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Abstrakt

Peptidy s antimikrobidlni aktivitou jsou jiz dlouho znamou souc¢ésti vrozené imunity hmyzu.
Vétsinu z nich miZzeme nalézt v hemolymfé, ale vyskytuji se také na povrchu téla, ¢i v riznych
7lazach hmyzu. Rada jich byla nalezena pravé v jedovych zlazach blanokiidlého hmyzu. Zatimco
jejich imunitni funkce v hemolymfé je ziejmd, o tom, pro¢ se vyskytuji tak hojné i v jedovych
7lazach se zatim spiSe spekuluje. V ivahu ptichazi naptiklad hypotéza kolektivni imunity u
socidlnich blanokiidlych. Ta v§ak nevysvétluje, pro¢ se tyto peptidy vyskytuji (navic v tolika
variacich) i u samotafskych vcel. Nejen jejich funkce je velmi mélo prozkoumanou oblasti —
mnoho informaci v soufasnosti nemame ani o jejich pivodu arozmanitosti.
Tato prace podrobné charakterizuje evoluci peptidd vjedovych ZzZlazach vcel na prikladu
kukaccich vcel z tribu Nomadini. Odhaluje moznou homologii dvou peptid( véel rodu Nomada
s melittinem a MCD-peptidem - jiz znamymi peptidy zjedu vcéely medonosné. Metodou
rekonstrukce ancestralnich peptidovych sekvenci mapuje vyvoj hlavniho peptidu pritomného
u vétsiny nomad. Kromé druhu N. fuscicornis jsou rozdily mezi druhy zaloZené na mutacich,
které neméni antimikrobialni aktivitu peptidu. Nemtizeme tedy vyloudit, ze seleké¢ni tlak, ktery

pusobi na zachovani antimikrobialni funkce, je skute¢né ze strany mikroorganismi.

Prace dale porovnava miru substitu¢nich a dele¢nich zmén téchto peptidovych sekvenci u rodu
Nomada se sekvencemi peptidt méné piibuznych druhit. Na zdkladé zjisténych informaci

navrhuje hypotézu o funkci antimikrobialnich peptida u samotarskych vcel.
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Abstract

Peptides with an antimicrobial activity are a well-known component of an innate immunity of
insects. A major part of them has been found in haemolymph, but they occur at the body surface
and various glands of insects as well. Some of them have been found in venom glands of
Hymenoptera. Whereas their immunity function in haemolymph seems to be obvious, the
purpose of their frequent presence in venom glands is still more or less a matter of speculation.
A hypotesis of their function in a collective immunity comes into consideration in social
Hymenoptera. But this hypothesis doesn’t explain, why does this sort of peptides occur also at
solitary bees (and even in such diversity). There is not only little explanation of their function,

but there is not even not much information about their origin and diversity.

This thesis brings a detailed description of the evolution of peptides in venom glands of
coockoo-bees from the genus Nomada. A possible homology of two peptides from Nomada bees
with previously known peptides melittin and MCD-peptide of Apis mellifera is revealed. The
evolution of a main peptide with antimicrobial aktivity in Nomada genus is traced with a
method of ancestral reconstruction. Except for species N. fuscicornis the differences among
species are based on changes that do not alter the antimicrobial aktivity of the peptide. We
cannot rule out, that the selective pressure, which maintains the antimicrobial function, is really

caused by microorganisms.

Furthermore, the rate of substitution a deletion changes in Nomada genus is compared to the
rates of other, less related species. Based on the information acquired, a hypothesis on the

function of antimicrobial peptides in solitary bees is proposed.
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Uvod

Antimikrobialni peptidy jsou v poslednich letech predmétem intenzivniho vyzkumu. Jedna se
zejména o jejich farmaceutické vyuZiti: pokud neni mozné vyuzit piimo jejich bakteriostatic-
kych, antimikrobialnich ¢i cytolytickych u¢inki, slouZi jejich struktura alespori jako vyznamny
ukazatel mozné cesty pfi chemické syntéze antimikrobidlné Gcéinnych peptidi k lécebnym
ucelim. Syntézou takovychto peptidovych analogti se zabyva skupina Antimikrobidlni peptidy
z UOCHB Akademie véd, se kterou jsme spolupracovali na molekuldrné analytické ¢asti pro-
jektu.

Vzhledem k propojeni s aplikovanym vyzkumem dosahuji po chemické strance informace
o antimikrobidlnich peptidech zna¢né $ife. Na jejich biologickou stranku - funkci u konkrétnich
organismu, evoluci, ¢i rozmanitost, chybi uceleny pohled. Informace, které jsou zatim znamy,

snad s vyjimkou jedné review (Moreau, 2013) jsou spiSe fragmentarni.

Hypotézy o funkci peptidli s antimikrobialni aktivitou zjedu blanoktidlych se rtizni podle
Zivotnich strategii skupin, u kterych byly nalezeny. Pfitomnost antimikrobialnich peptidi
(AMP) byla prokazana jak v jedu predatorsko-parazitickych vos a socidlnich véel, tak u fady vcel
se samotarskym a také kuka¢¢im zptisobem Zivota (Cefovsky et al. 2008; Mendes et al. 2005;
Monincova et al. 2010). Funkci peptidi u ptivodni predatorsko-parazitické Zivotni strategie
rozumime - vedle synergického ptisobeni pii paralyze kofisti ji také konzervuji. Konzervac¢ni
funkce by pro zasoby pylu teoreticky mohly vyuZivat i samotarské vcely. Pritomnost
antimikrobidlnich  peptidd v zasobach  pylu vSak dosud nebyla prokazana.
Nabizi se i dalsi hypotézy: napiiklad vosici druhu Polistes dominulus (Vespoidea) pouZivaji
peptidy z jedu jako komunikac¢ni molekuly. Sparené matky vosikia vylétavaji na koci léta hledat
misto k prezimovani, tzv. hibernaculum. K prezimovani preferuji stile stejna mista, oznacena
specifickymi latkami. Ackoli pfi kone¢ném vybéru se mohou samice orientovat také dalSimi
latkami, reaguji jednoznac¢né na pritomnost ¢i nepfitomnost antimikrobialnich peptidd zvanych
dominuliny. Ty se vyskytuji pravé vijedu vosikil. Sirsi vyuziti téchto peptidi naznacuje také
jejich vyskyt na kutikule uvedeného druhu (S. Turillazzi et al., 2006). Vezmeme-li v ivahu
prakti¢nost zihadla coby potencidlniho ,aplikatoru“ jedu na povrchy, dalo by se v podobném
duchu uvazovat o univerzalnéjsi feromonové funkci peptidii. Antimikrobialni potencial by byl

v takovém pripadé spiSe jakymsi by-produktem jiné funkce.

Antimikrobialni peptidy mohou také fungovat jako latky podporujici G¢inek dalsich komponent
jedu. Synergické fungovani je znamé napiiklad u melittinu, ktery ptisobi jako mediator
vezikuldrnich substratovych vymén s fosfolipidy a aktivuje tak funkci fosfolipdzy A2 (Cajal &
Jain, 1997).



Antimikrobialni peptidy v hemolymfé jsou podstatnou slozkou imunitni obrany hmyzu - a od
toho se také odviji hypotéza o jejich funkci u socidlniho hmyzu. Diky specifickym podminkam
v hnizdé jsou socidlni druhy vystaveny vétsimu riziku rozvoje patogennich nikaz (Li, Xiang,
Zhang, Huang, & Su, 2012). Vzhledem k tomu, Ze pfitomnost AMP byla prokazina na kutikule
(Baracchi, Francese, & Turillazzi, 2011; S. Turillazzi & Pardi, 1981), na povrchu hnizda i na plodu
(Obin & Vander Meer, 1985) nékterych socidlnich blanokiidlych, pfedpoklada se, Ze mohou byt

soucasti externi imunity spolec¢enstvi - tzv. kolektivni imunity.

Obdobné by mohly mit antimikrobidlni peptidy podobnou desinfekéni funkci také
u samotarskych druht. Skrze zihadlo je jedovy vacek v kontaktu s vnéj$im prostfedim a je tak
potencidlnim ter¢em oportunnich patogent z okoli. Presto se vjedovych vacécich vcel
neprokdzalo, svyjimkou parazitickych hub (Schmid-Hempel, 1998), osidleni Zzadnymi
mikroorganismy. Podle Moreau (2013) slouzi antimikrobidlni latky v jedu obecné jako obrana
proti pfenostm patogent - at uz se jedna o kontaminaci Zihadla pfi kontaktu s tkani jiného
Zivocicha, ¢i naopak kontaminaci tkané v oblasti vpichu.

Hypotéz se tedy nabizi fada, ale ukazuje se, Ze nemame zatim jednoznac¢né Kkritérium, jak dojit
ke konkrétnéj$imu zavéru o jejich pravdépodobnosti. Snad s vyjimkou toho, Ze at uz jde
o vysvétleni funkce, diverzity, ¢ charakteru zmén, ve hie budou zasadnimi aktéry
mikroorganismy, které jsou zjevné schopné vytvorit takovy selek¢ni tlak, ktery udrzuje
antimikrobidlni peptidy v jedu stale pfipravené. Odrazi ale diverzita v pocetnosti peptidii nebo
diverzita v jejich sekvencich také diverzitu ptsobicich tlak(i? A jsou antimikrobialni Gi¢inky tak
rtiznorodych peptidii vjedu spise vlastnosti, ke které konverguji riizné peptidy, nebot je
adaptivni, nebo se jedna spise o konzervativni znak, ktery se v evoluci udrzuje skrze stale
podobné molekuly a diverzita je pak pouze v podobé mutaci, které neméni funk¢nost peptidu?
Co byly tyto evolu¢nimi tlaky, pod kterymi se vyvijely sekvence peptidti a jaké faktory urcovaly
pocty zmén v sekvencich a charakter aminokyselinovych zamén?

Vzhledem k tomu, Ze vyzkum je bézné zacilen spi$ na hledani potencialnich antibiotik, zname
pouze peptidy, které vykazuji néjakou vyuzitelnou aktivitu (at uz antimikrobidlni nebo tfeba
cytolytickou). Nevime tak, u kterych druhti jsou tyto peptidy nepiitomné, nebo pfitomné
v nefunk¢ni formé. Zamérem této prace je urcit sekvence antimikrobidlné aktivnich
i neaktivnich peptidu z jedu v¢el a popsat jejich evoluci na rodu Nomada. Rod Nomada zahrnuje
pouze kukac¢i (kleptoparazitické) samotarské druhy veel. Jsou to tedy véely, které jsou (jako
vSechny ostatni) byloZravé, ale neshromazduji pylové zdsoby, nehnizdi a o své potomky
nepecuji. Jejich zihadlo a jedova Zlaza nejsou redukované a nomady je aktivné pouzivaji. Zda se
tedy, ze hypotézy kolektivni imunity, konzervace ¢i desinfekce hnizda nemusime v tomto
pfipadé brat v potaz a mutzeme se zaméfit na poznani evoluce téchto peptidi. Podrobnéjsi
poznani mechanism® muze dovolit nastinéni hypotézy o jejich funkci, ¢i podpofit nékterou

z hypotéz stavajicich.



3.1
3.1.1

3.1.2

Cile prace

Urc¢it sekvence peptidii izolovanych z jedovych zlaz vybranych jedincti rodu Nomada.

Typové charakterizovat tyto peptidy s ohledem na jejich podobnost sjiz znamymi peptidy
a zjistit jejich antimikrobialni vlastnosti.

