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1 Uvod

1.1 Symbioza

Symbidza je definovana jako spoleéné souziti dvou nebo vice organismu. Takovych
souziti je v piirodé znamo velké mnozstvi. Castdji se tento termin pouZiva pouze pro popis
vztahu, ktery je vyhodny pro vSechny zucastnéné organismy. V takovém ptipadé jde
o mutualismus (Margulis, 1973). Ve skuteCnosti vSak pojem symbidza zahrnuje
| parazitismus nebo komenzalismus. Pro rozdily mezi mutualismem a parazitismem nelze
v zasadé definovat zadnou pevnou hranici. Nékteré bakterie totiz mohou byt prospésné pro
jednoho hostitele za urcitych podminek, ale pro jiného mohou byt za stejnych podminek, ale
V jiném prostiedi, Skodlivé (Dale & Moran, 2006). Pro symbidzu je typické to, ze v mnoha
ptipadech neni jeden z partnerti schopen vyrabét si nékteré latky nezbytné dilezité pro zZivot.
Tyto latky ziskdva pravé od svého symbionta (Margulis, 1973). Symbidza tak umozZiuje

rozsifeni niky hostitele a pfispiva k evolué¢ni diverzifikaci (Moran et al., 2003).

U bezobratlych zivocichl, a zejména u hmyzu, se vyskytuje fada pozoruhodnych
symbiotickych vztaht s bakteriemi (Moran et al., 2003). Asociace mezi hostiteli a jejich
obligatnimi endosymbionty existuji s odhadem 30 — 250 miliont let (Feldhaar, 2011).
Buchner (1953) vesvé knize morfologicky popsal stovky riznych symbioz hmyzu
s mikroorganismy. Az 21. stoleti ale pfineslo moznost vhledu do genomické podstaty téchto
vztahil, a to diky rozvoji sekvenacnich technik. V posledni dekadé jsou tyto symbiotické
vztahy studovany komplexné. Jde o studium genomu hostitele spolu s genomem/genomy
vSech jeho mikrobialnich symbiontd (mikrobiomu), tedy o studium tzv. holobiontu
ahogenomu (Feldhaar, 2011). Mikrobiom je souhrnym oznafenim pro intracelularni
a extracelularni bakterie, pfipadn€ jednobunécné eukaryotické symbionty, pfenaSené jak

vertikalné, tak horizontalng¢.

Pro vztahy hmyzu s bakteriemi byly definovany dvé ekologicky odlisné skupiny
symbidéz. U mnoha druhi hmyzu Ize nalézt obligatni endosymbiotické bakterie, jinak také
primarni symbionty. Vyskytuji se pouze v bakteriocytech, piipadné bakteriomech, coz jsou
hostitelské buriky a organy specializované pro ,,ubytovani® symbionti. V hemocoelu nebo
v jinych typech bunék nejsou schopni prezit (Moran & Yun, 2015). Primarni symbionti maji
nutriéni, reprodukéni nebo imunitni vyhody a stavaji se tak pro hostitele Zivotn¢ duleZziti.

(Dale & Moran, 2006). Proto jsou pevné spjati s hostitelskou populaci a najdeme je u



kazdého jedince populace (Koga et al., 2003), ve které jsou pienaSeni ptimo z matky na
potomstvo (Moran & Yun, 2015). Typicky vztah hmyzu s primarnimi symbionty je zaloZzen
na poskytovani zivin, které se v potravé hostitele vyskytuji omezené, nebo v ni zcela chybi.
Zejména fytofagni a hematofagni hmyz pieziva jen diky symbiontim, ktefi jim k jejich
extrémné nevyvazené stravé syntetizuji chybéjici esencidlni latky. Mezi nejstarsi znamé
primarni symbionty patii rody Buchnera, Blochmannia nebo Wigglesworthia
(Dale & Moran, 2006).

Druhou skupinou jsou pak sekundarni symbionti. Jde o fakultativni endosymbiotické
bakterie, které se vyskytuji v raznych druzich tkani a bunék (Koga et al.,, 2003;
Moran & Yun, 2015). Mezi takové tkané patii napiiklad tukové téleso, svaly, nervova tkan
nebo 1 stievo (Feldhaar, 2011). Oproti primarnim symbiontim se tedy obvykle nevyskytuji
v zadnych specializovanych organech a pro hostitele nejsou nezbytni (Dale & Moran, 2006).
Na rozdil od primarnich se sekundarni symbionti mohou pifenaset mezi hostiteli i
horizontalnim pfenosem (Moran & Yun, 2015). Z pohledu hostitele jsou tyto bakterie
fakultativni a mohou byt jak prospésné, tak i skodlivé (Dale & Moran, 2006; Feldhaar,
2011). Hostitelé naptiklad profituji z toxinii nebo antibiotik, které symbionti produkuji
(Feldhaar, 2011). Na druhou stranu mohou nékteti fakultativni symbionti negativné
ovliviiovat reprodukci hostitele ve svilij vlastni prospéch, ptiklad tzv. ,sex-distorters®

(Jeong & Suh 2008).

Symbiotické vztahy v podceledi Triatominae se ale vySe popsané Klasifikaci
vymykaji. A¢ Triatominae patii do skupiny zivo€icht, kteti se zivi vyhradné Krvi, tedy
potravou s nedostateénym mnozstvim urcitych latek (Beard, 2001), postradaji typické
primarni symbionty véazané na bakteriocyty. Zastupci této podceledi udrzuji vztah
s bakteriemi lokalizovanymi volné v lumen stieva, k jejichZ pfenosu mezi jedinci dochézi
koprofagii (pozirani vykali) nebo pti vzajemném sani (Schofield, 2000; Otélora-Luna et al.,
2015). Tato specificka mikroflora je velice dileZitd, jelikoZ jeji absence mliZze mit negativni
dopad na vyvoj i funkci imunitniho systému (Feldhaar, 2011). Piedpoklada se, ze tyto

extracelularni bakterie napomahaji dopliiovat nedostatek vitaminti skupiny B (Baines, 1956).

Mezi nejvyznamnéjsi symbiotické bakterie stfeva triatom patii Rhodococcus rhodnii
(Baines, 1956; Garcia et al., 2007). Absence téchto bakterii ma vliv na ontogeneticky vyvoj
triatom (Baines, 1956). Velikost populace téchto symbiontl zavisi na nekolika faktorech,
jako je faze zivotniho vyvoje nebo doba od piijmu potravy (Eichler & Schaub, 2002).

Druhym zndmym symbiontem triatom je Arsenophonus triatominarum. Poprve byl popsan u



druhu Triatoma infestans jako intracelularni i extracelularni bakterie nalezena v srdci,
hemolymf€, nervovém ganglionu, slinnych zlazach, vajecnicich, varlatech a visceralnich
svalech (Hypsa & Dale, 1997). Vyskyt této bakterie byl potvrzen u 17 riznych druhi
podgeledi Triatominae (Sorfova, 2008). Z fylogenetické analyzy je patrné, Ze A.
triatominarum je blizce piibuzny s dalsi bakterii tohoto rodu Arsenophonus nasoniae
(Hypsa & Dale, 1997; Novakova, 2009). Kromé& Triatominae byl rod Arsenophonus
identifikovan jesté u parazitickych vos, molic, msic, klist'at, vCel, v§i, mravenct a nékolika

druhti rostlin (Novékova, 2009).

K obéma vySe zminénym bakteriim byla historicky upirdna znacnd pozornost. Jsou
dostupné jejich genomické sekvence, ale role téchto symbionti v Systému zatim neni zndma
(Novékova, 2009). Recentni studie, zaloZzené na ,,high throughput* sekvenovani, naptiklad
poukazuji na absenci téchto symbionti u nékterych zastupcu triatom (Diaz, 2016). Jejich
nutri¢ni vyznam je tak zna¢né diskutabilni. Je velice pravdépodobné, Ze triatomy nemaji
vyhradniho nutricniho symbionta, ale na doplnéni zivin se podili vice zastupci
z mikrobiomu. Jelikoz jsou dne$ni znalosti o mikrobiomech triatom zna¢né¢ omezeng,
pfedev§im na nékolik malo jihoamerickych druhli jako hlavnich pfenasecti Chagasovy
choroby, je nutné dale se zabyvat piedevs§im celkovou diversitou, stabilitou a funkci téchto

mikrobialnich komunit.

1.2 Podceled’ Triatominae
Podceled” Triatominae (Hemiptera: Reduviidae) se obvykle déli na 6 kment,

ve kterych je déale 18 rod (Hypsa et al., 2002; Vallejo, 2009). Dnes je znamo 140 druht
(Schofield & Galvao, 2009; Vallejo, 2009), jejichz spole¢nym charakteristickym znakem je
to, Ze se zivi vyhradné Krvi obratlovci. Proto maji rizné modifikované ¢asti ustniho Ustroji,
specifické sloZeni slin, a také rizné modifikované zaZivaci Gstroji (Schofield, 2000). Dvéma
hlavnimi rody s nejvétsim epidemiologickym vyznamem jsou rody Triatoma a Rhodnius
(Vallejo, 2009). Nejvyznamnéjsi zastupci se prizpusobili zivotu v blizkosti lidskych obydli
(Schofield & Galvao, 2009). Vétsina zastupcu této podceledi se vyskytuje vyhradné
v Severni a Jizni Americe. Existuji vSak i1 druhy, které jsou rozsifeny 1 mimo tyto oblasti. Ve
vychodni c¢asti Asie jde o druh T.rubrofasciata (Jurberg & Galvao, 2006;
Schofield & Galvao, 2009), v Indii je to rod Linshcosteus (Schofield & Galvao, 2009).

cey

Nekteré druhy ziji i na pobfezi Australie (Jurberg & Galvao, 2006).



Stanovisté, které Triatominae vyhovuje, musi poskytovat ur¢ité stabilni klima
a pristup ke zdroji krve. VétSina druhti je schopna zit v podminkach, kde se vzdusna vlhkost
pohybuje mezi 30 — 80 % a teploty jsou idealné mezi 24 — 28 °C. Na teploté je zavisly jejich
vyvoj. Pod 16 °C se triatomy vyviji velice pomalu, naopak teploty vyssi nez 40 °C uz jsou
letalni (Jurberg & Galvao, 2006).

