasetu kontigl bylo tedy nutné pro
dalsi analyzy vybrat pouze bakteridlni kontigy. Bakteridlni kontigy byly vizualné
identifikovany podle hustoty uspofadani ORF (open reading frames, viz Obr. 1)
pfedpovézenych programem Geneious. Dal§im krokem byla identifikace vybraného datasetu
bakterialnich kontigi. Toho bylo docileno kombinaci dvou postupti. Zaprvé byly kontigy

rozdéleny na zaklad¢ vyrazné odlisnych hodnot coverage do dvou skupin, jedna s rozmezim
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coverage 14 - 25 a druha s rozmezim > 100 (viz Tab. 2), coz naznacovalo vyskyt dvou
odlisnych bakterii v datasetu. Zadruhé byl pro identifikaci vybranych bakteridlnich kontig
pouzit blast, ktery odhalil, ze které bakterie dany kontig pochazi. Z vybranych bakterialnich
kontigti byla vytvofena databaze. Jako vstupni soubor pro tento blastn v programu Geneious
byl pouzit soubor sekvenci ziskanych anotaci kontigh ze sekunddrni assembly pomoci
assembleru SPAdes (viz Primarni assembly v A5 pipeline, SPAdes). Vysledek blastu potvrdil
pfitomnost dvou bakterii v datasetu kontigli, a to konkrétné¢ bakterie Wolbachia a
Arsenophonus. Kontigy byly rozdéleny do dvou datasetti pojmenovanych Wolbachia 3 a
Arsenpohonus_3 (viz Tab. 2).

Pro nasledné analyzy byly pouzity jen datasety kontig bakterie rodu Arsenophonus.
V priibéhu assembly genomu za pouziti assembleru SPAdes (Obr. 1 TA1, SPAdes) nebyla
odhalena pfitomnost dvou bakteridlnich genomil v metagenomickych datech, patrné z divodu
pouzitého assembleru. Proto byl dataset Arsenophonus 1 vyfazen z dalSich analyz. Datasety
Arsenophonus 2 a Arsenophonus 3 byly navzajem porovnavany pomoci blastovaciho
nastroje blastn v programu Geneious. Unikatni kontigy pouzité pro dalsi analyzy byly vybrany
podle vysledku de novo assembly, ktera odhalil shody mezi kontigy z jednotlivych datastu.
Vybirany byly delsi z duplicitnich kontigi. Kontigy byly poté anotovany pomoci Rast serveru.
Vysledkem tohoto postupu byl draft genomu bakterie rodu Arsenophonus z klose Ornithomya
biloba (viz Tab. 3).

3.2.2 Bakterie z kloSe Crataerina pallida

Pro primdrni assembly byl pouzit assembler MetaSPAdes (viz Obr. 3). Vysledny
soubor kontigli z assembly obsahoval okolo 600 tisic sekvenci, a nebylo mozné takto velké
mnozstvi kontigi zpracovat, proto byl stanoven threshold kontigti na 1 000 bp. Dataset
kontigi delsich nez 1 000 bp obsahoval jak bakterialni kontigy, tak i kontigy klose Crataerina
pallida. Bakterialni kontigy byly vizualn¢ identifikovany podle hustoty uspofadani ORF
(open reading frames) piedpovézenych programem Geneious a pro nasledné analyzy byly
vybrany pouze bakteridlni kontigy. Anotace kontigi byla provedena pomoci Rast serveru.
Anotované sekvence bakterialnich kontigii byly blastovany proti nr/nt databazi z NCBI
pomoci blastovaciho nastroje tblastx. Kontigy bakterie Arsenophonus byly pouzity pro

rekonstrukci metabolickych drah.
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Assembly genomu z bakterie Crataerina pallida

Primarni assembly MetaSPAdes

L]
Threshold 1 000 bp

H

Vizualni identifikace
podle hustoty ORF

: W

Rast

thlastx

Obrazek 3: Schéma assembly genomu bakterie rodu Arsenophonus z klose Crataerina pallida.

3.3 Fylogeneze horizontilné pirenesenych geni

Anotaci kontigl pro bakterii rodu Arsenophonus z klosa Ornithomya biloba (dale jen
A._0O.b.) a Crataerina pallida (dale jen A._C.p.) pomoci Rast serveru byly identifikovany
jednotlivé geny a bylo zjiSténo, zda se jedna o geny se zndmou funkci, nebo o hypotetické
geny, u kterych funkci nezname. K ptibliznému taxonomickému zatfazeni gent byl pouzit
blastp. Jednotlivé geny byly blastovany proti nr/nt databazi z NCBI. Pro dals$i posuzovani
potencidlniho zisku genli horizontadlnim pienosem byly geny pracovné rozdéleny do
nasledujicich skupin: Ribozomdlni geny: nebyly provéfovany na horizontalni pfenos gent,
jelikoZ jsou velmi konzervativni, neobsahuji tedy témet Zadny fylogeneticky signal a jejich
fylogenetické analyzy jsou Casto nevérohodné. Geny pro fagové proteiny, mobilni elementy,
Vviry a virové castice: nebyly provéfovany na horizontalni pienos, jelikoz z jejich podstaty je
zfejmé, ze jsou fylogeneticky nestabilni a dochézi u nich k ¢astému pfenosu mezi organismy.
Viastni geny: do této skupiny byly zahrnuty vSechny geny, u kterych vysledek blastu
presvédciveé ukazal puvod v ramci rodu Arsenophonus, poptipadé jeho blizkych piibuznych,
jmenovité rodu Providencia, Proteus, Xenorhabdus, Photorhabdus and Riesia. Z toho divodu
byly tyto geny povazovany za vertikaln¢ zdédéné a nebyly fylogeneticky testovany, jelikoz
jsou geny téchto bakterii natolik pfibuzné, Ze neobsahuji dostate¢né mnozstvi fylogenetické
informace pro odhaleni ptipadného horizontalniho ptenosu. Potencialni HGT: tyto geny podle
vysledku blastu pochazely potencialné z jinych skupin bakterii. Blast je vSak pouze orientacni

nastroj a nemuze slouzit k odhaleni horizontalniho pfenosu gend, proto byl ptivod genli

-17 -



testovan pomoci fylogenetické analyzy. Vybér ortologl pro skupinu genli oznacenych jako
potencialni HGT do matice pro fylogenetickou analyzu probihal za vyuziti blastovaciho
nastroje blastp na serveru NCBI Blast (Altschul et al., 1990). Zaprvé bylo provedeno
blastovani proti vybranym rodum bakterii, konkrétné rodu Arsenophonus, Proteus,
Providencia, Xenorhabdus, Photorhabdus, Riesia a Escherichia (s cilem ovéfit, zda je
homolog daného genu pfitomen u nékteré blizce piibuzné bakterie a ziskat zaroven outgroup),
a zadruhé bylo blastovani provedeno proti kompletni nr/nt databéazi (s cilem ziskat set
nejblizsich sekvenci bez ohledu na jejich fylogenetické postaveni). V programu Geneious byl
dale proveden alignment pomoci MAFFT alignment tool v 7.450 (Katoh et al., 2002) s
nastavenim default parametrti. Tento alignment byl dale upravovan pomoci programu
GBlocks s nastavenim volné selekce eliminujici nepfesné alignované pozice s piipadnymi
divergentnimi tseky (Catresana, 2000). Fylogenetické stromy byly vytvofeny S vyuZzitim
maximum-likelihood analyzy v programu online PhyML v. 3.3 (Guindon et al., 2010), kde
byl vybran specificky evolu¢ni model pro kazdy gen pomoci SMS (smart model selection)
funkce na zdkladé Akaikova informacniho kritéria (AIC; Lefort et al., 2017). Konkrétni

pouzité evolu¢ni modely jsou zminény u jednotlivych fylogenetickych stromd.

3.4 Rekonstrukce metabolickych drah

Pro rekonstrukci metabolickych drah byl pouzit anotaéni nastroj BlastKOALA
(https://www.kegg.jp/blastkoala/) a mapovaci nastroj KEGG Mapper
(https://www.genome.jp/kegg/tool/map_pathway.html). BlastKOALA porovnala jednotlivé
sekvence z naseho datasetu se setem KEGG genil a pfifadila kazdé sekvenci z naSeho datasetu
K ¢&islo. Soubor téchto K cisel Kegg mapper namapoval do schémat jednotlivych
metabolickych drah. Na vysledném schématu je tedy moZzné pozorovat piitomnost
jednotlivych genti z naseho datasetu v metabolickych drahdch. Absence nékterych gena v
jednotlivych metabolickych drahédch, detekovana pomoci této metody, byla dodatecné
ovéfovana. Sekvence ovérovanych genli byly nalezeny v nékterém z dostupnych genomu
bakterii rodu Arsenophonus (v databazi NCBI) a nasledné byly blastovany proti databazi
vytvotené z genomu bakterie A._O.b. a A._C.p. Pro porovnavani byly do analyzy pfidany
dalsi dva genomy bakterii rodu Arsenophonus, a to konkrétné Arsenophonus melophagi (IMG
databaze, ID: 2510065004, https://img.jgi.doe.gov/) a Candidatus Arsenophonus lipopteni
(NCBI databaze, ID: NZ_CP013920.1, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/). Genomy
téchto dvou bakterii byly stazeny z NCBI databdze a zpracovany stejnym zptisobem jako

bakterie rodu Arsenophonus z klosi Ornithomya biloba a Crataerina pallida.
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4 Vysledky

4.1 Genomické assembly

4.1.1 Metagenomicka data z klo§e Ornithomya biloba

V ramci primdrni assembly bylo pomoci assembleru A5 pipeline ziskano
363 915 kontigt (viz Obr. 1 PAT1). Naslednym blastem (tblastx, e-value e-10) bylo vybrano
1 031 kontigd. Vizualni identifikace podle hustoty uspofadani ORF (viz Obr. 2) odhalila
338 bakteridlnich kontigi, na které se namapovalo 30 milioni readli z pivodni
metagenomické assembly za pouziti nastroje bbmap.

V ramci sekundarni assembly bylo pomoci assembleru SPAdes ziskano 491 kontigt
(viz Obr. 1 SAI S). Naslednym blastem bylo vybrano 192 kontigt, na které se namapovalo
28 milionti readl z plivodni metagenomické assembly. Zpracovanim tohoto datasetu readtl v
ramci tercidlni assembly pomoci assembleru SPAdes vznikl dataset Arsenophonus_1
obsahujici 201 kontigt. Zakladni genomové udaje o tomto datasetu jsou uvedeny v tabulce 2.

V ramci sekunddrni assembly (viz Obr. 1 SA1 M) bylo pomoci assembleru
MetaSPAdes a nasledného vybéru kontigi na zakladé hodnoty coverage (viz Tab. 2) a
vysledkd blastn ziskdno 363 kontigl, ze kterych byly vytvofeny dva datasety, konkrétné
Arsenophonus_2 a Wolbachia 2. Zakladni genomové udaje o téchto datasetech jsou
uvedeny v tabulce 2.

V ramci primarni assembly pomoci assembleru MetaSPAdes z polovi¢niho datasetu
readi bylo ziskano 715 764 kontigi (viz Obr. 1 PA2). Po vyfazeni kontigli mensich nez
2 000 bp obsahoval dataset 172 930 kontigl. Vizualni identifikace podle hustoty uspotradani
ORF (viz Obr. 2) odhalila 363 bakterialnich kontigi, ze kterych byly vytvofeny dva datasety,
konkrétn¢ Arsenophonus_3 a Wolbachia_3. Zakladni genomové tidaje o téchto datasetech

jsou uvedeny v tabulce 2.

4.1.2 Metagenomicka data z klose Crataerina pallida

Pti primarni assembly pomoci assembleru MetaSPAdes bylo ziskano 600 042 kontigh
(viz Obr. 3). Po vyrazeni kontigii mensich nez 1 000 bp obsahoval dataset 167 705 kontigu.
Vizualni identifikace podle hustoty uspofadani ORF (viz Obr. 2) odhalila 766 kontigg.
Zakladni genomové tidaje o vysledném datasetu kontigi bakterie rodu Arsenophonus z klose

Crataerina pallida jsou uvedeny v tabulce 3.
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Tabulka 2: Zakladni genomové udaje o datasetech kontigii ziskanych pii procesu sklddani
genomu bakterie rodu Arsenophonus z klose Ornithomya biloba pro v§echny pouzité ptistupy.
Nazvy dataseti Arsenophonus 1, Arsenophonus 2 a Arsenophonus 3 byly zkraceny na

Arseno_1, Arseno_2 a Arseno_3.

Ornithomya biloba

1. postup 2. postup
SPAdes MetaSPAdes MetaSPAdes
Arseno_1 | Wolbachia 2 | Arseno_2 | Wolbachia_3 | Arseno_3

Pocet kontigli 201 127 185 57 121
Nejdelsi kontig

18,2 29,7 18,2 37,9 17,6
(Kbp)
I(\é‘g)kmm kontig 85 70 555 2938 2003
Konkatenovana
sekvence (Mbp) 0,69 1,01 0,66 0,64 0,53
Obsah GC (%) 244 35,3 24,7 35,3 25,8
Predikované
geny (CDS) 562 679 553 630 443
Coverage >1000 6-41 >1000 14 - 25 >100

Dataset kontigti bakterie rodu Arsenophonus z klose Ornithomya biloba (dale jen
A._O.b.) obsahoval 190 kontigl. Dataset kontigh bakterie rodu Arsenophonus z klose
Crataerina pallida (déle jen A._C.p.) obsahoval 161 kontigh. Zakladni informace o obou
datasetech jsou uvedeny v tabulce 3. Dataset kontigl bakterie A._O.b. obsahuje vétsi pocet
kontighh nez dataset kontigii bakterie A._C.p., ale celkova délka konkatenované sekvence
bakterie A._C.p. je zhruba ctytikrat vétsi nez celkova délka konkatenované sekvence bakterie

A._O.b. (2,41 Mbp vs 0,68 Mbp). Bakterie A._C.p. ma i vétsi pocet genti a vyssi obsah GC.
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Tabulka 3: Zakladni informace o vyslednych datasetech kontigli bakterii rodu Arsenophonus
z klos Ornithomya biloba a Crataerina pallida.