Zrekonstruovat historii sekven¢nich zmén peptidi v jedovych zlazach véel rodu Nomada.
Charakterizovat trendy a rychlost zmén v sekvencich peptidii v kontextu zplisobu Zivota

a parazitického chovani véel.

Literarni prehled

Nomady
Charakteristika a zafazeni nomad (rod Nomada) v ramci Blanokiidlych

Rod Nomada patii mezi vétsi rody ¢eledi Apidae, v CR je znamo zatim 86 druhi. Jedna se o malé
az stfedné velké vcely vosiho vzhledu: témér lysé, s tuhou kutikulou, s tergity zbarvenymi
v kombinacich ¢erné a zluté, ¢asto v kombinaci s ¢ervenou, u dal$ich druhi v riiznych odstinech
hnédocervené az Cerné, Casto se svétlymi skvrnami. Jejich celkovy habitus napadné odpovida
jejich zivotni strategii: kleptoparazitismu. Jejich let je rychly a obratny, télo je $tihlé a lysé, chybi
prakticky jakékoli souc¢asti pylosbérného aparatu. Kleptoparazitické véely se vyznacuji tim, ze
nestavi hnizdo, nesbiraji pylové a ani nektarové zasoby. Larvy se vyviji na zasobach jinych
druhti (Macek et al., 2010).

Ackoli by fyzické vybaveni nomad mohlo naznacovat jejich ito¢nost, jejich strategii je naopak
spiSe vyuziti doCasné nepiitomnosti hostitelské samice a zajisténi si tak bezpec¢i a klidu pfi
kladeni vajicek do ciziho hnizda. Pokud vsak ke stfetu stejné dojde, ptekvapivé nebyva
agresivni. Uto¢nost hostitelky je pravdépodobné utlumena pachem parazita, ktery se podeziele
podobd pachu hostitele. Slinné 7lazy samci nomad obsahuji tutéz latku, kterd se vyskytuje
v Dufourové zlaze hostitelky. Samci nékterych nomad potiraji touto latkou samice béhem
pafeni a zajistuji tak vlastné urcity druh ,pachové mimese“ (Macek et al., 2010; Tengo &

Bergstrom, 1977).
Kleptoparazitismus nomad

Kleptoparazitismus, tedy Zivotni strategie zakladajici se na uzurpaci jidla ¢i hnizd jinym
jedinctim, je zna¢né roz$ifenym typem parazitismu. Témér notoricky zndmy fenomén je to u
ptakt (Brockmann & Barnard, 1979), vyskytuje se v$ak u fady dalich skupin Zivo¢ichti: savct
(Honer, Wachter, East, & Hofer, 2002), ryb (Hamilton & Dill, 2003) a nékolika skupin ¢lenovcii,
(Rosenheim, 1989; Vollrath, 1979) v¢etné vcel (Michener, 2007). U skupiny v¢el (Apoidea) jsme



3.1.3

3.1.4

svédky znac¢né diverzity zZivotnich strategii. V pfipadé hnizdéni variuji jejich strategie mezi
samotaiskym zplisobem Zivota, pfes riiznorodé jednoduse socidlni formy hnizdéni, az k formé
odvozené eusocidlniho spole¢enstvi. Kleptoparazitismus se muiZe svoji extrémnosti v ramci této
Skaly zdat jako raritni strategie, ale neni tomu tak. Jedna se naopak o strategii velmi béznou:
kleptoparazitické druhy tvoif v rdmci vcel ¢eledi Apidae 28% (kleptoparazitické triby 50%)
(Cardinal, Straka, & Danforth, 2010).

V piipadé kleptoparazitickych druhti vcel, obvykle nazyvanych vcely kukac¢é¢i, se jedna
o strategii skute¢né srovnatelnou s chovanim kukacek — ptaka. Vceli matka si také nestavi
vlastni hnizdo, ani neshromazduje zasoby potravy. Vaji¢ka jednoduse naklade do hnizda ciziho
druhu. Bud samotna matka, nebo pozdéji larvy kleptoparazitické véely zabiji plod ciziho druhu

a samy se zivi na zasobach pylu, nektaru, ¢i rostlinnych olejti.

Mezi vcelimi kleptoparazity a hostiteli nejsou vyjimkou pomérné blizké pribuzenské vztahy
(naptiklad ¢meldci a pa¢meldci). B&Zné jsou ale také parazitace u zcela nepiibuznych druhd,
mezi které patii také nomady (Macek et al., 2010). Jejich hostiteli jsou pievazné piskorypky
rodu Andrena a fidce Panurgus, ¢aste¢né také ploskocelky (Lasioglossum), hedvabnice

(Colletes), pilorozky (Melitta), stepnice (Eucera) a zfejmé i dal$i rody vcel.

Podle sou¢asnych informaci vznikl kleptoparazitismus u vcel ¢eledi Apidae ¢tyfikrat: dvakrat
vramci tribu Euglossini, jednou u tribu Clenoplectrini a jednou u spole¢ného predka casti
podc¢eledi Apinae (Ericrocidini, Rhathymini, Isepeolini, Protepeolini, Osirini, Melectini,

Coelioxoides) a podc¢eledi Nomadinae.
Fylogeneze tribu Nomadini

Rod Nomada je jedinym rodem, ktery tvofi tribus Nomadini. Tribus Nomadini je zafazen do
podceledi Nomadinae, monofyletické skupiny s obligatné kleptoparazitickou Zivotni strategii.
Vys$si zatazeni této podceledi proslo vsak v nedavné dobé diky podrobnéjsimu vhledu do evoluce
kleptoparazitismu u véel revizi: vzhledem k existenci velkého Kkleptoparazitického kladu
C¢itajicimu vSechny skupiny z ptivodnich Nomadinae a fadu skupin z ptivodnich Apinae, je
patrné, ze podceled Apinae je v tomto pojeti parafyleticka (Cardinal et al., 2010). MiiZeme tedy
ocekavat, ze reklasifikace fylogenetickych vztahti uvnitt ¢eledi Apidae se tedy zcela jisté dotkne
i pfehodnoceni pozice tohoto hlavniho kleptoparazitického kladu, jehoz je tribus Nomadini

soucasti.

Zihadlo, jedova 7laza a jeji obsah

Véely, spolu smravenci a vosami patfi do skupiny Zahadlovi (Aculeata), kterd tvoii

monofyletickou skupinu podiadu Stihlopasi (Apocrita) z fadu blanokfidly (Hymenoptera). Linie



Zahadlovych se v rdmci podiadu Apocrita oddélila od linii skupin ,Parasitica“ (Peters et al., 2017).
Synapomorfii Zahadlovych je kladélko preménéné v Zihadlo. Skupina Parasitica ma kladélko
naopak v plesiomorfni formé, tedy ovipor neseparovany od kladélka. U Zahadlovych se ptivodni
dutina kladélka zménila v jedovy kandlek zihadla (Steiner & Piek, 1986). Vajicka, kterd u piedka
prochazela dutinou kladélka, vychazi u Zahadlovych oviporem na bazi zihadla (Chapman, Sim-
pson, & Douglas, 2013).

Na jeho bazi usti do Zihadla jedova Zlaza, a také Dufourova 7Zlaza (ve star$i literatuie nazyvané
také zlaza zasaditd, resp. kyseld). Dufourova zlaza je 7zlazou I. typu (Chapman et al., 2013)
s jednovrstevnym glandularnim epitelem. Vyvinula se pravdépodobné z pridatné Zlazy samicich
pohlavnich organti - u vétSiny blanoktidlych slouzi k lubrikaci vnitfku kladélka a usnadnéni
prichodu vaji¢ek. U zahadlovych produkuje latky riznych, druhové specifickych funkci (Macek
et al., 2010). U mravenct Gsti do zihadla, u vos a véel do zadni vaginalni stény (Mitra, 2013).
Jedova zlaza je Zlaza IL typu, rovnéZz epidermalniho ptvodu. Je tvofena dvojicemi sekre¢nich
bunék s extracelularnim rezervoarem spojenych s kanalkovymi bunkami, které obklopuji
kutikuldrni sekre¢ni kanalek (Betz, 2010; Chapman et al., 2013). Jeden ¢i vice sekre¢nich kanalku
pak usti do jedového vacku, ve kterém je jed skladovan. Epitel uvnitf jedového vacku (nazyvany
také convolvuted gland, stofend Zldza) ma také sekre¢ni funkci, vyskytuje se vsak jen

u nékterych skupin véel (Britto & Caetano, 2005).

Jed blanokfidlych tvori obecné malé molekuly neproteinové povahy o hmotnosti do 300 Da
(napf. biogenni aminy), volné aminokyseliny nebo jejich derivaty, peptidy (1500- 4000 Da)
a vétsi enzymy spolu s dal$imi proteiny (Schmidt, 1983).

Z jedu vcel je podrobnéji popsany jed vcely medonosné. Z enzymaticky pusobicich latek
obsahuje fosfolipazy Al a A2 (12 % su$iny jedu) a hylauronidazu, které zptsobuji naruseni
fosfolipidovych membran a vznik lysofosfolipidii. Z dalsich enzymi je soucasti jedu serinova
protedza (CUB), kterd S$tépi peptidové vazby v proteinech (Nico Peiren et al., 2005).
Nejznaméjsim peptidem z tohoto jedu je melittin, helikdlni amfipaticky peptid, sestavajici se
z 26 aminokyselinovych zbytki. Tvori az 50 % susiny jedu. Melittin ptisobi hemolyticky, snizuje
povrchové napéti bunék, ¢imz narusuje jejich membrany. Ma antimikrobialni i hemolytické
uc¢inky (DeGrado, Musso, Lieber, Kaiser, & Kezdy, 1982; Park & Lee, 2010; N. Peiren et al., 2008).
Dalsim peptidem je apamin, maly (10 AMK zbytk(l) neurotoxicky peptid se dvéma
disulfidickymi mustky, ktery ptisobi jako inhibitor Ca?" aktivovanych draselnych kanalt (Banks
et al., 1979). MCD (mast-cell degranulating ) peptid je peptid sloZeny z 22 AMK zbytki, ktery
stimuluje degranulaci zirnych bunék (Buku & Price, 2001). Véeli jed obsahuje také maly peptid
minimin (Habermann, 1972), a nepiili§ znamé peptidy secapin a tertiapin (Palma, 2006).
Antimikrobidlni peptidy se vsak vyskytuji u vc¢el také v hemolymfé, u vcely medonosné
napiiklad apidaecin ¢i abaecin (P. Casteels & Tempst, 1994; Peter Casteels et al., 1990).
Zihadlo u v¢el, vos ¢i mravenctl miize zastavat fadu riiznych funkei, s nimiz miize tizce souviset

funkce antimikrobialnich peptid®. Funkce Zihadla se odviji v prvni fadé od Zivotni strategie jeho
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uzivatele: u predatorsko-parazitickych vos k paralyze a manipulaci kofisti (Hook & Matthews,
1980; O’Neill, 2001), u fady druht zahadlovych k obrané pied predatory (Starr, 1985). MiiZe mit
také sensorickou funkci (Buku & Price, 2001), produkovat feromony (Wilson, 1965) ¢i
impregnacni latky (Albans, Aplin, Brehcist, Moore, & O’toole, 1980). Z hlediska obsahu jedu se

jevi také jako vyznamna role Zihadla v imunité hmyzu.

