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Pifedmluva

Nemoci prenaSené krevsajicimi clenovci zpisobuji na celém svété vysokou
morbiditu. Pokroky souvisejici s genomikou hmyzich vektort tak mohou pomoci v
rozvoji strategii pro naslednou kontrolu populaci krevsajicich ¢lenovcl a onemocnéni
jimi pfenaSenymi. Z tohoto diivodu je dillezité vénovat se studiu biologie vektort v celé
jeho komplexité, tj. vCetné bakterialni slozky tvorici mikrobiomy. Znalosti
mikrobialniho profilu miZeme nasledné vyuzit pro vytvoteni uc¢innych strategii pro boj

s patogeny.

Tato prace se zabyva dvéma skupinami krevsajicich ¢lenovcet, triatomami a
klistaty, ktefi figuruji jako zasadni vektoti celosvétové rozsitenych chorob. Triatomy
jsou znami vektoii Chagasovy choroby, ktera je na Americkém kontinentu znac¢né
rozSifena. Nicméné doposud rozsahlejsi studie mikrobiomi Americkych triatom
neprobihaji. Klistata jsou v mé praci zastoupena druhem Ornithodoros turicata ze
skupiny mekkych klistat, ktera lze nalézt na stejnych stanovistich jako triatomy. O.
turicata je vektorem Borrelia turicatae, ktera zpusobuje relapsujici horecky. Tento druh
bakterie je Casto spojovan s chorobami prasat. Pti sdni infikovaného klistéte na lidech

pak mize dojit k vaznym toxickym reakcim a sekundarnim infekcim.

Cilem této prace je determinovat mikrobiomové profily nékolika druhti rodu
Triatoma pochazejicich ze stejného stanovisté a posoudit vlivy enviromentalnich faktort
na jejich sloZeni. Nasledné posoudit moznou konvergenci mezi mikrobiomy triatom,
klistat a triatomam piibuznych nehematofagnich plostic ze stejného stanovisté.
V neposledni fadé pak posoudit vliv bakteridlni slozky prostiedi na mikrobiomy
hostiteld. Kapitoly uvodu se vénuji obecnému seznameni s mikrobiomem bezobratlych,
tématu mikrobiomu u krevsajicich ¢lenovct (klist’at, trimatom a jim piibuznych plostic)

a mikrobiomu §t’avysajicich zivocich.



1. Uvod

1.1 Mikrobiom

Pojem mikrobiom ptedstavuje spolecenstvi vSech mikroskopickych organismu, které
osidluje organ ¢i tkan obratloveu, piipadné bezobratlych. Tento termin mizeme také pouzit,
pokud se jedna o mikroorganismy Zijici v jednom prostiedi. Jedna se o ekologickou komunitu,
kterd je tvofena komensalnimi, symbiotickymi a patogennimi organismy. Mikrobiom najdeme
zejména ve stfevech, kde je tvofen bakteriemi, archey, viry a n€kdy 1 jednobunécnymi

eukaryoty (Kaufmann et al., 2000; Feldhaar, 2011).

Studie zabyvajici se komplexnim poznanim mikrobiomu jsou zalezitosti poslednich
dvou desetileti a jedna se o velmi rychle rostouci a moderni téma. Pro védeckou komunitu
predstavuji vyzkumy lidskych mikrobiom pfislib novych mozZnosti kontroly lidského zdravi.
Je pravdou, Ze hlavné studie a znalosti ¢erpané z lidského mikrobiomu dale urcuji sméry a
tempo vyzkumu mikrobiomii dalSich obratlovct a bezobratlych. Mezi hlavni projekty urcujici
smér a vyvoj vyzkumid mikrobiomt patii naptiklad Human Microbiome Project
(https://nmpdacc.org/hmp/, Turnbaugh et al., 2007) a Earth Microbiome Project (Gilbert et

al.,2014). Human Microbiome Project si klade za cil sestavit hlavni komponenty lidského
mikrobiomu a objasnit jejich vliv na fyziologii a predispozici k riznym chorobam. Earth
Microbiome Project je masivni spolupraci mezi védci z celého svéta se zaméienim na
charakterizaci mikrobialniho Zivota na nasi planeté. Oba projekty zaroven napomohly vyvoji
vhodnych bioinformatickych nastrojii umoziujici zpracovani a nasledné analyzy
amplikonovych 1 metagenomickych dat, které je mozné vyuzit jak pro podrobnéjsi studie
mikrobiomu obratlovcl a bezobratlych, tak pro mikrobiom jednotlivych prostiedi (Turnbaugh
et al., 2007, Gilbert et al 2010- meeting report vision of an emp).


https://hmpdacc.org/hmp/

1.1.1 Mikrobiomy bezobratlych

Hmyz je nejrozmanitéjsi skupinou zivoc€icht (Basset et al., 2012), jejiz evoluéni
uspésnost je Casto pricitana symbiotickym vztahtim s mikroorganismy. Bakteridlni symbionti
ovliviiuji fadu zakladnich vlastnosti a fyziologickych funkci hmyzu. Zasluhuji se naptiklad o
spravny vyvoj hmyzu a jeho odolnost vii¢i tepelnému stresu ¢i patogenim (Oliver et al., 2014;

McLean et al., 2016; Brown et al., 2020).

Studium mikrobiomu bezobratlych je vyznamné z hlediska spojeni znalosti
S medicinou a epidemiologii. V oblasti mediciny se né&které druhy hmyzu vyuZivaji pro
experimentalni prace na mikrobidlnich komunitach, kde se sleduje jejich interakce
s hostitelem (Lemaitre & Hoffmann, 2007). Z hlediska hmyzich vektord pienasejicich fadu
patogent, se sleduje vliv mikroorganismii osidlujicich stievo na pfenaSené patogeny, které se
Vv tomto prostiedi vyvijeji. Tyto vyzkumy maji za hlavni cil vytvofit strategie kontroly
pienaSect a tim zastavit Sifeni hmyzem pienaSenych onemocnéni (McMeniman et al., 2009;
Engel & Moran, 2013). V poslednich letech se objevuji studie zamifené na interakce stievnich

mikroorganismu s imunitnim systémem (Engel & Moran, 2013).

Mikroorganismy najdeme hlavné ve stfevé hmyzu, které vytvaii vhodné podminky pro
mikrobidlni kolonii. Vétsina druhit hmyzu ma ve svém mikrobiomu bakterie druhové podobné
organismum ze stfevniho mikrobiomu obratlovcti. Ne&které druhy hmyzu hosti 1
mikroorganismy, které jsou druhové specifické (Engel & Moran, 2013). K tém patii i vice
specializovani symbionti, které 1ze na zéklad¢ jejich evolucné ekologickych charakteristik
zafadit do dvou kategorii. Jedna se o tzv. obligatni (P-primarni symbionty) a fakultativni
symbionty (S-sekundarni symbionti). Obligatni symbionti jsou na hostiteli striktné zavisli a
sdili s nim stejnou evoluc¢ni trajektorii. Nalezneme je ve specializovanych burikach (piipadné
organech) zvanych bakteriocyty, respektive bakteriomy (Moran & Telang, 1998; Pontes &
Dale, 2006;). Prave obligatni symbionti tvofi esencialni latky nezbytné pro Zivot a prospivani
hmyzich hostiteld zavislych na nutri¢né nevyvazené potravé (Pontes & Dale, 2006; Weiss et
al., 2011). Typicky se jedna o fytofagni a striktn¢ hematofagni skupiny hmyzu. U¢ebnicovym
ptikladem je obligatni symbioza msic s bakterii Buchnera aphidicola (napf. Baumann, 2005).
B. aphidicola je typickym P-symbiontem poskytujici msicim predev§im esencialni
aminokyseliny, které rostlinné $tavy neobsahuji (Wilson et al., 2010). Fakultativni
endosymbionti nepodmiiiuji pfimo existenci svého hostitele, ale mohou ovliviiovat jeho

fitness. Mezi fakultativni endosymbionty patii jak mutualisté, tak reprodukéni manipulatofi.



Vyskytuji se zejména v okoli bakteriocytl, v reprodu¢nich organech a v mlé¢nych ¢i slinnych
zlazach. Mezi zastupce této skupiny fadime napiiklad rody Wolbachia, Spiroplasma a
Hamiltonella (Fukatsu et al., 2001; Moran et al., 2008; Werren et al., 2008, Degnan et al.,
2009). Fakultativni symbionti maji mechanismy, skrze které ovliviuji biologii svého hostitele
a tim docili nartstu infikovanych hostiteld v celé populaci (Oliver et al., 2003; Werren et al.,
2008). Tyto mechanismy mohou byt pro hmyz také prospé$né a piimo zvySovat fitness
hostitele. Naptiklad H. defensa, jak by mohl jeji nazev napoveédét, je schopna prostiednictvim
manipulaci ochranit svého hostitele proti parazitujicim vosim larvam (Oliver et al., 2019).
Podobné tak nékteré linie bakterii rodu Spiroplasma, které chrani svého hostitele proti
parazitujicim hlisticim (Jaenike et al., 2010). V tomto pfipad¢ se tedy jedna o mutualisticky
vztah hostitele s bakteriemi (Bronstein, 2015). Reprodukéni manipulatofi naopak prosazuji
vlastni propagacni mechanismy, které méni pomér pohlavi infikovanych hostitell (zptsobuyji
nadprodukci samicek), jelikoz je bakterie pienasena jen po matefské linii. B&hem
embryogeneze dochazi i k usmrceni saméich jedincii. Casto tuto strategii vyuzivaji napiiklad
bakterie rodu Wolbachia (Hurst et al., 1999; Moran et al., 2008).

Kromé¢ bakterii vytvafejicich s hmyzem Sirokou skalu symbiotickych vztahti se ve
sttevé hmyzu vyskytuji jednobunécné eukaryotni organismy (protisté a houby), archaea a viry.
Protisté byli nejlépe popsani u termitti a Svabi (Hongoh, 2011). Houby se vyskytuji ¢asto u
hmyzu, jehoz potravou je zejména dievo a hraji roli pfi jeho traveni. Archea nalézame

napiiklad u vos a termita (Paul et al., 2012; Brune, 2018;).

Mikrobiomy jednotlivych druhti bezobratlych se vyrazné 1i§i zejména ve velikosti,
diverzité, lokalizaci a funkci ve stievé. VétSina Stavy sajicich druhit ma ve svém stievnim
mikrobiomu velmi malé mnozstvi mikroorganismu (Cheung et al., 1993). Existuji i pfipady,
kde nejsou detekovany zadné stievni bakterie (napi. Hammer et al., 2019). Naopak u hmyzu,
ziviciho se dfevem (termiti, §vabi, cvréci), nalézdme v porovnani s velikosti téla nejvétsi
mnozstvi bakterii (Cazemier et al.,1997). Mezi nejvice zastoupené bakteridlni skupiny ve
stfevnim mikrobiomu patii Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes, Clostridia, Actinomycetes, Spirochetes, Verrucomicrobia, a
Actinobacteria (Colman et al., 2012).



1.1.2 Hematofagové: vztah mikrobiom, patogen a hostitel

Zastupci Clenovcd, ktefi se zivi vyhradné krvi obratlovct, jsou ozna¢ovani jako obligatni
hematofagové. Od ostatnich druhii bezobratlych se ndpadné lisi predevSim uspotfadanim
ustniho ustroji, které je morfologicky uzpiisobené k sani. Mezi obligatni hematofagy fadime
hmyz ze skupin Neoptera (v$i), Hemiptera (triatomy a Sténice), Diptera (mouchy tse-tse, klose
a muchule) a skupinu Ixodidae (klistata) (Lukashevich et al., 2003; Anderson & Magnarelli,
2008). Podobné jako u jinych bezobratlych, ovliviiuje rozmanitost a slozeni mikrobiomu
zejména imunitu a traveni hematofagnich hostiteld (Minard et al., 2013; Telleria et al., 2018).
Vyzivové je krev bohatd na bilkoviny a soli, je vSak chudé na fadu vitamint. Pti jejim traveni
se navic uvoliiuje toxické mnozstvi hemu a mocoviny (Ribeiro & Arca, 2009; Song SJ et al.,
2019). Primarni funkci fady symbiotickych bakterii u hematofagnich hostiteld je tak syntéza
esencialnich vitaminti a odbouravani toxickych produktt metabolismu (Akman et al., 2002;
Allen et al., 2007; Pais et al., 2008; Smith et al., 2015).