Arsenophonus Arsenophonus
z Ornithomya biloba z Crataerina pallida
Pocet kontigt 190 161
Nejdelsi kontig (Kbp) 18,2 69,3
Nejkratsi kontig (bp) 796 1405
Konkatenovana sekvence (Mbp) 0,68 2,41
Obsah GC (%) 24,7 38,3
Celkovy pocet gent 615 2306

4.2 Anotace

Vysledkem anotace kontigii na Rast serveru bylo 615 anotovanych gent bakterie
A._O.b. a2 306 anotovanych gent bakterie A._C.p. Genom bakterie A._O.b. tedy obsahoval
zhruba ctyfikrat menSi pocet genti nez genom bakterie A._C.p. Geny byly z divodu
posuzovani potencialniho horizontélniho ptenosu genti rozdéleny do skupin zminénych vyse
(viz. kapitola Fylogeneze horizontdlné prenesenych genit). Pocty genti pro zminéné skupiny
byly zaneseny do tabulky 4. VV genomu bakterie A._O.b. nebyly identifikované zadné fagové

geny, mobilni elementy, viry ani virové ¢astice.

Tabulka 4: Ptehled jednotlivych kategorii anotovanych gent pro bakterie rodu Arsenophonus
z klosu Ornithomya biloba a Crataerina pallida a anotovanych gend provéfovanych na

horizontalni pfenos (* geny se znamou funkci, ‘“ hypotetické geny).

Arsenophonus Arsenophonus
z Ornithomya biloba z Crataerina pallida

Celkovy pocet genli 615 2306
Vlastni geny 506+ 50°¢ 1799+ 308°
Ribozomalni geny 45 52
Geny pro fagové proteiny 0 72
Mobilni elementy 0 16
Viry, virové ¢astice 0 9
Potencidlni HGT 12¢+2¢ 29¢+21¢
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4.3 Fylogeneze horizontilné prenesenych geni (HGT)

Horizontalni pfenos gentd byl prokazan u 4 genu z bakteric A._O.b. ze 14 ovéfovanych
(1 gen hypoteticky a 3 geny s konkrétni uré¢enou funkci). U dalSich 6 genti byl prokazan pivod
z bakterie rodu Arsenophonus, u dalsich 4 genti nebylo mozné horizontalni pfenos ani potvrdit
ani vyvratit (viz Tab. 4). U genu byl pro jednozna¢nost zachovan anglicky nazev. Bakterialni
taxony ve fylogenetickych stromech téchto nejistych genli nevytvareji oCekavané (tedy
znamé) fylogenetické vztahy. Pfikladem muze byt gen pro translation initiation factor 1 (viz
Obr. 4 a 5) nebo gen pro phospholipase D (viz Obr. 6). Ve fylogenetickych stromech gent
symbiotickych bakterii je v nékterych ptipadech mozné pozorovat vyskyt dlouhych vétvi,
které by mohly podléhat metodickym artefaktim. Pfikladem mize byt gen pro integration
host factor alpha (viz Obr. 7 a 8).

Candidatus Erwinia dacicola
— Sodalis-like symbiont z Bactericera trigonica

— Enterobacillus tribolli
Gen bakterie z Crataerina pallida
L Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium

Candidatus Providencia siddallii

— Proteus mirabilis

—— Pantoea sp.

Candidatus Riesia sp.

Arsenphonus endosymbiont z Aleurodicus floccissimus
—|— Candidatus Arsenophonus lipoptenae

0.04

Obrazek 4: Fylogeneticky strom pro gen translation initiation factor 1, ktery vznikl za pouZiti

evolu¢niho modelu Flu+G v programu PhyML 3.3.

| Consensus
Identity

Ce 1. NODE_133_length_53632_cov_41.978722 - Translation initiation factor 1 CDS trans...
Ce 2.WP_066284091.1 (translation initiation factor IF-1 [Candidatus Arsenophonus lipop..
Ce 3. CRK85775.1 (Translation initiation factor IF-1 [Candidatus Providencia siddalli])

Ce 4. EBY0123694 (translation initiation factor IF-1 [Salmonella enterica subsp. enterica ...
Ce 5. RLR18379 (translation initiation factor IF-1 [Sodalis-like symbiont of Bactericera tri... IALS
Ce 6. WP_115459402.1 (translation initiation factor IF-1 [Enterobacillus tribolii])

Ce 7.WP1070133576.1 (translation initiation factor IF-1 [Candidatus Erwinia dacicola])

Ce 8, WP_135091519 (translation initiation factor IF-1 [Proteus mirabilis])

£+ 9. WP_136132169 (translation initiation factor IF-1 [Pantoea sp. SoEO])

£e 10.WP_119710873 (translation initiation factor IF-1 [Arsenophonus endosymbiont of ...
£+ 11 ARC54763.1 (translation initiation factor IF-1 [Candidatus Riesia sp. GBBU])

Obrazek 5: Alignment pro gen translation initiation factor 1.
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Proteus mirabilis

Sodalis glossinidius

Candidatus Erwinia haradaeae

Gen bakterie z kloSe Ornithomya biloba

Pantoea sp.

- Serratia symbiotica

Providencia alcalifaciens

Arsenophonus nasoniae

Escherichia coli

0.08

Obrazek 6: Fylogeneticky strom genu pro phopholipase D, ktery vznikl za pouziti evolu¢niho
modelu LG+G v programu PhyML 3.3.

— Escherichia coli
{ Pluralibacter gergoviae
4 |' Citrobacter freundii

Sodalis endosymbiont of Henestaris halophilus

Rahnella sp.
Providencia burhodogranariea

Providencia rustigianii

Xenorhabdus ehlersii
Arsenophonus nasonie

r Pantoea sp.

Gen bakterie z Ornithomya biloba

Buchnera aphidicola (Brevicoryne brassicae)

0.2

Obrazek 7: Fylogeneticky strom pro gen integration host factor alpha, ktery vznikl za pouZiti

evolu¢niho modelu LG v programu PhyML 3.3.
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Pluralibacter gergoviae

Citrobacter freundii

Buchnera aphidicola (Brevicoryne brassicae)
Pantoea sp.

Sodalis endosymbiont of Henestaris halophilus

Rahnella sp.

Providencia burhodogranariea

Providencia rustigianii

Xenorhabdus ehlersii

Gen bakterie z klose Ornithomya biloba

Arsenophonus nasoniae

- Escherichia coli

Obrazek 8: Fylogeneticky strom pro gen integration host factor alpha, ktery vznikl za pouziti

evolu¢niho modelu MtMa +G+ +F v programu PhyML 3.3.

U genti z bakterie A._C.p. byl horizontalni pfenos prokazan u 6 genti z 50 ovéfovanych
(4 geny hypotetické a 2 geny s konkrétni ur€enou funkci). U 31 genti byl prokazan pivod z
bakterie rodu Arsenophonus, u 13 genti nebylo mozné horizontalni pienos ani potvrdit, ani
vyvratit (viz Tab. 5). Vysledné fylogenetické stromy geni pro hypotetické proteiny v této
préci nejsou uvedeny - vzhledem k tomu, Ze funkce téchto genli neni zndma, nebyly soucasti
dalSich analyz a interpretaci. Vysledné fylogenetické stromy pro geny s konkrétni funkci jsou
uvedeny v nasledujicich kapitolach. VSechny sekvence pouzité pii fylogenezi gend jsou

uvedeny Vv piiloze Tabulka I a IL.

Tabulka 5: Prehled vysledkl analyzy horizontalniho pfenosu genti (* geny se znamou funkect,

‘“ hypotetické geny).

Arsenophonus Arsenophonus
z Ornithomya biloba z Crataerina pallida
Celkovy pocet provéirovanych genil 14 50
Horizontalng prenesené geny 31 2+ 4¢
HGT neurcitelné geny 4¢ 74+ 6
Geny Arsenophonus 5¢+1¢ 20+ 11¢

4.3.1 HGT geny z bakterie rodu Arsenophonus z klese Ornithomya biloba

Horizontalni pfenos byl prokdzan u 3 gent s konkrétni funkci. Jedna se o geny pro

pantoate-beta-alanine ligase (viz Obr. 9), 3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase
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(viz Obr. 10) a 2-dehydropantoate 2-reductase (viz Obr. 11). Tyto 3 geny jsou zapojeny Vv
biosyntéze pantotenatu a CoA (viz nize kapitola Metabolické drahy).

Pantoate-beta-alanine ligase (viz Obr. 9) je aktiva¢ni enzym zapojeny do metabolismu beta-
alaninu (Cronan, 1980). Nejbliz§i pfibuzny tohoto genu, pochazejiciho z naSich
metagenomickych dat, nalezeny v NCBI, je homolog ze sekundarniho endosymbionta ze
zastupce Celedi merovitych (Psyllidae) Heteropsylla cubana. Pro vytvoteni fylogenetického

stromu pro tento gen byl pouzit evolu¢ni model LG+G+I.

— Yersinia Kristensenii

Pectobacterium carotovorum

W —— Candidatus Baumannia cicadellinicola

Sodalis glossinidius
——— secondary endosymbiont of Heteropsylla cubana

Gen bakterie z Ornithomya biloba
|- Proteus alimentorum
Proteus mirabilis
Xenorhabdus innexi
_E Xenorhabdus miraniensis

Candidatus Riesia pediculischaeffi

Candidatus Riesia pediculicola

0.2

Obrazek 9: Fylogeneticky strom genu pro pantoate-beta-alanine ligase, ktery vznikl za pouziti
evolu¢niho modelu LG+G+I v programu PhyML 3.3.

3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase (viz Obr. 10) je katalyticky
enzym zapojeny do metabolismu kyseliny pantotenové, konkrétné v reverzibilni syntéze
ketapantoatu (Teller et al., 1976). Nejblizs§i piibuzny genu pochazejiciho z naSich
metagenomickych dat, je homolog ze symbiotické bakterie rodu Sodalis. Pro vytvoreni

fylogenetického stromu pro tento gen byl pouzit evolu¢ni model LG+G+1.
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Escherichia coli

Buttiauxella agrestis

Pantoea sp.

Sodalis sp.

Gen bakterie z Ornithomya biloba

Sodalis praecaptivus

—— Brenneria roseae

Pectobacterium carotovorum

Proteus hauseri

Providencia rettgeri

Xenorhabdus szentirmaii

'—— Xenorhabdus thuongxuanensis

Obrazek 10: Fylogeneticky ~ strom  genu  pro  3-methyl-2-oxobutanoate
hydroxymetyltransferase, ktery vznikl za pouziti evolu¢niho modelu LG+G+I v programu
PhyML 3.3.

2-dehydropantoate 2-reductase (viz Obr. 11) je katalyticky enzym zapojeny do
metabolismu kyseliny pantotenové, konkrétné do NADPH-zavislé produkce pantoatu
(Sanchez et al., 2015). NejbliZsi ptibuzny genu pochazejiciho z nasich metagenomickych dat
je homolog z bakterie Candidatus Baumannia cicadellinicola. Pro vytvofeni fylogenetického

stromu pro tento gen byl pouzit evolu¢ni model LG+G+I+F.

Proteus sp.

Xenorhabdus beddingii

— Xenorhabdus hominickii

Providencia rettgeri

— Providencia stuartii

Serratia fonticola

Dickeya solani

— Sodalis praecaptivus

Candidatus Baumannia cicadellinicola

Gen bakterie z kloSe Ornithomya biloba

— Escherichia coli

Obrazek 11: Fylogeneticky strom genu pro 2-dehydropantoate 2-reductase, ktery vznikl za
pouziti evoluéniho modelu LG+G+I+F v programu PhyML 3.3.
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4.3.2 HGT geny z bakterie rodu Arsenophonus z klose Crataerina pallida

Horizontélni pfenos byl prokazan u 2 gena s konkrétni funkci. Jedna se o geny pro
YcfA family protein, predicted periplasmic or secreted lipoprotein (viz Obr. 12) a restriction
endonuclease, subunit S (viz Obr. 13).

YcfA family protein, predicted periplasmic or secreted lipoprotein (viz Obr. 12) je gen
pro periplazmaticky nebo sekrecni protein, ktery vaze mRNA
(https://www.uniprot.org/uniprot/B8F4F4). Nejblizsi piibuzny tohoto genu pochazejiciho z
naSich metagenomickych dat je homolog z bakterie Enterobacter hormaechei. Pro vytvoieni

fylogenetického stromu pro tento gen byl pouzit evolu¢ni model GTR+I .

Escherichia coli

Serratia marcescens

Enterobacter hormaechei
L Pantoea stewartii subsp. stewartii

— Enterobacter cloacae

‘{ Enterobacter hormaechei

0.06

Gen bakterie z klo§e Crataerina pallida

Obrazek 12: Fylogeneticky strom genu pro Ycfa-like protein, predicted periplasmic or
secreted lipoprotein, ktery vznikl za pouziti evoluéniho modelu GTR+l v programu
PhyML 3.3.

Restriction endonuclease, subunit S (viz Obr. 13) je gen zapojeny do Stépeni a
methylace DNA. Podjednotka S tohoto genu je zodpovédnd za oznaCeni S$t€pené DNA
(http://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/InterPro/IPR004546/#PUB00035705). Nejblizsi

piibuzné sekvence tohoto genu, pochazejiciho z nasich metagenomickych dat, jsou homology
z bakterie Dickeya zeae a Pectobacterium carotovorum. Pro vytvofeni fylogenetického

stromu pro tento gen byl pouzit evolu¢ni model HIVb+G.
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Klebsiella aerogenes

 Pantoea ananatis

Gen bakterie z kloSe Crataerina pallida

Pectobacterium carotovorum

Dickeya zeae

L] | Providencia stuartii

L Proteus mirabilis

— Serratia marcescens

~ Yersinia hibernica

-~ Escherichia coli

03

Obrazek 13: Fylogeneticky strom genu pro restriction endonuclease (subunit S), ktery vznikl

za pouziti evolu¢niho modelu HIVb+G v programu PhyML 3.3.