Imunita hmyzu

Je znamo, Ze imunitni systém hmyzu se od systému obratlovcii li$i zejména absenci imunitni
paméti, tedy adaptivni slozky imunity, kterou u obratlovci predstavuji T-lymfocyty a B-
lymfocyty produkujici specifické protilatky. Zda se tedy, Ze u hmyzu probihaji veskeré imunitni
reakce hmyzu pouze na trovni imunity vrozené (Vilmos & Kurucz, 1998), nedavné studie vSak
naznacuji, ze i u bezobratlych jsme svédky urcitého druhu adaptivni imunitni odpovédi. Pfesné
mechanismy zatim nejsou znamy, ale podstatnou roli nejspiSe hraje kvalitativné i kvantitativné
odli$nd diferenciace rtiznych subpopulaci hemocytt (Masri & Cremer, 2014).

Hemocyty tvoii ustfedni ¢ast buné¢né imunitni odpovédi hmyzu, fidi hlavné enkapsulaci
a fagocytdzu patogennich ¢astic. Vedle indukce proteolytickych kaskad v disledku zranéni,
melanizace a produkce reaktivnich forem kysliku a dusiku je podstatnym dilem hmyzi imunity
tvorba peptidi s cytolytickou, potazmo antimikrobidlni funkci (Hoffmann, Reichhart, & Hetru,
1996) (Lavine & Strand, 2002). Takové peptidy jsou syntetizovany v tukovém télisku
a sekretovany prevazné do hemolymfy, ale u rtiznych druht mohou patrné vznikat také
v hemocytech, epitelidlnich bunkach kutikuly, ve stfevé, slinnych Zzlazach, reprodukénim
aparatu hmyzu (Vilmos & Kurucz, 1998) a pravé v jedovych zlazach zahadlovych (Kuhn-Nentwig,
2003). Podle nedivné studie (Otti, Tragust, & Feldhaar, 2014) je pravé produkce
antimikrobidlnich latek wvné téla spolu se sanitatnim ¢i profylaktickym chovanim
externalizovanou ¢asti imunity, ktera je adaptivni pro druhy Zijici ve stabilnim prostfedi, ve
kterém jsou jejich prislusnici neustdle vystaveni vysokému, ale malo proménlivému seleké¢nimu
tlaku patogentl. Takovymi druhy jsou pravé piislusnici hnizdiciho hmyzu: je pro né ucelnéjsi
vynalozit prostfedky na efektivni externi obranu spiSe nez investovat tolik do své vnitini
imunity, jako je tomu tfeba u druht, které se setkavaji s proménlivéj$im spektrem patogent
(Otti et al., 2014).

Socidlni imunita

Specialnim pripadem této externalizované ¢asti imunity je fenomén nazyvany jako socialni ¢i
kolektivni imunita zndmy u socidlniho hmyzu. Socidlni druhy jsou diky spole¢nému hnizdéni
mnozstvi jedincd, jejich tésnym interakcim i diky jejich blizké pribuznosti vystaveni vétSimu
riziku ndkazy patogenem a jejimu $ifeni (Schmid-Hempel, 1998). Jako reakce na toto riziko se u

socialniho hmyzu vyvinuly rizné preventivni protiinfekéni zptsoby chovani: jde jak o opatfeni
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profylaktickd, tak o opatfeni aktivovana aZ po setkdni s patogenem (Cremer, Armitage, &
Schmid-Hempel, 2007). Patii mezi né napiiklad separace infikovanych jedinct ¢i péce o né
(Cremer et al., 2007), odstrafiovani mrtvych jedinct (Howard & Tschinkel, 1976), vzijemné
¢isténi (allogrooming) (Hughes, Eilenberg, & Boomsma, 2002), enkapsulace paraziti (Neumann
et al., 2001), sbér ¢i produkce antimikrobialnich latek (Chapuisat, Oppliger, Magliano, & Christe,
2007), aplikace antimikrobidlnich latek (Tragust et al., 2013; Stefano Turillazzi et al., 2006) ¢i
konzumace antimikrobidlnich latek (McCleskey & Melampy, 1939). Skrze socidlni interakce
rovnéz ziskava individualni imunita dal$i rozmér: i na drovni spole¢enstvi dochazi k socialni
imunizaci. Jedinci, ktefi se s ur¢itym patogenem nesetkali, jsou po kontaktu s infikovanymi
jedinci (nebo i takovymi, ktef{ se s patogenem pouze setkali), vii¢i patogenu odolnéjsi (Traniello,
Rosengaus, & Savoie, 2002). K takovéto socidlni imunizaci dochézi jak horizontdlné, tak

transgenerac¢né - odolnost vii¢i patogenu se pienasi na potomky (Masri & Cremer, 2014).

Antimikrobialni peptidy
Struktura peptidi a mechanismus funkce

Antimikrobidlni peptidy jsou malé termostabilni polypeptidy, nesouci zbytky méné nez 100
aminokyselin (Bahar & Ren, 2013). Byly identifikovany v mnoha skupinach organismti, v¢etné
blanoktidlého hmyzu. V jedech Zahadlovych se vyskytuji jako souc¢ast komplexni Gi¢inné smési
spolu s enzymy, neurotoxiny a dal$imi nizkomolekularnimi latkami (Kuhn-Nentwig, 2003).
Antimikrobidlni peptidy obvykle obsahuji aminokyseliny s kladné nabitymi postrannimi fetézci
(jakymi jsou lysin (K) ¢i arginin (R)) a dalsi hydrofobni aminokyselinové zbytky. Diky tomu
ziskavaji kladny naboj (nejcastéji o hodnotich +2 az +9 (Brown & Hancock, 2006)), ktery je
zdsadni pro interakci s bakteridlnimi membrinami (Baltzer & Brown, 2011). Ve vodném
prosttedi ¢asto zaujimaji neusporadanou konformaci, v blizkosti biologické membrany se vsak
zformuji do nékteré z konformaci amfipatického charakteru. To znamend, Ze ve vysledku
obsahuji hydrofobni aminokyseliny na jedné strané a hydrofilni aminokyseliny spolu s lysiny ¢i
argininy na strané druhé. Toto rozlozeni jim umoziuje specificky interagovat s membranami
(Cefovsky, 2014). Membrany bakterii jsou tvoteny dvouvrstvou fosfolipidd, jejichz fosfatové
skupiny jsou zaporné nabité. Priblizi-li se kladné nabity peptid do bezprostfedniho okoli
membrany, je k ni vlivem opa¢nych ndboji pfitahovan a zaujme svou findlni, o-helikalni
konformaci. Pisobenim ndboje se membrana narus$i, nasledné se vytvofi pédr, umoziujici
peptidu kontakt s vnitinim prostfedim buriky (Straus & Hancock, 2006). Samotnd lyze burilky
patogenu muze nasledné probihat rtiznymi zptisoby - navazanim peptid na bunéc¢né slozky
a naslednou inhibici jejich syntézy, ¢i naruseni membranového potencidlu a pH gradientu,
v dusledku ¢ehoz je znemoznéna osmotickd regulace a respirace (Brown & Hancock, 2006; Li et
al., 2012). Takové peptidy jsou toxické pro vétsinu bakterii (Yeaman & Yount, 2003). Membrany

eukaryotickych bunék jsou vsak tvofeny fosfolipidy neutralniho charakteru (a navic ¢aste¢né
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chranény cholesterolem), a tak jsou vi¢i fatdlni interakci s antimikrobidlnim peptidem

chranéné (Gottler & Ramamoorthy, 2009).

Rozsiteni a klasifikace

Je patrné, Ze antimikrobidlni peptidy jsou druhové pomérné specifické latky. V soucasnosti je
znamo vice nez 200 antimikrobialnich peptidi ptivodem z hmyzu (Li et al., 2012). Klasifikace
peptida podle univerzalnich kritérii je pomérné komplikovand, a tim padem také nejednotna -
jsou rozlisovany na zakladé struktury, naboje (kationické x anionické), mechanismu piisobeni,
zacileni u¢inku (antiviralni, antibakterilni, antifungalni, hemolytické, cytolytické), ¢i ptivodu -
z néjZ je také vétsinou odvozen nazev (dominuliny, ponericiny, atp.). Peptidy izolované z jedu
hmyzu patfi obvykle z hlediska naboje do kationické kategorie. Na zakladé struktury spadaji do
tfi kategorif: linearni peptidy s o-helixem, linearni peptidy bohaté na urcitou aminokyselinu
(Pro, Gly, His) a cyklické peptidy s disulfidickymi mustky (Vizioli & Salzet, 2002). V rdmci
Zahadlovych byla zatim publikovana pritomnost antimikrobialnich peptidid u zastupca vcel, vos
(Xu et al., 2006) i mravenct (Orivel et al., 2001). Jejich mnoZstvi se pohybuje v rozsahu 1-15
peptidt (Cetovsky, 2014). (Tabulka I podava piehled v souc¢asnosti znamych sekvenci peptidii

z jedu veel. (zdroje v Pfiloze 14).

Tabulka I: Peptidy izolované z jedu vcel

Celed druh nazev sekvence
Halictidae Halictus sexcinctus HAL-1 GMWSKILGHLIR
Halictidae Halictus sexcinctus HAL-2 GKWMSLLKHILK
Halictidae Lasioglossum laticeps LL-I HVNWKKVLGKIIKVAK
Halictidae Lasioglossum laticeps LL-II HVNWKKILGKIIKVAK
Halictidae Lasioglossum laticeps LL-III HVNWKKILGKIIKVVK
Halictidae Lasioglossum laticeps LL III/5 HVNWKKILGKIIKVVKOH
Halictidae Lasioglossum laticeps Lasiocepsin | GLPRKILCAIAKKKGKCKGPLKLV
CKC
Mellitidae Macropis fulvipes MAC-I GTGLPMSERRKIMLMMR
Mellitidae Macropis fulvipes MAC-II GFGMALKLLKKVL
Andrenidae Panurgus calcaratus PNG-1 LNWGAILKHIIK
Andrenidae Panurgus calcaratus PNG-K LDVKKIICVACKIKPNPACKKICPK
Andrenidae Panurgus calcaratus PNG-R LDVKKIICKIRPNPACKKICPK
Megachillidae | Osmia rufa osmin GFLSALKKYLPIVLKHV
Apidae Ceratina cucurbitina nepublikov | GLASILKKLIPAIIKYMPRPKSHK
an NQ
Apidae Apis mellifera tertiapin ALCNCNRITPHMCWKKCGKK
Apidae Apis mellifera secapin YIIDVPPRCPPGSKFIKNRCRVPV
Apidae Apis mellifera MCD/401 IKCNCKRHVIKPHICRKICGKN
Apidae Apis mellifera mellitin GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKR
QQ
Apidae Apis mellifera apamin CNCKAPETALCARRRCQQH
Apidae Melecta albifrons melectin GFLSILKKVLPKVMAHMK
Apidae Xylocopa Xac-1 GFVALLKKLPLILKHLH
appendiculata
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Apidae Xylocopa Xac-2 GFVALLKKLPLILKHLP
appendiculata

Apidae Apis dorsata melittin- GIGAILKVLSTGLPALISWIKRKR
like QEG

Apidae Apis florea melittin- GIGAILKVLATGLPTLISWIKNKR
like KQG

Apidae Apis cerana melittin- GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKR
like QQG

Apidae Apis melliferra carnica | melittin- GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKR
like QQG