U hematofagnich Clenovct, ktefi jsou pienaseci (vektory) fady virovych, bakterialnich i
jednobunéénych eukaryotnich patogenti a paraziti, mohou navic symbiotické bakterie
ovlivitovat vektorovou kapacitu svych hostiteltl. Jelikoz mikrobiom hematofagnich vektort
vyuziva stejnou niku jako pienaSené patogeny ¢i parazité, tedy lumen a sténu stfeva,
(Azambuja et al., 2005; Mosbacher et al., 2011; Castro et al., 2012;), mize mikrobiom ptimo
branit pienosu parazitii v rdmci soutéze o zdroje, piipadné zabranovat replikaci a pienosu
parazitii nepfimo V ramci posileni nebo iniciace imunitni odpovédi (Geiger et al., 2013;
Dennison et al., 2014). Zejména vertikaln¢ pfenaseni symbionti hraji dileZitou roli v replikaci
a prenosu patogenii (Dennison et al.,2014). Konkrétni interakce stievnich mikrobiomi S
prenasenymi patogeny byly popsany zejména u komart a klistat. Symbionti z rodu Wolbachia
ovlivituji u rdznych druhti komari kompetenci pro pienos specifickych paraziti a virl
(Martinez et al., 2014). Ur¢ité linie rodu Wolbachia mohou u nékterych druhl sniZovat
proliferaci a pienos viru (Lu et al., 2012). U jinych druhti komarti ma naopak pfitomnost tohoto
symbionta za nasledek zvySenou miru infekce (Dodson et al., 2014). Napiiklad studie dvou
kolonii komarti Culex quinquefasciatus a Culex tarsalis infikovanych symbionty rodu
Wolbachia popisuje zvysenou odolnost vici arbovirové infekei, jejimz nasledkem se snizuje

mozny pienos viru Zapadonilské horecky na obratlovce (Glaser et al., 2010).



1.2 Konvergence mikrobiomii krevsajicich Zivo¢ichi

Konvergenci rozumime v evolu¢ni biologii typ evoluce, kdy se nepiibuzné druhy vyvijeji
pod podobnymi selekénimi tlaky (napt. vliv podobného prostiedi nebo potravni strategie), na
zaklad¢ kterych pak vykazuji podobné biologické charakteristiky (King & Stansfield.,2006).
V ptipad¢ mikrobiomu lze posuzovat kompozi¢ni (ve smyslu taxonomické) a funkéni
konvergence. Kompozi¢ni konvergenci rozumime sdileni fylogeneticky blizkych/shodnych
taxont ve stfevnich mikrobiomech vzdalené ptibuznych nebo neptibuznych hostiteli. Funkéni
konvergence mikrobiomil je podminéna obdobnou genomickou kapacitou fylogeneticky

odliSnych mikrobiomil (Song et al., 2019).

Na otazku, zda ve stejném prostiedi nebo za stejnych ekologickych podminek dochazi
k formovani podobnych mikrobiomii u riznych druha hostiteld, se jiz pokouselo odpoveédét
nékolik studii. Napiiklad u zastupci myrmekofagnich savct (zivicich se pouze mravenci, jako
je mravenecnik, mravencojed a pasovec) je slozeni bakterialnich komunit podobné, coz
naznacuje silnou konvergenci stievniho mikrobiomu (Delsuc et al., 2014). Tyto evolu¢ni
konvergence jsou vysledkem adaptace na piisn¢ specializovany druh stravovani. Z
genomového sekvenovani riznych druht obratlovet vyplyva, ze zejména potrava a
fylogeneticky ptivod hostitele ma na evolu¢ni vyvoj mikrobiomu zna¢ny vliv. Pfi porovnavani
mikrobioml mezi masozravci, vSezravei a bylozravci, byly sledovany zéasadni rozdily v
jejich bakterialnim slozeni (Ley et al., 2008). Pfi porovnani mikrobiomu hematofagnich
pénkav a netopyru byla zjist€éna minimalni taxonomicka konvergence a zasadni funkéni
konvergence. A¢ se bakterialni taxony mezi neptibuznymi druhy hematofagnich hostiteld

lisily, jejich funkce v mikrobiomu byla podobna (Song et al., 2019).

V ramci bezobratlych byla konvergence mikrobidlnich komunit podrobnéji studovéana u
¢lenovct a pijavic druhu Haementeria officinalis (Siddall et al, 2004; Perkins et al., 2005). A¢
jde o neptibuzné skupiny bezobratlych, jejich symbionti prosli podobnym evolué¢nim vyvojem
a vykazuji obdobné charakteristiky, tj. fylogeneticky piivod, lokalizaci, morfologii a
genomové charakteristiky. Symbiont druhu Haementeria officinalis popsany jako Candidatus
Providencia siddallii (Gammaproteobacteria) klastruje s vétvi Providencia sdruzujici
patogeny Clovéka i ¢lenovcl. Candidatus Providencia siddallii se nachazi v bakteriocytech,
ma silné¢ redukovany genom bohaty na AT baze, omezené metabolické schopnosti a
pleomorfni tvar, tedy vlastnosti charakteristické pro obligatni endosymbionty hmyzu.

Z metabolické kapacity genomu tohoto symbionta rovnéz vypliva, ze se jedna jak o funkéni



konvergenci (syntéza vitamina B), tak i kompozi¢ni (mezi fylogeneticky vzdalenymi jedinci)
(Manzano-Marin et al., 2015).

1.3 Prostredi jako zdroj symbiotickych bakterii

U ektoparazitti obratlovcii, jako jsou v§i nebo klistata, existuji dikazy o vyvoji
symbiotickych linii z ptivodnich patogent obsazenych v nasaté krvi obratlovcu. ,, Francisella-
like endosymbiont “, obligatni endosymbiont klistat, poskytujici svym hostitelim esencialni
latky, se pravdépodobné vyvinul ze sav¢iho patogenu druhu Francisella tularensis, ziskaného
pii sani krve klistétem (Sun et al.,2000; Scoles, 2004). Podobny evolu¢ni scénaf byl pozorovan
také u vsi Polyplax serrata a Polyplax spinulosa, u kterych se pravdépodobné jejich obligatni
endosymbiont Candidatus Legionella polyplacis (Legionellaceae) vyvinul pravé z patogenu
obratlovci (Rihova et al., 2017). Uvazovalo se i o opaéném evoluénim propojeni prosttedi a
mikrobiomu hematofagnich ¢lenovci tj. vyvoj virulentniho patogenu obratlovct Coxiella
burnetii, ktery vznikl evolu¢ni transformaci matefsky zdédéného endosymbionta klistat
(Duron et al., 2015, Gerhart et al., 2016). Nicmén¢ recentni studie doklada, ze Coxiella u
mékkych klist'at je vice podobna C. burnetii (lidsky patogen), nez Coxielle u tvrdych klistat.
Navic existuje n€kolik subtypl, které jsou bud’ endosymbionti nebo patogeny, z cehoz
vyplyva, ze se vyvinulo nékolik linii nezavisle na patogenni Coxielle. U endosymbionti klist'at

tedy nedoslo k zisku faktoru virulence, jak se diive pifedpokladalo (Brenner et al., 2020).

1.4 Modelové organismy a jejich mikrobiomy

Jako modelové organismy byli vybrani zastupci pochazejici ze stejného stanovisté
(hnizda hlodavci Neotoma albigula), u kterych pfedpokladime pusobeni totoznych
enviromentalnich vlivi. Jedna se o druhy blizké fylogeneticky, tedy Triatoma spp. a Largus
californicus, nebo ekologicky (potravni specializaci-hematofagie) Triatoma sp. a
Ornithodoros turicata. Nasledné kapitoly se zabyvaji pfehledem dostupnych charakteristik

mikrobiomt téchto organismi.



1.4.1 Heteroptera (Hemiptera)

Heteroptera je skupinou hmyzu s bodavé sacim Ustnim Ustrojim, prizpisobenym k sani
rostlinnych a zivoc¢isnych stav (Kuechler et al., 2012). Nékteré druhy ze skupiny heteropter
fadime k vyznamnym zemédé€lskym Sktidcim (mSice) i medicinsky vyznamnym parazitim
(triatomy, Sténice). V neposledni fad€ jsou zastupci heteropter i nositeli virti (naptiklad ptenos

alphavirus — like RNA virus plostici Pyrrhocoris apterus) (Vinokurov & Koloniuk, 2019).

Podiad Heteroptera tvoii osm infrafddii Dipsocoromorpha, Enicocephalomorpha,
Gerromorpha, Leptopodomorpha, Nepomorpha, Pentatomomorpha, Cimicomorpha. Cely
tento podiad obsahuje pies 38 000 druhd (Henry, 2017). Nasledujici kapitoly se zaméti na

mikrobiomy triatom a jim blizkym fytofagnim plosticim rodu Largus.

1.4.1.1 Pyrrhocoroidea

Stavysajici heteroptery maji tstni ustroji uzptisobené k sani rostlinné mizy. Mezi hlavni
zastupce patii naptiklad mSice, cikddy, molice apod. Dle narokli na potravu rozliSujeme
monofagy (saji na jednom rostlinném druhu), oligofagy (saji na nékolika rostlinnych druzich)
a polyfagy. Kvili specifické potravé maji heteroptery uzptisobenou ¢ast stteva, ktera umozni
oddélni Zivin od piebyteéné vody (Schafer & Ahmad, 2000; Wang et al., 2020). Nadceled’
Pyrrhocoroidea tvoii rody Largidae a Pyrrhocoridae s vice nez 520 druhy hmyzu. Pro druhy
této nadceledi je typicka cast stfeva zvana ,,caeca® neboli krypty, ve kterych se vyskytuji
bakterie. Krypty jsou morfologicky charakteristické pro jednotlivé druhy. Asociace s
bakteriemi jsou ve vétSiné pripadd dédicné. Bakterie se podili na inhibici vyvoje cizich

bakterii, které se béZné vyskytuji u ptibuznych druhtt hmyzu (Glasgow,1914).

Celed Pyrrhocoridae

Pyrrhocoridae je $tavysajici rod zahrnujici pfes 300 druht, jehoz zastupci jsou
celosvetove rozsiteni. Nejcastéji se setkame s druhem Pyrrhocoris apterus. Pyrrhocidae patii
do skupiny hmyzu s proménou nedokonalou. Vyvoj zahrnuje pét nymfalnich instaru (Socha,
1993). Ziviny ziskavaji hlavné ze semen stromii. Vyjime¢né se mohou krmit i na mrtvém

hmyzu. Casto je fada zastupcti z této Celedi vyuzivana jako modelovy organismus pro fadu



vyzkumti. Hlavnim divodem miize byt nendrocnost hmyzu pro chovani v laboratornich

podminkach (Henrici, 1938; Southwood & Leston, 1959).

Specifické bakterie Coriobacterium glomerans (obligatni) a Gordonibacter sp.
(obligatni) se nachazi ve stfeve, nikoli v kryptach. Tyto bakterie maji zasadni vliv na vyvoj a
reprodukci svého hostitele a jsou prendSeny kontaminacni cestou, tedy ve vyméScich
ulpivajicich na povrchu vajicek (Haas & Konig 1987; Kaltenpoth et al., 2009; Sudakaran et
al., 2012). Mezi druhy, formujici mikrobiom P. apterus, patii napiiklad Brevundimonas sp.
(Alphaproteobacteria),  Rhizobium  sp.  (Alphaproteobacteria), = Caulobacter  sp.
(Alphaproteobacteria), Ensifer sp. (Alphaproteobacteria). Dale pak Pseudomonas
(Gammaproteobacterie) a Hafnia sp (Gammaproteobacterie). U tohoto druhu byla nalezena i
unikatni skupina bakterii Coriobacterium glomerans (Actinobacteria), Rickettsiales sp.
(Alphaproteobacteria) a Clostridium sp. (Clostridia). Bakterie z rodu Bifigobacterium byla
prvni bakterie izolovana ze vSech vyvojovych stadii s vyjimkou vajicek. Hlavnim ukolem

bakterii tohoto hmyzu je rozklad potravy, kterou se plostice zivi (Sudakaran et al., 2012).

