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Abstract. [Hox genes as embryonic development regulators and phylogenetic markers in Heteroptera - the current state of
knowledge and future prospects]. The Homeotic Complex (Hox) genes are a group of genes, which expression along anterior-
posterior body axis of the embryo is required to assign segmental identity. Comparison of wild-type individuals and those with
homeotic phenotype has resulted in knowing of the functions of heteropteran Hox genes: Deformed gene expression is neces-
sary for proper mandibular development, Sex combs reduced gene with Dfd specify the maxillae, and with pb - the labium,
Antennapedia gene is strongly expressed in thorax and it is required for segmentation of the medial region of the leg, while
Ultrabithorax has a major influence on diversification of legs in the adaptive radiation of semi-aquatic bugs. Hox genes are also

suitable molecular markers to resolve phylogenetic relationships in Heteroptera, however more studies are necessary.
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Wstep

Geny homeotyczne (Hox) to grupa gendéw, ktorych
ekspresja przebiega wzdtuz osi przednio-tylnej zarod-
ka, okreslajac na terenie komorek sposéb, w jaki maja
one formowa¢ struktury wtasciwe dla danego obszaru
ciata owada (ryc. 1; Angelini i in. 2005).

0Odkad odkryto zmutowane osobniki Drosophila
melanogaster (Meigen, 1830), trwaja intensywne ba-
dania nad poznaniem funkcji genéw Hox (Lewis
1978). U Drosophila sa one zgrupowane w dwa pota-
czone ze soba klastery, gdzie ich pozycja na chromo-
somie jest zgodna z kolejnoscia ekspresji wzdtuz osi
przod-tyt zarodka, mianowicie s3 to geny (rozpoczy-
najac od najbardziej wysunietego): labial (lab), pro-
boscipedia (pb), Deformed (Dfd), Sex combs reduced
(Scr), Antennapedia (Antp), Ultrabithorax (Ubx), ab-
dominal-A (abd-A), Abdominal-B (Abd-B) (Hughes
i Kaufman 2002).

W trakcie analizy ortologéw gendéw Hox wyizolo-
wanych z réznych gatunkéw zwierzat (zaréwno sta-
wonogow, jak i kregowcéw) odkryto, ze koduja one
wysoce konserwatywne czynniki transkrypcyjne za-
wierajagce homeodomene. Natomiast badania funkcji
genéw Hox przeprowadzono giéwnie u przedstawicie-
li Holometabola (D. melanogaster, Tribolium casta-
neum (Herbst, 1979), Bombyx mori (Linnaeus, 1758))
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- zrdéznicowanego kladu, obejmujacego rzedy owa-
doéw, ktdre osiggaja posta¢ dorosta poprzez metamor-
foze (Beeman i in. 1989; Hughes i Kaufman 2002; Na-
gataiin. 1996).

Zastosowanie modelu gatunkéw holometabolicz-
nych do badan nad funkcjami genéw Hox u bardziej
prymitywnych owadéw wobec tego nie jest zasadne,
mozemy je jednak poznac dzieki mozliwo$ciom, jakie
daje proces interferencji RNA (RNAi; Angelini i in.
2005). Mutacje w obrebie genéw Hox prowadza do
zmiany wtasciwosci danego obszaru ciata, dajac tym
samym fenotyp homeotyczny. Poréwnanie takiego
fenotypu z typem dzikim utawia poznanie funkcji da-
nego genu (Angelini i in. 2005; Hughes i Kaufman
2000), co pozwala na wykorzystanie sekwencji genéw
Hox w réznego typu badaniach u pluskwiakéw rézno-
skrzydtych (Heteroptera).

Gen labial

Ekspresja genu labial u Oncopeltus fasciatus ogranicza
sie do segmentu interkalarnego gtowy. Zastosowanie
interferencji RNA tego genu nie wykazalo zadnego
efektu fenotypowego w trakcie rozwoju gtowy tego
pluskwiaka. Moze to sugerowa¢, ze obecnos¢ genu lab
nie jest warunkiem koniecznym do prawidlowego
rozwoju gtowy lub wynik jego ekspresji jest bardzo
nieznaczny (Angelini i in. 2005).
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Ryc. 1. Schemat ekspresji genéw homeotycznych w poczatkowym stadium rozwoju zarodkowego pluskwiakdw Oncopeltus
fasciatus (Of) i Nysius plebeius (Np); na podstawie wynikéw badan Angelini i in. (2005) oraz Matsuura i in. (2015) [Fig. 1.
Scheme of Oncopeltus fasciatus (Of) and Nysius plebeius (Np) Hox genes expression; based on Angelini et al. (2005) and Matsuura

etal. (2015)].