4.4 Porovnani genomi

Genomy bakterii A._O.b. a A._C.p. byly porovnavany s genomy dalSich dvou bakterii
rodu Arsenophonus, které jsou symbionty ektoparazitickych zastupct z ¢eledi Hippoboscidae.
Prvni porovnavanou bakterii byl Arsenophonus melophagi, ktery je symbiontem klose
Melophagus ovinus, krevsajiciho ektoparazita ovci. Druhou porovnavanou bakterii byl
Candidatus Arsenophonus lipopteni, ktery je symbiontem klose Lipoptena cervi, ktery saje
krev na zastupcich Celedi jelenovitych (Cervidae). Z tabulky zéakladnich genomickych
informacich o jednotlivych genech (viz Tab. 6) vyplyva, Ze bakterie A._O.b. je nejmensim z
je A._C.p. a ze vSech nami porovnavanych genomu obsahuje A._C.p. také nejveétsi pocet genti

a zarovenl ma i nejvyssi GC obsah.

Tabulka 6: Zakladni genomické informace o ¢tyfech porovnavanych genomech bakterii rodu

Arsenophonus.
Arsenophonus Arsenonhonus Candidatus Arsenophonus
z Crataerina melo pha : Arsenophonus z Ornithomya
pallida phag lipopteni biloba
Konkatenovana
sekvence (Mbp) 2,41 1,16 0,84 0,68
Obsah GC (%) 38,3 32,2 24,9 24,7
Pocet genti 2306 765 633 615
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4.5 Metabolické drahy
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Obrazek 14: Ptehled rekonstruovanych metabolickych drah pro esencidlni B vitaminy a

kofaktory poskytované bakterii rodu Arsenophonus pro ¢tyii zastupce tohoto rodu bakterie,

konkrétné Arsenophonus melophagi, Candidatus Arsenophonus lipopteni a dva genomy

izolované z klosu Ornithomya biloba a Crataerina pallida, jejichz assembly prob¢hla v této

praci (A* zastupuje nazev 5-amino-1-(5-phospho-D-ribosyl)imidazole).

Z vysledki rekonstrukce metabolickych drah pro esencialni B vitaminy a kofaktory

bylo mozné vy¢ist miru kompletnosti a funk¢nosti téchto vybranych drah. Dale byla zjisténa

pritomnost ¢i absence jednotlivych konkrétnich genti v metabolickych drahach. Porovnani

vybranych metabolickych drah (Obr. 14) ukazalo rozdily mezi ¢tyfmi zastupci rodu

Arsenophonus z riznych druht hostitelt ¢eledi Hippoboscidae.

Metabolické drahy pro biotin (vitamin B7), kyselinu lipoovou, riboflavin (vitamin B2)

a folat s kyselinou listovou (vitamin B9) jsou pro vSechny ¢tyii bakterie kompletni a s nejveétsi

pravdépodobnosti tedy funkéni. Metabolickd drédha pro produkci ubiquinolu z glyceraldehyd-

3-fosfatu je funkéni pro 3 ze Ctyf porovnavanych genomu: v genomu A._O.b. chybi gen pro

4-hydroxybenzat polyprenyltransferdzu (viz Obr.

14, gen UDbiA). Bakterie A, C.p. a

Arsenophonus melophagi jsou jediné dvé bakterie, které dokazou vytvaiet ubiquinol i z

chorismatu, coz je alternativni zptsob produkce ubiquinolu.
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Metabolicka draha pro thiamin (vitamin B1) je Giplné a pravdépodobné funkéni pouze
u A._C.p. U ostatnich bakterii je tato metabolicka draha netplna a nefunk¢ni, jelikoz u vSech
3 bakterii najdeme pouze 2 az 4 geny pro tuto metabolickou drdhu. Ve vSech ptipadech je
vsak pfitomen gen pro ABC transportér (thiP, thiQ, tbpA).

Metabolicka draha pro kyselinu pantotenovou (vitamin B5) neni kompletni pro Zadnou
nami pozorovanou bakterii. Nejuplngjsi je tato draha pro bakterii A._O.b., které chybi v
genomu pro tuto drahu pouze gen type | pantothenate kinase (viz Obr. 14, gen CoaA). Z
fylogenetickych vysledka bylo zjisténo, Ze tii geny z genomu bakterie A._O.b, které jsou
soucasti metabolické drahy pro kyselinu pantotenovou, jsou horizontaln¢ prenesené geny (viz
vySe kapitola HGT geny z bakterie rodu Arsenophonus z klose Ornithomya biloba), konkrétné
se jedna o geny 3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymetyltransferase (viz Obr. 14, gen PanB),
2-dehydropantoate 2-reductase (viz Obr. 14, gen E) a pantoate-beta-alanine ligase (viz Obr.
14, gen PanC).

Metabolicka draha pro protoheme IX je v ptipadé genomu bakterie Arsenophonus
melophagi kompletni a s nejvétsi pravdépodobnosti 1 funkéni. V ptipadé bakterie A._C.p. je
dréha pro protoheme IX téméf kompletni, chybi pouze gen pro porfobilinogen syntdzu
(viz Obr. 14, gen HemB). Genomy bakterii Candidatus Arsenophonus lipopteni a A._O.b.
neobsahuji geny potfebné pro fungovani této metabolické drahy. Obsahuji pouze jediny gen,
coZ naznacuje uplnou nefunk¢nost této drahy.

Metabolickd drédha pro pyridoxin (vitamin B6) je pro 3 ze 4 ndmi pozorovanych
genomi bakterie rodu Arsenophonus nekompletni, a proto s nejvétsi pravdépodobnosti
nefunkéni, prestoze v téchto 3 genomech (Arsenophonus melophagi, Candidatus
Arsenophonus lipopteni, A._O.b.) chybi pouze 2 geny, konkrétné gen pro pyridoxal fosfatazu
(viz Obr. 14, gen 3.1.3.74) a pyridoxin kinazu (viz Obr. 14, gen PdxK). Metabolicka draha
pro pyridoxin je pro bakterii A._C.p. kompletni a s nejvétsi pravdépodobnosti funkéni.
Metabolickd drdha pro nikotinat s nikotinamidem (vitamin B3) je nekompletni a
pravdépodobné nefunkéni pro vSechny 4 nami pozorované bakterie rodu Arsenophonus,
pfestoze v genomu bakterie A._C.p. chybi pouze dva geny pro tuto metabolickou drahu,
konkrétn¢ geny pro quinolinate synthase (viz Obr. 14, gen NadA) a nicotinate-nucleotide
pyrophosphorylase (viz Obr. 14, gen NadC).

V souhrnu je patrné, ze bakterie A._C.p. ma kompletni nejvétsi pocet metabolickych
drah pro esencialni B vitaminy a kofaktory, konkrétn¢ 7 metabolickych drah (biotin, thiamin,

pyridoxin, ubiquinol, riboflavin, kyselinu lipoovou a folat s kyselinou listovou). Tato
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skutecnost koreluje také s nejvétsi velikosti genomu bakterie A._C.p. (velikost konkatenované
sekvence je 2,41 Mbp) a také nejvyssim poctem genti (2306 gent) z porovnavanych genomd.
Bakterie Arsenophonus melophagi ma kompletnich 6 metabolickych drah (biotin, ubiquinol,
protoheme IX, riboflavin, kyselinu lipoovou, folat s kyselinou listovou). Bakterie Candidatus
Arsenophonus lipopteni ma kompletnich 5 metabolickych drah (biotin, ubiquinol, riboflavin,
kyselinu lipoovou, folat a kyselinu listovou).

Bakterie A. O.b. ma kompletni 4 metabolické drahy (biotin, riboflavin, kyselinu
lipoovou, folat s kyselinou listovou). Metabolické dréhy pro ubiquinol a kyselinu
pantotenovou jsou vsak také témét kompletni, chybi v nich 1 az 2 geny. Genom této bakterie

je znaéné redukovan, coz se projevilo na poc¢tu funk¢nich a nefunkénich metabolickych drah.
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5 Diskuze

5.1 Vysledky assembly

Vysledkem genomové assembly bakterie rodu Arsenophonus z klose Ornithomya
biloba (dale jen A._0O.b.) a bakterie rodu Arsenophonus z klose Crataerina pallida (dale jen
A._C.p.) nebyly kompletni uzaviené genomy. Genomy nebylo mozné slozit do uzaviené
formy ze dvou moznych pficin. Prvni pfi¢inou mohla byt pfitomnost repetitivnich sekvenci v
metagenomickych datech, které algoritmus assembleri nedokaze spravné rozlisit a
rekonstruovat, a proto v takovém misté assembler ukoné¢i kontig a nedojde ke slozeni
kompletniho uzavieného genomu. Repetitivni sekvence zptisobuji problémy predev§im pfi
assembly velkych genomt. U mensSich genomi obvykle repetitivni sekvence nedélaji
problém. Tato pfiina by se snad mohla projevit u bakterie A._C.p., ale u men$i bakterie
A._O.b. je tato pfi¢ina nepravdépodobna. Druhou pfi¢inou neuspé$ného slozeni kompletnich
uzavienych genomt mohla byt pfili§ velka komplexnost metagenomickych dat a pfitomnost
DNA vice organismil, mezi nimi i nékolika bakterii v metagenomickych datech. V ptipadé
bakterie A._O.b. se komplexnost metagenomickych dat projevila pfi primdrni assembly, kdy
musel byt dataset metagenomickych readti zmensen na polovinu, aby pouzity assembler zvladl
zpracovat tato data. Navic byla v piivodnim datasetu metagenomickych readti odhalena
piitomnost druhé bakterie, konkrétné bakterie Wolbachia. Od toho se dale odvijel dalsi proces
zpracovani dat. V ptipadé genomu bakterie A._C.p. nebyl proces assembly genomu tak slozity
jako u bakterie A._O.b., ale i tak nebylo mozné slozit kompletni uzavieny genom. U genomu
bakterie A._O.b. a bakterie A._C.p. nelze jednoznacné rozhodnout, co je pfi¢inou netspésného
slozeni kompletnich uzavienych genomii. Odhalit pti¢inu by bylo pravdépodobné¢ mozné az

po ziskani kompletniho uzavieného genomu.

5.2 Redukce a degradace genomii

Genom bakterie A._O.b. (0,68 Mbp, GC obsah 24,7%) spada spise mezi
degenerovanéjsi bakteridlni genomy, které jsou v porovnani s ostatnimi genomy malé a maji
nizky obsah GC. Obvykle se ptfedpoklada, ze mira redukce a degradace genomu (obsah GC)
jsou navzajem sprazené a odrazi miru adaptace bakterie k symbioze v hostiteli (patrné v jisté
mife 1 dobu trvani symbiozy) (Novéakova et al., 2015). Z tohoto pohledu je maly bakterialni
genom s niz§im obsahem GC vysledkem del$iho souZziti a vétsi miry vzajemné adaptace
bakterie s hostitelem. V pritbéhu tohoto souziti se stava bakterie pro svého hostitele obligatnim

endosymbiontem. Mezi zastupci bakterie Arsenophonus byla obligatni endosymbioza u
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zastupct dvoukiidlého hmyzu z ¢eledi kloSovitych (Hippobiscidae) jiz diive pozorovana
napiiklad u bakterie Arsenophonus melophagi, jejiz genom o velikosti 1,16 Mbp a obsahem
GC 32,2% spada mezi redukovangjsi genomy (Novakova et al., 2015), nebo bakterie
Candidatus Arsenophonus lipopteni, jejiz genom o velikosti 0,89 Mbp a obsahu GC 24,9%
spada mezi velmi redukované genomy (Novakova et al., 2016).

Vysledky genomové assembly metagenomickych dat z klose Ornithomya biloba
odhalily ptitomnost druhé bakterie, konkrétné bakterie rodu Wolbachia. Genom bakterie rodu
Wolbachia je vétsi a méné degenerovany (vyssi obsah GC) nez genom bakterie A._O.b. Z toho
je mozné usuzovat, ze bakterie rodu Wolbachia je pro klose Ornithomya biloba fakultativnim
symbiontem. Této interpretaci nasvédéuje i fakt, ze bakterie rodu Wolbachia je pro svého
hostitele fakultativnim symbiontem v naprosté vétSin€ piipadl, cCasto by se dalo fici
reprodukénim manipulatorem, ktery mize pasobit rizné defekty v reprodukci svého hostitele
(Sinkins et al., 1995; Stouthamer et al., 1999; Teixeira et al., 2008). Navic pfitomnost
obligatniho a fakultativniho symbionta v jednom hostiteli byla jiz diive také prokazana.
Jednim z mnoha piipadt takového souziti mize byt bakterie A. melophagi, jako obligatni
symbiont, a bakterie rodu Wolbachia a Sodalis jako fakultativni symbionti u zastupce ¢eledi
kloSovitych (Hippoboscidae), konkrétné Melophagus ovinus (Novakova et al., 2015).

Vysledek genomové assembly bakterie A._C.p. (2,41 Mbp, GC obsah 38,3%)
naznacuje, ze velikosti a mirou degradace genomu, ze které 1ze usuzovat pravdépodobné kratsi
souZziti bakterie s hostitelem, by se bakterie A._C.p. mohla fadit mezi fakultativni symbionty.
V metagenomickych datech z klose Crataerina pallida vSak nebyla zaznamenana ptitomnost
obligatniho symbionta. Z toho vyplyva, Ze bakterie A._C.p. bude s nejvétsi pravdépodobnosti
pro klose Crataerina pallida obligatnim symbiontem. To potvrzuje i fakt, Ze genom bakterie
A._C.p. i ptes jeho pomérné silnou redukci obsahuje geny zapojené do produkce esencialnich
B vitamini a kofaktord, ¢imz se stdva bakterie A._C.p. pro svého hostitele nepostradatelnou.
Je vysoce pravdépodobné, ze bakterie A._C.p. nahradila néjakého starSiho symbionta kloSe
Crataerina pallida pomérné recentné a stala se obligatnim symbiontem pro svého hostitele.
Bakterie A._O.b. s nejvétsi pravdépodobnosti také v minulosti nahradila néjakého starsiho
symbionta svého hostitele klose Ornithomya biloba, ale podle vseho se tak stalo pred delsi
dobou. Takovou dynamiku vymény symbiont ukazuje i fylogenetickd studie zaméfend na
bakterie rodu Arsenophonus a rodu Sodalis v klogich z ¢eledi Hippoboscidae (Sochova et al.,
2017).
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5.3 HGT a mobilni elementy

5.3.1 Mobilni elementy

Absence mobilnich elementt, fagovych gend, virG a virovych ¢astic v genomu
bakterie A._O.b. je v souladu s velikosti a degradaci genomu této bakterie. To je
pravdépodobné dano silnéjsi redukci genomu a mirou ptizpisobeni hostiteli. Pfitomnost
fagovych genli, mobilnich elementl, virti a virovych ¢astic poskytuje bakterii schopnost
odoléavat neptfiznivym podminkam a pfirozenym neptatelim ve volné ptirod¢ (Oliver et al.,
2009). Z toho vyplyva, ze bakterie A._O.b. je na svém hostiteli plné¢ zavisla a mimo buiiku
hostitele by pravdépodobné neptezila.