Pfi porovnani mikrobiomi mezi vyvojovymi stadii jsou nejcastéji zastoupené
Clostridium sp, C. glomerans, Gordonibacter sp., Klebsiella sp., vyskytujici se i u vajicek.
Jedna se o vertikalni pienos z matky na potomky. Nez se jedinec vyvine v dospélce, je
bakterialni abundace velmi nizka a mezi instary prakticky neménna. Studie zabyvajici se
vlivem potravy na slozeni mikrobiomu u tohoto hmyzu naznacuji, Ze nékteré detekované
bakterie z Alpha- a Gammaproteobacteria mohou byt ziskavané pravé z potravy (Sudakaran
etal., 2012).

Celed’ Largidae

Zastupci tohoto rodu jsou taktéz §tavysajici hmyzem. Mezi hlavni zdroj potravy patii
semena rostlin a rostlinné §tavy. Stfedni stfevo je rozdéleno na pét ¢asti. Krypty jsou v paté
Casti stiedniho stfeva. Mikrobiom této skupiny nebyl doposud ve vétsi mife zkouman, nicméné
existuji studie, které potvrzuji piitomnost grampozitivnich bakterii (Lactobacillus sp.)
lokalizovanych v kryptach (Chattopadhyay & Choudhuri, 1981). V poslednich letech byl u
této Celedi zaznamenan symbioticky vztah s bakterii Burkholderia (Betaproteobacteria).
Burkholderia je bakterie, ktera kolonizuje kukufici, kofeny rostlin (Takeshita et al., 2015).
Z podrobnéjsich vyzkum této symbidzy vyplyva, Ze se jedné o bakterii, kterou hmyz ziskava

Vv pribéhu vyvoje ze svého okoli a to kazdou generaci. Tato strategie je u hmyzu pomérné



vzacna (Kikuchi et al., 2011, Gordon et al., 2016). Ziskani symbionti z prostiedi se vyskytuji
napiiklad v moiskych habitatech (Gordon et al., 2016). Burkholderia byla také zachycena u
druhti z ¢eledi Alydidae (Pentatomorpha: Coreoidea), kde se podili na zlepSovani hostitelské
imunity a zvySovani odolnosti hmyzu proti insekticidim (Gordon et al., 2016). U druhu L.
californicus byla v kryptach rovnéz popsana ptitomnost symbionta druhu Pseudomonas

nactus, ktery nebyl doposud podrobnéji studovan (Booth et al., 1990).

1.4.1.2 Triatominae (Reduviidae)

Pod¢eled” Triatominae se déli na 6 kmenta: Alberproseniini, Boldoberini,
Cavernicoliny, Linschvosteusinii, Rhodniini, Triatomini (Schofield & Galvao, 2009). Nejvétsi
epidemiologicky vyznam maji rody Triatoma a Rhodnius (Vallejo, 2009). Vétsina druhd
triatom se vyskytuje na Americkém kontinentu. V Severni Americe, ze které pochazi mnou
analyzované vzorky triatom, jsou v nejvétsi mite zastoupeny druhy Triatoma gerstaeckeri, T.
indictiva, T. lecticularia, T. sanguisuga, a T. rubida (Bern et al., 2011; Curtis-Robles et al.,
2017). Existuji v8ak i druhy, které jsou rozsifené mimo zminéné oblasti jako T. rubrofasciara

(Asie), rod Linshcosteus (Indie) (Jurberg & Galvao, 2006; Schofield & Galvao, 2009).

VétSina triatom je sylvalickych. Hlavnimi hostiteli téchto druhti jsou zejména volné
zijici savci a ptaci. Nicméné existuji 1 druhy triatom, které jsou synantropni. Synantropnim
druhem rozumime triatomy, které se presunuly do blizkosti lidskych obydli, kde saji na
domacich zvitatech i na lidech. Z tohoto diivodu se stavaji dilezitymi pienaSe¢i Chagasovy
choroby. Mezi nejrozsitené;si synantropni druhy patii Triatoma infestans a Rhodnius prolixus.
Vyskyt téchto druhil je monitorovan. V poslednich letech se zacaly v okoli lidskych obydli
objevovat i druhy, které byly povazované za vyhradné sylvalické. V USA jsou u lidskych
obydli nachazeny druhy T. rubida. T. sanguisuga a T. recurva. Z tohoto divodu je na misté

podrobngjsi studie triatom a kontrola jejich Siteni (Schofield et al., 2000).

Zivotni cyklus triatom zahrnuje pét nymfalnich stadii. Délka vyvojového cyklu se
druhové lisi a zavisi jak na dostupnosti potravy, tak na podminkach prostiedi (Zarate & Zarate,
1985; Dujardin & Schofield, 2004). U vétsiny trva 3-4 mésice, u nékterych az dva roky
(Jurberg & Galvao, 2006). Stejné jako dospélci se i larvy zivi krvi obratlovet (Jurberg &
Galvao, 2006). Z tohoto divodu nalezneme u triatom fadu modifikaci zazivaciho a tstniho

ustroji se specifickym slozenim slin (Schofield et al., 2000; Valejjo et al., 2009).



Sliny triatom totiz snizuji srazlivost krve, coz umoziuje delsi dobu sani (Kollien & Schaub,
2000; Jurberg & Galvao, 2006). Alespon jedno sani krve je vzdy nutné k prechodu do dalsiho
vyvojového stadia. Nékteré druhy triatom vyzaduji dokonce i vice krmeni mezi jednotlivymi

vyvojovymi stadii (Villacis et al., 2008).

Dosavadni studie ndm davaji pouze omezené mnozstvi informaci tykajici se
mikrobiomd triatom z Jizni a Severni Ameriky. Dostupna data jsou zalozena na volné Zijicich
a V koloniich chovanych triatomach. Z téchto studii vyplyva, ze u jihoamerickych druhi
mikrobiomy vykazuji nizkou taxonomickou diverzitu, ¢asto s jednim dominujicim rodem.
V porovnani s mikrobiomy ostatnich druht hmyzu, jsou mikrobiomy triatom méné komplexni
(daMotaetal., 2012; Gumiel et al., 2015; Diaz et al., 2016). DalSim charakteristickym znakem
mikrobiomu triatom je i hostitelska specifita, kdy se ur¢ité bakterie vyskytuji pouze u
specifickych druht triatom (da Mota et al., 2012; Gumiel et al., 2015; Diaz et al., 2016;
Rodriguez-Ruano et al., 2018). Slozeni mikrobiomu se 1i§i i mezi uzce pfibuznymi hostitely.
V nékterych ptipadech mohou rozdily v mikrobiomu odraZet i fylogenetické vztahy hostiteld
(fylosymbidza) (Lim & Bordenstein, 2020). Nicméné je znamo, ze prostiedi je pfirozenym
zdrojem bakterii, a tak mtize mit lokalita i habitat na sloZeni mikrobiomu zna¢ny vliv (Ingala
et al., 2019). Triatomy odchované v koloniich vykazuji jesté nizs§i komplexnost mikrobiomu

se stalé patrnymi dominujicimi druhy (da Mota et al., 2012).

Slozeni mikrobiomu se béhem ontogeneze drasticky méni. U prvnich instart je patrna
vysoka diverzita, ktera se se postupné ztraci az zastava jen jeden dominujici druh. Tento posun
byl uz dfive prokazan u laboratornich kolonii R. prolixus (Rodriguez-Ruano et al., 2018) a
nasledné potvrzen v pfirozenych populacich severoamerickych druht T. rubida. Statisticky je

ontogeneze vyznamnym faktorem, jak zmény slozeni vysvétlit (Brown et al., 2020).

Jak jiz bylo zminéno, hlavni potravou triatom je krev, kterda je chuda na znacné
mnozstvi latek potifebnych pro spravny vyvoj hmyzu (Kollien & Schaub, 2000; Schofield,
2000). Doposud bylo zjisténo, ze triatomy udrzuji vztahy s bakteriemi, které se nachazeji
volné v lumen stfeva. Tyto bakterie se mezi jednotlivymi jedinci pfenaseji koprofagii nebo pti
vzajemném sani (Schofield, 2000; Beard et al., 2001). Pravé tyto bakterie jsou podle
pfedpokladii zodpovédné za doplnéni potiebnych latek, napiiklad vitamind skupiny B
(Baines,1956). Diverzita a slozeni mikrobiomu muze dale ovliviiovat imunitu, traveni a

teplotni toleranci triatom (Oliver & Martinez, 2014; Brown et al., 2020).
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Diverzita a pocetnost jednotlivych bakterialnich taxoni v mikrobiomu triatom muize
zaviset na fazi zivotniho vyvoje a dob¢ uplynulé od posledniho pfijmu potravy. Jednim
Z nejvice studovanych taxont zastoupenych v mikrobiomech nékterych druhti triatomint je
Rhodococcus rhodnii, nachazejici se voln¢ v lumen stfeva. R. rhodnii pravdépodobné plni
funkci nutricniho symbionta a poskytuje svému hostiteli latky chybéjici v krvi obratlovctl
(Baines, 1956; Beard et al., 2001; Lima et al., 2018). Pokud se z n¢jaké priciny tato bakterie
v mikrobiomu nevyskytuje, ma to za nasledek Spatny ontogeneticky vyvoj hostitele. U
takovychto jedinct je pak zvySena mortalita mezi jednotlivymi stadii vyvoje (Baines, 1956;
Beard et al., 2001). V mikrobiomech severoamerickych druhd odhalily recentni studie
dominujici bakterie rodu Dietzia ze skupiny Actinomycetales (Brown et al., 2020). Dietzia
byla dfive izolovéna i z ptirodnich habitatii a je zde tedy pfedpoklad, Ze je tento rod velmi
rozsifen (Koerner et al., 2009). Mezi dalsi symbiotické bakterie patii napiiklad Candidatus
Arsenophonus triatominarum, ktery se vyskytuje naptiklad v srdci, hemolymf€ a slinnych
zlazach (Hypsa & Dale, 1997). Soucasti mikrobiomu jsou i bakterie Mycobacterium,
Bartonella, Staphylococcus, Pseudomonas (Neumann et al., 2016; Laroche et al., 2017,
Rodriguez-Ruano et al., 2018). Dalsi mikroorganismy, které byly izolovany ze slinnych zlaz
triatom jsou napiiklad Gordonia polyisoprenivorans (Rhodnius nasutus), Enterococcus
faecalis (Triatoma infestans), Proteus mirabilis (T. infestans), Corynebacterium xerosis (T.

infestans). Tyto bakterie byly taktéZ pozorovany i ve stievé triatom (Lima et al., 2018).

1.4.1.2.1 Mikrobiom triatom a pi‘enaSeni parazité

Mezi hlavni parazity pienasené plosticemi patii Trypanosoma cruzi a Trypanosoma
rangeli. Zatimco T. cruzi jako puvodce Chagasovy choroby ma zasadni epidemiologicky vy-
znam, T. rangeli je medicinsky nevyznamna. Oba parazité prodélavaji relativné slozity vyvo-
jovy cyklus v prostiedi, které je tvoieno mikrobiomem spolu se stievnim epitelem (Schofield
& Salvatella, 2006; Lee et al., 2010). V soucasné dobé se zda, Ze ma T. cruzi vliv na své
vektory pouze v ptipadé, kdy hladovi. Z tohoto diivodu je oznacovana jako subpatogenni. Na
druhou stranu medicinsky nevyznamna T. rangeli je pro hostitele rodu Rhodnius patogenni,

jelikoz vyrazné snizuje mnozstvi symbiotickych bakterii (Vallejo, 2009).