Triatominae patii mezi hmyz s nedokonalou proménou. Z vajicka se tak dospélec
vyvine pies pét nymfalnich stadii (Jurberg & Galvao, 2006). Cely vyvojovy cyklus trva od 3
az 4 mésict u druhu Rhodnius prolixus az po dva roky, a to u druhu Panstrongylus megistus
(Jurberg & Galvao, 2006). Vsechna vyvojova stadia se zivi krvi. Vzhledové se nymfy
od dospélcu lisi. Dospélci maji dobie vyvinuty zevni genital a kiidla, ktera u nymfy chybi.
Dalsi rozdily jsou mezi jednotlivymi pohlavimi. Samicky maji konec téla do Spicky, zatimco

samecci zaobleny. Samicky jsou také vétsi (Jurberg & Galvao, 2006).

Jelikoz se pavodné triatomy zivily na bezobratlych, jejich pifechod na obratlovce
vyzadoval ruzné adaptace té€la. Obecné je ustni ustroji draveu z rodiny Reduviidae velmi
robustni a silné chitinizované, Casto se zakiivenim. V piipadé Triatominae je vSak §tihlé
a prizpusobuje se charakteru povrchu téla hostitele (Schofield, 2000). Dalsi modifikace
souvisi se slozenim slin. Ostatni dravci potiebuji toxické sliny, které jsou schopné rychle
obét’ imobilizovat. Naopak sliny krevsajicich Triatominae musi byt mnohem méné agresivni
(Schofield, 2000). Funguji jako anestetikum a  snizuji  srdZlivost  krve
(Kollien & Schaub 2000; Jurberg & Galvao, 2006). Po pozieni krve dochazi také
k chemickym zménam, a to hlavné v oblasti recta. Do té doby mirné kyselé pH se béhem 24
hodin méni na alkalické a zvySuje se osmolalita (Kollien & Schaub 2000). Nésleduje
defekace. Dochézi k ni bud’ ptimo pti krmeni, nebo brzy po krmeni. N&které druhy nejprve
opusti zdroj potravy a vyprazdnuji se az poté (Jurberg & Galvao, 2006).

Obecné plati, ze vétSina organismi ma uréitou strukturu, ktera chrani jejich travici
trakt. Uhmyzu to mulze byt peritrofickd (PM) nebo perimicrovillarni membrana,
u obratlovet je to pak slizniéni vrstva. Pod¢eled” Triatominae nemad PM, ale u druhu
Rhodnius prolixus byla nalezena jiz zminéna perimicrovillarni membrana. Tato membréna se
vyskytuje u vSech =zastupci fadu Hemiptera (krom¢ téch zivicich se xylémem)
(Ferreira, 1988; Silva et al., 1995; Alves, 2007). Pokryva mikroklky v travicim traktu (Shao,
2001). Je to permanentni struktura, ale jeji rust pravdépodobné zavisi na dostupnosti potravy

(Silva et al., 1995). Funguje jako fyzikalni i fyziologicka bariéra pro enzymy a podili se jak
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triatom Trypanosomou cruzi. T. cruzi se totiz na svého vektora pfichyti pravé v misté této
membrany. Absence PM u Triatominae muze byt extrémné dilezitd jak pro evoluci

a mechanismus mikrobialni symbidzy, tak pro vektorovou kapacitu (Alves, 2007).

Morfologie stieva u hmyzu ziviciho se krvi se lisi, ale obecné se stfevo déli na dvé
nebo vice funkcnich ¢asti. Tyto oblasti jsou po celé své délce tvoreny jednou vrstvou
epitelialnich bunék (Billingsley & Downe 1983). Stievo triatom je rozdéleno do tii riznych
¢asti, kterymi jsou apikalni, medialni a bazalni ¢ast (Alves, 2007). Kollien & Schaub (2000)
de€li stievo triatom na 4 cCasti: foregut, predni midgut (jinak také ,,zaludek nebo ,,vole®),
zadni midgut (,,malé stfevo*) a hindgut. Na povrchu stieva dochédzi po nakrmeni k uréitym
zméndm souvisejicim se strukturou. Pied krmenim je apikalni ¢ast typickou plasmatickou
membranou, kterd je pokrytd glykokalyxem. Po poziti krve se ale objevuji slozitéjsi
struktury, konkrétné¢ dvé plasmatické membrany oddélené jiz zminénou perimicrovillarni
membranou (Billingsley & Downe 1983). Z funkéniho hlediska je rozdéleno na dvé oblasti,
a to naptedni shromazdujici oblast a zadni trdvici oblast, kterd obsahuje symbiotické
bakterie (Billingsley & Downe 1983).

Zastupci vSech druhti jsou pravdépodobné schopni pienaset Trypanosomu cruzi, ktera
je puvodcem Chagasovy choroby (Jurberg & Galvao, 2006; Schofield & Galvao, 2009;
Vallejo, 2009). Nékteré druhy rodu Rhodnius mohou pienaset i blizce piibuznou T. rangeli
(Vallejo, 2009). Zda se, ze T. cruzi své vektory ovliviiuje pouze v ptipadé, kdy vektori
hladovi, takZe je oznacovana jako subpatogenni. V piipadé T. rangeli je situace jind. Tento
druh je pro rod Rhodnius patogenni, jelikoz snizuje pocet symbionti v hostiteli (Vallejo,
2009).

1.3 Trypanosoma cruzi
Trypanosoma cruzi je paraziticky prvok ze skupiny Kinetoplastida. Tyto prvoky lze

v ramci taxonu zafadit do nékolika rtiznych skupin, a to na ziklad¢ jejich genotypové
| fenotypové variability (Gumiel et al., 2015). Jejich Siroka geneticka diverzita vznika
v disledku toho, ze pii mnoZeni nedochdzi k zddné (nebo vyjimecné malé) vymeéné
genetické informace (Souto, 1997). Jednou z moznosti je klasifikace s vyuZzitim specifickych
primert;, které jsou zaloZeny na mini-exonech, rovnéz pouzitych v této préaci. Casto se
pouziva rozdeleni do Sesti tzv. ,,Discrete Typing Units® (DTUs). V ramci téchto DTUs
existuji skupiny Tcl — TcVI (Gumiel et al., 2015).



Geografické rozsifeni téchto skupin poukazuje na fakt, ze jedinci ze skupin Tcll —
TcVI jsou nejcastéji pivodci Chagasovy choroby v jiznich castech Jizni Ameriky.
Trypanosomy skupiny Tcl v téchto oblastech infikuji pouze volné zijici Zivocichy
(Espinoza et al., 2010). Hlavnimi pivodci nemoci u ¢lovéka jsou naopak v Kolumbii,

Venezuele a Sttedni Americe (Mejia-Jaramillo, 2009).

Trypanosoma cruzi je schopna Zit a vyvijet se pouze ve stfevé triatom (Garcia et al.,
2007). Jde tedy o sterkorélniho parazita, na rozdil od Trypanosomy brucei, ktera zpisobuje
spavou nemoc (Africkou trypanosomidzu) a je pifenaSena mouchou tse-tse. T.cruzi je
schopna infikovat okolo 100 riznych druhi savet (Garcia et al., 2007). K pienosu T. cruzi
na dal§iho hostitele dochazi hned nékolika zptisoby. Trypanosomou mohou byt infikovany
traitomy obou pohlavi, a to jak ve stadiu nymfy, tak i ve stadiu dospélce, jelikoZ potravou
vSech stadii je krev. Mira infekce se vSak zvySuje s jejich stafim (Bern et al., 2011). Mezi
zivodichy, kteti funguji jako reservodary infekce, patii vacice, myvalové, pasovci, Skunkove,
ale i domestikovani psi (Montgomery, 2014). Po vstupu do travici soustavy triatom spolu
s pozitou krvi se parazit musi vyrovnavat s nékolika zménami. Jde o zmény teploty,
osmolality nebo zmény souvisejici se zasobou zivin, ale také s ptfitomnosti mikrobiomu
hostitele. Také musi Eelit travicim enzymim a dal$im latkam, které jsou obsazeny ve slinach

Triatominae.

Clovéka plostice nejéastéji infikuje pfi sani krve, kdy zaroven dochézi k uvoliiovani
vykali. Ty se poté dostavaji pfimo do rany a tim padem do krve. V ptipadé, ze je stolice
vylucovana ve vétsi vzdalenosti od rany, muze se infekce do rany dostat Skrabanim
(Nouvellet et al., 2013). Dale se infekce mize $itit pii krevnich transfuzich, transplantacich
organl, konzumaci infikovaného jidla, ptfipadné vertikdlnim pfenosem (z matky na plod)

(Bern et al., 2011).

Trypanosoma cruzi piedstavuje mezi ostatnimi trypanosomatidy zastupce s jednim
cyklus zahrnuje nékolik vyvojovych stadii (de Souza, 2010). Trypanosoma cruzi je schopna

obyvat mnoho nejriznéjsich tkani, a také se neustale pohybovat mezi raznymi hostiteli. Tyto

vvvvvv

(Jansen et al., 1999).



1.4 Chagasova choroba

Chagasova choroba (jinak také Americkd trypanosomidza) je onemocnéni, Které
popsal Carlos Chagas. Podle svétové zdravotnické organizace (WHO) jde o vubec
nejrozsitenéjsi chorobu zplsobenou parazity v Severni 1 Jizni Americe. Odhaduje se, Ze
v soucasné dob¢ je nakazeno asi 8 miliont lidi (Bern et al.,, 2011), ztoho 300 000
ve Spojenych statech americkych (Hotez et al., 2012). Trypanosoma cruzi je pfenasena
minimalné 20 druhy z podc¢eledi Triatominae (Nouvellet et al., 2013). Nejméné 11 z nich je
roz§iteno ve Spojenych statech americkych (Montgomery, 2014). Pfesto, ze
pravdépodobnost pfenosu parazita z triatom na ¢lovéka je pouze 5,8 x 10 na jeden kontakt
s infikovanym pfenaSeCem, je tato nemoc velice rozsifend a ohrozuje miliony lidi

na americkém kontinentu (Nouvellet et al., 2013).