Gen proboscipedia

Ekspresja genu proboscipedia u O. fasciatus jest zau-
wazalna jedynie w segmencie wargi dolnej. RNAi tego
genu powoduje przeksztatcenie czesci dystalnej wargi
dolnej w odnéza przedtutowia, natomiast sttumienie
jednoczesnie aktywnosci genéw pb i Scr przeksztatca
warge dolng w pare czutkdow - tego zjawiska nie ob-
serwuje sie podczas RNAi kazdego z tych genéw osob-
no (Hughes i Kaufman 2000).
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Badania Angelini i in. (2005) wykazaty, ze u 72-96
godzinnych zarodkéw ekspresja genu pb jest zalezna
od obecnosci Scr, natomiast nie dotyczy to juz zarod-
kéw 120 h, u ktérych gen ten nie ma wplywu na ak-
tywno$¢ proboscipedia.

Gen Deformed

Ekspresja genu Deformed ma miejsce w segmentach
zuwaczkowym i szczekowym glowy O. fasciatus (An-
geliniiin. 2005).
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RNAi genu Dfd prowadzi do przeksztatcenia zu-
waczek w struktury przypominajgce czesci dystalne
czutkéw z krétka, szeroka nasada. Segment szczekowy
natomiast po sttumieniu dziatania Dfd przypomina
rowniez czesci dystalne czutkéw, z tg rdznica, ze sa
one kroétkie i zakrecone do tytu.

Wynika z tego, ze obecnos¢ genu Dfd jest koniecz-
na do prawidtowego rozwoju zuwaczek (Hughes
i Kaufman 2000).

Gen Sex combs reduced

Badania dotyczace aktywnos$ci genu Sex combs redu-
ced wymagaja kontynuacji - do tej pory nie udato sie
ustali¢ jednoznacznie funkcji jaka sprawuje u plu-
skwiakéw, poniewaz niezwykle trudne jest usuniecie
go ze wszystkich komoérek ciata owada (Angelini i in.
2005; Hughes i Kaufman 2000). Niemniej jednak, po-
znano jego wptyw na inne geny Hox.

Scr jest konieczny do aktywnos$ci genu proboscipe-
dia u 72-96 godzinnych zarodkéw O. fasciatus (Angeli-
ni i in. 2005). Gen Scr wraz z genem Dfd odpowiada za
prawidtowe wyksztatcenie segmentu szczekowego,
natomiast z genem pb wspétdziata przy rozwoju wargi
dolnej - zastosowanie metody RNAi w obu przypad-
kach prowadzi do przeksztalcenia w czutki odpo-
wiednio szczek (Dfd Scr) i wargi dolnej (pb Scr) (Hu-
ghes i Kaufman 2000).

Gen Antennapedia

Gen Antennapedia wykazuje silng ekspresje w obrebie
tutowia pluskwiakéw O. fasciatus i Nysius plebeius
(Distant, 1883), zwtaszcza w jego tylnej czesci, a stab-
sza w przednich segmentach odwtoka (Angelini i in.
2005; Matsuura i in. 2015).

Aktywnos¢ tego genu jest czynnikiem koniecznym
w procesie segmentacji $rodkowych cze$ci odndzy
oraz specyfikacji ich czesci proksymalnej, sSrodkowej
i dystalnej (Herke i in. 2005).

W czesci srodkowe i dystalnej dochodzi do niej
poprzez hamowanie aktywnosci kofaktora transkryp-
cyjnego homothorax (hth) (Casares i Mann 2001; Yao i
in. 1999). RNAi genu Antp prowadzi do wielu trans-
formacji przydatkéw tutowia. Przyktadowo, gdy Antp
jest hamowany, aktywuje sie hth - wowczas rozbudo-
wywana jest cze$S¢ dystalna odnéza i rozwijaja sie
przydatki przypominajace czutki, jednak posiadajace
na koncu przedstopie zakonczone pazurami (Casares
i Mann 2001; Struhl 1981, 1982).

Badania Herke i in. (2005) wykazaty, ze aktyw-
no$¢ genu Antennapedia jest Konieczna do rozwoju
segmentow dystalnych i srodkowych odnézy, jednak
nie jest wymagana w przypadku czesci proksymalnej
i przedstopia.
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Analizowano réwniez wplyw genéw Hox na roz-
woj bakteriocytéw u N. plebeius, gdzie wykazano, zZe
ttumienie genu Antp wptywa na lokalizacje bakterio-
mu z endosymbiotycznymi bakteriami w organizmie
tego pluskwiaka.