Trypanosomy mohou infikovat samce i samicky, ve vSech vyvojovych stadiich od

nymfy po dospélce. Mira infekce trypanosomou se pak zvysuje s jejich stafim (Bern et al.,
2011).
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Triatoma ziska trypanosomu béhem sani na infikovaném savéim hostiteli (Bern et al., 2011,
Garcia et al., 2016). Mezi hlavni rezervoary infekce patii nejcastéji vacice, skunkové, ale i
domestikovani psi (Montgomery, 2014). Nejcastéjsimi vektory T. cruzi v Severni Americe
jsou T. sanguisuga, T. gerstaeckeri, T. rubida (Beard et al., 2003). Ve stievé plostic je
trypanosoma ovlivnéna fadou biochemickych i fyziologickych faktorti. Na vyvoj trypanosomy
pusobi latky spojené s travenim plostice jako je hemolyticky faktor, peptidy odvozené od a-
D- globulinu, lektiny (Azambuja et al., 2005; Garcia et al., 2016). V prostiedi stieva také
dochazi ke konfrontaci s mikrobiomem plostice. Obecné plati, Ze symbiotické bakterie mohou
ovlivnit vyvoj pienasenych parazitl, nékteré bakterie jsou schopny patogen i zni¢it. Naptiklad
bakterie mikrobiomu plostic Serratia marcescens, produkujici latku prodigiosin, je schopna
T. cruzi zahubit. Spolecné s latkou prodigiosin dochazi k produkci toxickych latek
S antiparazitdrnim Uc¢inkem tj. cytotoxické metalloproteazy, hemolysinu, hemaglutininu 1
antibiotik, jejichz plsobeni nebylo zcela prokazano (Azambuja et al., 2005). Studium
mikrobiomu triatom, podobné jako jinych vektort, je proto velice aktualnim tématem.
Pochopeni zékonitosti vyvoje mikrobiomu triatom by mohlo vést k rozSifeni spektra

dostupnych kontrolnich strategii a zasadn¢ tak ovlivnit kontrolu $ifeni Chagasovy choroby.

Studie z ptedchozich let zaznamenaly vys$$i bakterialni diverzitu u jedinct pozitivnich
na T. cruzi (Montoya-Porras et al., 2018; Rodriguez-Ruano et al., 2018). Nicméné recentni
studie na vyS§im potu vzorkd, porovnavajici mikrobiomy infikovanych plostic
s neinfikovanymi, zjistily, Ze je rozmanitost bakterii pouze slabé strukturovana druhem
plostice a jen slabé ovlivnéna ptitomnosti T. cruzi. K podobnym zavérim dosla i studie z roku
2019 (Waltmann et al., 2019). Ac¢koli je tato problematika aktualni, dosavadni studie poskytuji

jen omezené informace tykajici se interakce mikrobiomu triatom a T. cruzi.

1.4.4 Ixodida

Zastupce z fadu Ixodida fadime mezi krevsajici ektoparazity. Ixodida délime na Ixodidae
(tvrda klistata), Argasidae (mékka klistata) a Nuttalliellidae. Tyto skupiny spojuje hned
nékolik spoleénych znakl, nicméné morfologie a ekologie je zcela odlisna. Z hlediska
morfologie se li$i zejména Ustni Ustroji a télo klistéte. Tvrda klistata maji ustni Gstroji podobné
ptacimu zobaku. Na jejich hibetu maji tvrdy §tit, z toho divodu tvrda klistata. M&kka klistata

zadny §tit nemaji, usta maji na spodni strané téla.
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Spoleénym znakem obéma rodindm klistat jsou jejich hostitelé. Mezi hlavni hostitele patii

obratlovci, ptaci a plazi (Diaz-Martin et al., 2015).

Vétsina zastupet Ixodida je exofilnich, setrvavajicich v pudé. Po pfichyceni na hostitele
n¢kolik dnti saji krev a znovu se vrati do pudy, kde v pripadé samicek nakladou vajicka.
V piipad¢ druhti ze skupiny Argasidae mluvime o klistatech endofilickych. V pfirozeném
prostiedi se vétSinou nachazeji v hnizdech ¢i norach, podobné jako triatomy. Obdobné byl
zaznamenan vyskyt téchto klist’at 1 v prostiedi synantropickém, kde jedinci kolonizuji zatfizeni
pro domestikovana zvitata a lidské obydli. Takovéto prostredi piinese klistatim ochranu pied
nepiiznivymi klimatickymi podminkami a staly pfisun krve. VétSina argasidi se krmi velmi
rychle a postaci jim 1 velmi malé mnozstvi potravy. Nekteti zastupci jsou schopni piezit bez
potravy i nékolik let (Oleaga et al., 1990; Sonenshine et al., 2002; Mans & Neitz, 2004; Vial,
2009).

Klistata, jako pienaSeci fady patogenu (virt, bakterii, prvokl) infikujici ¢lovéka, volné
zijici zvifata i domaci mazlicky (De la Fuente et al., 2008), maji zasadni epidemiologicky
vyznam. Stejné tak jejich sdni mize zpusobit hostiteli znaéné problémy jako ztratu krve,
paralyzu, ¢i alergickou reakci (Jongejan & Uilenberg, 2004). M¢kka klistata obecné pienaseji
virové a bakterialni ndkazy, které ve vétSin€ piipadd vyvolaji hofecnaté onemocnéni
(ptikladem jsou prase¢i mor a tzv. ,relapsing fever<). Tvrda klist'ata jsou vektory mnohem

Borrelia burgdorferi. Nej¢astéjsimi pienaseci tohoto onemocnéni jsou druhy Ixodes ricinus a

Ixodes scapularis (Diaz-Martin et al., 2015).

1.4.4.1 Mikrobiom Ixodida

Podobné jako triatomy maji 1 kliStata symbionty, ktefi jim poskytuji potiebné latky pro
spravny vyvoj (Benson et al., 2004; Duron et al., 2017). V mikrobiomu se vyskytuji
intracelularni symbionti, ktefi maji vliv na pfenos patogent, reprodukci a vektorovou
kompetenci klistat (Bonnet et al., 2013; Yang et al., 2013). Endosymbionti se dale podileji na
stabilizaci peritrofické membrany a zajiStuji tak celistvost epitelu ve stievech klistéte
(Narasimhan & Fikrig, 2015).
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Obecné lze fict, Ze se v mikrobiomu klistat vyskytuji pfevazné¢ grammnegativni bakterie
ze skupiny Proteobacteria. Mezi hlavni zastupce patii napiiklad Coxiella (Almeida et al.,
2012), ktera je u mnohych klistat dominujici (Yang et al., 2013) Francisella (naptiklad u
druhu Dermacentor reticulatus) (Ivanov et al., 2011), Wolbachia spp. (naptiklad u druhd
Ixodes scapularis, Ornithodoros moubata) (Noda et al., 1997), Rickettsia (tvrda i mékka
klistata) (Macaluso et al., 2002; Kurtti et al., 2015), Candidatus Midichloria mitochondrii
(Sassera et al., 2006), Anaplasma phagocytophilum (tvrda klistata) (Ohashi et al., 2005),
Ehrlichia chaffeensis (tvrda klistata) (Murphy et al., 1998). V neposledni fad¢ byl u druhi I.
ricinus a Dermacentor spp. zaznamenan vyskyt symbiontd rodu Arsenophonus (Mediannikov
et al., 2012), které¢ lze rovnéz nalézt u triatom. U zminénych symbiontd je studovan jejich
manipulativni piistup ke svému hostiteli. Coxiella naptiklad manipuluje reprodukci klistéte
(Klyachko et al.,, 2007), Candidatus Midichloria dokaze vstoupit do hostitelskych
mitochondrii ve vaje¢nicich a znicit je (Beninati et al., 2009). Navic pokud se v mikrobiomu
klistéte vyskytuje bakterie Rickettsia, zabranuje sama bakterie dalsi infekci Rickettsia a brani

kliste i pfed jinymi patogeny (Macaluso et al., 2002).

Patogen vstupuje do klistéte pti sani infikovaného hostitele a kolonizuje jeho stievo.
V néekterych piipadech ale stfevo opusti a presune se do slinnych zlaz klistéte. Tento proces
pozorujeme napiiklad u spirochét rodu Borrelia a bakterii Anaplasma phagocytophilum.
Jakmile je jednou klisté infikovano, zistava infikovano po cely zivot (Levine et al., 1991;
Narasimhan & Fikrig, 2015). M¢kka klistata se béhem jednoho vyvojového cyklu krmi
nekolikrat a mohou tak ziskat vétsi mnozstvi patogeni od vicero hostitelti. Tvrda klist'ata se
krmi v kazdé vyvojové fazi pouze jednou, z toho ditvodu maji jen omezenou moznost patogen
ziskat a prenaset. Proces pfenosu patogenu béhem vyvoje klistéte mezi jednotlivymi stadii a
jeho migrace do slinnych 714z neni jesté zcela objasnén. Je tedy na misté otdzka, jestli

symbionti mikrobiomu klist'at maji v téchto procesech svoji roli (Narasimhan & Fikrig, 2015).
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2. Cile prace

V této diplomové praci se budu zabyvat vlivem ekologickych a enviromentalnich

faktorti na mikrobiomy vybranych ¢lenovci. Konkrétné se zamefim na nésledujici témata.

Determinovat mikrobiomové profily nékolika druhti Triatomint, jejichZz populace jsou
ovliviiovany shodnymi environmentalnimi faktory, a posoudit vliv hostitelské specifity na
formovani mikrobiomu severoamerickych triatom.

Posoudit moZnou konvergenci mezi mikrobiomy krevsajicich ¢lenoveli pochazejicich ze
stejného stanoviste.

Posoudit vliv bakterialni slozky prostiedi na mikrobiomové profily vybranych hostiteld.
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3. Material a metody

3.1 Vzorky a priprava DNA templatu

Soubor analyzovanych c¢lenovci pochazi ze tfech lokalit ve Spojenych
statech Americkych, tj. Chaparral Wildlife Managment Area (Texas), Univerzity of Arizona
Desert Station (UADS, Arizona) a Las Cienegas National Conservation Area (LCNCA,
Arizona; viz Obr.1). Jedna se o velmi odlisné biomy, u kterych zle piedpokladat rozdilna
enviromentalni spoleCenstva bakterii, které mohou ovlivnit mikrobiomy modelovych
organismi. Chaparral je travnatd texaska krajina s nizkymi kefi a stromy (primérna ro¢ni
vlhkost okolo 50%). Tato lokalita se ¢asteéné podoba LCNCA, kde je vSak vyrazné nizsi
primérna ro¢ni vlihkost v rozmezi 25-40%. UADS je soucasti severni hornaté ¢asti Sonorské
pousté s pramérnou roéni vlhkosti 10-20%. Z téchto oblasti bylo z hnizd krys druhu Neotoma
albigula sesbirano 134 vzorkd hematofagnich a fytofagnich ¢lenovcii. Analyzy byly nasledné
provedeny pro vzorky vzdy z jednoho stanovisté a to bud’ pro vzorky se stejnou potravni
specializaci nebo vzorky fylogeneticky ptibuzné. Konkrétné §lo o krevsajici druhy z podéeledi
Triatominae: Triatoma protracta, Triatoma rubida, Triatoma gerstaeckeri, Triatoma
lecticularia. K analyzam byly vybrany triatomy, u kterych nebyla prokazana piitomnost
Trypanozomy cruzi. Soubor vzorku triatom byl pro srovnani doplnén klistaty druhu
Ornithodoros turicata (23 vzorkt) a triatomam pfibuznym fytofagnim druhem plostic Largus
californicus (7 vzorkii). Soucasné s témito ¢lenovci byly analyzovany vzorky z prostiedi, ve
kterém se vySe zminéné organismy piirozené vyskytuji, a které mohou piimo ovliviiovat
sloZeni jejich mikrobiomu. Jednalo se 0 8 vzorku dfeva, roztoci a prachu sesbiranych z hnizd

Neotom. Podrobné informace o vzorcich, jsou shrnuty v ptiloze (Tab.P1).
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Obr.1: Lokality sbéru vzorku

Izolace DNA triatom pomoci DNeasy Blood and Tissue kits (Qiagen) probéhla z velké
casti z celych abdoment, jelikoz nebyly prokazany statisticky signifikantni rozdily
mezi mikrobiomovymi profily ze stiev a celych jedincu (Rodriguez-Ruano et al., 2018). Kit
DNeasy Blood and Tissue Kits (Qiagen) byl vyuzit i pro izolaci DNA z ostatnich jedinctu
(klistat, fytofagnich plostic). U druha Largus californicus bylo pro izolaci pouzito pouze
vypitvané stievo. Pro soubor enviromentalnich vzorka byl pouzit kit MagAttract PowerSoil
(Qiagen). Izolace DNA probihala dle navodu poskytnutého vyrobcem. Ziskana DNA byla
nasledné pouzita jako templat pro piipravu amplikonovych knihoven a ovétreni taxonomického

zatazeni vzorkti pomoci amplifikace genu pro cytochrom b.