U Chagasovy choroby existuji tii typy infekci, a to akutni, vrozena a chronicka.
Inkubac¢ni doba, po které dojde k propuknuti akutni faze nemoci, se pohybuje mezi jednim az
dvéma tydny. Samotnd akutni faze pak trvd asi 8 — 12 tydni. Dikazem jiz probihajici
nemoci je v tomto piipadé napi. detekce trypomastigotti ve vzorcich Cerstvé periferni krve
pod mikroskopem (Montgomery, 2014). Nejvice pacientti nevykazuje bud’ zadné ptiznaky,
nebo se u nich objevuji pouze netypické ptiznaky jako je horecka (Bern et al., 2011).
V/rozené Chagasova choroba se projevuje nizkou porodni hmotnosti, narozenim nedostate¢né
vyvinutého ditéte, anémii nebo trombocytopenii (Bernetal., 2011). Nelétena infekce
prechazi do chronické faze. U 20 — 30 % lidi s desitky let trvajici chronickou fazi mutze
dochazet k pfechodu na klinické srde¢ni onemocnéni nebo onemocnéni traviciho traktu
(Montgomery, 2014). Existuji pouze dvé latky, nifurtimox a benznidazol, u kterych byly
prokadzéany ucinky proti Chagasové chorobé (Maya et al., 2007; Bern et al., 2011). Ob¢ latky
jsou schopné potlacit akutni fazi nemoci, u chronické faze jsou jejich ucinky nizsi. Navic je

jejich pouziti vzhledem k mnozstvi vedlejsich u¢inkd zna¢né kontroverzni.

Neékteti védei shledavaji situaci kolem Chagasovy choroby podobnou té, kdy zacala
epidemie HIV viru, potazmo onemocnéni AIDS (Hotez et al., 2012). Lze totiz najit hned
nékolik podobnosti mezi lidmi trpicimi Chagasovou chorobou a HIV/AIDS pozitivnimi
pacienty (Hotez et al., 2012). Ob& nemoci se objevuji hlavné v chudych pomérech, kdy lidé
ziji ve Spatnych podminkéach. U obou je v ptipadé chronické faze nutnd dlouhodoba lécba.
V ptipad¢ HIV/AIDS je lécba schopna uchranit nemocného od smrti, nikoliv vSak
od viru/onemocnéni jako takového. U Chagasovy choroby byla ucinnost 1€kt prokazana

pouze u akutnich fazi infekce anebo u déti do 12 let, u kterych byla chronicka faze teprve
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v zacatcich (Hotez et al., 2012). Navic léky proti obéma nemocem jsou velice drahé.
U Chagasovy choroby je odhadovana cena kolem 1 028 dolari za rok na pacienta a Stava se

tak nedostupnou pro obyvatele chudych rozvojovych zemi (Hotez et al., 2012).

2 Cile préace

V této praci se budu zabyvat mikrobidlnimi komunitami krevsajicich plostic skupiny

Triatominae. Konkrétné se zaméfim na studium nasledujicich témat.

l. Zmapovani dynamiky mikrobiomu v pribéhu ontogeneze hostitele.

Il. Posouzeni diversity a hostitelské specifity mikrobiomu vybranych
druhii severoamerickych triatomint.

Il. Posouzeni zéavislosti statutu pfenaSece (tj. pozitivné diagnostikovéna

Trypanosoma cruzi) na profilu stfevniho mikrobiomu.



3.1

3 Material a metody

Vzorky

Soubor analyzovanych jedinci pochazel ze tfi rtznych zdroji. Prvnim
zdrojem byly vlastni laboratorni kolonie chované na Katedie parazitologie
Ptirodovédecké fakulty JU, ze kterych bylo zpracovéno celkem 50 vzorki z 50
jedinct. Konkrétné $lo o Triatominae druhu Rhodnius prolixus a Triatoma vitticeps.
Druhym zdrojem byly laboratorni kolonie chované v Arizonég, ze kterych pochézelo
20 vzorkti od 20 jedincu, a to druhu Triatoma recurva, Triatoma protracta
a Triatoma rubida. Poslednim zdrojem byly pak terénni sbéry zajisténé
spolupracujicimi laboratofemi. Dvacet vzorkd jsme ziskali z abdomentd 20 jedinci
v ethanolu, 14 z nich pochézelo z Kalifornie (Triatoma protracta) a 6 z Arizony
(Triatoma protracta a Triatoma rubida). Zbylé vzorky byly posbirany v Texasu. Zde
bylo ziskano celkem 34 vzorka riznych tkani ze 17 jedinct. Taxonomické zafazeni

u téchto jedinct bylo uréeno molekuldrn€é pomoci sekvenci cytochrom oxidazy.

Tab. I: Ptehled ziskanych vzorki.

Druh Zdroj/Lokalita Pocet jedinci Pocet vzorki Pocet let v lab.
kolonii
Triatoma vitticeps Ceské Budéjovice 24 24 >10
Rhodnius prolixus Ceské Budéjovice 26 26 >10
Triatoma protracta Arizona — kolonie 5 5 7
Arizona — terén 3 3 NA*
Kalifornie 14 14 NA*
Texas 2 4 NA*
Triatoma rubida Arizona — kolonie 5 5 7
Arizona — terén 3 3 NA*
Triatoma recurva Arizona 10 10 7
Triatoma sanguisuga  Texas 10 20 NA*
Triatoma gerstaeckeri Texas 5 10 NA*

* vzorky pochéazi z terénu



3.2

3.2

3.2.

Pitva a izolace DNA
1 Laboratorni chov CR

K posouzeni profilu mikrobiomu v pribéhu ontogeneze byly pouzity vzorky
z laboratorniho chovu v Ceskych Budgjovicich. Z tohoto chovu byli pitvani jedinci
nejpocetnéjsich druhti Rhodnius prolixus a Triatoma vitticeps. Pitva byla provadéna
vzdy u 3 jedincl z kazdého ze Sesti instarti (celkem 36 vzorki), dale byla k izolaci
DNA pouzita také 3 vajicka od kazdého druhu (viz oddil 8, Tab. P1). Cilem pitvy
bylo z kazdého jedince ziskat celé stievo, ze kterého byla poté DNA vyizolovana.
Pitva probihala pod stereomikroskopem na Petriho misce s PBS (phosphate-buffered
saline). Stievo bylo nasledné¢ piemisténo do zkumavky se smési pufru ATL
aproteinazy K (dle navodu DNeasy Blood & Tissue kitu (Qiagen)), stejné tak
vajicka. Ta byla jesté¢ predtim propichnuta jehlou, aby do nich izolaéni smeés
dostateéné pronikla. Zbytky tél byly dany do zkumavek se 100% ethanolem
a nasledn¢ uchovany v —4°C. Po pitvé nasledovala izolace DNA s pouzitim DNeasy
Blood & Tissue kitu (Qiagen), postup byl dodrzen dle navodu od vyrobce.

2 Terénni sbéry v USA
K posouzeni diversity a hostitelské specifity byly vyuzity vzorky pochazejici

Z terénu, které byly poskytnuty spolupracujicimi laboratofemi. Informace o téchto

vzorcich jsou shrnuty v nasledujici tabulce I1.

Tab. 1I: Vzorky z terénnich sbérti v USA.

Druh Pocet Pocet vzorka  Zdroj DNA Lokalita
jedinci

Triatoma protracta 14 14 Abdomen Kalifornie

Triatoma protracta 3 3 Abdomen Arizona

Triatoma rubida 3 Abdomen

Triatoma protracta 2 4 G Texas
GR

Triatoma sanguisuga 10 20 G Texas
GR

Triatoma gerstaeckeri 5 10 G Texas
GR
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Bylo nutné vyuzit nékolik riiznych zdroji DNA. Z etanolovych vzorkli byla
templatova DNA izolovana z celého abdomenu. DNA z Zivych jedincu byla vyizolovana
po jejich pitvé. Pochazela ze stfeva (G) a ze zbytku organti a tkdni nachézejicich se
v abdomenu (GR). Izolace ze stfeva umoznila analyzovat mikrobiom specificky pro tento
organ. Izolace GR pak umoznila dobfe porovnat data mezi G (bioinformaticky

sparovanymi s GR) a abdomenem.

3.23 Laboratorni chov USA
K posouzeni hostitelské specifity a stability mikrobiomti vybranych druht

severoamerickych triatominu byly vyuzity vzorky pochazejici z laboratorniho chovu
V Arizon¢. Celkem $lo o 20 vzorkd DNA ziskané z 20 jedinct rodt Triatoma recurva,
Triatoma protracta a Triatoma rubida. Z toho 15 vzorki DNA bylo vyizolovano
z celého téla a 5 vzorku ze stfeva. Vétsina triatom (celkem 17), ze kterych tyto vzorky
pochazely, byla druhého instaru (9 vzorku T. recurva, 5 vzorku T. protracta a 3 vzorky
T. rubida). Dva vzorky rodu T. rubida byly pak prvni instar a 1 vzorek (T. recurva) byl

instar tieti.

3.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)
3.3.1 Ovéreni uspéSnosti izolace

Pro ovéfeni uspéSnosti izolace DNA, a to pfedevSim pro ovéfeni pfitomnosti
bakterialni slozky, byla provedena zkusebni PCR s nespecifickymi EMP primery (viz
Tabulka 1I1). Pfitomnost bakterialni slozky byla testovana pro 22 vzorki DNA
pochézejicich z jedinct z laboratorniho chovu. EMP primery, navrzené pro amplikonové
sekvenovani, targetuji V3-V4 region 16S rRNA o delce cca 390 bp
(http://press.igsb.anl.gov/earthmicrobiome/protocols-and-standards/16s/). Reakce byla
namichana vzdy do objemu 20 pl, a to nasledujicim zptisobem: 10 pl Plain PP Master
Mixu (150 mM Tris-HCI, pH 8,8; 40 mM (NH4)2 SO4; 0,02% Tween 20,5 mM MgCly;
400 pM dATP, 400 pM dCTP, 400 uM dGTP, 400 puM dTTP, 100 U/ml Tag DNA
polymerézy, stabilizatory, aditiva; pramyslové vyrobeny), 7 pl vody, 1 pl reverse
primeru, 1 pl forward primeru a 1 pl DNA. PCR reakce (viz Tabulka 1V) probihala
Vv pfistroji Mastercycler (Eppendorf).
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Tab. I1l: Sekvence EMP primeru (http://press.igsb.anl.gov/earthmicrobiome/protocols-
and-standards/16s/).