V genomu bakterie A._C.p. byly identifikovany nékteré mobilni elementy, fagové
geny, viry a virové Castice. Tento vysledek naznacuje menSi miru ptizplisobeni bakterie
A._C.p. ke svému hostiteli. Mobilni elementy, fagové geny, viry a virové Castice jsou
pravdépodobné pozlstatkem z obdobi volné zijici bakterie A._C.p. a dosud nedoslo k jejich

uplné ztraté pti postupné redukei genomu.

5.3.2 Horizontilné pienesené geny

Mnozstvi genli provétovanych na potencidlnich HGT bylo v piipad€ genil z bakterie
A._O.b.aA._C.p. v porovnani s jinymi bakterialnimi symbionty velmi nizké, jednalo se pouze
o desitky genti. Napiiklad u symbionta piibuzného bakterii rodu Neisseria ze v§i Hoplopleura
acanthopus byly na horizontalni pfenos provéfovany az stovky gent (Rihova et al., 2019).
Vétsina z celkového setu genti bakterie A._O.b. a A._C.p. byla blastem identifikovana jako
geny vertikalné zdédené, jelikoZ nejpodobnéjsi geny nalezené blastem pattily bakteriim rodu
Arsenophonus, nebo nékteré z blizce piibuznych bakterii, konkrétné bakterie rodu Proteus,
Providencia, Xenorhabdus, Photorhabdus, Riesia. Mezi témito geny mohou vs$ak teoreticky
byt geny, které bakterie A._O.b. nebo A._C.p. ziskala horizontalnim pfenosem z jiné¢ho druhu
bakterie rodu Arsenophonus, v situaci, kdy se v jednom hostiteli setkaji dvé bakterie rodu
Arsenophonus. Tato teorie je v souladu s vysledky studie E. Sochové, ze které vyplyva, ze
symbiotické bakterie rodu Arsenophonus a Sodalis, mohou byt vyménovany mezi svymi
hostiteli z ¢eledi Hippoboscidae (Sochova et al., 2017). HGT genti pochazejicich z blizce
ptibuznych bakterii tedy neni mozné fylogenetickou analyzou ani blastem odhalit, jelikoz
sekvence jednoho genu neobsahuje dostatecné mnoZzstvi informace pro tak pifesnou
fylogenezi. Z tohoto ditvodu tedy mohou v setu genti vyhodnocenych jako vertikalné zdédéné

geny (vlastni geny) byt i nékteré neodhalené horizontélni ptenosy gend.
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Geny, které nebyly identifikovany jako geny bakterie rodu Arsenophonus nebo jejich
nejblizsich pifibuznych, bylo nutné z hlediska HGT provéfit fylogenetickou analyzou. V
nekterych piipadech byl vSak vysledek fylogenetické analyzy nejasny. Geny s
nepfesveédCivym vysledkem fylogenetické analyzy byly oznaceny jako HGT-neurcitelné geny
a byly ponechény jako nerozhodnuté.

Bakteridlni taxony ve fylogenetickych stromech téchto HGT-neurcitelnych gent
nevytvareji ocekavané (tedy znamé) fylogenetické vztahy. Usporadani t€chto taxonli je mozné
interpretovat bud’ jako disledek nedostatku fylogenetické informace, nebo jako disledek
velkého mnozstvi pienost daného genu mezi fylogeneticky ptibuznymi skupinami bakterii.
Konkrétnim ptikladem muze byt alignment a fylogeneticky strom genu pro translation
initiation factor 1 (viz Obr. 4 a 5). V alignmentu tohoto genu je vidét, Ze se mezi sebou
sekvence 1i$i jen malym poctem zmén. Ve vysledném fylogenetickém stromu vytvofeném pro
tento gen je mozné pozorovat polytomické uspotfaddani péti skupin. Dal§im ptikladem genu, u
kterého nebylo mozné s jistotou prokazat horizontalni pienos, je gen pro gen phospholipase D
(viz Obr. 6). Fylogeneticky strom tohoto genu do jisté miry naznacuje moznost horizontalniho
pfenosu. AvSak vzhledem k postaveni bakterie rodu Proteus mimo monofyletickou skupinu
tvotrenou bakteriemi rodu Arsenophonus a Providencia neni mozné tento fylogeneticky strom
brat jako jasny diikaz horizontalniho pfenosu. Ve fylogenetickém stromu tohoto genu navic
tvoii bakterie Candidatus Erwinia haradaeae, bakterie A._O.b. a dichotomicka skupina
tvofena bakteriemi Pantoea sp. a Serratia symbiotica polytomii. To znamena, ze
fylogenetické analyza nebyla schopna vyfesit pfesné piibuznosti mezi geny téchto bakterii.
Proto byl tento gen zatazen do skupiny HGT-neurcitelnych gent.

V nékterych fylogenetickych stromech genli byly pozorovany extrémné dlouhé vétve,
u kterych byva obtizné rozhodnout jejich piesné fylogenetické postaveni z ditvodu vyskytu
metodického artefaktu, tzv. long branch attraction (LBA), ktery chybn¢ seskupuje dvé ¢i vice
dlouhych fylogenetickych vétvi jako sesterské skupiny (Bergsten, 2005). Tento artefakt je
naptiklad typicky u symbiotickych zastupcii z Enterobacteriaceae, kteti tvoii dlouhé vétve a
sdruzuji se do zdéanlivych monofyletickych skupin (Husnik et al., 2011). Artefaktim
spojenych s nespravnym sdruzovanim dlouhych vétvi nepiibuznych skupin je mozné alesponl
¢astecné predejit pouzitim spravné metodologie (napt. metoda maximum likelihood je méné
nachylnd k LBA, neZ maximum parsimony; dilezitou roli hraje také zvoleni spravného
modelu, ktery odpovida co nejptesnéji evoluci dané sekvence). V mych datech byl typickym
ptikladem dlouhych vétvi gen pro integration host factor alpha (viz Obr. 6 a 7), jehoz sekvence

byla v ramci alignmentu silné pozménéna u dvou symbiotickych zastupct, bakterie Buchnera
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aphidicola z hostitele Brevicoryne brassicae a bakterie A._O.b. Zatimco jednoduchy evoluéni
model LG (defaultni model programu PhyML 3.3) by klastroval tyto sekvence do
monofyletické skupiny (viz Obr. 6), spravné zvoleny, velmi odvozeny evolu¢ni model
(MtMam+G+I+F, ur¢eny pomoci SMS PhyML) zaradil kazdou sekvenci do skupiny jejich
predpokladaného piivodu (viz Obr. 7). Tuto topologii Ize povazovat za pomérné piesvédcivou,
protoze nepodléha ptitahovani dvou extrémné dlouhych vétvi, ale odpovida predpokladanym
fylogenetickym vztahiim (tj. nulové hypotéze).

Posledni skupinou gena byly geny, jejichz fylogenetické vztahy siln¢ podporovaly
moznost HGT téchto genl. V piipadé bakteric A._O.b. bylo v genomu objeveno 14
potencialnich HGT genti. V genomu bakterie A._C.p. bylo objeveno 50 potencialnich HGT
genl. Jednotlivé skupiny gent byly zaneseny do tabulky 5 a dale budou diskutovany
jednotlivé ptipady HGT gen.

5.3.2.1 HGT geny z bakterie rodu Arsenophonus z klose Ornithomya biloba

Z fylogenetického stromu genu pro pantoate-beta-alanine ligase z A._O.b. (viz Obr. 8)
je patrné, ze tento gen byl horizontaln¢ pfenesen, jelikoZ netvoti monofyletickou skupinu s
bakterii rodu Arsenophonus ani jejimi nejbliz§imi piibuznymi. Geny z bakterii rodu
Xenorhabdus, Proteus a Riesia tvofi monofyletickou skupinu a i ostatni bakterie ve
fylogenetickém stromu genu pro pantoate-beta-alanine ligase z A._O.b. tvofi ptibuzenské
vztahy odpovidajici soucasné klasifikaci. Pfibuznost genit v monofyletické skuping, kterou
tvoii gen pro pantoate-beta-alanine ligase z A._O.b. a gen z endosymbionta z hostitele
Heteropsylla cubana, podporuje pomérné dlouha spole¢na vétev.

Z fylogenetického stromu genu pro 3-methyl-2-oxobutanoate
hydroxymetyltransferase z A._O.b. (viz Obr. 9) je patrné, Ze tento gen byl horizontalné
prenesen. Geny z bakterii rodu Xenorhabdus, Proteus a Providencia tvoii monofyletickou
skupinu, av§ak gen pro 3-metyl-2-oxobutanoate hydroxymetyltransfese z A._O.b. nepatii do
této monofyletické skupiny. Tento gen spada do monofyletické skupiny spolecné s bakteriemi
rodu Sodalis. U bakterie rodu Sodalis byl jiz dfive pozorovan symbioticky vztah se zastupci
celedi klosovitych (Hippoboscidae; Novakova and Hypsa, 2007). Horizontélni pienos genu
tedy mohl byt realn¢ uskute¢nén v jednom ze zastupcii celedi kloSovitych.

Fylogeneticky strom genu pro 2-dehydropantoate 2-reductase z A._O.b. (viz Obr. 10)
naznacuje horizontalni pfenos. AvSak bakterie rodu Proteus netvoii monofyletickou skupinu
s bakteriemi rodu Xenorhabdus a Providencia. Z toho diivodu nelze tento strom povazovat za

spolehlivy ditkaz horizontalniho pienosu tohoto genu, piestoze ostatni bakterialni skupiny ve
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fylogenetickém stromu genu pro 2-dehydropantoate 2-reductase z A._O.b. tvofi ptibuzenské

vztahy odpovidajici soucasné klasifikaci.

5.3.2.2 HGT geny z bakterie rodu Arsenophonus z klo$e Crataerina pallida

Gen pro YcfA family protein (Obr. 12) z A._C.p. neni pro bakterii nezbytn¢ nutny a
objevuje se jen u nékterych druhii bakterii. Pro tento gen nebyly nalezeny pomoci blastu zadné
ortology bakterie rodu Arsenophonus ani jejich blizce ptibuznych bakterii rodu Proteus,
Providencia, Xenorhabdus, Photorhabdus, Riesia. Jiz z absence ortologti u bakterii rodu
Arsenophonus a jejich blizkych ptibuznych lze usuzovat mozny druhotny zisk tohoto genu
horizontalnim pfenosem. Avsak z topologie fylogenetického stromu genu pro YcfA family
protein (Obr. 12) z A._C.p. nelze jednoznaéné potvrdit horizontalni pfenos tohoto genu,
jelikoz bakterie Enterobacter cloacae, dichotomicka skupina tvofena bakterii Pantoea
stewartii subsp. stewartii a dichotomicka skupina tvofena bakterii A._C.p. a bakterii
Enterobacter hormaaechei, tvofi polytomickou skupinu, z ¢ehoz nelze urcit presné
pribuznosti mezi témito bakteriemi.

Z fylogenetického stromu genu pro restriction endonuclease, subunit S (viz Obr. 13) z
A._C.p. Ize usuzovat horizontalni ptenos tohoto genu ze dvou diivod: i) bakterie Providencia
stuartii a Proteus mirabilis, blizce ptibuzni bakterie rodu Arsenophonus, tvoti monofyletickou
skupinu, ii) ostatni bakterie tvofi smysluplné pfibuzenské vztahy. Gen z A._C.p. je nejvice
pfibuzny genim z bakterii Pectobacterium carotovorum a Dickeya zeae

(Gammaproteobacteria).