3.2 PCR (Polymerazova fetézova reakce), elektroforéza, Sanger sekvenace

Metoda PCR s EMP primery (Caporaso et al., 2011) byla vyuzita za u¢elem otestovani
kvality vyizolované DNA a pro ovéfeni pfitomnosti bakterialniho templatu. Nasledné byla
provedena PCR reakce s primery amplifikujici cytochrom b pro molekularni taxonomické
zatazeni jednotlivych vzorki.

PCR reakce byla pfipravena vZzdy o objemu 20 pl s vyuzitim PPP Master Mixu (Top
Bi0). Informace o pouzitych EMP primerech (Caporaso et al., 2011) a cytochrom b primerech

(Monteiro et al., 2003) jsou uvedeny v Tab.1. Par primeri 7432F a 7433R pro gen cytB
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nicméné nedokazal amplifikovat produkt v piipadé T. protracta, stejna problematika byla jiz
diive z cytB zaznamenana (Lyman DF et al., 1999). V dusledku toho byly vytvoreny
alternativni primery Tpr_F a Tpr_R na zaklad¢ dostupnych T. protracta cytB sekvenci a
sekvenci dalSich druht triatom z GenBank (Tab.l). Vsechny PCR reakce probihaly
V Mastercycleru, ve kterém byl na zdkladé pouzitych primerd zvolen vhodny program.
Velikost ziskanych produktt reakce PCR byla nasledn€ ovérena na gelové elektroforéze.

Pro ucel gelové elektroforézy bylo 1-2 ul amplifikovanych PCR produktd smichano
spole¢né s fluorescencnim barvivem SYBR Green (Invitrogen) a DNA Loading Dye (Thermo
Scientific). Vznikly roztok byl poté napipetovan do 1% agar6zového gelu. Velikost fragmentd
jsem urcila za pomoci 1kb DNA Ladderu (O’GeneRuler, Thermo Scinetific), ktery jsem také
nanesla do jedné z jamek.

Nasledn¢ byly PCR produkty triatom a klistat sekvenované pro gen cytochrom b
enzymaticky pfeciStény exonukledzou Exo I (Thermo Scinetific) a alkalickou fosfatdzou Fast
AP (Thermo Scinetific). Ke kazdému produktu bylo pfidano 0,2 pul enzymu. Po piecisténi
v Mastercycleru bylo z kazdého PCR produktu odpipetovano 5 ul, ke kterému se nasledné
napipetovalo 5 ul reverzniho primeru. Vysledné produkty byly nasledné odeslany na Sanger
sekvenaci. Vysledné nukleotidové sekvence byly poté zpracovany v programu Geneious.

Na zaklad¢ kvality byly sekvence v programu nejprve osekany a pomoci BLAST algoritmu

porovnany s databazi NCBI.
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Tab.1: Prehled pouzitych primerd

Primer Sekvence primeru (5°-3") Zdroje Velikost
produktu
EMP F GTGYCAGCMGCCGCGGTAA Caporaso et al.,~300-350 bp
(515f) 2011a
EMP R GGACTACNVGGGTWTCTAAT Caporaso et al.,~300-350 bp
(806rB) 2011a
7432 F GGACGWGGWATTTATTATGGATC |Monteiro et al.,[663bp
2003
7433 R GCWCCAATTCARGTTARTAA Monteiro et al.,[663bp
2003
Tpr_F CCTACTATCCGCGGTTCCTT Brown et al.,[380bp
2020
Tpr R GGGATGGATCGGAGAATTGCG Brown et al.,380bp
2020
PL1* (forward) | GGAAGGAGCTGACGCGAGTT Caporaso et al.,[1190bp
2011a
PL2* GTTCAAGCTCGGAGAGTGTG Caporaso et al.,(1190bp
(reverse) 2011a

*PL1 mé 96 ruznych variant liSicich se 12 bp dlouhym Goley barcodem. PL2 mé 5 variant

lisicich se 5 bp dlouhym barcodem
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3.3 High troughtput amplikonové sekvenovani

3.3.1 Amplikonové knihovny

S pomoci EMP protokolu (Earth Microbiome Project, http://www.warthmicrobi-

ome.org) byly sestaveny amplikonové knihovny 16S rRNA genu. Ve dvou amplikonovych
knihovnach vytvofenych v pribéhu dvou let byly produkty PCR ze 134 vzorku. Jedna kni-
hovna obsahovala vzorky z Texasu (T. gerstaeckeri, T. lecticularia, O. turicata). Druha kni-
hovna se skladala vyhradné ze setu arizonskych vzorki triatom (T. protracta, T.rubida). Pro
posouzeni kvality a citlivosti sekvenovani bylo pouZito 7 negativnich kontrol a tfi pozitivni
kontroly. Pozitivni kontroly byly tvoifeny mock komunitami, které jsou bézn¢€ komercné do-
stupné (staggered s odlisnym druhovym zastoupenim jednotlivych bakterii a equal, kde je
vSech deset bakterii ve stejném poméru (ATCC® MSA-1000™, ATCC® MSA-1001™), Kni-
hovny byly postaveny Janem Zimou a odeslany na sekvenovani na platform¢ I1lumina MiSeq

S pouzitim v2 kitu s 500 cykly cteni.

Knihovny vznikly pomoci ,,dvojité barcodové strategie”” (primery Tab.P2-P3). Kazdy
PCR produkt mél unikatni kombinaci primert. Pro sekvenaci 480 vzorkt v jednom runu bylo
pouzito 5 rznych reversnich primert a 96 forwardovych primert. Vysledkem PCR byly am-
plikony o délce cca 500 bp (zahrnujici adapter, barcode, primer al6S rRNA gen V4/V5 hy-
pervariabilni oblasti). Jelikoz piedeslé sekvenovani hmyzich mikrobiomt s primery
515F/926R vykazovalo niz$i specifitu k 16S rRNA genum (vyssi specifita k hostitelské 18S
rRNA), byl navrzen 18S rRNA blokac¢ni primer. Bloka¢ni primer byl pouzit v desetkrat vyssi
koncentraci nez amplifika¢ni primery tak, aby obsadil vétsinu nasedacich mist na genech 18S
rRNA, se kterymi reversni primer 926R muze hybridizovat. PCR amplikony byly ¢istény po-
moci magnetickych kulicek a ekvimolarné smichany na zékladé koncentrace DNA. Jelikoz
¢isténi uplné neodstranilo vysoké koncentrace bloka¢niho primeru, byla knihovna purifiko-
vana pomoci Pippin Prep (Sage science), aby doslo k odstranéni fragmentu DNA kratSich nez

300 bp a delSich nez 1100 bp.
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3.4 Zpracovani dat

Primarni zpracovani souboru hrubych Illumina pair-end readu (kontrola kvality, paro-
vani, demultiplexovani) prob&hlo v programech Usearch v7.0.1001 (fastq_mergepairs with
fastq_minovle set to 20; Edgar, 2013) a Qiime 1.8 (split_libraries_fastg.py with phred_qua-
lity_threshold set to 19; Caporaso et al., 2010b). Nasledn¢ pomoci skriptu ,,derep_fulllength”’
(Usearch) byla data dereplikovana, ¢imz byl zjistén pocet naprosto shodnych sekvenci. Dale
pomoci piikazu ,,sortbysize”” doslo k sefazeni datasetu, ze kterého byly nasledné odstranény
sekvence vyskytujici se v setu pouze jednou. S vyuzitim BLAST algoritmu a databaze SILVA
123 bylo kazdé OTU taxonomicky zatazeno (Camacho et al., 2009, Quast et al., 2013). Poté
byla tabulka OTU pomoci programu Qiime (Bokulich et al., 2013) filtrovana. Pfi filtraci doslo
k odstranéni OTU s nizkou abundanci, nebakterialnich, mitochondrialnich a chloroplastovych
OTU. Tii OTU, které byly indentifikovany jako kontaminujici (tvofeny bakteriemi rodu
Sphingomonas, Geobacillus) byly pfitomny ve vSech negativnich kontrolach (celkové mnoz-
stvi read 223 = 195) a z celého datasetu byly taktéz vyfiltrovany. Z datasetu bylo dale odstra-
néno 15 vzorkt T. gerstaeckeri, jelikoz méli nizsi pocet readti, nez nastavenou hladinu zna-

hodnéni.

Pro posouzeni cilu této prace byly vytvofeny ruzné datasety pro jednotlivé lokality a
stanovist¢ (hnizda), ve kterych byly vzorky sbirdny. Datasety, normalizované nahodnym
vybérem jednoho tisice readt pro kazdy vzorek, byly nasledné analyzovany s maximalnim
poctem dostupnych vzorki i v podobé podskupin nahodné vybranych dat s porovnatelnym
poctem jedinci. Nasledné analyzy bakterialnich spole¢enstev probéhly v programu R studio
(https://www.rstudio.com/) s vyZzitim modulti pro mikrobialni ekologii, konkrétné modulu
vegan (Oksanen et al, 2013). Pro posouzeni diverzity byly vyuzity indexy Richness a Shannon.
Podobnosti mezi spolecenstvy jednotlivych lokalit byly analyzovany na zaklad¢é Bray-Curtis
distanci a vizualizovany pomoci Non-Metric Dimensional Scaling (NMDS, Minchin, 1987).
Statisticka vyznamnost (ne)podobnosti mezi porovnavanymi skupinami vzorkd byla
vyhodnocena pomoci funkce adonis (souéast baliku vegan ur¢eného pro bézné analyzy
pouzivané v mikrobialni ekologii, Oksanen et al.,2013) a Kruskal-Wallis testem pro porovnani

rozdilu v indexech alfa diverzity.
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4. Vysledky

4.1 Templatova DNA a PCR

Amplifikace DNA 134 vzorku plostic a klistat EMP primery probé&hla Gspésné. DNA
enviromentalnich vzorku (2 vzorky roztoct, 3 vzorky dieva, 3 vzorky prachu) se vsak ani po
naslednych amplifikacich a ¢iSténich nepodaftilo ziskat. Vzhledem k absenci enviromentalnich

DNA neprobéhly analyzy tykajici se posouzeni bakterialni slozky na jednotlivé mikrobiomy.

4.2 Sanger sekvenovani

Pro gen cytB se podafilo amplifikovat 134 vzorkt. Na zakladé sekvencni shody jsem
byla schopna ur¢it jejich taxonomické zatazeni. Sanger sekvenace byla zasadni u nedospélych
instart triatom, které nelze morfologicky urcit. Vysledkem molekularni determinace je set Ctyt
druhu triatom, tj. T. gerstaeckeri (18), T. lecticularia (12), T.rubida (46), T.protracta (21),
sedmi jedincu plostic druhu Largus californicus, 23 klistat druhu Ornithodoros turicata

zastoupenych vyhradn¢ larvalnimi instary (soubor vzorka viz Tab.P1).

4.3 Amplikonové knihovny

Pramérny pocet sekvenci pro analyzované vzorky byl 13883. Z takzvanych mock
komunit, tedy komunit se znAmym sloZzenim, které slouzily jako pozitivni kontroly, byly
ziskany sekvence vSech 10 bakterialnich druhti s abundanci srovnatelnou s jejich ptivodnim
zastoupeni v komeréné dodavaném DNA templatu. Mock komunity ,,staggered obsahovaly
jak 2 bakterialni druhy s vysokou abundanci (40%), tak druhy zastoupené v extrémné nizkém
mnozstvi (0,04% pivodniho DNA templatu). Nami ziskand amplikonova data dokdzala
Vv téchto pozitivnich kontrolach odhalit i bakterie s nejnizsi abundanci, tj. Bifidobacterium
adolescentis a Deinococcus radiodurans. Predpokladame proto, ze data pro analyzované
vzorky ¢lenovcu piedstavuji jejich kompletni mikrobiom véetné bakterialnich taxonu s niz$im

zastoupenim.
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4.4 Druhova specifita mikrobiomi Triatom jejichZ populace jsou ovliviiovany shod-
nymi enviromentalnimi faktory

Podobnosti mikrobiomt triatom ze shodného prostiedi byly posouzeny na jedincich
druhu T. protracta a T. rubida z oblasti UADS (University Arizona Desert Station) a LCNCA
(Las Cienegas National Conservation Area). Z mikrobiomovych profila triatom z obou lokalit
je na prvni pohled patrna vysoka mira interindividualni variability (Obr.2-7). Oba druhy hosti
jak spole¢ny bakterialni taxon (rod Mycobacterium), tak odlisna OTU s vysokou Cetnosti
(naptiklad rod Dietzia a rod Proteiniphilum, Obr.P1). Analyzy diverzity prob&hly nejprve pro
kompletni set vzorkli a poté pro subset s vyrovnanym zastoupenim poctu jedinct pies
jednotlivé instary.