Primer Sekvence (5°- 3)
EMP F (515f) GTGYCAGCMGCCGCGGTAA
EMP R (806rB) GGACTACNVGGGTWTCTAAT

Tab. IV: Podminky PCR pro EMP primery.

Faze cyklu Teplota Cas
Pocatecni denaturace 94 °C 2 min
Denaturace 94 °C 45s
Nasedani primert 50 °C 1 min
Syntéza DNA 72 °C 90s
Kone¢na syntéza DNA 72 °C 10 min
Pocet cykla 35

3.3.2 Diagnostika T.cruzi
PCR na diagnostiku T.cruzi byla provedena na 18 vzorcich DNA. U 14

vzorkd §lo o DNA jedinci pochazejicich z volné piirody v Kalifornii, zbyle 4
vzorky byla DNA z laboratorniho chovu v Arizoné. Vyuzity byly primery TCZ1
aTCZ2. Jde ospecifické primery pro Trypanosomu cruzi (Piron, 2007
Reisenman, 2010) amplifikujici opakujici se sekvence mikrosatelitniho regionu
nuklearni DNA (nDNA) o delce 188 bp (Eloy & Lucheis 2012). Reakce o objemu
20 pl byla piipravena stejnym zpisobem, jako v ptipadé EMP primerd. Sekvence
specifickych TCZ1 a TCZ2 primert uvadi tabulka V. V tabulce VI jsou pak shrnuty
podminky PCR pro tyto primery.

Tab. V: Sekvence specifickych primerd.

Primer Sekvence (5°- 3)
TCZ1-F CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT
TCZ2-R CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG
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Tab. VI: Podminky PCR.

Faze cyklu Teplota Cas
Pocatecni denaturace 94 °C 5 min
Denaturace 94 °C 20s
Nasedani primera 57 °C 10s
Syntéza DNA 72 °C 30s
Konecna syntéza DNA 72°C 7 min
Pocet cykla 37

Diagnosticka PCR byla rovnéz provedena s kombinaci primeri ME
s reverznim primerem TC1 nebo TC2. Ty jsou specifické pro mini-exon gene
T. cruzi (Gumiel et al., 2015). Reverzni primer TC2 se po prvni zkuSebni PCR
ukazal jako lepsi, proto byly vSechny nasledujici reakce provadény pravé s parem
ME, TC2. Reakci bylo podrobeno 37 vzorku, které byly ziskany v terénu. Z toho 14
vzorkd pochazelo z Escondida v Kalifornii, 6 z Tucsonu v Arizoné¢ a zbylych 17
z Texasu. Stejné jako v predchozich piipadech byla reakce michana do 20 pl a opét
s pouzitim stejnych latek i stejnych objemu. Dalsi informace jsou v tabulkach VII
(sekvence primert) a VIII a IX (podminky PCR).

Tab. VII: Sekvence primer.

Primer Sekvence (5°- 3")

ME - F TACCAATATAGTACAGAAACTG
TC2-R TTGCTCGCACACTCGGCTGCAT
TC1-R ACACTTTCTGTGGCGCTGATCG

Tab. VIII: Podminky PCR — dvojice TC1, ME.

Faze cyklu Teplota Cas
Pocatecni denaturace 95 °C 1 min
Denaturace 94 °C 30s
Nasedani primert 57 °C 30s
Syntéza DNA 72°C 30s
Kone¢na syntéza DNA 72 °C 10 min
Pocet cykla 35
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Tab. IX: Podminky PCR — dvojice TC2, ME.

Faze cyklu Teplota Cas
Pocate¢ni denaturace 95 °C 1 min
Denaturace 94 °C 30s
Nasedani primera 51°C 30s
Syntéza DNA 72 °C 30s
Konecna syntéza DNA 72°C 10 min
Pocet cykla 35
3.3.3 Molekularni determinace taxonomie

Kuréeni druhu hostitele byla provedena PCR reakce s primery
amplifikujicimi cytochrom oxidazu (COX). Taxonomii bylo nutné urc¢it u 17 jedincii
pochazejicich z volné pfirody v Texasu. Reakce byla namichana nasledujicim
zpusobem: do 20 ul: 10 pl Plain PP Master Mixu (150 mM Tris-HCI, pH 8,8; 40
mM (NHa)2 SO4; 0,02% Tween 20,5 mM MgClz; 400 uM dATP, 400 uM dCTP,
400 uM dGTP, 400 pM dTTP, 100 U/ml Tag DNA polymerazy, stabilizatory,
aditiva; primyslové vyrobeny), 7 pl vody, 1 pl reverse primeru, 1 pl forward
primeru a 1 pl DNA. Pouzity byly primery COIl L6625 (forward) a COl H7005
(reverse). Tyto primery amplifikuji produkty o velikosti 381 bp (Hafner, 1994).
V ptipadé dvou vzorkil byl forward primer COI L6625 nahrazen jinym forward
primerem, ktery amplifikoval delsi isek DNA, a to 652 bp. Slo o primer COI L1490.
Sekvence vSech téchto primerti jsou uvedeny v nasledujici tabulce X (Lee, 2000).
Podminky PCR reakce pro prvni dvojici primerti pak v tabulce XI, pro druhou
dvojici v tabulce XII (Alekseev et al., 2009).

Tab. X: Sekvence COX primerd.

Primer Sekvence (5”- 3)

COI L6625 CCGGATCCTTYTGRTTYTTYGGNCAYCC
COI H7005 CCGGATCCACNACRTARTANGTRTCRTG
COI L1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
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Tab. XI: Podminky PCR.

Faze cyklu Teplota Cas
Pocatecni denaturace 95°C 5 min
Denaturace 94 °C 1 min
Nasedani primera 50 °C 1 min
Syntéza DNA 72 °C 1 min
Konecna syntéza DNA 72°C 10 min
Pocet cykla 30

Tab. XII: Podminky PCR.

Faze cyklu Teplota Cas Pocet cykla
Pocate¢ni denaturace 95 °C 5 min
Denaturace 90 °C 30s 5
Nasedani primert 45 °C 1 min
Syntéza DNA 72 °C 90s
Denaturace 90 °C 30s 27
Nasedani primert 55°C 45s
Syntéza DNA 72 °C 1 min
Kone¢na syntéza DNA 72 °C 10 min

3.4 Gelova elektroforeza

K rozdéleni DNA fragmenti vzniklych pii polymerdzové tetézové reakci podle
velikosti byla pouzita gelova elektroforéza. Cca 2 pl PCR produktu bylo smichano
s pfiblizné stejnym mnozstvim fluorescenéniho barviva SYBR GREEN (Invitrogen)
obsahujicim loading dye. Kazdy takto smichany vzorek produktu byl poté napipetovan
do 1% agar6zového gelu. K ur€eni piiblizné velikosti DNA fragment byl vyuzit 1kb
DNA Ladder (GeneRuler 1kb Plus, Thermo Scientific). Nasledné¢ byly vysledky

vizualizovany pomoci UV zafeni v zatizeni UVITEC s vyuZitim programu Alliance.

3.5 Sanger sekvenace a zpracovani dat
Na Sanger sekvenaci (https://www.seqme.eu/cs) byly odeslany pozitivni produkty

PCR. Slo o 19 produktt amplifikace cytochrom oxidazy o délce 381 bp a dva produkty
o0 delce 652 bp. Dva produkty PCR screeningu na T. cruzi byly sekvenovany za ucelem

specificity amplifikace. Pred odeslanim byly PCR produkty enzymaticky ptecistény

15



exonukledzou (Exo I., Thermo Scientific) a alkalickou fosfatdzou (Fast AP, Thermo
Scientific). Ke kazdému PCR produktu bylo pfidano 0,2 pl od kazdého enzymu.
Nasledné byly vzorky umistény do pfistroje Mastercycler (Eppendorf), kde probéhlo
enzymatické piecisténi (jeho podminky viz Tab. XIII). Vzorky byly poté pfipraveny pro
sekvenaci dle pokyni servisni laboratofe (https://www.seqme.eu/cs). Z kazdého
precisténého PCR produktu bylo odpipetovano 5 pl, k nim bylo ptidano 5 pl reverzniho
primeru.

Tab. XIII: Podminky PCR pro enzymatické precisténi.

Faze cyklu Teplota Cas
Inkubace 37°C 15 min
Inaktivace enzymu 80 °C 15min

Vysledné sekvence DNA byly na zakladé ,,quality scores osekany Vv programu
Geneious (http://www.geneious.com) a alignovany pomoci piikazu ,,multiple align®.
Z databdze  NCBI (National Center  for  Biotechnology  Information,
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) byl alignment doplnén o sekvence COX druht
T. dimidiata (outgroup) a T. gerstaeckeri. Vyslednid matice byla analyzovidna metodou
Maximum Likelihood (ML) s pouzitim PhyML pluginu programu Geneious. Vysledny
fylogeneticky strom byl ilustrovan v programu InkScape (https://inkscape.org/en/).

3.6 Amplikonové sekvenovani a zpracovani dat
Amplikonové knihovny 16S rRNA byly ptipraveny spolupracujici laboratofi (Prof.

Noah Fierer, CU Boulder, CO, USA) dle protokolu EMP (Earth Microbiome Project,
http://www.earthmicrobiome.org). Celkové bylo v jednom multiplexovém bé&hu
platformy Illumina MiSeq osekvenovano 384 barcodové odlisnych vzorkt, z toho 124

pro tento projekt.