Apidae Bombus pennsylvanicus | bombolitin | IKITTMLAKLGKVLAHV
1

Apidae Bombus pennsylvanicus | bombolitin | SKITDILAKLGKVLAHV
2

Apidae Bombus pennsylvanicus | bombolitin | IKIMDILAKLGKVLAHV
3

Apidae Bombus pennsylvanicus | bombolitin | INIKDILAKLVKVLGHV
4

Apidae Bombus pennsylvanicus | bombolitin | INVLGILGLLGKALSHL
5

Apidae Bombus lapidarius bombolitin | LNLTKWLGKLGVILSHLNK
6

Apidae Bombus lapidarius bombolitin | LKLKDILGKIKVILSHLNK
7

Apidae Bombus lapidarius bombolitin | LKLKSILGKLGVILSHLNK
8

Material a metodika
Material

Odchyt jedincti probihal po celou sezénu 2015 a 2016. Odchycené v¢ely pochézi z téchto oblasti:
Hodkovicko (50.6677289N, 15.1104833E, 50.6725975N, 15.0895836E), Lysa nad Labem
(50.2111125N, 14.8052842E), Stragnice (50.0778319N, 14.5021267E), Mald skila (50.6385444N,
15.2072917E), Jivka (50.544208N, 16.091930E), Semin (50.0594925N, 15.5188503E), Podbaba
(50.1185336N, 14.3907347E, 50.1184228N, 14.3867811E), Tréja (50.124134, 14.407502).
Odchyt samic nomad byl proveden smykem do sité, véely byly co nejdtive zamrazeny a ur¢eny
do druhu. Materidl byl nasledné uchovavan v malych uzavienych epruvetach svlhkym
ubrouskem branicim vysychani v -20 °C. I pres tuto tpravu materidl rychle vysycha, proto bylo
nutné jedové zlazy s vacky vypreparovat pod stereomikroskopem cca do 14 dni od zamrazeni.
0Od kazdého druhu bylo odchyceno vice jedinct, vzhledem k tomu, Ze mnozstvi jedu ve vaccich
je u rtiznych jedincti variabilni. Pro izolaci peptid{ bylo pouzito od kazdého druhu 1-8 vack: v
zavislosti na jejich plnosti a také podle jejich velikosti (podle druhu).
Zlazy a vacky od kazdého druhu byly umistény zvlast a uchovany ve 25 yl fixdzniho roztoku

- smési acetonitrilu/vody 1:1 s 0,1% kyseliny trifluoroacetylové.

14
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Prehled sledovanych druhi

Pro naslednou izolaci peptidii byly pouzity extrahované jedové Z7lazy vcetné vacki ze

samic celkem 17 druhti rodu Nomada (Tabulka 2). Zastoupené druhy byly vybrany odhadem tak,

aby reprezentovaly jak blizce piibuzné, tak evolu¢né vzdalenéjsi druhy. NiZe uvedeni zastupci

tak reprezentuji viechny typové skupiny nomad, jak je rozliuje (Macek et al., 2010), obyvajici

rizné typy habitatd,

a Lassioglossum.

parazitujici

na hostitelich

rodu Andrena, Mellita, Panurgus

Druh (Nomada)

hostitel

L ruficornis

A. haemorrhoa

2 flavopicta Mellita leporina, M. haemorrhoidalis,
M. tricincta
3. fuscicornis Panurgus calcaratus

4. sheppardana

Lassioglossum  nitidiusculum, L.

sexstrigatum

5. flavogutatta

Aminutula, A.  minutuloides, A.
subopaca, A. semilaevis, A. falsifica
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6. flava A. nitida, A. carantonica, A.fulva, A.
nigroaenea

7. leucopthalma A. clarkella, A. nycthemera, A. apicata

8 panzeri A. varians, A. helvola, A. lapponica, A.
fucata, A. synadelpha

9. signata A. fulva

10. fulvicornis A. tibialis, A. pilipes, A. bimaculata, (A.
agilissima, A. thoracica)

1L striata A. wilkella
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12 rufipes A.fuscipes, A.denticulata, A. simillima

13. lathburiana A.vaga, A. cineraria, A. barbarea

14. goodeniana A. tibialis, A. nigroaeneq, A. nitida, A.
thoracica, A.cineraria

15. succincta A.nigroaeneaq, A. nitida, (A. curvungula,
A. florea)

16. bifasciata A. gravida

17 fucata A. flavipes

Tabulka 2: Sledované druhy nomdd a jejich hostitelé. Zdroj: biolib.cz, Macek et al. (2010)
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4.2.3

Metoda
Rozvrzeni praci

Ziskavani dat z peptidt probihala ve spolupraci s pracovistém UOCHB Akademie véd CR pod
vedenim Vaclava Cefovského, Ph.D. ze skupiny Antimikrobialni peptidy. Zméfeni hmotnostnich
spekter peptidil provedla Lenka Monincova, Ph.D. ztéze skupiny, sekvenaci edmanovou
degradaci provedl odborny pracovnik UOCHB Zdenék Voburka. Izolace DNA a analyza sekvenci
probihala na PiF UK. Na zpracovani dat se podileli Mgr. Jana Habermannova a $kolitel Jakub
Straka, Ph.D.

Metodika laboratornich postupti ur¢ovani aktivity a sekvenci peptidu jiz byla optimalizovana
na pracovisti UOCHB béhem predchozich tspésnych studii - pouZili jsme tedy nasledujici, jiZ

osvédcené postupy a protokoly.

Kapalinova chromatografie (HPLC)

Extrahované jedové vacky a zlazy ve fixaznim roztoku byly podrceny kovovou tyc¢inkou,
promichané vzorky byly centrifugovany, poté byl supernatant rozdélen metodou kapalinové
chromatografie (HPLC Agilent Technologies 1200 Series, Vydac C-18) na frakce jednotlivych
latek. Byl pouzit linedrni gradient od 100 % smési A (5 % ACN/H20 s 0,1 % TFA) do 100 %
smési B (70 % ACN/H20 s 0,1 % TFA). Promyvaci roztok byl monitorovan na absorbci svétla
o vlnovych délkach 220, 254 a 280 nm. Z vybranych frakci naméfenymi pro vlnovou délku 220
nm byl odpafen promyvaci roztok a tyto frakce peptida byly po rozpusténi v HPLC destilované

vodé testovany na antimikrobidlni aktivitu.
Testovani antimikrobidlni (antibakteridlni) aktivity

Antimikrobidlni aktivita byla testovana orienta¢né viic¢i jednomu druhu grampozitivni bakterie.
Pro zevrubnéjsi poznani by bylo nutné testovat také aktivitu vii¢i gramnegativnim bakteriim a

eukaryotnim organismutim.

Pro kazdy druh véely byla pfipravena jedna Petriho miska (=90 mm) s 20 ml standartniho LB
agarového média. Na povrch kazdé misky byly naneseny 2ml kultury bakterii Micrococcus luteus
(107 CFU) z Ceské sbirky mikroorganismt v Brné. Micrococcus luteus je grampozitivni
nesporulujici obligatné aerobni bakterie z kmene Actinobacteria. Je nepohybliva, tvoti tetrady

koki. Pfirozené se nachazi v pidé, prachu, vzduchu, vodé i na kiizi savct.

Frakce rozpusténych peptidi z kapalinové chromatografie byly zcentrifugovany, rozpoustédlo
odpafeno a rota¢nim vakuovém koncentratoru (Speed-Vac, Labconco, USA) ajednotlivé
peptidy rozpustény ve 20ul HPLC destilované H20. 10 ul roztoku z kazdého izolovaného peptidu
bylo naneseno na misku v jedné kapce. Vzorky byly inkubovany pii 37°C po dobu 24 hodin, na
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konci niZ byla stanovena antibakterialni aktivita na zakladé pfitomnosti inhibi¢ni zény v misté

nanesené kapky (Pfiloha 2).

Antibakteridlni aktivita je u izolovanych peptidi uvadéna ve tiech kategoriich: neaktivni
(inhibi¢ni z6na nebyla v testu pfitomna), ¢aste¢na (inhibi¢ni zéna mensi, s rozmlZzenymi okraji)
a aktivni (inhibi¢ni zéna pomérné velkd, s jasné ohranic¢enymi okraji). Zbytek rozpusténého
peptidu byl znovu centrifugovan a odpafen a pouzit pro ur¢eni hmotnostniho spektra a

sekvenovani.
Hmotnostni spektrometrie

Nejdiive byla ziskdna hmotnostni spektra jednotlivych peptidi z analyzy Micromass Q-Toff
micro hmotnostnim spektometrem. Vzorky byly rozpustény v 20pl mobilni faze
(acetonitril/voda/0,1% kyselina mravenci) a vstfiknuty skrze 2ul smyc¢ku a nasledné pozitivné
ionizovany. Pfesné hmotnosti byly zméfeny LTQ Orbitrap XL hybridnim hmotnostnim

spektrometrem (Kawakami et al., 2017; Monincova et al., 2014).
Edmanova degradace

Konkrétni aminokyseliny peptidové sekvence byly nasledné analyzovany Edmanovou degradaci
na sekvenatoru proteinil Procise 491. Pro aminokyselinové slozZeni jednotlivych peptida, které
bylo zjisténo sekvenaci byla nasledné spoctena molekulovda hmotnost pomoci online

kalkuldtoru www.pepcalc.com. Porovnanim teoreticky vypoctené hmotnosti na zakladé

sekvence a vysledku z hmotnostniho spektrometru byla ovéfena spravna sekvenace. Vzhledem
k omezenym moznostem sekvenace umoznilo toto srovnani dopocist ¢i ovérit $patné
osekvenovanou aminokyselinu a zajistit tak kompletni sekvenci. U nékolika peptida se
vyskytuji rozdily v téchto dvou hmotnostech z divodu degradace SH-miistk v cysteinech. Do
celkové analyzy jsou zafazeny pouze kompletné osekvenované peptidy, ostatni, u kterych je
mozné priblizné odhadnout ptifazeni k ur¢itému typu, jsou uvedeny v Pfiloze 3 jako

nekompletni.

Analyza molekularnich dat
Rekonstrukce fylogeneze

Fylogeneticky strom byl zrekonstruovan pro 17 druhti rodu Nomada. V celkové analyze byly
pouzity na zakladé predchozi zkusenosti DNA sekvence z 5 jadernych geni: (EF1, 28S, Nak, Pol
II, WG) a jednoho mitochondridlniho gen (COI). Jako outgroup byly pouzity rody Ammobates,
Hexepeolus, Ammobatoides, Epeolus a Biastes. Sekvenc¢ni data byla po manualni editaci

alignovana v programu Geneious R9 (Kearse et al., 2012) modelem Geneious alignment.
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4.3.2 Vypocet fylogenetického stromu

4.3.2.1

4.3.2.2

4.3.2.3

Nejpravdépodobnéjsi fylogenetickad topologie byla spo¢tena bayesovskymi metodami ve dvou

programech: MrBayes a BEAST.

Vybér modelu evoluce sekvenci

Pro vypocet nejlepsich modelt evoluce byl pouZit program PartitionFinder 2 (PF2) (Lanfear,
Frandsen, Wright, Senfeld, & Calcott, 2016). Alignmenty byly v PF2 rozdéleny podle rychlosti
evoluce pomoci algoritmu k-means (Frandsen, Calcott, Mayer, & Lanfear, 2015) na 14 ¢asti.
Vsechny alignmenty byly testovany metodou Maximum likelihood v programu PhyML 3.0
(Guindon et al., 2010). Rozdéleni na ¢asti a navrzené modely jsou uvedeny v Pfiloze 4. Pro
vypocet modelti pro bayesovské analyzy (BA) bylo nastaveni nasledujici: branchlengths = linked;

models = mrbayes/Beast; model_selection = aicc; search = greedy.