Analyzy celého datasetu T. protracta a T.rubida (UADS) ukazaly nesignifikantni
rozdily v alfa diverzité (Shannon, Kruskal-Wallis test: P = 0,029 a Richness, Kruskal-Wallis
test: P = 0,037).V subsetu s vyrovnanym zastoupenim vzorkii ukazaly analyzy signifikantni
rozdily pouze v prosté bohatosti mikrobiomti (Richness, Kruskal-Wallis test: P = 0,001;
Obr.2)
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Obr.2: Richness index mikrobiomu kalkulovany pro vyrovnané skupiny vzorki T. protracta
a T. rubida z lokality UADS.
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Porovnani Richness indexu diverzity mikrobiomt mezi T. protracta a T.rubida
z oblasti LCNCA neodhalilo signifikatni rozdily (Kruskal-Wallis test: P = 0.441). Pouze pti
porovnani hodnot Shannon indexd mezi jedinci z analyzovanych druhti byl zaznamenan
signifikantni rozdil (Kruskal-Wallis test: P = 0,004; Obr.3). Analyzy subsamplovaného
datasetu potvrdily signifikantni rozdil mezi hodnotami Shannon indext pro mikrobiomy T.
rubida a T. protracta pouze na niz$i hladiné¢ vyznamnosti 95% (Richness, Kruskal-Wallis
P=0,136; Shannon, Kruskal-Wallis P=0,040).

Host Tasa

BT probacta
B rudida

Srerrier d e )

I ;::lr.::'r.va.::ra T rubida

Obr.3: Shannon index diversity mikrobioma pro cely dataset T. protracta a T.rubida z
oblasti LCNCA.

Mikrobiomy analyzovanych druhtt z UADS a LCNCA se od sebe signifikatné lisi
predevsim svou vzajemnou podobnosti, tj. distancemi v klastrovaci analyze (Obr.4-7). Pro
jedince z oblasti UADS (cely dataset) analyza NMDS ukazuje signifikantni rozdily na hlading
vyznamnosti 99% (adonis, R?=0,04, p<0,004; Obr.4). Analyza subsetu S vyrovnanym
zastoupenim vzorkl opét ukazuje signifikantni vysledky, ale na niz$i hladin¢ vyznamnosti

(adonis, R?=0,04, p<0,022; Obr.5).
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Obr.4: NMDS analyza mikrobiomi druhti T. protracta a T. rubida z lokality UADS pro cely

dataset. Elipsy jsou statisticky signifikantni na hladiné vyznamnosti 95%
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Obr.5: NMDS analyza mikrobioma druhtt T. protracta a T. rubida pro vyrovnany dataset
vzorkli z UADS. Elipsy jsou statisticky signifikantni na hladiné¢ vyznamnosti 95%.
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Signifikatni mezidruhové rozdily na hladin¢ vyznamnosti 99% byly nalezeny i mezi
jedinci T. protracta a T. rubida pochazejici z LCNCA. Statisticky signifikantni rozdily byly
potvrzeny jak pro kompletni, tak pro subsamplovany dataset téchto vzorki (adonis, R?=0,05,
p<0,001; Obr.6 a 7).
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Obr.6: NMDS analyza celého datasetu mikrobiomt druht T. protracta a T. rubida z lokality
LCNCA. Elipsy jsou statisticky signifikantni na hladiné vyznamnosti 95%.
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Obr.7: NMDS analyza vyrovnaného datasetu druhti T. protracta a T. rubida z lokality
LCNCA. Elipsy jsou statisticky signifikantni na hladiné vyznamnosti 95%.
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4.5 Konvergence mezi mikrobiomy analyzovanych ¢lenovci

Na druhém datasetu (vzorky z Chaparralu) jsem posuzovala moznou konvergenci
mikrobiomu u neptibuznych druhti hematofagnich ¢lenovci. Statistické analyzy vzorkd
Z Chaparralu prokézaly signifikantni rozdily jak pro mikrobiomy analyzovanych druhi
(adonis, R?=0,47, p<0,001; Obr.8), tak mezi mikrobiomy skupin specializujicich se na
hematofagii a fytofagnim druhem plostice Largus californicus (adonis, R?=0,18, p<0,001).
Z vysledkt z oblasti Chaparral vyplyva, ze jsou mikrobiomy studované komunity zasadné

ovlivnény druhem a potravni specializaci hostitele (Obr.9).
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Obr.8: Alfa diverzitni indexy (Richness, Shannon) mikrobiomu u jednotlivych analyzovanych
druhti bezobratlych.
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Obr.9: NMDS analyzy pro hematofagni a fytofagni druhy z oblasti Chaparral. A: signifikantni
rozdily mezi druhy specializujici se na fytofdgii a hematofagii. B: signifikantni rozdily

mikrobiomt analyzovanych druht.
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Z mikrobiomovych profilu je ziejma druhova specifita. Mikrobiomy jednotlivych

hostitelskych druhti jsou dominovany odlisSnymi bakteridlnimi taxony. Pro fytofagni druh

Largus californicus je dominujicim rod Acinetobacter, Bartonella a Burkholderia. U druhu

Ornithodoros turicata je v nejvétsi mife zastoupeny rod Coxiella. U zastupct Triatoma

gertaeckeri je hlavnim rodem Bacillus, Streptomyces. Naproti tomu u T. lecticularia dominuji

bakterialni rody Dietzia, Mycobacterium a Acinetobacter (Obr.10). Z vysledki analyz je

patrnd konvergence mikrobiomu nepfibuznych hematofagnich druhti, u kterych jsou sice

odlisné dominujici bakterie, ale sdileji pomérné vysoké mnozstvi OTU (Tab.P4) V nejvétsi

mife jsou zde zastoupeny druhy patiici do skupin Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes,

Sphingobacteriia, Flavobacteriia.

Value
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Obr.10: Slozeni mikrobiomu jednotlivych analyzovanych druht ¢Elenovet (zleva Largus

californicus, Ornithodoros turicata, T. gersteackeri,

T. lecticularia) z oblasti Chaparral.

Barevné odliSeno je prvnich 20 nejpocetnéji zastoupenych bakteridlnich taxond.
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5. Diskuze

5.1 Mikrobiomové profily Triatom, jejichZ populace jsou ovliviiovany shodnymi envi-
romentalnimi faktory.

Z vysledka statistickych analyz plyne, Ze se mikrobiomy druhii T. protracta a T. rubida
od sebe signifikantné lisi, pfestoZze analyzovani jedinci pochazeji ze stejnych stanovist' a
ziskavaji potravu z totoznych hostiteld, hlodavci Neotoma albigula (Obr. 2-7). Z toho
vyplyva, Ze shodné enviromentalni faktory nemusi mit na sloZeni mikrobiomu zasadni vliv.
Hlavni roli v determinanci mikrobiomového profilu hraje zejména druhova ptislusnost
triatom. V principu to muze byt zpusobeno napiiklad vertikdlnim pienosem bakterii nebo
odlisnou schopnosti riznych druhi triatom pfijimat bakterie z prostiedi a zaclefiovat je do
svého mikrobiomu.

Triatomy nemaji typicky vertikalni pfenos symbiontl, jako je to u jinych zastupcii
hematofagti. Miizeme spekulovat, zda by mohlo jit o nepiimou vertikalni transmisi. Neptima
transmise byla popsana u druhu R. prolixus a bakterii Rhodococcus, kdy potomci ziskavaji
symbionta skrze vykaly svych rodi¢a (Eichler & Schaub, 2002). Dalsi moznosti by mohl byt
zisk symbionta z prostiedi (z ptdy, z vajec), podobn¢ jako u jinych druht plostic. Napiiklad
u zastupce Pyrrhocoris apterus, byl zaznamendn pienos symbionta Coriobacterium
glomerans skrze povrch vajicek. Dospélé samice béhem kladeni vajicek aplikuje na jejich
povrch bakterii, ktera je pozdéji vychytana potomkem. Povrchova sterilizace vajicek vedla
k tomu, Ze potomci zminéného symbionta ve svém mikrobiomu neméli. Timto zptisobem byla
potvrzena teorie pienosu bakterie nepiimou vertikalni trasmisi ptes povrch vajec (Kaltenpoth
et al., 2009). Dalsim piikladem mize byt Riptortus clavatus (Alydidae) a symbiont rodu
Burkholderia. Po fad¢ pokust bylo zjisténo, ze nymfy po kazdou generaci ziskavaji symbionta
z prostiedi, konkrétné z pudy v lokalitach vyskytu hmyzu (Kikuchi et al., 2007).

U druhu T. rubida dominoval bakterialni rod Dietzia. Bakterie rodu Dietzia jsou
oportunnimi patogeny, z ¢ehoz miizeme usuzovat, zZe tuto bakterii ziskaji triatomy béhem sani
krve na infikovaném hostiteli nebo z prostiedi, ve kterém se vyskytuji (Koerner et al.,2009).
U nékolika jedinct T. protracta byl vyskyt rodu Dietzia také zaznamenan, otazkou ale zustava,
zda v mikrobiomu tohoto druhu zastava né&jakou funk¢ni roli nebo se jedna jen o nahodnou

infekci. Dominujicim rodem byl totiz u T. protracta rod Proteiniphilum.
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Vyskyt bakterii rodu Dietzia byl i u dal§ich druhti triatom zaznamenan. S nejveétsi
pravdépodobnosti ma tedy v jejich mikrobiomu dulezitou funkéni roli (Waltmann et al., 2019).
Tento bakterialni rod byl pozorovan napiiklad u druhu T. maculata, u kterého patiil mezi rody
S nejveétsim zastoupenim v mikrobiomu (Montoya-Parras, 2019). Vyskyt téchto bakterii byl
dale zaznamenam i u dal$ich hematofagnich hostitelti jako jsou mouchy tsetse a komafi
(Malele et al., 2018; Yadav et al., 2018).

Rod Mycobacterium byl rodem vyskytujicim se u obou zastupct triatom. U plostic
druhu Rhodnius prolixus byla prokazana ptitomnost Mycobacterium leprae ve vykalech (Da
Silva Neumann et al., 2018), nicméné jsem nedokazala urcit presné¢ druhovou piislusnost
nalezen¢ho OTU a je tedy otdzkou, zda se jednalo o tento patogen. Vyskyt této bakterie byl
studovan 1 u dalSich krevsajicich zastupcti klist’at a komar (Wallace et al., 2010; Yadav et al.,
2015; Budachetri et al., 2016). Z jinych hematofagnich systému jsou znamy evolu¢ni scénare
pro vyvoj symbiotickych asociaci s bakteriemi, které byly hostitelem ziskany z nasaté krve
(Peacock et al., 2012). Z kratkych amplikont v této praci nemizeme posoudit, zda se v piipadé
bakterii Dietzia a Mycobacterium jedna o symbionty, které zastavaji v mikrobiomu nutriéni ¢i
jinou funkci. Abychom byli schopni uréit jejich skuteény vyznam je zapotiebi
metagenomickych a metatranskriptomickych nastrojt.

Pro posouzeni vlivu bakteridlni slozky prostfedi bylo nutné vyizolovat DNA
z environmentalnich vzorkt. Bohuzel se izolace DNA ani pfes op&tovné pokusy izolace,
nasledné precipitace alkoholem a ptecisténi nezdatila, z tohoto diivodu jsem vliv prostiedi

nebyla schopna analyzovat.