3.7 Zpracovani dat
Primarni zpracovani celého souboru hrubych Illumina pair-end dat, vcetné

parovani, demultiplexovani a kontroly kvality, bylo provedeno v programech Usearch
(http://www.drive5.com/usearch/) a Qiime (http://giime.org/) dle nasledujiciho schématu.
a) Nejprve byl vytvoren adresaf pro ukladani dokumenta.

b) Poté byly soubory pfemistény na server.
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c)

d)

f)

9)

h)

)

k)

Déle bylo nutné provést kontrolu mapy, aby spliovala pozadavky programu
Qiime. Ke kontrole byl pouzit skript ,,validate mapping_file.py*.

Nasledné byla data demultiplexovana pomoci ptikazu
»prep_fastq for uparse paired.py*.

Pomoci skriptu ,,-fastq_mergepairs
demultiplexed seqs/demultiplexed seqs 1.fq“ bylo dosazeno  sparovani
koncovych readi.

Poté byla data spomoci skriptu ,derep fulllenght“ v programu Usearch
dereplikovana. Byl zjistén pocet naprosto shodnych sekvenci.

Pomoci piikazu ,sortbysize”, doSlo Kk sefazeni datasetu a nasledné
byly odstranény vSechny sekvence, které se v celém datasetu vyskytovaly pouze
jednou.

Dale byla ze sekvenci vytvofena databaze, a to s pouzitim piikazu
»cluster otus®.

Skript ,usearch_global* prifadil demultiplexované sekvence
k representativnimu setu databaze, coz vedlo k vytvoieni OTU tabulky.

V piistim kroku byla pfidana taxonomicka klasifikace za pouziti blast algoritmu
a databdze SILVA. Nejprve bylo tfeba zménit format OTU tabulky z formatu
Axt do formatu .biom. K tomu byl pouzit ptikaz ,,convert biom®. Nasledn¢ jiz
doslo k ptidani klasifikace, a to ptikazy ,,assign taxonomy.py*“ a ,,biom add-
metadata®.

K odstranéni kontaminaci, jako napf. chloroplastovych a mitochondrialnich
sekvenci, byl v programu Qiime pouzit ptikaz ,.filter taxa from otu table.py*.
Dale pomoci skriptu ,,biom summarize-table* byl zkontrolovan pocet sekvenci

pro kazdy vzorek a zvolena vhodna hladina znahodnéni.

m) Dalsim krokem bylo znahodnéni biomu na 990. Pouzit byl piikaz

,single rarefaction.py.

K posouzeni profilu mikrobiomu v pribéhu ontogeneze u druhit Rhodnius prolixus

a Triatoma vitticeps byly pouzity programy Qiime a R Studio. Postupovalo se podle
nasledujiciho schématu. Biomové soubory pro jednotlivé druhy byly vytvofeny piikazem
Hfilter_samples_from_otu_table.py*. Taxonomicky piehled pro mikriobiomy v jednotlivych
ontogenetickych stadiich byl generovan piikazem ,,summarize taxa through plots.py*.

Podobnost mezi mikrobiomy raznych vyvojovych stadii byla posouzena na zakladé¢ NMDS
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analyzy Bray-Curtis distanci kalkulovanych modulem vegan v programu R Studio (viz oddil

8, Tabulka P2). Statistické vyhodnoceni nebylo vzhledem k poc¢tu vzorkt provedeno.

Posouzeni vlivu lokality na slozeni mikrobiomu bylo provedeno pro vzorky
T. protracta. Jelikoz DNA izolaty pro tento druh pochézely jak z celych abdoment, tak
Z pitvanych stiev a ostatnich organti, byl nejprve vytvoien porovnatelny dataset. Data
ze stejn¢ho jedince ziskana specificky pro dva izolaty, ze stieva (G) a z ostatnich organt
(GR, viz 3.2.2) byla bioinformaticky slou¢ena do ,,datového abdomenu* pomoci skriptu
»collapse samples.py”“. Podobnost mezi mikrobiomy hostitel s riiznym geografickym
pivodem byla analyzovana postupem popsanym v piedchozim odstavci. Vysledky byly
statisticky ~ vyhodnoceny funkci adonis modulu vegan (https://cran.r-
project.org/web/packages/). Podobnym zplsobem probéhla také analyza druhové specifity

mikrobiomt a korelace mikrobiomového profilu s pfitomnosti/absenci T.cruzi v hostiteli.
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4 Vysledky

4.1 Pitva a izolace DNA

Celkem se mi podafilo vyizolovat 36 vzorki DNA. DNA jsem izolovala
Z vypitvaného stieva. Pitvala jsem zastupce nejpocetnéjSich kolonii laboratorniho
chovu, a to vzdy 15 jedinct z kazdého rodu (Rhodnius prolixus a Triatoma vitticeps).
Déle jsem DNA izolovala z vajicek (3 vajicka pro kazdy druh). Dalsi analyzované
vzorky (13) pochazely z trusu triatom. Ziskané vzorky DNA jsou shrnuty v tabulce
XIV.

Tab. XIV: Pocty ziskanych vzorkt DNA.

Instar L? L1 L2 L3 L4 LS L% L6
vajicko dospélec  trus

Rhodnius 3 3 3 3 3 3 3 5
prolixus
Triatoma 3 3 3 3 3 3 3 3
vitticeps

4.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

421 Ovéreni uspéSnosti izolace

Nejprve jsem ovétovala GspéSnost izolace DNA, a to pomoci EMP primert.
Tuto zkuSebni PCR jsem provadéla jak u 18 vzorkd DNA, které jsem vypitvala,
tak u 4 vzorki DNA pochazejicich z laboratofe v Arizoné. Izolace se ukazala
uspéSna u vSech z 18 testovanych vzorkli. PCR byla pozitivni 1 u vzorkl

z Arizony.

4.2.2 Diagnostika T. cruzi
Diagnostiku T. cruzi jsem provadéla na celkem 18 vzorcich DNA. Ctyfi

vzorky z neinfikovanych kolonii druht Triatoma recurva a Triatoma protracta
pochazejicich z laboratorniho chovu v Arizoné byly pouzity jako negativni
kontrola. PCR byla u jednoho z téchto vzork pozitivni. Proto byly nasledné
nalezeny a pouzity jiné primery, konkrétné dvé dvojice primert specifickych pro
T. cruzi (Gumiel et al., 2015). Slo o forward primer ME a reversni primery TC1
aTC2. PCR jsem provedla u 37 vzorkd. VSechny tyto vzorky DNA byly

z jedincu zijicich ve volné ptirod¢ v Kalifornii, Arizon¢ a Texasu. Osm vzork
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bylo pozitivnich na T. cruzi. U dvou vzorka se pak PCR nepodafila provést ani

pti opakovaném pokusu. Vysledky shrnuje tabulka P3 (viz oddil 8).

423 Molekularni determinace taxonomie
Za ucelem taxonomickeé klasifikace jedincu zijicich ve volné pfirodé v Texasu

bylo zisk&no celkem 20 produkti amplifikace genu COX.

4.3 Sanger sekvenace a zpracovani dat
Dva produkty screeningu trypanosom byly na zaklad¢ 100% sekvencni shody

identifikovany jako mini-exon gene Trypanosoma cruzi, a byla tak potvrzena
specifi¢nost dvojice primerd ME a TC2.

Déle bylo ziskano 20 sekvenci COX, 18 o delce 381 bp, 2 o délce 652 bp.
Vzhledem k absenci sekvenci pouzitého markeru pro nékteré severoamerické druhy

byla provedena jednoducha fylogeneticka analyza.

4.4 Fylogeneticka analyza

Vyslednd fylogeneze, tj. taxonomickd ptislusnost jednotlivych vzorki, byla
pouzita pro ucely analyz hostitelské specifity mikrobiomi. P&t vzorkti pochazelo
ze ¢tvrtych a patych instart druhu Triatoma gertaeckeri, 11 vzorkd pochazelo
ze ¢tvrtych, patych a Sestych instart druhu Triatoma sanguisuga. Dva vzorky pak
byly z dospélcti druhu Triatoma protracta, jeden vzorek z druhého instaru druhu
Triatoma recurva a jeden vzorek z druhého instaru druhu Triatoma rubida (viz Obr.
1 a Tabulka P4 v oddilu 8).
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4.5

— Triatoma dimidiata (reversed)*

Triatoma recurva *

—

Triatoma gerstaeckeri ¥
TTXG34F.ab1
TTXG34R.ab1 (reversed)
TTXG31R.ab1 (reversed)

TTXG35F.ab1

TTXG36F.ab1

Triatoma rubida’™

TSTXG23R.ab1 (reversed)

| TSTXG21R.ab1 (reversed)

TPTXG26R.ab1 (reversed)
TPTXG23R.ab1 (reversed)
TPTXG25F.ab1

- TSTXG22R.ab1 (reversed)

Triatoma sanguisuga™
TPTXG22R.ab1 (reversed)
TPTXG27R.ab1 (reversed)
TPTXG28R.ab1 (reversed)

TPTXG21R.ab1 (reversed)

; ¥
Triatoma protracta

0.09

— TPTXG20R.ab1 (reversed)

Obr. 1: Fylogeneticky strom generovany metodou ML z dat pro gen COX. Barvy zvyraziuji

vyslednou taxonomickou pfislu$nost jednotlivych vzorku: ¢ervena — T. gerstaeckeri, modra —

T. sanguisuga, zelend — T. protracta (*morfologicky determinovany jedinec).

Posouzeni profilu mikrobiomu v priabéhu ontogeneze
Podafilo se mi prozkoumat mikrobiom jedinct v jednotlivych fézich
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ontogeneze. Slo o jedince druhu Rhodnius prolixus a Triatoma vitticeps. Zkoumano

bylo od kazdého druhu vaji¢ko, vSechny vyvojové faze (instary), a take trus.




Richness mikrobiomu u obou druhti byla vyrazné vyssi v pfipad¢ vajicka
atrusu (viz Obr. 2). NMDS analyza ukazuje posun mikrobiomovych profilt

korelujici s ontogenezi hostitele, a to vyraznéji pro druh R. prolixus.
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Obr. 2: NMDS analyza nepodobnosti mikrobiomu pro ruzna vyvojova stadia a trus druht R. prolixus
a T.vitticeps. Body reprezentujici v 2D prostoru podobnost jednotlivych mikrobiomi riznych vyvojovych stadii

byly $kalovany dle odpovidajicich hodnot richness. Barvy oznaduji jednolitvé instary. Cim bliZe jsou si body,
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Obr. 3: Vyvoj mikrobiomu b&éhem ontogeneze druhu R. prolixus. Barvy rozliSuji jednotliva vyvojova stadia.