Bakteriomy bytly zlokalizowane w segmencie T3
tutowia, w tylnych odnézach oraz w segmentach A1l i
A2 odwtloka. Moze to swiadczy¢ o tym, Zze gen Antp
ujemnie reguluje réznicowanie bakteriocytow w seg-
mentach T3 i A1 w trakcie embriogenezy N. plebeius
(Matsuura i in. 2015).

Gen Ultrabithorax

Gen Ultrabithorax odpowiada za réznice morfologicz-
ne pomiedzy segmentami tutowia owadéw oraz regu-
luje dtugos¢ odnézy wielu gatunkéw (Khila i in. 2009;
Khila i in. 2014).

U 0. fasciatus ekspresja genu Ubx jest najsilniejsza
w segmentach T3 i Al, a im blizej konica odwtoka, tym
jest ona stabsza (Angelini i in. 2005; Liu i Kaufman
2004; Khila i in. 2009), natomiast u N. plebeius naj-
wieksza aktywno$¢ Ubx odnotwano w segmencie Al
(Matsuura i in., 2015).

Gen Ultrabithorax odgrywa bardzo wazng role
zwlaszcza w rozwoju pluskwiakéw infrarzedu Gerro-
morpha. Gtéwng réznica pomiedzy tymi pluskwiaka-
mi, a blisko spokrewnionymi z nimi Heteroptera la-
dowymi jest aktywno$¢ genu Ubx w drugim segmencie
tutowia i znaczna jego ekspresja w segmencie trzecim.
Zmiany te sg powigzane z dtugoscia odndzy pluskwia-
kéw infarzedu Gerromorpha (Armisen i in. 2015).

Ubx pelni istotng funkcje w réznicowaniu sie od-
nozy tych pluskwiakow w procesie radiacji adaptacyj-
nej (Khila i in. 2014). Ekspresja tego genu znacznie
zwieksza dtugos$¢ odnézy srodkowych, co w duzym
stopniu przyczynia sie do umiejetnosci tych owadow
w poruszaniu sie po powierzchni wody. Dalsze zmiany
bedace efektem dziatania tego genu powoduja, zZe
odndza te pelnig funkcje wiosel, a tylne - steru (Khila
i in. 2014; Refki i in. 2014). Wyksztatcone w ten spo-
s6b odnéza sa odpowiednie do skakania, co umozliwia
pluskwiakom z infrarzedu Gerromorpha ucieczke
przed drapieznikami (Armisen i in. 2015).

Badania przeprowadzone przez Matsuure i in.
(2015) wykazatly, ze obecno$¢ genu Ultrabithorax jest
kluczowa dla rozwoju bakteriocytow u pluskwiaka
N. plebeius. Supresja Ubx skutkowata zniknieciem
czerwono napigmentowanych bakteriocytéw i powig-
zanej z nimi lokalizacji symbiontéw. U osobnikow
kontrolnych symbionty skupiaty sie w cze$ci brzusz-
nej, skad migrowaty do bakteriocytéw. Natomiast w
zarodkach z wytlumionym genem Ubx symbionty byty
rozproszone, po czym zanikaty (Matsuura i in. 2015).
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Gen Abdominal-A

Ekspresja genu Abdominal-A u O. fasciatus przebiega
od tylnej czesci segmentu Al do segmentu A10, przy
czym jest ona najsilniejsza w segmentach A2-A7. Ten
wzor ekspresji jest bardziej zblizony do tego wystepu-
jacego u gatunkéw Thermobia domestica (Packard,
1873) i Tribolium castaneum (Herbst, 1797), niz do
D. melanogaster (Angelini i in. 2005).

Usuniecie genu abd-A u Oncopeltus prowadzi do
catkowitej utraty pigmentacji po stronie brzusznej
odwtoka (Sharma i in. 2016), natomiast u N. plebeius
zaburza organizacje przestrzenng bakteriocytow
w odwtoku tego pluskwiaka (Matsuura i in. 2015).

Gen Abdominal-B

Ekspresja genu Abdominal-B u O. fasciatus jest najsil-
niejsza w segmencie A10 i w przedniej cze$ci Al1. Jej
natezenie jest stabsze w segmentach A4-A9. Interfe-
rencja RNA tego genu prowadzi do utraty wielu cech
charakterystycznych dla tylnej cze$ci odwtoka na
rzecz tych wilasciwych dla jego czesci przedniej, mie-
dzy innymi wystepuje brak pigmentacji w segmencie
A10, a odwtok ma zmieniony ksztalt w poréwnaniu
z osobnikami nie poddanymi RNAi (Angelini in. 2005).