Bayesovska analyza v MrBayes

Zékladni bayesovska analyza byla provedena v programu MrBayes (Ronquist et al., 2012).
Vypocty probéhly ve dvou oddélenych fetézcich, jejichz modely byly nastaveny podle PF 2
a oddéleny (pfikaz unlink). Pocet generaci Markov chain Monte Carlo (MCMC) byl nastaven na
60 milionud. Ukladan byl vzdy kazdy Sestitisici strom. Pro vypocet konsenzualniho stromu byly

odstranény pocate¢ni neustalené stormy (burn-in = 10%).

Pro kontrolu konvergence vyslednych fetézcti byl pouZit program Tracer 1.6 (Rambaut, Suchard,
Xie, & Drummond, 2014).

Bayesovska analyza fylogenze a molekularni datovani v BEAST

Sestaveni fylogeneze a molekularni datovani bylo provedeno v program BEAST 1.8.3
(Drummond, Suchard, Xie, & Rambaut, 2012). Nejprve bylo pfipraveno nastaveni a vstupni
soubor do BEAST pomoci grafického rozhrani BEAUti (Drummond et al., 2012). Model byl
nastaven opét na zakladé vystupu z PF2 (Priloha 5).

Staii rodu Nomada bylo nastaveno na 65 Mya a staii kofene (pod¢eled Nomadinae) na 91,7 podle
(Cardinal et al., 2010). Molekularni hodiny byly nastaveny na relaxed a Yule process. Retézeni
probéhlo nezavisle dvakrat ve 30 milionech generaci, ukladan byl kazdytisici strom. Oba
vystupy byly porovnany v Tracer 1.6. Z obou souborti bylo odstranéno prvnich 10% stromu
(burn-in = 10%) a oba runy byly spojeny pomoci LogCombiner (BEAST). Finalni strom byl
vytvofen v TreeAnotator (BEAST).
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4.3.3

4.3.3.1

Rekonstrukce ancestralnich stavt

Na zakladé znalosti fylogeneze lze zpétné zmapovat, v jaké podobé se vyskytovaly sledované
znaky u predki Zijicich druht. Analyza metodou ML ¢&i bayesovskymi metodami vyhodnoti,
sjakou konkrétni pravdépodobnosti se v ur¢itém nodu vyskytovala dand forma znaku.
V nasem piipadé byla rekonstruovana evoluce peptidovych sekvenci skupiny 1 (melittinového

typu) - kazda pozice, odpovidajici jedné aminokyseliné v peptidu, byla mapovana zvlast.

Vzhledem ktomu, Ze se jednalo o pomérné kratké sekvence (méné nez 20 AMK) se
nezanedbatelnym mnozstvim inzerci a deleci a k tomu, zjevné neexistuji spolehlivé modely pro
takovato proteinova data v zadném z béznych rekonstrukénich programt. Proto jsme zvolili
kombinaci namapovani substitu¢nich zmén a inzer¢né dele¢nich zmén oddélené. Historie
substitu¢nich zmén byla zrekonstruovana v programu BEAST bayesovskou metodou. Jelikoz
tento program umoznuje mapovani proteinovych sekvenci a ma pro né dostupny model, byly
spocteny rovnou celkové nejpravdépodobnéjsi sekvence pro vSechny sledované ancestralni
stavy. Ancestralni stavy kategorickych znaki inzeréné dele¢nich zmén byly spo¢teny metodou
ML v programu Mesquite.

JelikoZ vystupni topologie stromu z programu MrBayes i BEAST se shodovala, byla pouZita i pro

nasledné rekonstrukce substitu¢nich a inzeréné-dele¢nich zmén.

Pro lep$i orientaci byl vSem vétvenim fylogenetického stromu piidélen kod NX (X=1, 17).
(Obrdzek 5).

Rekonstrukce substitu¢nich zmén v BEAST

Veskera geneticka informace kédujici proteiny byla preloZzena do aminokyselin a spojena do
jednoho datasetu s prislusnym peptidem odpovidajici druhu. Pro jaderné geny byl pouzit model
WAG (Whelan & Goldman, 2001), pro mitochondridlni gen COI model mtREV (Adachi &
Hasegawa, 1996). Molekuldrni hodiny byly nastaveny na uniform a pouZita topologie
z predchozich vysledkii (MrBayes+BEAST), kterd byla pro jednotlivé vétvé uzamcena. Nasledné

bylo nastavena ancestralni rekonstrukce pro v§echny nody pro sekvenci peptidu.

Retézeni probéhlo opét nezavisle dvakrat ve 30 milionech generaci, ukladan byl kazdy tisici
strom. Oba vystupy byly porovnany v Tracer 1.6. a proveden burn-in 10%. Oba runy byly spojeny
pomoci LogCombiner (BEAST) a finalni strom vytvofen v TreeAnotator (BEAST).
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4.3.3.2

4.3.4

4.3.5

4.3.5.1

Rekonstrukce inzer¢né-dele¢nich zmén v Mesquite

Zmény v inzercich a delecich peptidovych sekvenci byly nasledné namapovany v programu
Mesquite 3.2 (Maddison & Maddison, 2017) metodou maximalni vérohodnosti (ML) pomoci
prednastaveného modelu Mkl (Markov kstate 1 parameter model). Pro rekonstrukci byl pouZit
vystupni strom z fylogenetické analyzy v BEASTu. Namapovany byly inzerce/delece jedné
aminokyseliny na pozicich 1, 2 a 20. Delece na pozici 16-20 (N. ruficornis, N. striata, N. panzeri)
byla mapovana jako cely motiv, stejné také delece na pozici 12-20 a nasledna inzerce na pozici

12-15 (N. ruficornis, N. striata).

Vizualizace a uprava fylogenetickych dat

Vizualizace a ¢aste¢na tprava vystupl z Bayesovské a ML analyzy byla provedena v programu
Figtree (Rambaut, A., 2016). Vyslednd grafickd vizualizace byla provedena pomoci vektorového

programu CoreDRAW 2017.
Statisticka analyza

Statistickd analyza byla provedena v programu R (R Core Team, 2014).

Vypocet rychlosti zmén

Rychlost zmén v sekvencich se odehrava dvéma zpusoby: substitu¢nimi zaménami a inzer¢né-
dele¢nimi zménami. Optimalni zptsob vypoc¢tu celkové rychlosti zmén by vychazel ze
ysubstitucni“ rychlosti a ,inzer¢né-dele¢ni“ rychlosti. Sekvence kratkych peptidii vSak pro
takovy vypocet predstavuji nedostate¢né robustni soubor dat. Aby bylo mozZzné alespon
zdkladné kvantifikovat pocet zmén mezi jednotlivymi sekvencemi, byla vypocltena pouze
rychlost substitu¢nich zmén na alignmentu vSech homologickych peptidii skupiny 1 podle

vzorce:

_hammingova vzdalenost ancestralni a odvozené sekvence/pocet porovnavanych AMK

R

cas

Vysledna rychlost tedy vyjde v jednotkach:

pocet zmén na jednu pozici]
1000 000 let

Nebo pripadné prevedena na:

[poéet zmén na jednu pozici]
rok
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4.3.5.2

4.3.5.3

4.3.5.4

Srovnani rychlosti zmén v ramci skupin

Méiené useky fylogenetického stromu byly rozdéleny do ancestralnich skupin N3 - N10; N12;
N14, NI5 nazvanych podle nodd, od kterych byla rychlost mérena vzdy ke vSem konctim vétvi
reprezentujicich soucasné druhy. Dalsi dvé skupiny vznikly z Giseki mezi kazdymi dvéma
sousedicimi nody (skupina Nody) a z Gisekti mezi sou¢asnym druhem rodu Nomada a jejich
poslednim vétvenim (skupina Nomady). Byly tak vytvofeny soubory dat, v ramci nichZ mohly
byt porovnavany rychlosti na podobné dlouhém c¢asovém uiseku. Prehled uisekii zahrnutych do

vypoctu znazoriuje Pfiloha 6.

V jednotlivych skupinach byly porovnany rychlosti evoluce na jednotlivych tsecich. Vyrazné
odchylky v rychlostech byly spoc¢teny jako tzv. odlehlé hodnoty, které mohou poukazovat na
hodnoty, které se vymykaji o¢ekavanému rozlozeni. Za odlehlé hodnoty se v praxi povazuji
hodnoty, které prekroc¢i absolutni vzdalenost od priméru o 3*sd; v tomto pripadé! bylo pouZito

mirnéjsi kritérium 2*sd, které miiZe ve vysledcich zvyraznit i méné statisticky vyznamné trendy.

Urceni zavislosti mnozstvi zmén na jednu pozici a na délce tiseku

K ovéreni hypotézy, Ze na kratSich tsecich fylogeneze jsme schopni zachytit vice zmén
(a rychlosti vyvoje se tak jevi vy3si) byla provedena analyza zavislosti nenulové rychlosti
sekvenc¢nich zmén na délce tseku. (Nulova rychlost se vyskytla ve 14 piipadech). Vzhledem
k tomu, Ze tato data nemaji normalni rozlozeni, byl pouzit zobecnény linearni model typu Gama,
ktery optimalizuje vypocet pro spojité rozdéleni bez zapornych a nulovych hodnot. Pro urceni
zavislosti rychlosti na délce iseku jsme pouzili pouze pomér poc¢tu substitu¢nich zmén na pocet

bazi.

Navrh srovnani rychlosti evoluce peptidu s dalsimi druhy vcel z celedi Apidae

Srovnani rychlosti evoluce peptidu nomad a vzdalendji pfibuznych druht vcel bylo provedeno
u téchto druhti: Melecta albifrons (Apinae), Apis mellifera (Apinae), Xylocopa appendiculata

(Xylocopinae), Osmia rufa (Megachilidae), Ceratina cucurbitina (Xylocopinae).

Pro srovnani rychlosti evoluce peptidovych sekvenci s dal$imi druhy vcel byl spocten koeficient
(k), porovnavajici pfedpoklddanou rychlost evoluce (primér ze skute¢nych rychlosti evoluce
mezi nejmlads$im a nejstar$im druhem nomady a jejich spole¢nym piedkem) na daném tseku se
skutecnou rychlosti evoluce (rozdil mezi sekvencemi dvou druhti/dvojndsobek doby od vzniku
jejich spole¢ného predka.) Jako predpokladand rychlost evoluce byla pouZita rychlost mezi

bazalni linii a nejodvozenéjsim druhem nomady, tedy mezi N.leucopthalma a N. rufipes.

1 Pro kritérium 3*sd vychazi jako odlehla hodnota pouze rychlost v iseku N3-Nomada flavopicta.
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5.1
5.1.1

Rychlost evoluce pak byla vzdy spo¢itana na useku mezi N. leucopthalma a sledovanym druhem,

napiiklad pro A. mellifera takto:

[(rychlost na tseku N.leucopthalma: N3) + (rychlost na tseku N. rufipes: N3)]/
2

= rozdil mezi sekvencemi A. mellifera a N.leucopthalma/
pocet srovnavanych pozicx2stari spole¢ného predka

Tento koeficient byl spocten jak pro substituc¢ni, tak pro inzer¢né-dele¢ni rychlost. Priimér
téchto dvou koeficientt umoziuje velmi piiblizné porovnat celkovou miru evolu¢ni
proménlivosti peptidu v ¢ase u vzdalenéj$ich druhid. Odchylky jednoho typu vyvoje jsou
vyvazeny tim druhym. Pokud se peptid hodné zméni inzercemi a delecemi, je obvykle ve zbylych
homologickych aminokyselinach konzervativni a naopak, pokud je malo inzerci a deleci jevi se
homologické aminokyseliny vice variabilni, protoZe nezname sekvenci predka obou linii.
K vypoctu bylo pouzito datovani spolec¢nych predki na zdkladé publikovanych dat (Branstetter
et al., 2017; Cardinal et al., 2010).