Ruizné tvary rozlisuji rizny ptivod DNA: kolecko — vajicko, trojihelnik — trus, ¢tverec — stievo, kiizek — télo.

Slozeni mikrobidlnich profild v pribéhu ontogeneze obou analyzovanych

hostiteli se vyrazné¢ méni. U druhu T. vitticeps jsou nejcastéjsimi druhy bakterii
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ve vajicku (z celkovych 42 druht)) druhy Planomicrobium (20,6 %), Bartonella
(19,5 %) a Enterococcus (17, 3%). Jednotlivé instary jsou druhové méné bohaté.
Nejvice druhti ze vSech ma prvni instar (12 druhtt), druhym nejbohatsim je paty instar
(11 druhti). V obou piipadech je velice dominantnim druhem Enterococcus.
V piipadé druhého instaru tvoii polovinu mikrobiomu (53,3 %) Arsenophonus.
Nejméné druhti se vyskytuje u tfetiho instaru (4), opét dominuje Enterococcus
(62,1 %). Stejna situace nastava i u ¢tvrtého instaru (Enterococcus tvoii 77,9 %)
i Sesté¢ho (Enterococcus tvoti 58,5 %). V trusu je mikrobiom vice rozmanity, celkem

obsahuje 35 druht bakterii. I zde je ale nejvice zastoupen Enterococcus (71,9 %).

I I

Planomicrobium
Bacillus
@ Lnterococcus g
Arsenophonus .
@ Bartonella T
— L |

LO L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7

Obr. 4: Slozeni mikrobiomu v prubéhu ontogeneze Triatoma vitticeps. Jednotlivé
sloupce odpovidaji profilu mikrobiomu tii jedincti v konkrétnim vyvojovém stadiu,
tj. zleva vajicko (LO0), prvni az paty larvalni instar (L1 — L5), dospélec (L6) a trus
(L7).

v

I u druhu R. prolixus je mikrobiom nejrozmanitéjsi u vajicka. Detekovano je
33 druht, znichz nejvétsi zastoupeni maji, a to shodné 21,8 %, Enterococcus
a Bartonella. Tietim nejrozSifenéjSim druhem je pak druh Methylobacterium
$18,2%. Cim se Rhodnius prolixus velice lisi od druhu Triatoma vitticeps, je
diverzita mikrobiomu u jednotlivych instari. V tomto pfipadé¢ maji vSechny instary
velice podobny pocet druht, pohybujici se od 9 do 11. Prvni instar je specificky tim,
ze Enterococcus tentokrat tvoii pouhé 1 % mikrobiomu. Dominuji zde Macrococcus
(40,2 %) a Acinetobacter (38,6 %). V piipadé druhého instaru najdeme nejvice
zastoupeny druh opét Macrococcus (30,6 %), a také s téméf shodnym zastoupenim
druh Arsenophonus (35 %). Ttetimu instaru pak dominuje také Arsenophonus
(41,3 %). Co se tyc¢e Ctvrtého instaru, v ném se nejvice vyskytuje Macrococcus
(38 %). Patému instaru dominuje Enterococcus (63,7 %). Cim ale tento instar

vybocuje, je pomérn¢ vysoké procento druhu Bacillus (24,8 %). V Sestém instaru ma
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nejvyssi vyskyt Enterococcus (77,6 %), ktery dominuje i vzorkiim z trusu. Zde je

jeho zastoupeni dokonce 83,8 %.

LO L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7

Bacillus
Macrococcus

@® Enterococcus

@ Bartonella

@ Methylobacterium
Arsenophonus

@ Acinetobacter

| I |

i

Obr. 5: Slozeni mikrobiomu v prubéhu ontogeneze Rhodnius prolixus. Jednotlivé
sloupce odpovidaji profilu mikrobiomu ti jedinct v konkrétnim vyvojovém stadiu,
tj. zleva vajicko (LO), prvni aZz paty larvalni instar (L1 — L5), dospélec (L6) a trus
(L7).

4.6 Posouzeni vlivu lokality na sloZeni mikrobiomu
Otazka, zda ma odliSny geograficky pivod vzorkll vliv na sloZeni

mikrobiomu, byla zkoumana u severoamerického druhu Triatoma protracta.
Z nésledujiciho plotu na obrazku 6 vyplyva, ze ve slozeni mikrobiomt u hostitelt
z ruznych lokalit nebyly zjistény signifikatni rozdily. Mikrobiom si je podobny

u vSech vzorkil pochézejicich ze tfech analyzovanych lokalit.
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Obr. 6: NMDS analyza podobnosti mikrobiomu hostiteltt druhu T. protracta nasbiranych
ve tiech statech USA (Kalifornie — Cervena, Arizona — zelend, Texas — modrd). Hodnota

R?=0,25238 nesignifikatni v hlading vyznamnosti 0.001.

Posouzeni druhoveé specifity mikrobiomu
Také jsem se zabyvala tim, zda je sloZzeni mikrobiomu podminéno druhovou

ptislusnosti hostitele. Posuzovala jsem jednak 5 druht Triatominae, které pochazely
z kolonii, konkrétné¢ druhy Rhodnius prolixus, Triatoma protracta, Triatoma
vitticeps, Triatoma recurva a Triatoma rubida. Slo o prvni a druha vyvojova stadia
(instary). Ukazal se zde signifikatni rozdil (R?=0,66775***) v mikrobiomovych
profilech klastrujicich se do skupin dle hostitelskych druhti. Grafické znazornéni
poskytuje obrazek 7. Dale jsem toto kritérium hodnotila u 2 druhti z volné piirody,
ato druhti Triatoma sanguisuga a Triatoma protracta. Mikrobiomy téchto dvou
druht jsou signifikantng odlisné (R%= 0,28984***, v hlading vyznamnosti 0.001;
obrazek 8).
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Obr. 7: Zavislost slozeni mikrobiomu na druhu hostitele. Pro NMDS analyzu byly pouZity
vzorky péti druhd Triatominae, a to v pocate¢nich larvalnich stadiich, tedy L1 (kole¢ko) a L2

(trojuhelnik). Barvy odli$uji jednotlivé druhy.
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Obr. 8: NMDS analyza podobnosti mikrobiomt druhit Triatoma sanguisuga a Triatoma
protracta z volné pfirody. Pozice mikrobiomt kazdého druhu ve dvourozmérném prostoru
je zvyraznéna statistickymi elipsami. Signifikatni hodnota R? v hlading vyznamnosti 0.001

je oznacena symbolem***,
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Rozdily mezi mikrobiomy druhti Triatoma protracta a Triatoma sanguisuga
jsem se podrobnéji zabyvala na urovni jednotlivych OTU. Vyznamnym rozdilem
byla pfitomnost bakterie Arsenophonus u triatom T. sanguisuga, T. protracta tuto
bakterii neméla. Dale byly u druhu T. sanguisuga nalezeny bakterie Streptomyces sp.,
Brevibacterium a Staphylococcus. Naopak u druhu T. protracta se vyskytovaly

bakterie Proteiniphilum, dale bakterie Klebsiella sp., Petrimonas a Peptoniphilus.

4.8 Posouzeni zavislosti statutu pienasece na profilu stievniho
mikrobiomu

Zavislost profilu stfevniho mikrobiomu na statutu ptenasece byla hodnocena
na 37 vzorcich americkych triatom druhti T. protracta a T. sanguisuga, a to
na zakladé¢ vysledkt diagnostické PCR pro parazita Trypanosoma cruzi. NMDS
analyzy mikrobiomt ukazaly nesignifikantni rozdily mezi negativnimi a pozitivnimi
hostiteli (viz Obr. 9). U druhu T. protracta porovnani indexa diversity mikrobioma
z T. cruzi pozitivnich i T. cruzi negativnich jedincu odhalilo patrnou tendenci k vyssi
diiverzit¢ u T. cruzi pozitivnich vzorka (Obr. 10). Statisticky vSak tato data

hodnocena nebyla kviili nizkému poctu pozitivnich vzorkd.
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Obr. 9: NMDS analyzy mikrobiomii T. protracta a T. sanquisuga a jejich statistické
vyhodnoceni, které neukazuje signifikatni rozdily mezi mikrobiomy T. cruzi

pozitivnich a T. cruzi negativnich jedincti (adonis, R?=0,02409).
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Obr. 10: Kruskal — Wallis test: Tendence T. cruzi pozitivnich vzorkt druhu

T. protracta k vyssi diverzité mikrobiomu.
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5 Diskuze

51 Diagnostika T. cruzi
Piitomnost T.cruzi byla diagnostikovana u 21,6 % z celkového poctu 37

jedinci druhu Triatoma protracta, Triatoma rubida, Triatoma sanguisuga
a Triatoma gerstaeckeri. T.cruzi pozitivni vzorky tvotily 62,5 % z analyzovaného
setu jedincu T. protracta, 25 % jedincu T. sanguisuga a 12,5 % jedinct T. rubida.
Z hlediska geografické distribuce T.cruzi bylo zaznamenano 21,5 % pozitivnich
hostiteli v Kalifornii (ve 100 % ptipadd T. protracta), 50 % v Arizoné (v 66,7 %
piipadu T. protracta, 33,3 % T. rubida) a pouze 11,7 % v Texasu (ve 100 % piipadi
T. sanguisuga). U dvou vzorki se screening nepodafil. Jelikoz se u jednoho z téchto
dvou vzorkl nepodafilo, a to ani opakované, amplifikovat gen cytochrom oxidazy,
domnivam se, ze izolat obsahoval inhibitory polymerazové fetézové reakce.