5.4 Metabolické drahy B vitaminu a kofaktora

Pfi rekonstrukei vybranych metabolickyh drah B vitamini a kofaktori byla mezi ¢tyfmi
genomy bakterii rodu Arsenophonus porovnavana kompletnost a z toho vyplyvajici
predpokladand funkcnost téchto vybranych drah. Vysledky ukazaly, ze na kompletnost a
funkénost metabolickych drah ma vliv velikost genomu a mnozstvi gend v genomu bakterie.
Cim vétsi bakterialni genom je, tim vétsi podet genii obsahuje a tim vétsi pocet metabolickych
drah je kompletni a pravdépodobné funkéni. Genom bakterie A._C.p. je nejvétSim z
porovnavanych genomil, obsahuje nejvétsi mnozstvi genli a také ma nejvetsi pocet
kompletnich metabolickych drah, coZ je v souladu s nejmensi mirou redukce a degradace
bakterie ke svému hostiteli. Se zmensujicim se genomem a zmenSovanim mnozstvi gentll se

postupné snizuje pocet kompletnich a funk¢nich metabolickych drah u bakterie Arsenophonus
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melophagi, Candidatus Arsenophonus lipopteni i A._O.b. V ptipad¢ genomu bakterie A._O.b.
je mozné pozorovat az piiblizn¢ Ctyfndsobné mensi velikost genomu a pocet genli nez u
bakterie A._C.p. Pfesto ma bakterie A. O.b. funk¢ni pravdépodobné témét polovinu z
vybranych metabolickych drah pro esencialni B vitaminy a kofaktory, konkrétné 4, coz je 0 3
metabolické drahy méné nez bakterie A._C.p. V pfipad¢ geni zapojenych do metabolickych
drah B vitaminli a kofaktori prob¢hla mensi redukce nez v ptipadé celkového genomu.
Hlavnim divodem bude pravdépodobné pozitivni selekce gent, pii které dochazi k zachovani
prospésnych genti na ukor méné potfebnych gent. Selekce genl neni jedinym faktorem
ovliviyjici pfitomnost genti v genomu bakterie. V nékterych ptipadech mize byt ztrata gent
kompenzovana horizontalnim pfenosem genti (Boto, 2010). Konkrétni ptiklad horizontalné
pfenesenych gent zapojenych do metabolickych drah pro B vitaminy a kofaktory u bakterie
A._0O.b. je mozné pozorovat v metabolické draze pro kyselinu pantotenovou, ve které jsou tii
geny tvoftici Cast této drahy horizontalné prenesené z jinych bakterii. Konkrétné gen pro 3-
methyl-2-oxobutanoate  hydroxymethyltransferase je s nejvétsi  pravdépodobnosti
horizontaln¢ ptenesen z bakterie rodu Sodalis (viz Obr. 9). K pienosu mohlo dojit v nékterém
ze zastupcu Celedi kloSovitych (Hippoboscidae), jelikoz bakterie rodu Sodalis byla jiz diive v
kloSovitych pozorovana. Horizontalni pfenos gentl, konkrétné celého operonu pro biotin, byl
pozorovan naptiklad také u bakterie Legionella polyplacis ze vsi Polyplax serrata (celed’
Polyplacidae). Horizontalni pfenos biotinového operonu byl pravdépodobné 1 faktorem, ktery
zménil Zivotni strategii bakterie rodu Legionella z intracelularniho symbionta améb a ptivodce
zavaznych lidskych onemocnéni na obligatniho symbionta v§i Polyplax serrata a P. spinulosa
(Rihova et al., 2017). Dalsim ptikladem zmény Zivotni strategie bakterie horizontalnim
pienosem gend je bakterie rodu Wolbachia, znama pfedevsim jako paraziticka bakterie hmyzu
ovliviiujici reprodukéni systém svého hostitele. Bakterie rodu Wolbachia se ziskem
biotinového operonu horizontalnim pfenosem stala nutricnim symbiontem S$ténice Cimex
lectularis (Gerth and Bleidorn, 2017; Nikoh et al., 2014). U krevsajiciho hmyzu je nedostatek
B vitamina a kofaktori kompenzovan symbiotickymi bakteriemi (Hosokawa et al., 2010;
Nikoh et al., 2014; Nogge, 1981; Rio et al., 2016).

Metabolicka draha pro protoheme 1X je kompletni pouze u bakterie Arsenophonus
melophagi a témét kompletni u bakterie A._C.p., jelikoz postrada jeden gen (vysvétleno nize).
Tyto dvé bakterie maji ze Ctyf porovnavanych bakterii nejvétsi genomy a nejveétsi mnozstvi
gend, coz zna¢i mensi redukci a degradaci genomu a tim padem i mensi evolucni pfizplisobeni
ke svému hostiteli. Siln¢ redukovani obligatni symbionté v tomto ptipad¢é konkrétné bakterie

A._O.b. a Candidatus Arsenophonus lipopteni nejsou schopni protoheme 1X produkovat.
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Ztratu schopnosti produkovat protoheme IX z glutamatu bakteriemi A._O.b. a Candidatus
Arsenophonus lipopteni v prubéhu souziti s hostitelem lze usuzovat z pfitomnosti pouze
jednoho genu z deseti v genomu bakterie A._O.b. a tfi genti v genomu bakterie Candidatus
Arsenophonus lipopteni pro metabolickou drahu pro protoheme IX.

Metabolicka draha pro produkci ubiquinolu z glyceraldehyd-3-phosphate je kompletni
a pravdépodobné funkéni pro 3 ze 4 porovnavanych bakteridlnich genomt. Pouze u bakterie
A. O.b. nebylo mozné piimo urcit funkénost této drahy, jelikoz postrada jeden gen
(vysvétleno nize). Bakterie A._C.p. a Arsenophonus melophagi jsou jediné dvé bakterie, které
dokézou vytvaret ubiquinol i z chorismatu, coz je alternativni zptsob produkce ubiquinolu.
To je pravdépodobné ddno mensi mirou redukce a degradace genomu téchto dvou bakterii,
které jsou dvéma nejvétsimi porovnavanymi bakteriemi, a s tim spojenym nejvétsim
mnozstvim genil a tedy 1 vétSi komplexnosti metabolickych drah.

V nasich vysledcich byla ve dvou ptipadech pozorovana absence pouze jediného genu
v jinak kompletni a pravdépodobné funkéni metabolické draze, konkrétn¢ se jednalo o
metabolickou drahu pro protoheme IX u bakterie A._C.p. a o metabolickou drahu pro
ubiquinol u bakterie A._O.b. Ve dvou pfipadech byla pozorovana absence pouze dvou genti v
jinak kompletni metabolické draze, konkrétn¢ v metabolické draze pro nikotinat a nikotinamid
u bakterie A._C.p. a v metabolické draze pro pyridoxin u bakterii Arsenophonus melophagi,
Candidatus Arsenophonus lipopteni a A._O.b. Pfitomnost téchto chybéjicich gend v
genomech bakterie A._O.b. a A._C.p. byla provéfovana pomoci nastroje blastn, Zadny z nich
vSak touto metodou nebyl nalezen. Ve vSech ptipadech byly tedy tyto geny pravdépodobné
ztraceny pii redukci genomu, kterému podléhaji tyto bakterie ve svém hostiteli. V ptipadé
absence jednoho ¢i dvou genil v metabolické draze by mohlo dojit ke kompenzaci tohoto
nedostatku ze strany hostitele nebo jiné bakterie. Ke kompenzaci by mohlo dojit horizontalnim
pfenosem tohoto genu, jak jiz bylo zminéno vyse, nebo by mohl byt gen ptfitomen v genomu
hostitele.

Vysledek rekonstrukce metabolické drahy pro thiamin potvrzuje, Ze symbiotické
bakterie vétSinou neprodukuji tento vitamin pro svého hostitele, jelikoz pro 3 ze 4
porovnavanych bakterii je metabolickd draha pro thiamin nekompletni a s nejvétsi
pravdépodobnosti nefunkéni. Pouze jedina bakterie A._C.p. méla ve svém genomu geny
potfebné pro produkci thiaminu. To mize byt ddno krat$i dobou souziti této bakterie s
hostitelem, béhem které nedoslo k redukci a degradaci genomu v takové mife, aby se draha
pro thiamin stala nefunkéni. VSechny porovnavané genomy vsak obsahovaly gen pro ABC

transportér thiaminu, coZ mize znamenat, zZe tyto symbiotické bakterie ziskavaji thiamin od
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svého hostitele. Stejna situace s metabolickou drahou pro thiamin byla pozorovéna i u bakterie
rodu Riesia nebo bakterie rodu Legionella, jejichz genom obsahoval z genti pro metabolickou
dréhu thiaminu pouze ABC transportér pro thiamin (Husnik, 2018; Rihova et al., 2017).
Druhym moznym vysvétlenim miize byt produkce thiaminu jinou symbiotickou bakterii.
Tento jev byl pozorovan u bakterie rodu Wigglesworthia, ktera poskytovala thiamin nejen
hostiteli, mouse tsetse (Celed” Glossinidae), ale také bakterii rodu Sodalis, ktera neméla
funk¢ni metabolickou drahu pro thiamin (Rio et al., 2012).

Stejné jako bakterie rodu Riesia, Wolbachia sp. Cle a rodu Wigglesworthia maji i
vSechny 4 porovnavané bakterie rodu Arsenophonus kompletni a tedy pravdépodobné funk¢éni
metabolické drahy pro riboflavin a folat s kyselinou listovou (Husnik, 2018).

Metabolickda draha pro pyridoxin neni kompletni u Zadné z porovnavanych bakterii.
Nejkompletngjsi metabolickou drahu pro pyridoxin vlastni bakterie A._C.p., které chybi pouze

dva geny, coz pravdépodobné souvisi s velikosti genomu a mnoZstvim genti této bakterie.
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6 Zavér

Vyskyt symbiotickych bakterii rodu Arsenophonus byl identifikovan v metagenomickych
datech dvou zastupct krevsajiciho hmyzu z ¢eledi Hippoboscidae, konkrétné¢ Ornithomya
biloba a Crataerina pallida. Genomy obou bakterii rodu Arsenophonus nebylo mozné z
divodu komplexnosti metagenomickych dat slozit do podoby kompletnich uzavienych
genomi. Obé bakterie rodu Arsenophonus byly zkoumany a porovnany z hlediska
genomickych charakteristik, na jejichz zaklad¢ byl odvozen stupen jejich genomické
modifikace, evoluce a ptizpisobeni k zivotu v hostiteli. Genom bakterie Arsenophonus z klose
Ornithomya biloba (0,68 Mbp, GC obsah 24,7%) byl redukovanéj$i nez genom bakterie
Arsenophonus z klose Crataerina pallida (2,41 Mbp, GC obsah 38,3%). Ob¢ bakterie rodu
Arsenophonus jsou pro svého hostitele s nejvétsi pravdépodobnosti obligatnimi symbionty. U
obou zastupct bakterie rodu Arsenophonus byla testovana a v nékterych piipadech i potvrzena
pritomnost horizontaln€ pfenesenych genti. Dale byla v této praci porovnavana kompletnost a
funkénost jednotlivych metabolickych drah esencialnich B vitamind a kofaktorii mezi ¢tyfmi
zastupci rodu Arsenophonus Zijicich v symbiotickém vztahu s riznymi druhy celedi
Hippoboscidae. Vysledky ukazuji kompletnost a pravdépodobnou funk¢énost pomérné
velkého mnozstvi metabolickych drah B vitaminl a kofaktorl 1 pfes silnou redukci genomi

bakterii rodu Arsenophonus.
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8 Prilohy

Tabulka I: Pfistupova ¢isla (accession numbers) sekvenci stazenych z NCBI pro ovéieni HGT

geni bakterie rodu Arsenophonus z klose Ornithomya biloba pomoci fylogenetickych analyz.

Horizontalné pirenesené geny

Pantoate--beta-alanine ligase

WP_010299569

pantoate--beta-alanine ligase [Pectobacterium carotovorum]

WP_011410460

pantoate--beta-alanine ligase [Sodalis glossinidius]

WP_013034929.1

pantoate--beta-alanine ligase [Candidatus Riesia pediculicola]

WP_014888919

pantoate--beta-alanine ligase [secondary endosymbiont of
Heteropsylla cubana]

WP_049558854

pantoate--beta-alanine ligase [Yersinia kristensenii]

WP_080626418.1

pantoate--beta-alanine ligase [Candidatus Riesia pediculischaeffi]

WP_086955473.1

pantoate--beta-alanine ligase [Xenorhabdus innexi]

WP_088493609.1

pantoate--beta-alanine ligase [Proteus mirabilis]

WP_099074281.1

pantoate--beta-alanine ligase [Proteus alimentorum]

WP_099113405.1

pantoate--beta-alanine ligase [ Xenorhabdus miraniensis]

WP_101626882

pantoate--beta-alanine ligase [Candidatus Baumannia cicadellinicola]

3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase

WP_000805501.1

3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase [Escherichia
coli]

WP_025423436

3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase [Sodalis
praecaptivus]

WP_034493440

3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase [Buttiauxella
agrestis]

WP_038236150.1

3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase [Xenorhabdus
szentirmaii]

WP_039360885

3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase [Pectobacterium
carotovorum]

WP_042848196.1

3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase [Providencia
rettgeri]

WP_064719126.1

3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase [Proteus hauseri]

WP_109055838

3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase [Brenneria
roseae]

WP_128179501

3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase [Pantoea sp.
LMG 27579]

WP_132926066.1

3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase [Sodalis sp.
159R]

WP_139292432.1

3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase [Xenorhabdus
thuongxuanensis]

2-dehydropantoat

e 2-reductase

NZ_CP016176

2-dehydropantoate 2-reductase [Xenorhabdus hominickii]

NZ_CP017671

2-dehydropantoate 2-reductase [Providencia rettgeri]
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WP_016244311.1

2-dehydropantoate 2-reductase [Escherichia coli]

WP_021805488

2-dehydropantoate 2-reductase [Serratia fonticola]

WP_022632545

2-dehydropantoate 2-reductase [Dickeya solani]

WP_025423156

2-dehydropantoate 2-reductase [Sodalis praecaptivus]

WP_038498392

2-dehydropantoate 2-reductase [Candidatus Baumannia
cicadellinicola]

WP_070596451.1

2-dehydropantoate 2-reductase [Proteus sp. HMSC10D02]

WP_070926789.1

2-dehydropantoate 2-reductase [Providencia stuartii]

WP_086111428.1

2-dehydropantoate 2-reductase [Xenorhabdus beddingii]

Hypothetical protein

CBL47416

hypothetical protein pPAA3_0025 [Photorhabdus asymbiotica]

PAU99117.1

hypothetical protein CBG25 20535 [Arsenophonus sp. ENCA]

WP_010617335

hypothetical protein [Plautia stali symbiont]

WP_081700702.1

hypothetical protein [Arsenophonus nasoniae]

WP_087757553.1

hypothetical protein [Aeromonas salmonicida]

WP_100191410

hypothetical protein [Yersinia kristensenii]

WP_119797778

hypothetical protein [Candidatus Fukatsuia symbiotica]

HGT neurcitelné geny

Phospholipase D family protein

ASU04962.1 Endonuclease [Proteus mirabilis]
CUR53405 PLD-like domain-containing protein [Serratia symbiotica]
VFP83473 PLD-like domain-containing protein [Candidatus Erwinia haradaeae]

WP_011279209

phospholipase D family protein [Sodalis glossinidius]

WP_026823965.1

phospholipase D family protein [Arsenophonus nasoniae]

WP_036962334.1

phospholipase D family protein [Providencia alcalifaciens]

WP_097324293.1

phospholipase D family protein [Escherichia coli]

WP_136132114

phospholipase D family protein [Pantoea sp. SOEQ]

Translation initiation factor 1F-1

QCl18856.1 translation initiation factor IF-1 [Buchnera aphidicola (Aphis nerii)]

RLR18379 translation initiation factor IF-1 [Sodalis-like symbiont of Bactericera
trigonica]

VFP78596 Translation initiation factor IF-1 [Candidatus Erwinia haradaeae]

WP_033552083

translation initiation factor IF-1 [Escherichia coli]