Vysledky

Peptidy
Charakteristika izolovanych peptid

Z jedu v¢el rodu Nomada bylo izolovano a kompletné osekvenovano 30 peptidt o délce 10-22
AMK. Vétsinu modifikaci peptidovych c-konct tvofi NH2 skupiny (monoamid), jeden ze
sekvenovanych peptidi (RP 16; N. rufipes, Pfiloha 3) ma na c-konci pouze kyselou skupinu
COOH..

Tyto peptidy pochazi celkem z 16 druhti: u 2 druhi byly identifikovany peptidy dva, u 2 druht
3, u 2 druhti 4. U zbylych 10 druhi byl identifikovan pouze jediny peptid (Obrdzek 1).

Peptidy byly na zdkladé podobnosti rozdéleny do skupin 1, 2a, 2b, 3. Patou skupinu (2c) tvoti
pouze nekompletné osekvenované peptidy (pro prehled Priloha 2). Skupiny povaZujeme za

evolu¢né homologické, pripadné paralogické, pokud maji vice variant.

Skupinu 1 ($edé podbarveni) tvoii peptidy napadné podobné mellitinu véely medonosné. Jiz
v dalsi literatufe je upozornovano na ,mellitin-like* peptidy kédované v genomech blizkych
ptribuznych vcely medonosné (rod Apis) (Kreil, 1975). S nejvétsi pravdépodobnosti homologické
peptidy nachdzime tedy i u dalsich vyvojovych vétvi, véetné nomdad. Skupinu 2a (zelené
podbarveni) tvoii 4 sekven¢né identické peptidy druht N. fucata, N. bifasciata, N. succincta
a N. flavogutatta. U tychz druhti se vyskytuji také 4 peptidy skupiny 2b (modré podbarveni).
Jejich sekvence uz jsou pomérné diverzifikované a vykazuji homologii s MCD peptidem vcely
medonosné. Vzhledem k tomu, Ze se vyskytuji u stejnych druhti jako skupina 2a a obsahuji
stejné sekven¢ni motivy, miizeme usuzovat, Ze skupiny 2a a 2b vznikly pravdépodobné

duplikaci jednoho genu a rozdilnou evoluci jeho dvou produktti. Skupina 3 (Zluté podbarveni)
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¢ita pouze dva identické peptidy izolované z N.bifasciata a N. succincta. S délkou 10 AMK se

fadi k nejkrat$im peptidiim izolovanym z jedu hmyzu.

Moznou homologii peptidii melittinového typu a MCD typu zobrazuji alignmenty v Priloze 7.

N. rufipes

GVFSVLKKLVPLIKAHMEKS GIFSALKKLVPLIKAHMKS
N. flavopicta

GVLSVMKKLLPLIKSRLK

N. lathburiana

GLLAGVMKKLLPMIKSHLK

N. fucata
GLAGVMKKLLPMIKAHLK IGCNCRLRHIPMACRGICRRA |QCNCKARQRNGICKILCHK

N. bifasciata
GFLAGVMKKLLPMIKSHLK IGCNCRLRHIPMACRGICRRA IQCNCKAGQRNGICRILCHK LNPKLLASLA

N. goodeniana X
LFGSMLKKLLPLIKSHLK
N. succincta

LFGSVLKKLLPLIKSHLK |GCNCRLRHIPMACRGICRRA IANCNCKASQKKGICKILRLA LNPKLLASLA

N. sheppardana

N. fuscicornis

SFLSGVMKKLLPMIKSHI

N. flavogutatta

GMLGGLMKKLLPMIKSHK  IGCNCRLRHIPMACRGICRRA FNCNCRAPKNGLCKICGLNA
N. fulvicornis

GIGGLLKKLMPLIKSQIK

N. striata
GIAGFLKKILAAQK

N. ruficornis
GIAGFLKKILAARK  GIGMLIMKLLOAKKRG

castecné aktivni N. signata

GIGGLLKKLLPLIKSQIK

N. panzeri

= & GLGGLLKKL[PUK

X neaktivni N. flava
GIGGLLKKLLPLIKSQIK
N. leucopthalma
GIGGLLKKLLPLIKSQIK

Obrdazek 1: Skupiny izolovanych peptidii. Skupina 1 (melittin-like) Sedé, skupina 2a zelené, skupina 2b modfre,
skupina 3 zluté. Cervend a lutd X oznacuji neaktivni, resp. cdstecné aktivni peptidy.

5.1.2 Antimikrobialni aktivita izolovanych peptidi

Celkem 8 ze 30 izolovanych peptidi antimikrobidlni aktivitu v¢i Micrococcus luteus
nevykazuje viibec, 2 peptidy vykazuji aktivitu ¢astecnou, zbyvajicich 20 peptidii ma aktivitu

normalni.

Je tedy patrné, Ze u vétsiny sledovanych druhi je bézné pritomen alespon jeden aktivni peptid.
Vyjimku tvoii sesterské druhy N. fuscicornis + N. sheppardana, u nichZ nebyl nalezen Zadny
aktivni peptid. (Nekompletni sekvenace u N. sheppardana naznacuje pifitomnost peptidu,
nicméné ani ten v testovani nevykazal aktivitu.) Zde je mozné usuzovat na druhotnou ztratu
antimikrobidlni aktivity v pribéhu evoluce: u vSech ostatnich druhi je aktivita homologického
peptidu skupiny 1 jednoznac¢nd. U skupiny 2b uz takovy zavér vyvodit nemtiZeme: posloupnost

zmén neni ze zjisténych dat mozné odhadnout.

Zcela neaktivni peptidy najdeme ve skupiné 2a a 3. Je zndmo, Ze vjedu se vyskytuje fada
biologicky aktivnich latek ¢asto s enzymatickou aktivitou a nejspi$ mezi né budou patfit i tyto
peptidy. (Obrdzek 1)
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5.2 Fylogeneze a datovani

Vystupy z MrBayes i BEAST potvrdily stejnou topologii evoluce. Posteriorni pravdépodobnosti

jednotlivych vétvi jsou shrnuty v Priloze 8.

Molekularni datovani (Cardinal et al., 2010) zasadilo vznik rodu Nomada do svrchni kiidy.

Z vysledk fylogenetické analyzy (Obrdzek 2) je vidét, Ze nasledné obdobi nejvyssi radiace rod

pokryva prakticky cely neogén, ale za¢ina jiz ve svrchnim eocénu.

Ackoli do uvedené analyzy bylo zahrnuto jen omezené mnozstvi druhii a pro podrobnéjsi

zmapovani by bylo tfeba jejich pocet navysit, uvedena topologie naznacuje zakladni rozdéleni

skupin v ramci tohoto tribu.
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Obrdzek 2: Evoluce tribu Nomadini. Casovd osa oznacuje dobu v milionech let smérem do

minulosti, udaje v jednotlivychvétveni oznacuji stdri nodu.
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5.3

u nomad

Rekonstrukce ancestralnich stavii sekvenci peptidu melittinového typu

Rekonstrukce ancestralnich stavi peptidovych sekvenci metodou ML byla provedena pro

skupinu 1 (melittinového typu) (Obrdzek 3). Je patrné, Ze v pribéhu evoluce nomad doslo

k mnozstvi substitu¢nich zmén. Tedy napfiklad vSechny tmavé Zluté znac¢ené substituce vznikly

uz u spole¢ného predka v nodu N5. Dochézi také k nékolika piipadtim deleci: u pfedka N4 v S na

posledni pozici, u pfedka N16 na 1. pozici, u pfedka N8 na 2. pozici, u pfedka N13 na pozicich 12

-19 au N. panzeri na pozicich 16-19. Nejméné ¢etnym typem zmén jsou inzerce, doslo k nim vsak

zfejmé pouze v jednom pripadé: jedna se o inzerci motivu AARK nasledujici po deleci koncového
motivu PLIKSQIK v nodu N13.
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Obrdzek 3: Rekonstrukce ancestrdlnich sekvenci peptidii melittinového typu. Cteme-li strom po
nodech vzestupné, pribyvajici barvy oznacuji pribyvajici zmény v po sobé ndsledujicich krocich. Barevné
jsou zndzornény substitucni zmény v jednotlivych krocich, tecky predstavuji delecni zmény. Inzeréni
zmeény nejsou graficky odliseny.
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N5
N6
N7
N8
N9
N10
N11
N12
N13
N14
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N16
N17

5.4
5.4.1

Posteriorni pravdépodobnosti ancestralni sekvence peptidu v jednotlivych nodech a posteriorni

pravdépodobnosti pro pozice v jednotlivych nodech jsou uvedeny nize. (Tabulka 3)

pozicel pstO0 pst

1

P O R R R R RRRRRRRPR

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,97
0,89 0,

1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
0
1

2 pstO pstl

0,89
0,81
0,23
0,13
0,21
0,85
0,97
0,99
0,99
0,97
0,99
0,07
0,06
0,01
0,19

P P, P, PO O0OO0OO0O0OO0OHFr = P+, OO

0,11
0,19
0,77
0,87
0,79
0,15
0,03
0,01
0,01
0,03
0,01
0,93
0,94
0,99
0,81

16 PLIKSQIK pp 0

1

R R R R OR R R RRRRRR

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,08
0,93
0,01
0,01
0,01
0,01

pp 1
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,92
0,07
0,99
0,99
0,99
0,99

16 AARK ppO

0

O O OO O 0O 000 oo o o o

0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,96
0,03
0,99
0,99
0,99
0,99

ppl

O O OO Fr OO0 000 OoOOoOOo oo

20 pp0  pp1l

1

O O OO O OO0 OoOoo o oo

0,49 0,51
0,98 0,02
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00

O O OO OO0 o000 oo o oo

pst sekvence

0,9
0,23

0,3
0,22
0,42
0,43
0,44
0,44
0,44
0,44
0,26
0,77
0,77
0,93

0,6

Tabulka 3: Posteriorni pravdepodobnosti deleci a inzerci v pozicich 1,2, 16 a 20 pro jednotlivé nody. Posledni sloupec nese
posteriorni pravdépodobnosti sekvence celého peptidu.

Srovnani rychlosti evoluce
Popisné charakteristiky rychlosti evoluce

Priimérné rychlosti evoluce pro cely sledovany tsek stromu byly spocteny z rychlosti na vsech

jednotlivych vétvich (tedy od nodu k nodu ¢i ke konci vétve) a z rychlosti mezi kazdym nodem

a kone¢nymi sekvencemi, které se z ného vyvinuly (Priloha 9).

Popisné charakteristiky pro rychlost evoluce peptidu melittinového typu v ramci rodu Nomada

shrnuje tabulka niZe. (Tabulka 4) Smérodatna odchylka je v nasem piipadé pomérné vysoka. Je

to zplisobeno pritomnosti vétsiho mnozstvi nulovych rychlosti. Gama rozloZeni dat je upraveno

na normalni rozloZeni logaritmovanim proménné rychlost (Obrdzek 4).