Oproti dosud publikovanym datim je zjisténa prevalence T. cruzi pomé&rné
nizka. V populacich druht T. gerstaeckeri, T. sanguisuga a T. lecticularia z Texasu
dosahla prevalence T.cruzi 33 %. Z celkem 254 zkoumanych vzorku bylo T. cruzi 84
pozitivnich (Sarkar, 2010). V nov¢;jsi studii byl zaznamenan vyskyt jesté vyssi. Z 282
vzorkt druht T. gerstaeckeri, T. lecticularia a T. indictiva bylo 147 (cca 52 %)
pozitivnich (Rivaldi, 2015). V Kalifornii byla infekce T. cruzi od roku 1916
zaznamenana jiz n€kolikrat, a to u savcl, a také u druhu Triatoma protracta
(Navin et al., 1985). Vyzkum Sherwina F. Wooda z roku 1975 detekoval infekci
u druhych a tetich vyvojovych instari T. protracta v oblasti Paicines, dalsi pozitivni
vzorky (57 z257 dospélet, tj. 22 %) T. protracta pak v Mulholland drive
(Wood, 1975). V Tucsonu (Arizona) bylo zaznamenano 41,5 % pozitivnich vzorka
z triatom sbiranych uvnitf, anebo v okoli lidského obydli (Reisenman, 2010). Patrny
je zvySujici se trend infekce T. cruzi. Zatimco v roce 1943 byla stanovena celkovéa
mira infekce na 4% (Wood, 1975), vroce 1964 v Tucsonu na 7,5% u druhu
T. rubida a 19,5 % u druhu T. protracta (Bice, 1966). V roce 2010 §lo o zminénych
41,5 % s 96,3 % pozitivnich jedinct u druhu T. rubida, 3 % T. recurva a 0,6 %
T. protracta (Reisenman, 2010).

Celkové nizsi pocet zachytu T.cruzi v mé praci mize byt zptisoben dvéma
faktory, tj. nizkym poctem analyzovanych vzorkd a druhovym slozenim testovaného
souboru. Dva z analyzovanych druhti, Triatoma protracta a Triatoma rubida, nepatii

K nejrozsitenéjSim severoamerickym triatomam (tii bézné uvadéné druhy jsou
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Triatoma gerstaeckeri, Triatoma sanguisuga a Triatoma lecticularia). I ptesto je ale
dilezité se v budoucnu zabyvat ostatnimi druhy severoamerickych triatom, které jsou
také kompetentnimi vektory T. cruzi a mohou napomahat Siteni Chagasovy choroby

na Uzemi Spojenych statu.

5.2 Posouzeni profilu mikrobiomu v pribéhu ontogeneze
Stifevni mikrobiom triatom ma v laboratornich podminkach malou diverzitu.

Vétsinou mu dominuje pouze jeden nebo par druhli endosymbiotickych bakterii
(Diaz, 2016). To se potvrdilo i v mé praci. Nejvyssi diverzitu vykazovaly vzorky
z vajicka a trusu. Zde se vSak nejspiS jednalo o bakterie, které se vyskytovaly
na povrchu vajicka, respektive Vv trusu, jelikoz cela fada bakterii se vyskytla pouze
u téchto vzorkl. Ve stfevé jednotlivych instarii se pak neobjevily. To platilo jak pro
vzorky druhu R. prolixus, tak pro T. vitticeps.

Zajimavé je porovnani slozeni a dynamiky mikrobiomu v prubéhu ontogeneze
triatom se zastupcem fytofagnich heteropter z rodiny Pyrrhocoridae. Pyrrhocoris
apterus funguje jako modelovy organismus pro fyziologické a endokrinologickée
vyzkumy. Stejné jako zastupci podcéeledi Triatominae se v dospélce vyviji pies 5
vyvojovych stadii (instart) (Kaltenpoth, 2012).

Mikrobiom u plostice Pyrrhocoris apterus vykazuje vysokou bakteridlni
diverzitu, a to od vajicka az po druhé nymfalni stddium. V ptechodu mezi druhym
a tietim instarem dochazi k ustaleni sloZzeni mikrobiomu, ktery se v dal§im vyvoji uz
V podstaté neméni (Kaltenpoth, 2012). Oproti P. apterus vykazovaly mikrobiomy
triatom druhtt R. prolixus a T. vitticeps spiSe kontinudlni dynamiku. Slozeni
mikrobiomu zaznamenava vyrazny posun, a to od prvniho instaru az po dospélce
(6. instar). Velice podobné mikrobiomové profily maji jedinci v druhém a tfetim
instaru, a jedinci patého instaru a dospélci.

Z diivéjsich vyzkumi vyplyva, Ze dominujici ¢eledi mikrobiomu triatom jsou
Enterobacteriaceae, s druhy Arsenophonus, Pectobacterium, Rhodococcus a Dietzia
(Diaz, 2016). Ve stejné studii byl Arsenophonus identifikovan jako pievladajici
bakterie v mikrobiomu R. prolixus (59 %) z laboratorniho chovu, a to jak u T. cruzi
pozitivnich, tak negativnich jedinci. Mnou byl Arsenophonus detekovan ve vzorcich
R. prolixus a T. vitticeps, Rhodococcus ve vzorcich R. prolixus, Dietzia pak

detekovana nebyla. U jedincu, ktefi nebyli infikovani T. cruzi, byly dominantni
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bakterie rodu Pectobacterium (Diaz, 2016). V mém piipadé se tento druh nevyskytl

ani v jednom ze zkoumanych vzorki.
I. Rhodnius prolixus

A¢ je Rhodococcus rhodnii povazovan za specifického symbionta druhu
R. prolixus (Diaz, 2016), u testovanych jedinct z naseho laboratorniho chovu byl
Rhodococcus nalezen pouze v Sestém instaru, tzn. u dospélet, a také v jejich trusu.
Procentualni zastoupeni se navic pohybovalo pouze ve zlomcich procenta (0,7 % pro
dospélce, 0,6 % pro trus). Ostatni vyvojova stadia tuto bakterii neméla. Prevazoval
Enterococcus.

Co se vmém piipadé u druhu R. prolixus vyskytlo, byl Arsenophonus.
U vajicka bylo procentudlni zastoupeni rovno 1. U prvniho instaru uz to ale bylo
celych 18,4 %, u druhého 35 % a u tfetiho instaru dokonce 41,3 %. V dalSich
vyvojovych stadiich pak jeho zastoupeni klesalo. Zastupci rodu Arsenophonus jsou
endosymbionti, ktefi jsou Casto spojeni nejen s hmyzem, ale také s riznymi druhy
rostlin (da Mota, 2012). Konkrétni druh Candidatus Arsenophonus triatominarum byl
izolovan z druhu Triatoma infestans. Jde o intracelularni bakterii, ktera se vyskytuje
V hemolymfg, srde¢ni tkéni, slinnych Zzlazach, nervovych gangliich, a také
vajeCnicich a varlatech (da Mota, 2012). Data vtéto studii, ziskand pievazné
ze vzorkl celého stieva, ale poukazuji na vyskyt této bakterie bud ve stfevnim
epitelu, nebo pfimo v lumen stfeva.

Druhym nejvyznamnéjSim druhem bakterii vyskytujicich se ve stfevé
Triatominae je druh Corynebacterium, patiici spolu s druhy Dietzia a Rhodococcus
do fadu Corynebacteriales (Diaz, 2016). Zde se liSi vysledky mé prace, kdy jsem
druh Corynebacterium nasla pouze ve zlomcich procenta, a to pouze ve vzorcich

trusu a vajicek.
I1. Triatoma vitticeps

Tento druh triatom patii mezi malo prozkoumané. Nepodafilo se najit zadnou
studii, ktera by se, byt okrajove, T. vitticeps zabyvala. Obecné plati, Zze pro skupinu
triatom je specificky vyskyt bakterie Arsenophonus (Diaz, 2016). To se potvrdilo
I v ptipadé mé prace. Tato bakterie se vyskytla u vSech instart véetné vajicka, v trusu
pak identifikovana nebyla. Vyznamnou ¢ast mikrobiomu pak tvofil Enterococcus,
ktery vétSinou dominoval. Kromé vaji¢ka a 2. instaru pfevazoval ve vSech vzorcich

nad ostatnimi druhy bakterii, a to spodilem vy$§im nez 50 %. V porovnani
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s druhem R. prolixus T. vitticeps vykazovala mensi druhovou diverzitu a potvrdila se
mald diverzita sttevniho mikrobiomu v laboratornich podminkach (Diaz, 2016).
Za dominantni druhy by mohly byt povazovany pouze pravé zminéné druhy
Enterococcus a Arsenophonus.

Rozdilné slozeni mikrobiomu, vzhledem k citovanym studiim, je v mé préaci
mozna zpusobeno tim, ze vzorky DNA pochazely od laboratornich jedinct. Urcita
shoda byla nalezena, ale vétSinou se sloZzeni mikrobiomu lisilo. Je mozné, ze kazda
populace i presto, Zze jde o stejny druh, si uréitym zplisobem piizpisobuje svij

mikrobiom podminkam, ve kterych zije.