WP_041855224.1

translation initiation factor IF-1 [Candidatus Riesia pediculicola]

WP_069316402.1

translation initiation factor IF-1 [Xenorhabdus hominickii]

WP_096148880

translation initiation factor IF-1 [Enterobacter hormaechei]

WP_115459402.1

translation initiation factor IF-1 [Enterobacillus tribolii]

WP_135091519

translation initiation factor IF-1 [Proteus mirabilis]

WP_136131543

translation initiation factor IF-1 [Pantoea sp. SOET]

ATP synthase sub

unit C FOF1

ECC6117832

FOF1 ATP synthase subunit C [Salmonella enterica]

KYP97068

ATP FOF1 synthase subunit C [Sodalis-like endosymbiont of
Proechinophthirus fluctus]

-53-




WP_001667966.1

FOF1 ATP synthase subunit C [Escherichia coli]

WP_006890850.1

FOF1 ATP synthase subunit C [Salmonella enterica]

WP_009873965.1

FOF1 ATP synthase subunit C [Buchnera aphidicola]

WP_011126301.1

FOF1 ATP synthase subunit C [Candidatus Blochmannia floridanus]

WP_012986655.1

FOF1 ATP synthase subunit C [Xenorhabdus bovienii]

WP_029094800

FOF1 ATP synthase subunit C [Budvicia aquatica]

WP_036942415.1

FOF1 ATP synthase subunit C [Providencia stuartii]

WP_042047671.1

FOF1 ATP synthase subunit C [Aeromonas simiae]

WP_129108803.1

FOF1 ATP synthase subunit C [Arsenophonus endosymbiont of
Bemisia tabaci]

SsrA-binding protein SmpB

KLN46507.1

SsrA-binding protein [Providencia rettgeri]

PAU99992.1

SsrA-binding protein [Arsenophonus sp. ENCA]

WP_008916271.1

SsrA-binding protein SmpB [Providencia sneebia]

WP_026821676.1

SsrA-binding protein SmpB [Arsenophonus nasoniae]

WP_032114781.1

SsrA-binding protein SmpB [Arsenophonus endosymbiont of
Nilaparvata lugens]

WP_044705885

SsrA-binding protein SmpB [Escherichia coli]

WP_064720628.1

SsrA-binding protein SmpB [Proteus hauseri]

WP_086113201.1

SsrA-binding protein SmpB [Xenorhabdus beddingii]

WP_099118085.1

SsrA-binding protein SmpB [Xenorhabdus ishibashii]

WP_105466934.1

SsrA-binding protein SmpB [Escherichia coli]

WP_109407355.1

SsrA-binding protein SmpB [Proteus genomosp. 4]

Geny Arsenophonus

Tetraacyldisaccharide 4'-kinase

CBA73144

tetraacyldisaccharide 4'-kinase [Arsenophonus nasoniae]

WP_004918145

tetraacyldisaccharide 4'-kinase [Providencia stuartii]

WP_026822374.1

tetraacyldisaccharide 4'-kinase [Arsenophonus nasoniae]

WP_036774185

tetraacyldisaccharide 4'-kinase [Photorhabdus australis]

WP_046337195.1

tetraacyldisaccharide 4'-kinase [Xenorhabdus bovienii]

WP_066284194

tetraacyldisaccharide 4'-kinase [Candidatus Arsenophonus lipopteni]

WP_099114325.1

tetraacyldisaccharide 4'-kinase [Xenorhabdus miraniensis]

WP_112836465.1

tetraacyldisaccharide 4'-kinase [Providencia rustigianii]

WP_119710886.1

tetraacyldisaccharide 4'-kinase [Arsenophonus endosymbiont of
Aleurodicus floccissimus]

XP_023297146

uncharacterized protein LOC111679748 [Lucilia cuprina]

RNA polymerase-

binding protein DksA

WP_004389064

RNA polymerase-binding protein DksA [Yersinia kristensenii]

WP_006659320.1

RNA polymerase-binding protein DksA [Providencia alcalifaciens]

WP_013200823

RNA polymerase-binding protein DksA [Erwinia billingiae]

WP_032116626

RNA polymerase-binding protein DksA [Arsenophonus
endosymbiont of Nilaparvata lugens]

WP_040173129

RNA polymerase-binding protein DksA [Klebsiella pneumoniae]
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WP_076932495

RNA polymerase-binding protein DksA [Salmonella enterica]

WP_086108532.1

RNA polymerase-binding protein DksA [Xenorhabdus vietnamensis]

WP_094029331

RNA polymerase-binding protein DksA [Escherichia coli]

WP_099136112.1

RNA polymerase-binding protein DksA [Xenorhabdus budapestensis]

WP_119712400.1

RNA polymerase-binding protein DksA [Arsenophonus
endosymbiont of Aleurodicus floccissimus]

NAD-dependent glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

WP_004920333.1

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Providencia stuartii]

WP_006658762.1

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Providencia
alcalifaciens]

WP_023655220

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Erwinia piriflorinigrans]

WP_026821958.1

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Arsenophonus nasoniae]

WP_037405813

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Chania
multitudinisentens]

WP_038188954.1

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Xenorhabdus bovienii]

WP_039300086

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Pectobacterium
betavasculorum]

WP_088499706

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Serratia odorifera]

WP_099114842.1

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Xenorhabdus
miraniensis]

WP_129109510.1

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Arsenophonus
endosymbiont of Bemisia tabaci]

Integration host factor subunit alpha

QCI19710.1

integration host factor subunit alpha [Buchnera aphidicola
(Brevicoryne brassicae)]

WP_006813286.1

integration host factor subunit alpha [Providencia rustigianii]

WP_008911506.1

integration host factor subunit alpha [Providencia burhodogranariea]

WP_026821649.1

integration host factor subunit alpha [Arsenophonus nasoniae]

WP_081354998.1

integration host factor subunit alpha [Pluralibacter gergoviae]

WP_086589325.1

integration host factor subunit alpha [Escherichia coli]

WP_097032363

integration host factor subunit alpha [Sodalis endosymbiont of
Henestaris halophilus]

WP_099132831.1

integration host factor subunit alpha [Xenorhabdus ehlersii]

WP_114193972

integration host factor subunit alpha [Rahnella sp. DSM 105170]

WP_115454648

integration host factor subunit alpha [Citrobacter freundii]

WP_136129973

integration host factor subunit alpha [Pantoea sp. SOEL]

Outer membrane

protein assembly factor BamE

WP_006814814

outer membrane protein assembly factor BamE [Providencia
rustigianii]

WP_013316584

outer membrane protein assembly factor BamE [Dickeya dadantii]

WP_023187381.1

outer membrane protein assembly factor BamE [Salmonella enterica]

WP_032114779

outer membrane protein assembly factor BamE [Arsenophonus

endosymbiont of Nilaparvata lugens]
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WP_049218895.1

outer membrane protein assembly factor BamE [Proteus mirabilis]

WP_066747277.1

outer membrane protein assembly factor BamE [Cosenzaea
myxofaciens]

WP_089570189.1

outer membrane protein assembly factor BamE [Escherichia coli]

WP_097032457

outer membrane protein assembly factor BamE [Sodalis
endosymbiont of Henestaris halophilus]

WP_099113796.1

outer membrane protein assembly factor BamE [Xenorhabdus
miraniensis]

WP_117262918.1

outer membrane protein assembly factor BamE [Klebsiella
pneumoniae]

Hypothetical protein

SUC16805

Inner membrane protein ybbJ [Proteus vulgaris]

WP_004704950

NfeD family protein [Yersinia aldovae]

WP_004922378.1

NfeD family protein [Providencia stuartii]

WP_026821504.1

NfeD family protein [Arsenophonus nasoniae]

WP_050108856

NfeD family protein [Yersinia frederiksenii]

WP_066283908

NfeD family protein [Candidatus Arsenophonus lipopteni]

WP_072070199

NfeD family protein [Proteus vulgaris]

WP_099123925.1

NfeD family protein [Xenorhabdus stockiae]

WP_115826368.1

NfeD family protein [Xenorhabdus cabanillasii]

WP_132496721.1

NfeD family protein [Providencia alcalifaciens]
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Tabulka Il: Pristupova Cisla (accession numbers) sekvenci stazenych z NCBI pro ovéfeni HGT

genul bakterie rodu Arsenophonus z klose Crataerina pallida pomoci fylogenetickych analyz.

Horizontalné pienesené geny
Restriction endonuclease subunit S
WP_012883144 | restriction endonuclease subunit S [Dickeya zeae]
WP_036941067.1 | restriction endonuclease subunit S [Providencia stuartii]
WP_039522310 | restriction endonuclease subunit S [Pectobacterium carotovorum]
WP_043140826 | restriction endonuclease subunit S [Serratia marcescens]
WP_047037302.1 | restriction endonuclease subunit S [Klebsiella aerogenes]
WP_096982818 | restriction endonuclease subunit S [Escherichia coli]
WP_105091702 | restriction endonuclease subunit S [Pantoea ananatis]
WP_126656755.1 | restriction endonuclease subunit S [Proteus mirabilis]
WP_145507534 | restriction endonuclease subunit S [Yersinia hibernica]
YcfA-like protein

CP010384 hypothetical protein [Enterobacter hormaechei]

CP011584 hypothetical protein [Enterobacter hormaechei]

CP017581 addiction module toxin, HicA family [Pantoea stewartii subsp.
Stewartii]

CP042512 type Il toxin-antitoxin system HicA family toxin [Serratia
marcescens]

LK999954 hypothetical protein [Escherichia coli]

LT840187 predicted RNA-binding protein YcfA [Enterobacter cloacae]

hypothetical protein
WP_004253755 | hypothetical protein [Providencia rettgeri]
WP_036953334 | hypothetical protein [Providencia alcalifaciens]
WP_048822414.1 | hypothetical protein [Morganella morganii]
WP_060706601 | hypothetical protein [Serratia marcescens]
WP_064290092 | hypothetical protein [Klebsiella oxytoca]
WP_088375657.1 | hypothetical protein [Escherichia coli]
WP_120065682 hypothetical protein [Escherichia coli]
WP_142814486 | hypothetical protein [Serratia liquefaciens]
hypothetical protein

CCJ99304 hypothetical protein BN130_ 1963 [Cronobacter malonaticus 507]

CDK69956.1 hypothetical protein [Klebsiella pneumoniae 1S22]

CNU19656 Uncharacterised protein [Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Bovismorbificans]

CQQ92379.1 Uncharacterised protein [Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium str. DT104]

EJI88629 hypothetical protein Y71_0921 [Kosakonia radicincitans DSM
16656]

GDEQ8777 hypothetical protein HmCmsJML288 03711 [Escherichia coli]

GDU83066.1 hypothetical protein BvCmsSIP076_04669 [Escherichia coli]
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SKZ58482.1 Uncharacterised protein [Mycobacteroides abscessus subsp.
abscessus]
SPW25903 Uncharacterised protein [Edwardsiella tarda]

WP_064719094.1

hypothetical protein [Proteus hauseri]

hypothetical prote

in

CBA75315.1

inhibitor of septum formation [Arsenophonus nasoniae]

WP_024105308

hypothetical protein [Dickeya dianthicola]

WP_040001101

hypothetical protein [Dickeya chrysanthemi]

WP_040031284

hypothetical protein [Pectobacterium carotovorum]

WP_083163092

hypothetical protein [Yersinia enterocolitica]

WP_108088136

hypothetical protein [Yersinia massiliensis]

WP_127156476

hypothetical protein [Pectobacterium polaris]

WP_129705265

hypothetical protein [Pectobacterium zantedeschiae]

hypothetical prote

in

BAN95919 hypothetical protein EO5_11530 [Plautia stali symbiont]
SAY44554 Uncharacterised protein [Serratia marcescens]
SAY44554.1 Uncharacterised protein [Serratia marcescens]

WP_026823821.1

hypothetical protein [Arsenophonus nasoniae]

WP_059108315.1

hypothetical protein [Candidatus Hamiltonella defensa]

WP_129109584.1

hypothetical protein [Arsenophonus endosymbiont of Bemisia tabaci]

WP_139276943

hypothetical protein [Serratia marcescens]

HGT neurcitelné geny

Type | restriction-

modification system, specificity subunit S

MHNS58610

restriction endonuclease subunit S [Escherichia coli]

WP_005344795

restriction endonuclease subunit S [Aeromonas allosaccharophila]

WP_012986644.1

restriction endonuclease subunit S [Xenorhabdus bovienii]

WP_036941072.1

restriction endonuclease subunit S [Providencia stuartii]

WP_051391304

restriction endonuclease subunit S [Gluconobacter oxydans]

WP_071841598

restriction endonuclease subunit S [Serratia sp. FS14]

WP_094962249.1

restriction endonuclease subunit S [Providencia rettgeri]

WP_107403062.1

restriction endonuclease subunit S [Shewanella baltica]

WP_138611663

restriction endonuclease subunit S [Pseudoalteromonas sp. S983]

WP_145607938.1

hypothetical protein [Yersinia kristensenii]

EBR3717936 hypothetical protein [Salmonella enterica]

Type | restriction endonuclease subunit R

MHN58617.1 type | restriction endonuclease subunit R [Escherichia coli]
SLM61600 Type | restriction-modification system, restriction subunit R [Dickeya

aquatica]

WP_033929741

type | restriction endonuclease subunit R [Vibrio cholerae]

WP_074480794.1

type | restriction endonuclease subunit R [Escherichia coli]

WP_088498739.1

type | restriction endonuclease subunit R [Providencia stuartii]

WP_107111803

type | restriction endonuclease subunit R [Shewanella algae]

WP_114502416

type | restriction endonuclease subunit R [Klebsiella pneumoniae]
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WP_116820368.1

type | restriction endonuclease subunit R [Providencia stuartii]

WP_126656751.1

type | restriction endonuclease subunit R [Proteus mirabilis]

WP_130309315

type | restriction endonuclease subunit R [Vibrio vulnificus]

Type I restriction-modification system subunit M

WP_026823684.1

type | restriction-modification system subunit M [Arsenophonus
nasoniae]

WP_038219398.1

type | restriction-modification system subunit M [Xenorhabdus
nematophila]

WP_039522313

type | restriction-modification system subunit M [Pectobacterium
carotovorum]