Charakteristiky

rodu Nomada

rychlosti

evoluce peptidovych sekvenci

[pocet substitucixpozice'xrok™]

Primér 1.3628x108
Median 1.1236x108
Smérodatna odchylka 1.6887x108

Tabulka 4: popisné charakteristiky rychlosti evoluce peptidu melittinového typu u nomdd
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Histogram rychlosti zmén na jednotlivych tsecich Histogram logaritmované rychlosti zmén na jednotlivych usecich
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Obrazek 2: RozlozZeni hodnot rychlosti evoluce na jednotlivych usecich.

5.4.2 Srovnani rychlosti evoluce sekvence v ramci rodu Nomada

Byla spoctena rychlost evoluce pro melittin-like peptid skupiny 1.

Odlehlé hodnoty vramci jednotlivych skupin byly nalezeny hodnoty v5 skupinach
z celkovych 14. Vyssi rychlost evoluce vykazovaly peptidy na tsecich N. panzeri_N10 a N12_13,
pomalejsi rychlost evoluce mély peptidy na usecich N. flavopicta_N3, N. flavopicta_N4 a N.
flavogutatta_N5. (Tabulka 5)

Skupina Usek sodlehlou | Rychlost evoluce vuseku sodlehlou | Primér rychlosti ve skupiné (pocet
hodnotou hodnotou (pocet zmén pozici za milion let) | zmén pozici za milion let)

Nomady panzeri_NI10 0,032 0,008

Nody NI12_NI13 0,148 0,022

N3 flavopicta_N3 0,002 0,010

N4 flavopicta_N4 0,002 0,012

N5

N6 flavogutatta_N6 0,005 0,016

N7

N8

N9

N10

N12

N13

N14

N15

Tabulka 5: odlehlé hodnoty rychlosti evoluce peptide melittinového typu u Nomdd v jednotlivych skupindch
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V kontextu evolu¢niho stromu je patrné, Ze vyssi rychlosti se vyskytuji na kratSich usecich,

niz$i rychlosti na del$ich tsecich bez vétveni. (Obrdzek 5.)
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Obrazek 3: Odlehlé hodnoty rychlosti evoluce sekvenci peptidu melittinového typu u nomad.
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5.4.3

5.4.2.1

Testovani zavislosti rychlosti evoluce peptidu na délce aseku

V souboru dat byla zobecnénym linedarnim modelem otestovana zavislost rychlosti zmén na

délce tseku, na kterém k témto zménam doslo. Jak je patrné, zavislost rychlosti evoluce na délce

useku vysla signifikantni, se smérnici pfimky k=-0,11043 .

p-koeficient

p-hodnota

6.329e-01

1.14e-14

Srovnani rychlosti evoluce peptida s dal$imi druhy vcel

Ty mohou vypovidat bud o pomalé, nebo konvergentni evoluci. Jednotlivé kroky vypoc¢tu jsou

dokumentovany v Priloze 10.

Porovnavané druhy

Kl  (pfedpokladand

K2 (ptedpokladand indel rychlostxskute¢nd indel

substitu¢ni rychlost?)
rychlostxskute¢na
subst. rychlost?)
N. rufipes 1,47 0,71
N. leucopthalma,
Melecta albifrons | 3,52 7,22
N. leucopthalma
Apis mellifera 10,10 2,08
N. leucopthalma
Xylocopa 5,77 4,42
appendiculata (Xac-1)
N. leucopthalma
Osmia rufa | 3,55 5,12
(Megachilidae)
Ceraina cucurbitina 4,56 3,02

Tabulka 6: Shrbuti hodnoty koeficientii zmén pro oba typy rychlosti (substituce, indely). Prvni
dvojice je dvojici kalibracni: rychlost skutec¢ného vyvoje obou vétvi od spolecného predka zndme a

v jejich sekvencich.
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6.2

Diskuze
Fylogeneze

Fylogenetickd analyza zahrnuje pouze zlomek druht z rodu Nomada, prinasi vSak presnéjsi
pohled na nékteré fylogenetické vztahy. Uvedena topologie naznacuje ptibuznost nomad

v nékolika skupinach:

mezi bazalni druhy se podle vseho tadi N. rufipes

(N. bifasciata, N. fucata), + (N. goodeniana, N. succincta) tvori sesterské skupiny, dohromady jim
je patrné sestersky druh N. lathburiana. Ta je vzhledové podobnd také nomadam ze skupiny
N. flava , kam ji tieba (Macek et al., 2010) fadi, ale tém je evolu¢né vzdalendjsi.

naopak do skupiny (N. bifasciata, N. fucata) + (N. goodeniana, N. succincta) nepatii
N. fulvicornis, kterd je do ni fazena (Macek et al., 2010), bude spie sesterska skupiné (N. striata

+ N. ruficornis).

Charakter peptidli v jedu nomad

Ziskané vysledky ukazuji, Ze vjedu nomad je pfitomno vice typt peptidd, které je mozno
rozdélit na zakladé zfetelné podobnosti sekvenci prinejmensim do 4 skupin. Skupiny 2a a 2b
jsou si velmi podobné a patrné jde o peptidy vzniklé duplikaci jednoho genu. Zajimavym
zjisténim jsou pravdépodobné piibuznosti peptidi nomad s peptidy vcely medonosné.
Piibuznost je patrna u peptidt skupiny 2b s MCD peptidem a u peptidii skupiny 1 s melittinem,
ktery je pfitomny téméf u vSech sledovanych druhii. Neni zcela samoziejmé, Ze jsou
antimikrobidlni peptidy produktem samotné véely: ptivodci téchto latek by mohly stejné dobie
byt i symbiotické organismy. Mezi mikroorganismy produkujici antimikrobialni peptidy patfi
napiiklad nékteré druhy laktobacilti (Quadri, 2002), které jsou ale také souc¢asti mikrobiomu
véely medonosné a nékterych druhti ¢melaki rodu Bombus (Engel, Martinson, & Moran, 2012).
Pro peptid melittin véely medonosné (a jeho homology z dalsich druht rodu Apis) i pro MCD
peptid byly vsak identifikované jaderné geny (A. mellifera: NCBI, ID 406130 (melittin),
NM_001011611.2 (MCD peptid), www.ncbi.nlm.nih.gov), které je koéduji. MuZeme tak
predpokladat, Ze zdrojem peptidii melittinového typu a nejspi$ i peptidi ostatnich skupin
budou, stejné jako v pfipadé dalsich komponent jedu, spiSe sekre¢ni buiiky jedové zlazy a buriky
zlaznatého epitelu jedového vacku véely, nez organismy symbiotické. Takovy ptvod peptidi
v jedu podporuji i velmi sporadické nalezy mikroorganismt v jedovych zlazach véel (Moreau,
2013).

Neprili§ ¢asto nachazime u vice druht véel strukturné uplné identicky peptid. V pripadé
sledovanych druhti jsou napf. u skupiny 1 (melittinovy typ) shodné pouze peptidy evolu¢né
mladych druhti N. signata, N. flava, N. leucopthalma), u ostatnich druht jsou piitomné vice ¢i

méné vyrazné strukturni zmény. Antimikrobidlni funkce je vSak zachovdna (kromé
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6.3

6.4
6.4.1

N. fuscicornis) u vsech téchto peptidli, coZ zjevné odrazi fakt, Ze pro antimikrobidlni Gc¢inky
peptidu je spiSe nez primarni ¢i sekundarni struktura zasadni celkova amfipaticita molekuly.
Hydrofobni projekce (Priloha 11A) schematicky ilustruji miru amfipatického rozloZeni
aminokyselin v helixu peptidu pro vSechny tyto peptidy a naruSeni amfipaticity u peptidu
N. fuscicornis. U MCD peptidu a jemu ptibuznych peptidid ze skupiny 2b vykazuji mirnou
antimikrobidlni aktivitu peptidy N. fucata a N. succincta. Rozdil v amfipaticité, tedy usporadani
hydrofilnich AMK a hydrofobnich AMK na opa¢nych stranach helixu v kruhové projekci uz zde

potom neni tak jednoznacny (Priloha 11B).

Rekonstrukce ancestralnich sekvencich pro peptid melittinového typu

Vysledky rekonstrukce ancestralnich sekvenci peptidu melittinového typu pfinasi v prvni radé
informaci, Ze evoluce sekvence se u nomad odehrava predevsim substitu¢nimi mutacemi. Tyto
mutace ve vétSiné pripadid zjevné neovliviiuji zmény v antimikrobidlni funkci peptidu. O
antimikrobiadlni funkci mame k dispozici jen velmi zakladni informace. Je mozné, Ze kdybychom
testovali antimikrobialni aktivitu viici dalSim organismiim nez jenom G+ bakterii, rozdily by se
projevit mohly. Presto vSak tento fakt naznacuje, Ze zmény jsou projevem neutralni evoluce

a hromadi se, aniz by vyraznéji ovliviiovaly aktivitu peptidu.

Skokové zmény, které v sekvencich peptida vznikaji, se pak odehravaji prostfednictvim deleci
a inzerci celych motiva, jak je vidét napfiklad u rodu Apis a druhii Ceratina cucurbitina nebo
Macropis fulvipes. U nomad mame pouze dva piiklady inzer¢né-dele¢ni zmény celého motivu
a v obou pripadech zistava antimikrobidlni aktivita nezménéna. Nemame bohuzel vice prikladu
neaktivnich forem peptidii od dal$ich druht a nemtZeme tak odhadnout, zda se v ptipadé
inzer¢né-dele¢nich zmén jednd také o projevy neutrdlni evoluce. Zatim vSak ptiklady
neaktivnich, ¢i ¢aste¢né aktivnich peptidi nomad ukazuji, Ze pro zmény v amfipaticité peptidu
(podstatném faktoru pro antimikrobialni aktivitu) sta¢i i velmi malé rozdily (napf. substitu¢ni

zamény pouze ve dvou AMK u peptidu MCD-typu N. fucata a N. bifasciata, Pfiloha 13B).

Srovnani rychlosti evoluce
Srovnani rychlosti evoluce peptidu melittinového typu v ramci rodu Nomada

Zamérem srovnani rychlosti bylo zjistit, zda se peptid v nékteré evolu¢ni vétvi vyvijel
signifikantné rychleji nez na jinych srovnatelnych usecich stromu. V takovém ptipadé by
extrémni hodnota rychlosti evoluce mohla svédcit o ptsobicim selek¢nim tlaku. Tim by mohly
byt napiiklad jiné podminky v misté vyskytu druhu, jiny hostitel, specializace na jiny druh
potravy nebo jakykoli dalsi faktor, ktery ovliviiuje miru a zastoupeni mikroorganismu, se

kterymi se druh bézné setkava. Nasledné by bylo mozné pokusit se zdroj tlaku identifikovat.

Jednim z moznych srovnani rychlosti evoluce je porovnani substitu¢ni rychlosti - tedy poctu

substituci na jednu pozici za ur¢ené ¢asové obdobi. Pro srovnani rychlosti evoluce peptidu
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vramci rodu Nomada udavame pocet substituci na jednu pozici za rok. Ten je pro peptid
melitinového typu v rodu Nomada roven 1,3628x108, Toto ¢islo je kvili vysoké smérodatné
odchylce priméru tfeba brat se znac¢nou rezervou, avSak priblizné odpovida ocekavani -
u hominid je priimérnd substitu¢ni rychlost v proteinech 0,118x10# (F.-C. Chen & Li, 2001),
tedy o fad nizsi. Rychlost evoluce vztazend k ¢asu (a nikoli tfeba na jednu generaci) se vak
odviji od genera¢ni doby, kterad je u nomad radové kratsi, jednak je evoluce imunitnich genti
z principu rychlejsi, jesté vyraznéji pak pravé u gent antimikrobidlnich peptidi (Erler, Lhomme,
Rasmont, & Lattorff, 2014).