5.3 Hostitelska specifita mikrobiomu
Podceled’ Triatominae zahrnuje dvé hlavni skupiny Rhodnius a Triatoma.

Plati, ze u kazdé ze skupin ptrevlada jiny druh bakterii. Navic pro kazdy druh je pak
slozeni mikrobiomu u kazdého jedince velmi podobné. To nasvédCuje tomu, ze
jednotlivé mikrobiomy jsou velmi dobife pfizplsobeny zivotnim podminkdm
ve ,,svém® druhu (da Mota, 2012). Hostitelskou specifitu potvrdila jak nase data
z laboratornich chovii, tak data z populaci T. protracta a T. sanguisuga z volné
ptirody. Druhova specifita mikrobiomu byla potvrzena i u jihoamerickych druht
T. brasiliensis a T. pseudomaculata (Gumiel et al., 2015). Stejné tomu bylo u triatom
druht T. infestans, T. vitticeps, R. prolixus, Panstrongylus megistus a Dipetalogaster
maximus, pii¢emz prvni dva zminéné druhy vykazovaly nejvétsi diverzitu
mikrobiomu (da Mota, 2012). | studie Eichlera a Schauba (2002) potvrzuje druhovou
specifitu mikrobiomu u druht R. prolixus a T. infestans (Eichler & Schaub, 2002).
Dalsim piikladem krevsajiciho hmyzu, jehoz mikrobiom je zAvisly na druhu
hostitele, jsou komati rodu Anopheles (Lindh, 2005). I mikrobiom termitd, ktefi hosti
fylogenetickou urovni jednotlivych druhti (Brune & Dietrich 2015). Naopak mezi
hostitele, ktefi nevykazuji hostitelskou specifitu mikrobiomu, patéi ohnivi mravenci
rodu Solenopsis. Ti byli studovani v praci H. D. Ishaka (2011). Jejich mikrobiom byl
srovnavan konkrétné u dvou druhti, a to Solenopsis geminata a Solenopsis invicta.
Oba druhy mély stejnou bakterialni richness a nebyly nalezeny zadné specifické
druhy bakterii, které by se vyskytovaly u jednoho druhu, ale u druhého by chybély
(Ishak, 2011).
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5.4 Vliv lokality na sloZeni mikrobiomu
S ménicim se Zivotnim prostfedim se mize ménit i slozeni mikrobiomu. To

vede bud’ k fixaci riznych komunit v riznych populacich, nebo k polymorfismu
komunit symbiontll uvnitf jedné populace (Ferrari & Vavre 2011). Toto tvrzeni se ale
u mych vzorku nepotvrdilo. Mikrobiomy jedinct T. protracta, ziskanych z riznych
lokalit a riznych let, vykazovaly stabilitu v prostoru i ¢ase. Triatoma protracta se
vyskytuje v Severni Americe a Mexiku (Martinez-Ibarra, 2012). Hojné rozsifena je
hlavné v Kalifornii (Hwang, 2010). Spolu s druhy Triatoma rubida a Triatoma
recurva patii mezi druhy triatom vyskytujicich se v oblasti pravé Severni Ameriky a
Mexika, o kterych neni moc znamo. Jejich sbér se provadi vzacné a chov
V laboratornich podminkach se nedaii (Martinez-Ibarra, 2012). Jedinci analyzovani
v této préaci pochézeli z Arizony, Kalifornie a Texasu. Pro tyto oblasti je typické
mirné podnebi, kdy se stiida teplé a vlhké 1éto s pomérné mirnou zimou. Vyjimkou
jsou such& a horka léta v Tucsonu, ktera jsou ale vétSinou nahrazena monzunovym
obdobim (National Weather Service, http://www.wrh.noaa.gov/sgx/, The Weather
Channel, https://weather.com/). V mé praci se nevyskytly zadné signifikantni rozdily
mezi mikrobiomy z jednotlivych lokalit, environmentalni podminky tudiz nejsou
faktorem, ktery by podmifioval vlastnosti mikrobiomu u triatom druhu T. protracta.
Stejna situace je i u druhu Pyrrhocoris apterus. Jeho mikrobiom se v riznych
lokalitach stfedni Evropy lisi jen minimalné (Kaltenpoth, 2012). Jinak je tomu u
komara druhti Aedes albopictus a A. aegypticus (Zouache, 2010), a také u brouka
rodu Curculio sikkimensis (Toju & Fukatsu, 2011), jejichz mikrobiomy se lisi
v zavislosti na lokalit¢ a na dalSich ekologickych parametrech (Zouache, 2010;
Toju & Fukatsu, 2011). Stabilita mikrobiomu, nalezena pro druh T. protracta, muze
implikovat urc¢ity funkéni konstraint, ktery vyrazné limituje zmény sloZeni
mikrobomi dospélych jedinci. Muze se naptiklad jednat o funkce mikrobiomu

nezbytné pro vyzivu piipadné reprodukci hostitele.

55 Vliv T. cruzi na sloZeni mikrobiomu
Také se ukazalo, ze infekce parazitem, zde konkrétné parazitem Trypanosoma

cruzi, muze ovliviiovat slozeni mikrobiomu. Mikrobiom u infikovanych jedinctd
vykazoval vétsi diverzitu, nez u jedincti neinfikovanych (Diaz, 2016). V mé praci se
rozdil mezi sloZzenim mikrobiomu u T. cruzi pozitivnich a T. cruzi negativnich

jedinct ukazal byt nesignifikantni, nicméné uréitd tendence k vySSi diverzité
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mikrobiomu T. cruzi pozitivnich jedinci se vyskytla. Jina studie ukazala vliv
na mikrobiom triatom (konkrétné¢ §lo o druh R. prolixus), jak v ptipadé Dm28c
strainu, tak Y strainu T. cruzi, ktery spocival pro Dm28c strain v celkovém niz§im
poctu bakterii, naopak vy$sim poctu parazitl, a také v ovlivnéni mnozstvi nékterych
latek (redukce nitritu a jeho produkce, zvySeni pfitomnosti phenoloxidazy). Y strain
naopak zvySoval pocet bakterii (Castro, 2012). ZvySenou koncentraci bakterii uvedl
i Azambuja (2004). Eichler a Schaub nepotvrdili snizeni koncentrace bakterii vlivem

infekce T. cruzi, sniZeni zptsobila infekce T. rangeli (Eichler & Schaub, 2002).
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6 Zavér

Moje prace ukazala, ze Slozeni mikrobiomu triatom je primarné zavislé na druhu
hostitele. Hostitelska specifi¢nost mikrobiomu byla potvrzena jak v laboratornich koloniich,
tak pro studované jedince z volné ptirody. Na ¢em ale sloZeni mikrobiomu naopak zavislé
neni, je lokalita. Vysledky ukazuji nesignifikantni rozdily mezi jedinci druhu T. protracta
z raznych lokalit. V pribéhu ontogeneze dochazi u triatom ke zménam ve slozeni
mikrobiomu. Méni se jeho celkova richness a zieteln¢ se posouva relativni ¢etnost hlavnich
slozek mikrobiomu. VIiv infekce T. cruzi na mikrobiomovy profil zastava diskutabilni,
ackoliv se projevuje mirna tendence k vyssi diverzité mikrobiomu v pfipad¢ pritomnosti

parazita.
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8 Prilohy
Tab. P1: Vzorky ur¢ené k izolaci DNA za Ucelem posouzeni profilu mikrobiomu Vv pribéhu

ontogeneze.

Druh Instar Pocet
vzorki

Rhodnius prolixus LO - vajicko 3

L1

L2

L3

L4

L5

L6 - dospélec
Triatoma vitticeps LO - vajicko

L1

L2

L3

L4

L5

L6 - dospélec

W W W W wWwwwwwwwwow

Tab. P2: Moduly R studia a jejich funkce.

Modul Funkce

biom schopnost prace se soubory ve formatu .biom
ggplot2 vizualizace dat
permute generovani omezené obmény dat

vegan analyzy diversity, sumarizace dat do 2D

nebo 3D formatu
lattice grafika pro R studio

nime porovnavani dat

https://cran.r-project.org/web/packages/
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Tab. P3: Vysledky PCR pro diagnostiku pfitomnosti T. cruzi ve vzorcich.

Druh Oznaceni
vzorku Instar PCR

Triatoma protracta TPCAAlL L6 N
Triatoma protracta TPCAA2 L6 N
Triatoma protracta TPCAAS3 L6 N
Triatoma protracta TPCAA4 L6 N
Triatoma protracta TPCAAS L6 N
Triatoma protracta TPCAAG L6 N
Triatoma protracta TPCAAT7 L6 N
Triatoma protracta TPCAAS8 L6 P
Triatoma protracta TPCAA9 L6 P
Triatoma protracta TPCAA10 L6 P
Triatoma protracta TPCAALll L6 N
Triatoma protracta TPCAA12 L6 N
Triatoma protracta TPCAA13 L6 N
Triatoma protracta TPCAA14 L6 N
Triatoma protracta TPAZA16 L6 P
Triatoma protracta TPAZAL17 L6 N
Triatoma protracta TPAZA18 L6 P
Triatoma rubida TRUAZA16 L6 N
Triatoma rubida TRUAZA17 L6 P
Triatoma rubida TRUAZA18 L6 N
Triatoma sp. TPTXG19 L6 NA
Triatoma protracta TPTXG20 L6 N
Triatoma sanguisuga TSTXG21 L6 N
Triatoma sanguisuga TSTXG22 L6 P
Triatoma sanguisuga TSTXG23 L6 N
Triatoma sanguisuga TPTXG21 L4 N
Triatoma sanguisuga TPTXG22 L4 N
Triatoma sanguisuga TPTXG23 L4 N
Triatoma sanguisuga TPTXG25 L5 N
Triatoma sanguisuga TPTXG26 L5 P
Triatoma sanguisuga TPTXG27 L5 N
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Triatoma sanguisuga TPTXG28 L5 N
Triatoma gerstaeckeri ~ TTXG30 L5 N
Triatoma gerstaeckeri  TTXG31 L4 N
Triatoma gerstaeckeri ~ TTXG34 L5 N
Triatoma gerstaeckeri ~ TTXG35 L5 N
Triatoma gerstaeckeri ~ TTXG36 L5 NA

Tab. P4: Taxonomické zatazeni vzorku na zakladé morfologie* a fylogeneticke analyzy
genu COX.

Oznaceni

vzorku Instar Druh

TPTXG19 L6 Triatoma sp.
TPTXG20* L6 Triatoma protracta
TSTXG21* L6 Triatoma sanguisuga
TSTXG22 L6 Triatoma sanguisuga
TSTXG23 L6 Triatoma sanguisuga
TPTXG21 L4 Triatoma sanguisuga
TPTXG22 L4 Triatoma sanguisuga
TPTXG23 L4 Triatoma sanguisuga
TPTXG25 L5 Triatoma sanguisuga
TPTXG26 L5 Triatoma sanguisuga
TPTXG27 L5 Triatoma sanguisuga
TPTXG28 L5 Triatoma sanguisuga
TTXG30 L5 Triatoma gerstaeckeri
TTXG31 L4 Triatoma gerstaeckeri
TTXG34 L5 Triatoma gerstaeckeri
TTXG35 L5 Triatoma gerstaeckeri
TTXG36 L5 Triatoma gerstaeckeri
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