WP_044030206

type | restriction-modification system subunit M [Serratia sp. FS14]

WP_061584396

type | restriction-modification system subunit M [Salmonella
enterica]

WP_063867267

type | restriction-modification system subunit M [Enterobacter
cloacae]

WP_094888002.1

type | restriction-modification system subunit M [Escherichia coli]

WP_126656754.1

type | restriction-modification system subunit M [Proteus mirabilis]

WP_139397146

type | restriction-modification system subunit M [Klebsiella
aerogenes]

WP_145607937

type | restriction-modification system subunit M [Yersinia
kristensenii]

Translation initiation factor 1

ARC54763.1 translation initiation factor IF-1 [Candidatus Riesia sp. GBBU]

CRK&85775.1 Translation initiation factor IF-1 [Candidatus Providencia siddallii]

EBY0123694 translation initiation factor IF-1 [Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Typhimurium]

RLR18379 translation initiation factor IF-1 [Sodalis-like symbiont of Bactericera

trigonica]

WP_066284091.1

translation initiation factor IF-1 [Candidatus Arsenophonus lipopteni]

WP_070133576.1

translation initiation factor IF-1 [Candidatus Erwinia dacicola]

WP_115459402.1

translation initiation factor IF-1 [Enterobacillus tribolii]

WP_119710873

translation initiation factor IF-1 [Arsenophonus endosymbiont of
Aleurodicus floccissimus]

WP_135091519

translation initiation factor IF-1 [Proteus mirabilis]

WP_136132169

translation initiation factor IF-1 [Pantoea sp. SOEO]

Ribonuclease HI

PAV01705

ribonuclease HI [Arsenophonus sp. ENCA]

WP_006957886.1

ribonuclease HI [Vibrio coralliilyticus]

WP_ 032116701

ribonuclease HI [Arsenophonus endosymbiont of Nilaparvata lugens]

WP_041855226.1

ribonuclease HI [Candidatus Riesia pediculicola]

WP_063215520.1

ribonuclease HI [Proteus mirabilis]

WP_097341772.1

ribonuclease HI [Escherichia coli]

WP_099113528.1

ribonuclease HI [Xenorhabdus miraniensis]
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WP_102435058

ribonuclease HI [Vibrio lentus]

WP_104872987.1

ribonuclease HI [Providencia stuartii]

WP_129109735.1
1

ribonuclease HI [Arsenophonus endosymbiont of Bemisia tabaci]

Putative DNA-binding protein in cluster with Type | restriction-modification systém

CDH24420.1

conserved hypothetical protein [Xenorhabdus bovienii str. krausseli
Becker Underwood]

WP_025160287.1

virulence RhuM family protein [Serratia marcescens]

WP_039522319

virulence RhuM family protein [Pectobacterium carotovorum]

WP_041164245.1

virulence RhuM family protein [Dickeya zeae]

WP_047048191

virulence RhuM family protein [Klebsiella aerogenes]

WP_050104085.1

virulence RhuM family protein [Yersinia pseudotuberculosis]

WP_051876002.1

hypothetical protein [Xenorhabdus bovienii]

WP_109912289.1

virulence RhuM family protein [Providencia rettgeri]

WP_113374063

virulence RhuM family protein [Escherichia coli]

WP_129623271.1

virulence RhuM family protein [Proteus mirabilis]

ATP synthase FO,

C subunit

EHUS54472.1 ATP synthase FO, C subunit [Escherichia coli DEC3B]
OAT50616.1 ATP synthase subunit C [Proteus hauseri ATCC 700826]
0Z114963 ATP FOF1 synthase subunit C [Sodalis-like symbiont of Philaenus

spumarius]

WP_006708948

FOF1 ATP synthase subunit C [Serratia symbiotica]

WP_016192413.1

FOF1 ATP synthase subunit C [Erwinia tracheiphila]

WP_036942415.1

FOF1 ATP synthase subunit C [Providencia stuartii]

WP_075433078.1

FOF1 ATP synthase subunit C [Buchnera aphidicola]

WP_086954828.1

FOF1 ATP synthase subunit C [Xenorhabdus innexi]

WP_129108803

FOF1 ATP synthase subunit C [Arsenophonus endosymbiont of
Bemisia tabaci]

Putative membrane protein

0Z113927

DUF2190 domain-containing protein [Sodalis-like symbiont of
Philaenus spumarius]

PAV02113.11

DUF2190 domain-containing protein [Arsenophonus sp. ENCA]

WP_010616702

DUF2190 family protein [Plautia stali symbiont]

WP_016858136

DUF2190 family protein [Candidatus Hamiltonella defensa]

WP_032116663

DUF2190 family protein [Arsenophonus endosymbiont of
Nilaparvata lugens]

WP_071045926.1

DUF2190 family protein [Escherichia coli]

WP_074019694

DUF2190 family protein [Xenorhabdus thuongxuanensis]

WP_105397942.1

DUF2190 family protein [Photorhabdus luminescens]

WP_133813569

DUF2190 family protein [Photorhabdus temperata]

Hypothetical protein

WP_034938334

hypothetical protein [Erwinia mallotivora]

WP_044172449

hypothetical protein [Metakosakonia massiliensis]
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WP_074561456.1

hypothetical protein [Proteus mirabilis]

WP_077294410

hypothetical protein [Yersinia enterocolitica]

WP_094121730

hypothetical protein [Pantoea conspicua]

WP_094488182

hypothetical protein [Klebsiella pneumoniae]

WP_099062651

hypothetical protein [Serratia sp. BW106]

WP_144242669

hypothetical protein [Providencia stuartii]

Hypothetical protein

AID90856 hypothetical protein KONIH1 17760 [Klebsiella oxytoca KONIH1]

EBQ6113621 hypothetical protein DAZ36_ 25830 [Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Enteritidis]

PAV06455.1 hypothetical protein CBG25_05975 [Arsenophonus sp. ENCA]

WP_015833348

hypothetical protein [Photorhabdus asymbiotica]

WP_019213350.1

hypothetical protein [Yersinia massiliensis]

WP_037430651

hypothetical protein [Serratia plymuthica]

WP_038193527.1

hypothetical protein [Xenorhabdus bovienii]

WP_046894990

hypothetical protein [Morganella morganii]

WP_063086065.1

hypothetical protein [Escherichia coli]

WP_099121320.1

hypothetical protein [Xenorhabdus sp. KK7.4]

Hypothetical protein

CRL65248

hypothetical protein BN1804 03403 [Proteus vulgaris]

WP_001411752.1

hypothetical protein [Escherichia coli]

WP_024157164

hypothetical protein [Salmonella enterica]

WP_047964788

hypothetical protein [Xenorhabdus khoisanae]

WP_053110609.1

hypothetical protein [Providencia stuartii]

WP_067398246

hypothetical protein [Morganella psychrotolerans]

WP_080981838.1

hypothetical protein [Morganella morganii]

WP_135522249

hypothetical protein [Escherichia sp. E4742]

Hypothetical protein

BAN99909.1

hypothetical protein E0O5_51430 [Plautia stali symbiont]

CBA71366.1

hypothetical protein ARN_00260, partial [Arsenophonus nasoniae]

WP_013583091

hypothetical protein [Yersinia pestis]

WP_013583091.1

hypothetical protein [Yersinia pestis]

Hypothetical protein

EAP8457973 hypothetical protein EO847 15125 [Salmonella enterica]

EBY6257850 hypothetical protein D5062_03390 [Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Warnow]

0OlVv47833 hypothetical protein BK025_01130 [Sodalis sp. TME1]

WP_045268335

hypothetical protein [Enterobacter kobei]

WP_069602290

hypothetical protein [Enterobacter kobei]

WP_115244438

hypothetical protein [Klebsiella pneumoniae]

YP_009287751

hypothetical protein BI095_gp19 [Enterobacter phage Tyrion]

Geny Arsenophonus

Type Il toxin-antitoxin system death-on-curing family toxin
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SFO12436.1

death on curing protein [Xenorhabdus japonica]

WP_032115810

type Il toxin-antitoxin system death-on-curing family toxin
[Arsenophonus endosymbiont of Nilaparvata lugens]

WP_036895893.1

type Il toxin-antitoxin system death-on-curing family toxin [Proteus
mirabilis]

WP_038180622

type Il toxin-antitoxin system death-on-curing family toxin
[Xenorhabdus bovienii]

WP_059279199.1

type Il toxin-antitoxin system death-on-curing family toxin
[Escherichia albertii]

WP_065821856

type Il toxin-antitoxin system death-on-curing family toxin
[Photorhabdus australis]

WP_070974897

type Il toxin-antitoxin system death-on-curing family toxin
[Photorhabdus temperata]

WP_099117343.1

type Il toxin-antitoxin system death-on-curing family toxin
[Xenorhabdus ishibashii]

WP_129109080

type Il toxin-antitoxin system death-on-curing family toxin
[Arsenophonus endosymbiont of Bemisia tabaci]

Aspartate aminotrasferase

WP_008915241.1

aspartate/tyrosine/aromatic aminotransferase [Providencia sneebia]

WP_026822279

aspartate/tyrosine/aromatic aminotransferase [Arsenophonus
nasoniae]

WP_036778895.1

aspartate/tyrosine/aromatic aminotransferase [Photorhabdus
luminescens]

WP_046893860

aspartate/tyrosine/aromatic aminotransferase [Morganella morganii]

WP_066283859.1

aspartate/tyrosine/aromatic aminotransferase [Candidatus
Arsenophonus lipopteni]

WP_069316368.1

aspartate/tyrosine/aromatic aminotransferase [Xenorhabdus
hominickii]

WP_112860687

aspartate/tyrosine/aromatic aminotransferase [Providencia
alcalifaciens]

WP_115464336.1

aspartate/tyrosine/aromatic aminotransferase [Escherichia coli]

Mrr restriction system protein

PLK98006

restriction endonuclease [Klebsiella pneumoniae]

WP_000217932

restriction endonuclease [Escherichia coli]

WP_026823221.1

restriction endonuclease [Arsenophonus nasoniae]

WP_045957564.1

restriction endonuclease [Xenorhabdus poinarii]

WP_052901526

restriction endonuclease [Erwinia iniecta]

WP_088493941

restriction endonuclease [Proteus mirabilis]

WP_098941324

restriction endonuclease [Proteus vulgaris]

WP_102138159.1

restriction endonuclease [Providencia sp. WCHPro00369]

Methyl-directed repair DNA adenine methylase

0Z115153

restriction endonuclease subunit M [Sodalis-like symbiont of
Philaenus spumarius]
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PAV02875

restriction endonuclease subunit M [Arsenophonus sp. ENCA]

RXK32791

restriction endonuclease subunit M, partial [Arsenophonus
endosymbiont of Bemisia tabaci Asia Il 3]

WP_016858111

DNA adenine methylase [Candidatus Hamiltonella defensa]

WP_026821882

DNA adenine methylase [Arsenophonus nasoniae]

WP_032116673

DNA adenine methylase [Arsenophonus endosymbiont of
Nilaparvata lugens]

WP_111763633

DNA adenine methylase [Salmonella enterica]

Magnesium and cobalt efflux protein CorC

PLP31576.1

hypothetical protein CWM88_14920, partial [Klebsiella pneumoniae]

RLR17502

DUF21 domain-containing protein, partial [Sodalis-like symbiont of
Bactericera trigonica]

SUC78052.11

Putative Mg2+ and Co2+ transporter CorB [Providencia stuartii]

VTP60512.1

Putative Mg2+ and Co2+ transporter CorB [Serratia rubidaea]

WP_026822680.1

HIyC/CorC family transporter [Arsenophonus nasoniae]

WP_032115486

HIyC/CorC family transporter [Arsenophonus endosymbiont of
Nilaparvata lugens]

WP_036782341.1

HIlyC/CorC family transporter [Photorhabdus luminescens]

WP_047961639.1

HIlyC/CorC family transporter [Xenorhabdus khoisanae]

WP_077883540.1

HIyC/CorC family transporter [Escherichia sp. B1147]

WP_088493487.1

HIyC/CorC family transporter [Proteus mirabilis]

Prevent host death protein, Phd antitoxin

HBO24704

TPA: type Il toxin-antitoxin system prevent-host-death family
antitoxin [Providencia sp.]