Gen Abd-B wptywa na okresSlenie segmentéw od-
wtoka, w ktoérych zajdzie melanizacja, a proces ten jest
niewrazliwy na zmiany temperatury, jednak czescio-
wo wyksztalcaja sie fenokopie wtasciwe dla tych wy-
muszonych przez niskie temperatury (Sharma i in.
2016).

Geny Hox jako markery molekularne w badaniach
nad filogeneza Heteroptera

Geny Hox sg konserwatywne juz na poziomie zwierzat
dwubocznie symetrycznych, a ich przydatnos¢ jako
markeréw molekularnych w rekonstrukcji filogenezy
na wyzszych poziomach taksonomicznych wykazy-
wano wielokrotnie (np., de Rosa i in. 1999; Peterson
2004). Ewolucja sekwencji i funkcji genéw homeo-
tycznych odpowiada zmianom w budowie ciata zwie-
rzat, co pozwala sadzié, ze mutacje tych gendw i od-
powiadajace im zmiany w morfologii zwierzat moga
by¢ ewolucyjnie powigzane (Tianiin. 2011).

Uzyteczno$¢ gendw Hox w rekonstruke;ji filogene-
zy Heteroptera sprawdzono do tej pory jedynie dla
dwoch infrarzedéw, tzn. Pentatomomorpha (w opar-
ciu o 6 genéw Hox; Tian i in. 2011) i Nepomorpha (4
geny Hox; Liiin. 2012).

Do badan pokrewienstwa u Pentatomomorpha
wybrano eksony szesciu genéw: abd-A, Dfd, pb, Scr
i Ubx o wielkosci 500-1000 pz. Otrzymane wyniki
(ryc. 2) pozwolity na wyodrebnienie kazdej analizo-
wanej nadrodziny, co jest zgodne z drzewami oparty-
mi na danych morfologicznych, w wielu przypadkach
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rowniez tych uzyskanych na podstawie innych marke-
row molekularnych (réznice najprawdopodobniej
wynikaja z tego, Zze w badaniach czes¢ nadrodzin nie
zostata uwzgledniona).

Cimicomorpha
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Ryec. 2. Relacje filogenetyczne w obrebie Pentatomomorpha
w oparciu o fragmenty szeSciu genéw Hox, z Cimicomorpha
jako grupa zewnetrzng (na podstawie wynikéw badan Tian
i in. 2011) [Fig. 2. Phylogenetic relationships within Penta-
tomomorpha based on six Hox gene fragments, with Cimico-
morpha as outgroup (based on Tian et al. 2011)].

Gatunki nalezace do Aradoidea tworza nierozwig-
zane politomie, jednak nie zaprzecza to okresleniu
Pentatomomorpha jako taksonu monofiletycznego,
natomiast podkresla szczegélny charakter Aradoidea,
ktdra posiada liczne autapomorfie (Tian i in. 2011).

Otrzymany wynik pokrewienstwa w kladzie Tri-
chophora jest zgodny z wcze$niejszymi badaniami nad
jego filogeneza (wyrazne rozgatezienie pomiedzy Pen-
tatomoidea i pozostatymi nadrodzinami), natomiast
wsréod Eutrichophora uktad ((Pyrrhocoroidea + Coreo-
idea) + Lygaeoidea) potwierdza hipoteze, ze obecnos¢
czteroptatowego gruczotu slinowego jest morfologicz-
ng synapomorfig taczaca nadrodziny Pyrrhocoroidea
i Coreoidea.

Powyzsze wnioski wskazuja, ze sekwencje genéw
Hox sa uzytecznym markerem w badaniach nad po-
krewienstwem pluskwiakéw, a skuteczne zastosowa-
nie u Heteroptera starteréw zaprojektowanych zgod-
nie z modelem uzyskiwania sekwencji genéw Hox
u Endopterygota sugeruje, ze ta metoda moze by¢
wykorzystywana do badan nad filogeneza pozostatych
grup owadow (Tianiin. 2011).

Rekonstrukcje filogenezy Nepomorpha przepro-
wadzono w oparciu o cztery geny homeotyczne: abd-A,
Dfd, Ubx i pb. Wyniki tych analiz jednoznacznie wy-
dzielaty Nepomorpha jako takson monofiletyczny,
jednak ze wzgledu na zbyt duza liczbe indeli i miejsc
zmiennych wykorzystanie sekwencji nukleotydowych
do przedstawienia pokrewienstwa w obrebie Nepo-
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morpha bytoby mato wiarygodne. Obiecujace wyniki
otrzymano jednak w oparciu o sekwencje aminokwa-
sowe (ryc. 3).