5.2 Konvergence mezi mikrobiomy ¢lenovci.

Taxonomické a/ nebo funkéni konvergence stfevnich mikrobiomt, na které ptisobi
stejné selekéni tlaky, byly potvrzeny u rozmanité skaly vzdalené piibuznych obratlove i
bezobratlych. Castym determinantem konvergence je tizce specializovana potravni strategie
(myrmekofagie, herbivorni a karnivorni savei, Delsuc et al., 2014; Muegge et al., 2011). U
myrmekofagnich savcl (Zivici se pouze mravenci) bylo pozorovano obdobné sloZeni mikro-
biomu i u vzdalené pfibuznych druhii (Delsuc et al., 2014). Dalsi zaznamenané konvergence
byly i u druhti s izce vymezenym potravnim zdrojem. P0o Srovnani stfevnich mikrobiomt
dvou druht@ pand zivicich se vyhradn€é bambusem S masozravymi ptibuznymi, byly zjistény

shody ve struktufe mikrobiomu mezi bylozravci (Huang et al., 2021).
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V ramci bezobratlych byly podobné funkéni konvergence popsané napiiklad u mravenci a

termitd Zijicich v symbioze s houbami. Mezi jimi sdilené bakterialni rody patii Enterobacter,

Rahnella a Pseudomonas (Aylward et al., 2014; Barcoto, 2017).

Hematofagie patii mezi uzce specializované potravni strategie vyuzivané nékolika
skupinami bezobratlych. Jelikoz je krev jako potrava chuda na vitaminy skupiny B, pfedpo-
kladame, ze symbiotické bakterie, piipadné celé mikrobiomy hematofagnich clenovct plni
obdobnou nutri¢ni funkci, kdy poskytnou hostiteli esencialni vitaminy. Tento ptedpoklad je
zatim podpoten znacnou podobnosti genomi obligatnich symbiotickych bakterii much
tsetse, vsi, klosu ale i zcela nepfibuznych pijavic rodu Haementeria officinalis (Manzano-
Marin et al., 2015). V ramci celych mikrobiomt asociovanych s obligatnimi ¢i ptilezitost-
nymi hematofagy, nebyly taxonomické a funkéni konvergence podrobné studovany. Mnou
analyzovany dataset, pochazejici z jediného stanovisté v oblasti Chapparal, byl cilené sesta-
ven za Ucelem rozliSeni dvou faktori, které mohou determinovat charakteristiky mikrobi-

omu, tj. fylogeneticky ptivod hostitele a jeho potravni specializace.

Mezi krevsajicimi Clenovci jsem zaznamenala zna¢né mnozstvi sdilenych OTU
(Tab.P4). Muzeme tedy piedpokladat, ze i v tomto piipadé dochazi u mnou studovanych
bezobratlych ke konvergenci na zakladé stejné potravni specializace (Obr.11). Z Obr. 11 je
patrné, ze fylogenetickd piibuznost hostitel s odliSnou potravni strategii neovliviiuje
podobnost jejich mikrobiomu. Na druhou stranu je mozné, Ze byly sdilené bakterie ziskany pii
sani ze stejného hostitele Neotoma albigula. Pro potvrzeni platnosti patternu sdileného

mikrobiomu je potfeba metaanalyzy pres Sirsi set hematofagnich Clenovct.
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Obr. 11: Ekologické a fylogenetické determinanty mikrobiomu ¢lenovct.

Sdilené OTU analyzované pro krevsajici hostitele Ize nalézt i u fady jinych
hematofagt. Zajimavym piikladem je gramnegativni bakterie rodu Bordetella. Né¢které
zastupce tohoto rodu fadime k lidskym patogentim. Bordetella pertussis je puvodcem ¢erného
kasle a byl diive izolovan napiiklad ze v§i (Majid et al., 2020). Mezi sdilené OTU s vysokou
Cetnosti patii i gramnegativni bakterie rodu Pseudomonas, Stenotrophomonas a grampozitivni
Staphylococcus. Tyto rody byly zaznamenany v mikrobiomu blech (Murrell et al., 2003).
Dalsim ptikladem jsou gramnegativni bakterialni rody Flavobacterium a Acinetobacter bézné
se vyskytujici v padé a vod¢é. Podobné jako Oxalobacteraceae, Roseomonas, Tatumella,
Mesorhizobium, Flavobacterium, Agrococcus, Sphingobacterium, Escherichia-Shigella,
Massilia, Serratia a Chyseobacterium, byly i tfi vySe zminéné taxony popsany v
mikrobiomech komaru (Kampfer et al., 2010; Apte-Deshpande et al., 2012; Duguma et al.,
2013; Minard et al., 2013a; Minard et al, 2013b; Chen et al., 2014; Chandler et al., 2015; Ngo
etal., 2015; Buck et al., 2016; Yadav et al., 2018; Gao et al., 2020). K dalsim sdilenym rodim
patii i grampozitivni Corynebacterium, ktery je taktéz souc¢asti mikrobiomu komart (Verhulst
et al., 2010). Bakterialni rod Nubsella byl recentné identifikovan v mikrobiomu pijavic
(McClure et al., 2021).
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6. Zavér

Tato prace prinesla nové poznatky mikrobidlnich profilti triatom (T. rubida, T.
protracta) ze Spojenych statt. Z vysledka analyz byly ziskané sdilené OTU mezi vybranymi
krevsajicimi zastupci plostic a klist'at. Je zde tedy predpoklad, ze by mohlo jit o taxonomickou
konvergenci mezi mikrobiomy nepiibuznych krevsajicich ¢lenovct. Nicméné pro definitivni

potvrzeni popsaného patternu jsou nutné rozsahlejsi analyzy.
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8. Prilohy

Tab.P1: Soubor vzorku

Pracovni nazev Taxonomie Rad Instar Misto shéru Templat Potrava
CH2H7 Largus californicus Hemiptera L6 Chaparral stfevo rostlinné §tavy
CH2T18 Ornithodoros turicata Ixodida L1 Chaparral celé télo krev
CH2H1 Largus californicus Hemiptera L6 Chaparral stfevo rostlinné §tavy
CH2T2 Ornithodoros turicata Ixodida L1 L2 Chaparral celé télo krev
CH2H2 Largus californicus Hemiptera L6 Chaparral stfevo rostlinné §tavy
CH2T3 Ornithodoros turicata Ixodida L1 L2 Chaparral celé télo krev
CH2H3 Largus californicus Hemiptera L6 Chaparral stfevo rostlinné §tavy
CH2T6 Ornithodoros turicata Ixodida L1 L2 Chaparral celé télo krev
CH2H4 Largus californicus Hemiptera L6 Chaparral stfevo rostlinné §tavy
CH2T16 Ornithodoros turicata Ixodida L1 L2 Chaparral celé télo krev
CH2H5 Largus californicus Hemiptera L6 Chaparral stfevo rostlinné §tavy
CH2T17 Ornithodoros turicata Ixodida L1 L2 Chaparral celé télo krev
CH2H6 Largus californicus Hemiptera L6 Chaparral stfevo rostlinné §tavy
CH2T10 Ornithodoros turicata Ixodida L1 L2 Chaparral celé télo krev
CH2T11 Ornithodoros turicata Ixodida L1 L2 Chaparral celé télo krev
CH2T19 Ornithodoros turicata Ixodida L1 L2 Chaparral celé télo krev
CH2T22 Ornithodoros turicata Ixodida L1 L2 Chaparral celé télo krev
CH2T15 Ornithodoros turicata Ixodida L1 L2 Chaparral celé télo krev
CH2T23 Ornithodoros turicata Ixodida L1 L2 Chaparral celé télo krev
CH2T9 Ornithodoros turicata Ixodida L2 Chaparral celé télo krev
CH2T13 Ornithodoros turicata Ixodida L2 Chaparral celé télo krev
CH2T14 Ornithodoros turicata Ixodida L2 Chaparral celé télo krev
CH2T1 Ornithodoros turicata Ixodida L2 L3 Chaparral celé télo krev
CH2T7 Ornithodoros turicata Ixodida L2 L3 Chaparral celé télo krev
CH2T12 Ornithodoros turicata Ixodida L2 L3 Chaparral celé télo krev
CH2T20 Ornithodoros turicata Ixodida L2 L3 Chaparral celé télo krev
CH2T21 Ornithodoros turicata Ixodida L2 L3 Chaparral celé télo krev
CH2T4 Ornithodoros turicata Ixodida L3 L4 Chaparral celé télo krev
CH2T5 Ornithodoros turicata Ixodida L3 L4 Chaparral celé télo krev
CH2T8 Ornithodoros turicata Ixodida L3 L4 Chaparral celé télo krev
2CH49G Triatoma gerstaeckeri Hemiptera L5 Chaparral stfevo krev
2CHO8A Triatoma gerstaeckeri Hemiptera L2 Chaparral abdomen krev
2CH48A Triatoma gerstaeckeri Hemiptera L1 Chaparral abdomen krev
2CH19G Triatoma gerstaeckeri Hemiptera L3 Chaparral abdomen krev
2CH20G Triatoma gerstaeckeri Hemiptera L3 Chaparral abdomen krev
2CH22G Triatoma gerstaeckeri Hemiptera L3 Chaparral abdomen krev
2CH31G Triatoma gerstaeckeri Hemiptera L3 Chaparral abdomen krev
2CH32G Triatoma gerstaeckeri Hemiptera L3 Chaparral abdomen krev
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Pracovni nazev Taxonomie Rad Instar Misto sbéru Templat Potrava
2CH10A Triatoma gerstaeckeri Hemiptera L2 Chaparral abdomen krev
2CH11A Triatoma gerstaeckeri Hemiptera L2 Chaparral abdomen krev
2CH13A Triatoma gerstaeckeri Hemiptera L2 Chaparral abdomen krev
2CH15A Triatoma gerstaeckeri Hemiptera L2 Chaparral abdomen krev
2CH24A Triatoma gerstaeckeri Hemiptera L2 Chaparral abdomen krev
2CH37A Triatoma gerstaeckeri Hemiptera L2 Chaparral abdomen krev
2CH55A Triatoma gerstaeckeri Hemiptera L2 Chaparral abdomen krev
2CH56A Triatoma gerstaeckeri Hemiptera L2 Chaparral abdomen krev
2CHO5A Triatoma gerstaeckeri Hemiptera L1 Chaparral abdomen krev
2CH12A Triatoma gerstaeckeri Hemiptera L1 Chaparral abdomen krev
2CHO04G Triatoma lecticularia Hemiptera L6 Chaparral stfevo krev
2CH28G Triatoma lecticularia Hemiptera L6 Chaparral stfevo krev
2CH39G Triatoma lecticularia Hemiptera L5 Chaparral stfevo krev
2CH51G Triatoma lecticularia Hemiptera L5 Chaparral stfevo krev
2CH41G Triatoma lecticularia Hemiptera L4 Chaparral stfevo krev
2CH42G Triatoma lecticularia Hemiptera L4 Chaparral stfevo krev
2CH43G Triatoma lecticularia Hemiptera L4 Chaparral stfevo krev
2CH44G Triatoma lecticularia Hemiptera L4 Chaparral stfevo krev
2CH06G Triatoma lecticularia Hemiptera L3 Chaparral stfevo krev
2CHO7G Triatoma lecticularia Hemiptera L3 Chaparral stfevo krev
2CH45G Triatoma lecticularia Hemiptera L3 Chaparral stfevo krev
2CH46A Triatoma lecticularia Hemiptera L2 Chaparral abdomen krev