WP_023583377.1

type Il toxin-antitoxin system Phd/YefM family antitoxin [Proteus
hauseri]

WP_032115809

type Il toxin-antitoxin system Phd/YefM family antitoxin
[Arsenophonus endosymbiont of Nilaparvata lugens]

WP_045967830.1

type Il toxin-antitoxin system Phd/YefM family antitoxin
[Xenorhabdus doucetiae]

WP_047686540.1

type Il toxin-antitoxin system Phd/YefM family antitoxin
[Xenorhabdus sp. NBAII XenSa04]

WP_059256823.1

type Il toxin-antitoxin system Phd/YefM family antitoxin
[Escherichia albertii]

WP_088494133.1

type Il toxin-antitoxin system Phd/YefM family antitoxin [Proteus
mirabilis]

WP_119712639.1

type Il toxin-antitoxin system Phd/YefM family antitoxin
[Arsenophonus endosymbiont of Aleurodicus floccissimus]

Putative predicted

metal-dependent hydrolase

CND42006.1

metal-dependent hydrolase [Yersinia frederiksenii]

PAV10513.1

hypothetical protein CBG25_01730 [Arsenophonus sp. ENCA]

WP_012986642.1

M48 family metallopeptidase [Xenorhabdus bovienii]

WP_019455552.1

M48 family metallopeptidase [Serratia marcescens]
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WP_036941079.1

M48 family metallopeptidase [Providencia stuartii]

WP_049221203.1

M48 family metallopeptidase [Proteus mirabilis]

WP_088543516.1

M48 family metallopeptidase [Escherichia coli]

Flagellar hook protein FIgE

QBY42942.1

Flagellar hook protein FIgE [Arsenophonus nasoniae]

WP_006657511.1

flagellar hook protein FIgE [Providencia alcalifaciens]

WP_014499488.1

flagellar hook protein FIgE [Buchnera aphidicola]

WP_047256578

flagellar hook protein FIgE [Moellerella wisconsensis]

WP_099141651.1

flagellar hook protein FIgE [Xenorhabdus kozodoii]

WP_109373798.1

flagellar hook protein FIgE [Proteus genomosp. 6]

WP_110591519.1

flagellar hook protein FIgE [Providencia rettgeri]

WP_119710925.1

flagellar basal-body rod protein FIgG [Arsenophonus endosymbiont
of Aleurodicus floccissimus]

WP_129041717

flagellar hook protein FIgE [Proteus hauseri]

Flagellar hook-ass

ociated protein FlgK

EBQ6150789 flagellar hook-associated protein FIgK, partial [Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Enteritidis]

PAV05783.1 hypothetical protein CBG25_ 06235 [Arsenophonus sp. ENCA]

PGG07604.1 flagellar hook-associated protein FIgK, partial [Escherichia coli]

WP_004248337.1

flagellar hook-associated protein FIgK [Proteus mirabilis]

WP_009874301.1

flagellar hook-associated protein 1 [Buchnera aphidicola]

WP_026823266

flagellar hook-associated protein FIgK [Arsenophonus nasoniae]

WP_099134832.1

flagellar hook-associated protein FIgK [Xenorhabdus budapestensis]

WP_119710929

hypothetical protein [Arsenophonus endosymbiont of Aleurodicus
floccissimus]

WP_123382090

flagellar hook-associated protein FIgK [Providencia alcalifaciens]

Putative insecticid

al toxin complex

ACY62102 insecticidal toxin [Yersinia pestis D182038]

PHM46893.1 insecticidal toxin, SepC/Tcc class [Xenorhabdus miraniensis]
PHM61563.1 insecticidal toxin [Xenorhabdus ishibashii]

SUP86319.1 toxin protein [Yersinia pseudotuberculosis]

TCT27931.1 insecticidal toxin complex protein TccC [Providencia alcalifaciens]

WP_052044900.1

RHS repeat protein [Arsenophonus endosymbiont of Nilaparvata
lugens]

WP_087803361.1

RHS repeat protein [Proteus mirabilis]

WP_103005122.1

RHS repeat protein [Proteus vulgaris]

Putative insecticid

al toxin complex

CBA71829.1

insecticidal toxin complex protein, partial [Arsenophonus nasoniae]

WP_016261049.1

toxin, partial [Yersinia pestis]

WP_046336363.1

RHS repeat-associated core domain-containing protein [ Xenorhabdus
bovienii]

WP_139655805.1

RHS repeat protein [Photorhabdus luminescens]

WP_146136358.1

RHS repeat protein, partial [Yersinia pseudotuberculosis]
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Polyphenol oxidase

WP_015835312.1

polyphenol oxidase [Photorhabdus asymbiotica]

WP_026822667

polyphenol oxidase [Arsenophonus nasoniae]

WP_032115473

polyphenol oxidase [Arsenophonus endosymbiont of Nilaparvata
lugens]

WP_038220174.1

polyphenol oxidase [Xenorhabdus nematophila]

WP_054305789.1

polyphenol oxidase [Serratia rubidaea]

WP_109491536.1

polyphenol oxidase [Brenneria roseae]

WP_137525611.1

polyphenol oxidase [Escherichia coli]

WP_140172705

polyphenol oxidase [Providencia rettgeri]

Autolysin sensor Ki

nase

PAV02252.1

sensor histidine kinase [Arsenophonus sp. ENCA]

WP_004915834.1

sensor histidine kinase [Providencia stuartii]

WP_023045004

sensor histidine kinase [Photorhabdus temperata]

WP_038184685

sensor histidine kinase [Xenorhabdus bovienii]

WP_038261524

sensor histidine kinase [Xenorhabdus cabanillasii]

WP_088493975.1

sensor histidine kinase [Proteus mirabilis]

WP_097339296.1

two-component regulatory system sensor histidine kinase BtsS
[Escherichia coli]

WP_126462312.1

sensor histidine kinase [Providencia rustigianii]

IncF plasmid conj

ugative transfer protein TraD

MIA85980.1

type IV conjugative transfer system coupling protein TraD
[Escherichia coli]

WP_026823554.1

type 1V conjugative transfer system coupling protein TraD
[Arsenophonus nasoniae]

WP_051297015.1

type 1V conjugative transfer system coupling protein TraD
[Arsenophonus nasoniae]

WP_052044982

type 1V conjugative transfer system coupling protein TraD
[Arsenophonus endosymbiont of Nilaparvata lugens]

WP_080335494

type IV conjugative transfer system coupling protein TraD [Serratia
marcescens]

WP_082170566

type IV secretion system DNA-binding domain-containing protein
[Pantoea vagans]

WP_099119146

type IV conjugative transfer system coupling protein TraD
[Xenorhabdus ishibashii]

WP_135023939

type IV conjugative transfer system coupling protein TraD [Proteus
mirabilis]

Terminase B protein, putative

WP_036953309

hypothetical protein [Providencia alcalifaciens]

WP_087696910.1

terminase [Morganella morganii]

WP_112854914.1

terminase [Escherichia coli]

WP_115113506.1

terminase [Providencia stuartii]

WP_115370893.1

terminase [Proteus vulgaris]
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WP_117162261.1

terminase [Providencia rettgeri]

WP_126616505

terminase [Morganella morganii]

WP_130060306.1

terminase [Escherichia coli]

WP_141060576.1

terminase [Proteus mirabilis]

Autoinducer synthesis protein Luxl

CBA75574.1

N-acylhomoserine lactone synthase [Arsenophonus nasoniae]

WP_026821910.1

acyl-homoserine-lactone synthase [Arsenophonus nasoniae]

WP_032116572.1

hypothetical protein [Arsenophonus endosymbiont of Nilaparvata
lugens]

WP_039307030

acyl-homoserine-lactone synthase [Pectobacterium betavasculorum]

WP_039498397.1

acyl-homoserine-lactone synthase [Pectobacterium carotovorum]

WP_119872627

acyl-homoserine-lactone synthase [Pectobacterium carotovorum]

Mu-like prophage

FluMu protein gp36

BAE74117.1 hypothetical phage protein [Sodalis glossinidius str. 'morsitans’]
OKP07306.1 hypothetical protein Xentx_01583 [Xenorhabdus thuongxuanensis]
SAY44548 Uncharacterised protein [Serratia marcescens]

WP_029490412

DUF1320 domain-containing protein [Escherichia coli]

WP_059108317

DUF1320 domain-containing protein [Candidatus Hamiltonella
defensa]

WP_060555602.1

DUF1320 domain-containing protein [Proteus mirabilis]

WP_113411351

DUF1320 domain-containing protein [Escherichia coli]

WP_129109587

DUF1320 domain-containing protein [Arsenophonus endosymbiont
of Bemisia tabaci]

WP_138650879

DUF1320 domain-containing protein [Salmonella enterica]

Translation elongation factors (GTPases)

WP_032186307.1

hypothetical protein [Escherichia coli]

WP_048608734

hypothetical protein [Providencia rettgeri]

WP_049256809.1

hypothetical protein [Proteus mirabilis]

WP_050144309

hypothetical protein [Yersinia enterocolitica]

WP_060441863.1

hypothetical protein [Serratia marcescens]

WP_062773527

hypothetical protein [Morganella morganii]

WP_069318014.1

hypothetical protein [Xenorhabdus hominickii]

WP_092512240.1

hypothetical protein [Xenorhabdus mauleonii]

WP_112860229.1

hypothetical protein [Providencia alcalifaciens]

WP_115370625.1

hypothetical protein [Proteus vulgaris]

Arc family DNA-binding protein

EARG6708283

Arc family DNA-binding protein [Salmonella enterica]

WP_048981614

Arc family DNA-binding protein [Enterobacter hormaechei]

WP_071992024.1

Arc family DNA-binding protein [Providencia alcalifaciens]

WP_086112289

Arc family DNA-binding protein [Xenorhabdus beddingii]

WP_096043092

Arc family DNA-binding protein [Proteus mirabilis]

WP_105881111

Arc family DNA-binding protein [Providencia rettgeri]

WP_107131117.1

Arc family DNA-binding protein [Escherichia coli]
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WP_115224736

Arc family DNA-binding protein [Klebsiella pneumoniae]

WP_135024822.1

Arc family DNA-binding protein [Proteus mirabilis]

Peptidase

WP_036407714

peptidase [Morganella morganii]

WP_036953317.1

peptidase [Providencia alcalifaciens]

WP_060555918

peptidase [Proteus mirabilis]

WP_071425340

peptidase [Proteus mirabilis]

WP_097491472.1

peptidase [Escherichia coli]

WP_109912477

peptidase [Providencia rettgeri]

WP_140179420.1

peptidase [Providencia stuartii]

Hypothetical protein

EAX3734500

hypothetical protein AYD19_18550 [Salmonella enterica]

NZ_CP017671

hypothetical protein CDS translation [Providencia rettgeri]

WP_049207418

hypothetical protein [Serratia marcescens]

WP_053294727.1

hypothetical protein [Escherichia coli]

WP_072063454

hypothetical protein [Proteus vulgaris]

WP_115271827

hypothetical protein [Klebsiella pneumoniae]

WP_144242759.1

hypothetical protein [Proteus mirabilis]

Hypothetical protein

EAR2441462

hypothetical protein [Salmonella enterica]

PAV08338.1

hypothetical protein CBG25_04320 [Arsenophonus sp. ENCA]

WP_032116661.1

hypothetical protein [Arsenophonus endosymbiont of Nilaparvata
lugens]

WP_036843632.1

hypothetical protein [Photorhabdus khanii]

WP_063862470.1

hypothetical protein [Enterobacter cloacae]

WP_080492024

hypothetical protein [Serratia marcescens]

WP_087816488.1

hypothetical protein [Yersinia intermedia]

WP_105397940.1

hypothetical protein [Photorhabdus luminescens]

WP_133813571.1

hypothetical protein [Photorhabdus temperata]

Hypothetical protein

WP_032340947.1

hypothetical protein [Escherichia coli]

WP_036407749

hypothetical protein [Morganella morganii]

WP_036417626

hypothetical protein [Morganella sp. EGD-HP17]

WP_036953344

hypothetical protein [Providencia alcalifaciens]

WP_049196342

hypothetical protein [Proteus mirabilis]

WP_115113521.1

hypothetical protein [Providencia stuartii]

WP_115349916

hypothetical protein [Proteus vulgaris]

WP_135147384.1

hypothetical protein, partial [Escherichia coli]

WP_144141231

hypothetical protein [Providencia rettgeri]

Hypothetical protein

SST02788

Uncharacterised protein [Acinetobacter baumannii]

SST02788.1

Uncharacterised protein [Acinetobacter baumannii]

WP_129467040.1

hypothetical protein [Providencia rettgeri]
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WP_140186764.1 | hypothetical protein [Providencia stuartii]

Hypothetical protein

CBA74993.1

conserved hypothetical protein [Arsenophonus nasoniae]

WP_026822566.1

hypothetical protein [Arsenophonus nasoniae]

WP_094193066

hypothetical protein [Klebsiella cf. planticola B43]

WP_097407798

hypothetical protein [Kosakonia sacchari]

WP_128483029

hypothetical protein [Kosakonia cowanii]

WP_139567865

hypothetical protein [Kosakonia cowanii]

Hypothetical protein

ACR68705

hypothetical protein NTO1EI_1519 [Edwardsiella ictaluri 93-146]

SPP32403

hypothetical protein ARAF_2566 [Arsenophonus endosymbiont of
Aleurodicus floccissimus]

WP_025154948

hypothetical protein [Morganella morganii]

WP_040056149

hypothetical protein [Candidatus Hamiltonella defensa]

WP_051297068

hypothetical protein [Arsenophonus nasoniae]

WP_071882213

hypothetical protein [Candidatus Sodalis pierantonius]

WP_081164863

hypothetical protein [Edwardsiella ictaluri]

WP_099404451

hypothetical protein [Chitinimonas sp. BJB300]

Hypothetical protein

WP_014656100.1

hypothetical protein [Providencia stuartii]

WP_044172449.1

hypothetical protein [Metakosakonia massiliensis]

WP_094488182.1

hypothetical protein [Klebsiella pneumoniae]

WP_117258060.1

hypothetical protein [Klebsiella pneumoniae]

Hypothetical protein

ASU04999.1

Hypothetical protein [Proteus mirabilis]

PAV05649.1

addiction module [Arsenophonus sp. ENCA]

WP_006816348.1

hypothetical protein [Providencia rustigianii]

WP_040360331

hypothetical protein [Capnocytophaga gingivalis]

WP_049211226.1

hypothetical protein [Proteus mirabilis]

WP_077791038

acetyltransferase [Escherichia coli]

WP_113589074.1

acetyltransferase [Escherichia coli]

WP_115286364.1

hypothetical protein [Proteus mirabilis]

WP_145892157

hypothetical protein [Pantoea dispersa]

Hypothetical protein

GCP95386 hypothetical protein BvCmsHHNP023 04738 [Escherichia coli]
MDF22637 cag pathogenicity island Cagl12 family protein [Salmonella enterica]
PAV02456.1 hypothetical protein CBG25_10810 [Arsenophonus sp. ENCA]

WP_013572665

hypothetical protein [Yersinia pestis]

WP_032116057.1

hypothetical protein [Arsenophonus endosymbiont of Nilaparvata
lugens]

WP_115195437

cag pathogenicity island Cagl12 family protein [Klebsiella
pneumoniae]

Hypothetical protein
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WP_006658824.1

hypothetical protein [Providencia alcalifaciens]

WP_036953323

hypothetical protein [Providencia alcalifaciens]

WP_067424738.1

hypothetical protein [Morganella psychrotolerans]

WP_104208894.1

hypothetical protein [Escherichia coli]

WP_112550160

hypothetical protein [Morganella morganii]

WP_135000028.1

hypothetical protein [Proteus mirabilis]

WP_140179426

hypothetical protein [Providencia stuartii]

Hypothetical protein

WP_087696913

hypothetical protein [Morganella morganii]

WP_115065428

hypothetical protein [Proteus penneri]

WP_115065428.1

hypothetical protein [Proteus penneri]

WP_117162256.1

hypothetical protein [Providencia rettgeri]

WP_135147470.1

hypothetical protein, partial [Escherichia coli]

WP_143475682

hypothetical protein [Proteus mirabilis]
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