Ze vSech ¢trnacti sledovanych skupin zahrnovalo odlehlé hodnoty 5 skupin a v kazdé z nich se
vyskytovala pravé jedna takova hodnota (Obrdzek 5). Opravdu pomérné vysoka je rychlost
evoluce mezi nody NI2 a N13, o néco niz$i pak mezi nodem N10 a sekvenci N. panzeri. V obou
téchto pripadech se vSak jednd o misto s uvedenou deleci, pfipadné rovnou inzerci celého
motivu o nékolika aminokyselinach. Samotné delece nejsou do vypoctu rychlosti zapocteny, ale
v takto kratkych sekvencich se jimi zna¢né zkracuje délka sekvence, na které je mozné srovnani
substitu¢nich zmén provést, coz vypocet zkresluje smérem k vy$si rychlosti. Pro relativné
pomalejsi rychlosti evoluce na tsecich mezi N3_N. flavopicta, N4_ N. flavopicta a N6_ N.
flavogutatta by se snad dalo hledat i evolu¢ni vysvétleni. Vzhledem k tomu, Ze kritérium pro
urceni hodnot muselo byt sniZeno (ze vzdalenosti od priiméru o 3*sd na 2*sd), vypadaji tyto
vysledky spise nez jako ukazatele selek¢niho tlaku jako artefakt vypoctu: na tsecich, které jsou
zdanlivé bez vétveni existuje redlné méné informaci o zménach, které na nich probéhly, nez na
usecich s vétvenim, ackoli samoziejmé existuji, ale my dané taxony nemame k dispozici.
Je zajimavé, Ze rychlost evoluce peptidu je spiSe malo rozkolisana. Vysledky vypovidaji o tom,
Ze peptidy u raznych druht nomad nepodléhaly v evoluci zasadné odlisSnym selek¢nim tlaktm.
Peptidy nejspi$ ucinkuji stejné na Sirokou skalu mikroorganismi, véetné patogennich. AMP
jedového vacku je spiSe preventivnim dezinfek¢nim prostfedkem a nema cilenou funkci.
Takové zjisténi je v souladu se zavéry studie (Erler et al., 2014), kterd se zabyvd evoluci genti
kédujicich antimikrobialni peptidy ¢meldku. Zde se sice jednalo o druhy socialni, ale nomadam
pfibuzné. Srovnavanim poméru viech mutaci k mutacim neutrdlnim (evolution rate) dochazi
k zavéru, ze téchto imunitnich gent ptsobi vyrazné vice negativni selekce nez pozitivni.
Selek¢ni tlaky tedy nepuisobi selektivné na produkci specifického antimikrobidlniho peptidu
vic¢i konkrétnim patogentm, ale pravdépodobné spiSe na efektivitu, mnozstvi ac¢inné latky, ¢i

rychlost pouziti (Erler et al., 2014).

V souboru dat byla také testovana zavislost primérného mnozstvi zmén v jedné pozici na délce
sledovaného useku fylogenetického stromu. Zavislost byla prokazana na hladiné vyznamnosti
< 0,001. Jednd se o zavislost mirné negativni (se sklonem piimky k= - 0,11043), kterd potvrzuje
obecné znamy trend, kdy jsou naméfeny rychlej$i zmény na kratsich usecich. Na del$ich usecich

fadu probihajicich zmén viibec nezachytime.
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6.4.2 Srovnani rychlosti zmén peptidovych sekvenci s dalsimi zastupci vcel

6.5

Diky tomu, Ze nej¢astéji zastoupeny peptid v jedu nomad je pravé peptid melittinového typu,
ktery byl popsan u nékolika dal$ich druht vcel, mtizeme porovnat, jak moc velké rozdily ve
struktufe tyto jeho jednotlivé podoby v pribéhu evoluce zaznamenaly. Uvedeny vypocet, ktery
srovnava pomér hypotetické a realné rychlosti zmén na useku je spiSe navrhem toho, jakym
smérem by se takova srovnani mohla ubirat. Je totiz zfejmé, Ze ani popis substitu¢ni, ani dele¢ni
rychlosti sim o sobé nestaci. Nebereme-li v potaz delece a inzerce, ptisobi peptid A. mellifera
a peptidu nomad jen velmi malo odli$né, a pfitom jsou v ném dvé velké inzerce. Pokud naopak
nezapocteme substitu¢ni zmény, plisobi oba tyto peptidy naopak jako pomérné odli$né latky.
Aritmetickym pramérem koeficientu substitu¢ni rychlosti a koeficientu inzer¢né dele¢ni
rychlosti uz ziskdme porovnatelnéjsi ¢isla. Ac¢koli se vztahuji ke skute¢nosti jen piiblizné do

jisté miry znazornuji ¢etnost zmén v prabéhu evoluce sekvenci u vzdalenégjsich druhti. Vysoky

koeficient tedy vypovida o vétsi podobnosti peptidovych sekvenci dvou druht.

Relativné nizky koeficient substitu¢ni rychlosti u Melecta albifrons, ktera je z uvedenych druht
nomadam nejbliZe piibuznd (patti do stejného kleptoparazitického kladu), znamend vétsi miru
substitu¢nich zmén. Je pravdépodobné, ze se jedna, podobné jako v ramci nomad, o zmény
nahromadéné neutralni evoluci. Podobné nizky koeficient substituc¢ni rychlosti ma také Osmia
rufa, kterd je v8ak nomadam ze vSech srovnavanych druhti evolu¢né nejvzdalenéjsi.
Apis mellifera zde miizeme brat jako relativné reprezentativniho zastupce dal$ich druht rodu
Apis, jejich melittinové peptidy vykazuji velkou miru podobnosti. Nizky koeficient inzer¢né-
dele¢ni rychlosti A. mellifera mtize vypovidat o tom, Ze se evoluce téchto peptid u nékterych
vétvi vCel ubirala spiSe mechanismem inzer¢né-dele¢nich zmén. Nizky koeficient inzer¢né-
dele¢ni rychlosti nachazime rovnéz u X. appendiculata velkou miru inzer¢né-delec¢nich zmén
pak také u druhu Ceratina cucurbitina. Oba tyto druhy evolu¢né patfi do stejné podceledi jako
A.mellifera (Cardinal et al., 2010) a oba zaroven vykazuji urcité rysy socidlniho chovani. Jak je
jiz zminéno v kapitole 6.3, zda opravdu existuje spojitost mezi evoluci mechanismem inzer¢né-
dele¢nich zmén a socidlnim chovanim ¢i nekleptoparazitickou vétvi Apinae, je spiSe otazka. Na
vyvozovani jakychkoli zavéra tato data zdaleka nedostacuji, bylo by potfeba srovnat sekvence

vice druhti ze vzdalenéjsich vétvi vcel a riznych Zivotnich strategii.
Pouziti metod a jejich limity

Vyjma fylogenetickych programt vychazeji statistické vypocty v této praci z pomérné malého
souboru dat, daného omezenym poc¢tem sekvenovanych peptida a kratkou délkou jejich
sekvenci. Statisticka analyza dat je pak spiSe neZ spolehlivou metodou pokus o nalezeni viibec
néjaké metody a naznaCenim sméru, kudy se muliZe analyza evoluce peptidii v obecné
roviné ubirat. Data v$ak byla primarné shromdazdéna k rekonstrukéni analyze ancestralnich

stavi, ktera tvori tézisté prace. I u té je vSak jista mira nepiesnosti zptisobena limity dostupnych
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programu. Kombinace metody ML a pouzitelného modelu pro evoluci proteinti je k dispozici
v programu BEAST, v pripadé kratkych sekvenci vSak problém piedstavuje mapovani inzer¢né-

dele¢nich zmén.
Zaveér

Byly popsany 4 skupiny peptidt vyskytujicich se vjedu nomad. Peptidy ve dvou z nich byly
identifikovany jako homologické peptidiim v¢ely medonosné. Prvnim z nich je melittin, peptid
s antimikrobialni aktivitou, druhym MCD peptid, ktery sice vykazuje protizanétlivé ucinky, ale
antimikrobidlni aktivitu ne. Homology melittinu zjedu nomad s vyjimkou jednoho rovnéz
antimikrobialni aktivitu vykazuji, homology MCD peptidu maji aktivitu ¢aste¢nou nebo zZadnou.
Tyto homologie zaroven potvrzuji, Ze oba peptidy jsou pravdépodobné i u nomad kédovany

jadernymi geny.

.7

Vysledky fylogenetické analyzy a molekularniho datovani zasazuji vznik rodu Nomada do
svrchni kiidy (74,9 Mya) a naslednou radiaci do prakticky celého neogénu. Z néasledné
rekonstrukce ancestralnich sekvenci peptidu melittinového typu plyne, Ze diverzita
v sekvencich antimikrobialnich peptidi skute¢né existuje, nicméné s ohledem na vysokou
konzervativnost antimikrobidlni funkce peptidu jsou pfi¢inou vétSiny nakumulované
variability substitu¢ni mutace neménici funkci peptidu. Srovnani rychlosti evoluce tohoto
peptidu mezi jednotlivymi useky fylogenetického stromu je s timto pozorovanim ve shodé:
neptili$ priikazné rozdily v rychlostech vypovidaji spise o pribéhu zmén neutralni evoluci, nez
o rozdilech v seleké¢nich tlacich, které by na jednotlivé druhy ptisobily. Pfitomnost alespori
jednoho antimikrobidlné aktivniho peptidu je vSak vramci rodu Nomada pomérné
konzervativnim znakem. U Zahadlovych obecné je ptritomnost AMP casta. Selek¢ni tlak
mikroorganismi z bezprostifedniho okoli, které zfejmé na vznik a udrzeni takového znaku
pusobi, tedy rozhodné existuje, ale je spiSe nespecificky a je mozné, Ze pilisobi spise na mnozstvi
¢i efektivnost a rychlost produkce antimikrobialniho peptidu. Zihadlo a jeho Zlazy se nachézi
v bezprosttedni blizkosti pohlavnich organti i rekta a jejich antimikrobidlni charakter miiZe byt
preventivniho razu. Branit infekci ve vstupu do téla touto cestou miiZze byt pro organismus
pomérné zasadni. Nase zavéry podporuji hypotézu piitomnosti AMP vjedové zlaze jako

univerzalni obrany proti vstupu patogent do organismu pravé touto cestou (Moreau, 2013).

O mozné evoluci spiSe skrze inzer¢né-dele¢ni zmény, nez skrze substituce u vzdalenéjsich druht
vypovida srovnani koeficientti zmén s dal$imi druhy celedi Apidae. Je mozné, Ze vyraznéjsi

zmény ve funkci peptidu se odehravaji pravé skrze inzerce ¢i delece celych motivii.
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8 Seznam zkratek

AMP - antimikrobialni peptidy
AMK - aminokyselina

ACN - acetonitril

TFA - kyselina trifluoroacetylova

sd - smérodatna odchylka

PF2 - Partition Finder 2

MCMC - Markov chain Monte Carlo

Indel - inzece a delece, inzer¢né-delec¢ni
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