TU31i6A2 Triatoma protracta Hemiptera L6 UADS abdomen krev
TUS52i6A3 Triatoma protracta Hemiptera L6 UADS abdomen krev
TUS53i6A0 Triatoma protracta Hemiptera L6 UADS abdomen krev
TU28i5A1 Triatoma protracta Hemiptera L5 UADS abdomen krev
TU35i5A1 Triatoma protracta Hemiptera L5 UADS abdomen krev
TUB9I6A1 Triatoma protracta Hemiptera L6 UADS abdomen krev
TU49i4A2 Triatoma protracta Hemiptera L4 UADS abdomen krev
TUT71i5A1 Triatoma protracta Hemiptera L5 UADS abdomen krev
TUB8Li5A0 Triatoma protracta Hemiptera L5 UADS abdomen krev
TU49i4B1 Triatoma protracta Hemiptera L4 UADS abdomen krev
TU58i3A1 Triatoma protracta Hemiptera L3 UADS abdomen krev
TU59i3A3 Triatoma protracta Hemiptera L3 UADS abdomen krev
TUB2i3A2 Triatoma protracta Hemiptera L3 UADS abdomen krev
TUB6i3A1 Triatoma protracta Hemiptera L3 UADS abdomen krev
TU50i3A3 Triatoma protracta Hemiptera L3 UADS abdomen krev
TU50i3C3 Triatoma protracta Hemiptera L3 UADS abdomen krev
TU56i3B3 Triatoma protracta Hemiptera L3 UADS abdomen krev
TUB4i2A0 Triatoma protracta Hemiptera L2 UADS abdomen krev
TULI4A3 Triatoma rubida Hemiptera L4 UADS abdomen krev
TU38i4A2 Triatoma rubida Hemiptera L4 UADS abdomen krev
TUATI4A3 Triatoma rubida Hemiptera L4 UADS abdomen krev
TU48i4A1 Triatoma rubida Hemiptera L4 UADS abdomen krev
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TU6B4i4A2 Triatoma rubida Hemiptera L4 UADS abdomen krev
TU74i4A1 Triatoma rubida Hemiptera L4 UADS abdomen krev
TU2i4A3 Triatoma rubida Hemiptera L4 UADS abdomen krev
TU36i4A3 Triatoma rubida Hemiptera L4 UADS abdomen krev
TU36i4B3 Triatoma rubida Hemiptera L4 UADS abdomen krev
TU36i4C3 Triatoma rubida Hemiptera L4 UADS abdomen krev
TU37i4A3 Triatoma rubida Hemiptera L4 UADS abdomen krev
TU37i4B3 Triatoma rubida Hemiptera L4 UADS abdomen krev
TU39i4B1 Triatoma rubida Hemiptera L4 UADS abdomen krev
TU39i4C1 Triatoma rubida Hemiptera L4 UADS abdomen krev
TU54i4A3 Triatoma rubida Hemiptera L4 UADS abdomen krev
TU54i4B2 Triatoma rubida Hemiptera L4 UADS abdomen krev
TUS55i4A1 Triatoma rubida Hemiptera L4 UADS abdomen krev
TU55i4B1 Triatoma rubida Hemiptera L4 UADS abdomen krev
TU55i4C1 Triatoma rubida Hemiptera L4 UADS abdomen krev
TU55i4D1 Triatoma rubida Hemiptera L4 UADS abdomen krev
TU4i3A3 Triatoma rubida Hemiptera L3 UADS abdomen krev
TUS5i4A1 Triatoma rubida Hemiptera L3 UADS abdomen krev
TU65i3A2 Triatoma rubida Hemiptera L3 UADS abdomen krev
TU67i3A2 Triatoma rubida Hemiptera L3 UADS abdomen krev
TU30i3A3 Triatoma rubida Hemiptera L3 UADS abdomen krev
TU30i3D3 Triatoma rubida Hemiptera L3 UADS abdomen krev
TU30i3E3 Triatoma rubida Hemiptera L3 UADS abdomen krev
TU30i3F3 Triatoma rubida Hemiptera L3 UADS abdomen krev
TU40i3A3 Triatoma rubida Hemiptera L3 UADS abdomen krev
TU40i3B3 Triatoma rubida Hemiptera L3 UADS abdomen krev
TU41i3B2 Triatoma rubida Hemiptera L3 UADS abdomen krev
TU50i3B3 Triatoma rubida Hemiptera L3 UADS abdomen krev
TU56i3C3 Triatoma rubida Hemiptera L3 UADS abdomen krev
TU57i3A1 Triatoma rubida Hemiptera L3 UADS abdomen krev
TU57i3B1 Triatoma rubida Hemiptera L3 UADS abdomen krev
TUB0i2A3 Triatoma rubida Hemiptera L2 UADS abdomen krev
TU60i2B3 Triatoma rubida Hemiptera L2 UADS abdomen krev
TUG60i2C3 Triatoma rubida Hemiptera L2 UADS abdomen krev
TU60i2D2 Triatoma rubida Hemiptera L2 UADS abdomen krev
TUB8I2A2 Triatoma rubida Hemiptera L2 UADS abdomen krev
TUB8I2C2 Triatoma rubida Hemiptera L2 UADS abdomen krev
TU68i2D2 Triatoma rubida Hemiptera L2 UADS abdomen krev
LC35i5A3 Triatoma protracta Hemiptera L5 LCNCA abdomen krev
LC34i5A1 Triatoma protracta Hemiptera L5 LCNCA abdomen krev
LC36i4A1 Triatoma protracta Hemiptera L4 LCNCA abdomen krev
LC32i5A1 Triatoma rubida Hemiptera L5 LCNCA abdomen krev
LC33i2A3 Triatoma rubida Hemiptera L2 LCNCA abdomen krev
LC33i2B3 Triatoma rubida Hemiptera L2 LCNCA abdomen krev
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LC33i2C3 Triatoma rubida Hemiptera L2 LCNCA abdomen krev
u2v33 prach - - LCNCA - -
u3va4 dievo - - LCNCA - -
U4v3s roztoci - - LCNCA - -

Tab.P2: Forward primery pro amplikonové knihovny

Forward
primer

Sekvence

515rchc0

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTAGCCTTCGTCGCTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchcl

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTCCATACCGGAATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc2

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTAGCCCTGCTACATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc3

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTCCTAACGGTCCATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchcd

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTCGCGCCTTAAACTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchch

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTATGGTACCCAGTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc6

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTACAATATCTGTTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc7

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTAATTTAGGTAGGTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc8

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTGACTCAACCAGTTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc9

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTGCCTCTACGTCGTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc10

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTACTACTGAGGATTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchcll

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTAATTCACCTCCTTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchcl2

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTCGTATAAATGCGTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchcl3

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTATGCTGCAACACTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchcl4

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTACTCGCTCGCTGTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchcl5

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTTCCTTAGTAGTTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchcl6

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTCGTCCGTATGAATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchcl?

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTACGTGAGGAACGTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc18

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTGGTTGCCCTGTATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc19

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTCATATAGCCCGATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc20

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTGCCTATGAGATCTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc21

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTCAAGTGAAGGGATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc22

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTCACGTTTATTCCTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc23

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTAATCGGTGCCATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc24

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTGACTAATGGCCTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc25

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTCGGGACACCCGATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc26

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTCTGTCTATACTATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc27

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTATGCCAGAGATTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc28

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTCGTTTGGAATGATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc29

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTAAGAACTCATGATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc30

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTGATATCGTCTTTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc3l

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTCGGTGACCTACTTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc32

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTAATGCGCGTATATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc33

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTCTTGATTCTTGATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc34

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTGAAATCTTGAAGTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc35

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTGAGATACAGTTCTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc36

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTGTGGAGTCTCATTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA
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Sekvence

515rchc37

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTACCTTACACCTTTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc38

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTAATCTCGCCGGTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc39

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTATCTAGTGGCAATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc40

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTACGCTTAACGACTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc4l

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTACGGATTATGGTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc42

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTATACATGCAAGATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc43

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTCTTAGTGCAGAATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc44

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTAATCTTGCGCCGTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc45

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTAGGATCAGGGAATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc46

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTAATAACTAGGGTTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchca7

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTATTGCAGCAGCTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc48

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTGATGTGCTAAGTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc49

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTGTAGTAGACCATTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc50

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTAGTAAAGATCGTTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc51

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTCTCGCCCTCGCCTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc52

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTCTCTTTCGACATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc53

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTACATACTGAGCATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc54

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTGTTGATACGATGTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc55

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTGTCAACGCTGTCTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc56

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTGAGACCCTACATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc57

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTACTTGGTGTAAGTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc58

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTATTACGTATCATTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc59

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTCACGCAGTCTACTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc60

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTGTGCACGCCATTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc61

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTCCGGACAAGAAGTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc62

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTTGCTGGACGCTTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc63

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTACTAACGCGGTTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc64

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTGCGATCACACCTTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc65

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTCAAACGCACTAATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc66

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTGAAGAGGGTTGATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc67

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTGAGTGGTCTGTTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc68

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTTACACAAAGGCTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc69

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTACGACGCATTTGTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc70

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTATCCAAGCGCATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc71

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTAGAGCCAAGAGCTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc72

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTGGTGAGCAAGCATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc73

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTAAATATACCCTTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc74

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTTGCGGACCCTATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc75

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTGTCGTCCAAATGTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc76

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTGCACAGTCGCTTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc77

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTTACTGTGGCCGTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc78

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTGGTTCATGAACATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc79

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTAACAATAATTCTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc80

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTCTTATTAAACGTTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc81

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTGCTCGAAGATTCTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc82

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTATTTGATTGGTTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc83

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTGTCAAAGTGACTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA
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Forward
primer

Sekvence

515rchc84

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTCTATGTATTAGTTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc85

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTACTCCCGTGTGATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc86

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTCGGTATAGCAATTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc87

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTGACTCTGCTCAGTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc88

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTGTCATGCTCCAGTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc89

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTACCGAAGGTATTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc90

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTTGAGTATGAGTATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc9l

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTAATGGTTCAGCATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc92

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTGAACCAGTACTCTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc93

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTCGCACCCATACATATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc94

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTGTGCCATAATCGTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

515rchc95

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTACTCTTACTTAGTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

Tab.P3: Reverse primery pro amplikonové knihovny

Reverse

Sekvence

926rchc0

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACCTCAGTCAGCCAGCCCCGYCAATTYMTTTRAGTTT

926rchch

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATCAGAGTCAGCCAGCCCCGYCAATTYMTTTRAGTTT

926rchc2

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCCAGCAGTCAGCCAGCCCCGYCAATTYMTTTRAGTTT

926rchc3

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTACTAAGTCAGCCAGCCCCGYCAATTYMTTTRAGTTT

926rchc12

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATTGAAGTCAGCCAGCCCCGYCAATTYMTTTRAGTTT
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Tab.P4: Sdilené OTU u analyzovanych druhti hematofagt

OoTU Taxonomie OoTU Taxonomie
OTU_103 Bordetella (Betaproteobacteria) OTU_263 | Devosia (Alphaproteobacteria)
OTU_104 Luteimonas (Gammaproteobacteria) OTU_264 | Novosphingobium (Alphaproteobacteria)
OTU_1054 | Microbacterium (Actinobacteria) OTU_292 | Oxalobacteracea (Betaproteobacteria)
OTU_112 Pseudomonas (Gammaproteobacteria) OTU_298 | Corynebacterium (Actinobacteria)
OoTU_114 Flavobacterium (Flavobacteriia) OTU_306 | Microbacterium (Actinobacteria)
OTU_129 Rhodobacteraceae (Alphaprotobacteria) OoTU_31 Pseudomonas (Gammaproteobacteria)
OTU_13 Acinetobacter OTU_323 | Sphingobacterium (Sphingobacteriia)

(Gammaproteobacteria)

OTU_131 Sphingomonas (Alphaproteobacteria) OTU_349 | Roseomonas (Alphaproteobacteria)
OTU_139 Comamonadaceae (Betaproteobacteria) OTU_362 | Chryseobacterium (Flavobacteriia)
OTU_1637 | Chroococcidiopsis (Cyanobacteria) oTU 4 Staphylococcus (Firmicutes)
OTU_19 Tatumella (Gammaproteobacteria) OTU_434 | Altererythrobacter (Alphaproteobacteria)
OTU_191 Mesorhizobium (Alphaproteobacteria) OTU_457 | Sphingomonas (Alphaproteobacteria)
oTuU_2 Enterococcus (Firmicutes) OTU_495 | Sphingobacterium (Sphingobacteriia)
OTU_217 Flavobacterium (Flavobacteriia) OTU_50 | Stenotrophomonas (Gammaproteobacteria)
OTU_224 Methylobacterium (Alphaproteobacteria) OTU_51 | Rhizobium (Alphaprotebacteria)
OTU_228 Sphingomonas (Alphaproteobacteria) OTU_54 | Chryseobacterium (Flavobacteriia)
OTU_23 Acinetobacter (Gammaproteobacteria) OTU_552 | Agrococcus (Actinobacteria)
OTU_237 Lysinibacillus (Bacilli) OTU_56 | Sphingobacterium (Sphingobacteriia)
OTU_25 Rhodobacter (Alpahaproteobacteria) OTU_58 | Chryseobacterium (Flavobacteriia)
OTU_259 Roseomonas (Alphaproteobacteria) OTU_612 | Polyangiaceae (Deltaproteobacteria)
OoTuU_7 Escherichia-Shigella (Gammaproteobacteria) OTU_62 Massilia (Betaproteobacteria)
OTU_70 Nubsella (Sphingobacteriia) OTU_989 | Serratia (Gammaproteobacteria)

61