Cicadomorpha
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Ryc. 3. Relacje filogenetyczne w obrebie Nepomorpha w
oparciu o fragmenty czterech genéw Hox, z Cimicomorpha,
Leptopodomorpha i Cicadomorpha jako grupa zewnetrzna
(na podstawie Min i in. 2012) [Fig. 3. Phylogenetic relation-
ships within Nepomorpha based on four Hox gene fragments,
with Cimicomorpha, Leptopodomorpha and Cicadomorpha as
outgroup (based on Tian et al.,, 2011)].

Kazda z badanych nadrodzin na otrzymanym
drzewie filogenetycznym cechuje sie monofiletyzmem
(Liiin. 2012). Topologia drzewa pokrywa sie z wie-
loma wczeéniejszymi badaniami (Mahner 1993; Stys
i Jannson 1988). Nowoscia jest tutaj obecno$¢ w Noto-
nectoidea jedynie rodziny Notonectidae i wyodrebnie-
nie kladu Pleoidea + Naucoroidea jako jej grupy sio-
strzanej.

PowyzZsze rezultaty wskazuja na to, Ze geny Hox
moga by¢ wykorzystywane do rekonstrukcji filogene-
zy Neopomorpha na poziomie rodziny i nadrodziny (Li
i in. 2012), a w potaczeniu z wynikami uzyskanymi
przez Tian i in. (2011) dla Pentatomomorpha mozna
przypuszczac, ze beda odpowiednie do analiz filogene-
tycznych w obrebie catego podrzedu Heteroptera.

Perspektywy

Do tej pory nie wykorzystano w pelni potencjatu ge-
néw Hox jako markeréw molekularnych do badan nad
pokrewienstwem w obrebie podrzedu pluskwiakow
réznoskrzydtych - prébowano dokona¢ rekonstrukcji
filogenezy jedynie infrarzedéw Pentatomomorpha (na
podstawie fragmentéw 6 gendow Hox) i Nepomorpha
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(4 geny Hox), bazujac na genomach niewielkiej liczby
gatunkow.

Zasadnym wydaje sie wiec przeprowadzenie ba-
dan z zastosowaniem sekwencji wszystkich genow
homeotycznych do analiz filogenetycznych w obrebie
podrzedu Heteroptera z wykorzystanie duzej liczby
gatunkow reprezentujgcych wszystkie jego infrarzedy.
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genes in the hemichordate Ptychodera flava and

SUMMARY

Hox genes as embryonic development regulators and phylogenetic markers in Heteroptera - the current state of
knowledge and future prospects

The Homeotic Complex (Hox) genes are a group of genes, which expression along anterior-posterior body axis of the embryo
is required to assign segmental identity. Starting with the most anterior: labial (lab), proboscipedia (pb), Deformed (Dfd),
Sex combs reduced (Scr), Antennapedia (Antp), Ultrabithorax (Ubx), Abdominal-A (abd-A), Abdominal-B (Abd-B). Compari-
son of wild-type individuals and those with homeotic phenotype has resulted into knowing of the functions of heteropteran
Hox genes. In Oncopeltus fasciatus labial expression is restricted to the intercalary segment and probably has a very subtle
phenotype. Proboscipedia is expressed only in labial segment and its RNAi transforms the distal labium to prothoracic legs.
Deformed gene expression is present in mandibular and maxillary segment. It is necessary for proper mandibular develop-
ment. Sex combs reduced gene with Dfd specify the maxillae, and with pb - the labium. Antennapedia gene is strongly ex-
pressed in thorax and it is required for segmentation of the medial region of the leg and for the specification of leg identities.
Suppression of Abdominal-A leads to a complete loss of ventral abdominal pigmentation. Abdominal-B gene appears to play a
role in specifying the segments where abdominal melanic bands develop. Ultrabithorax has a major influence on diversifica-
tion of legs in the adaptive radiation of semi-aquatic bugs. Ubx expression much increased mid-legs length, thereby enhanc-
ing their role in water surface walking and helps using quick jump to escape predators. Hox genes were also used as phyloge-
netic markers to study evolutionary relationships between Pentatomomorphan species (studies based on six Hox genes) and
Nepomorphan species (based on four Hox genes). The results show that Hox genes are suitable molecular markers to resolve
phylogenetic relationships in Heteroptera, however more studies are necessary.
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