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ABSTRAKT

Bakalaiska prace zde feSi unikdtni mutualisticky vztah bakterie Wolbachia
a vybranych druht rodu Cimex. Prace testuje metodiku ptedeslych vyzkumu skrze
experimentalni chov a pozorovani syntézy vitaminii B2 a B7 a snazi se potvrdit jejich

dulezitost béhem zivotniho cyklu $ténic.

Experiment se zaméfil na druhy Cimex lectularius, Cimex pipistrelli a Cimex
hemipterus, ukterych je hodnocen vliv vitamini syntetizovanych bakterii
Wolbachia, oproti suplementaci téchto vitamind a jejich vliv na Zivotni projevy
§ténic. Sténice byly bshem experimentu rozdéleny do nékolika skupin a kazdé
skupin€é byla podavana jinak upravena potrava v riznych kombinacich. Vitaminy
pfirozené syntetizované bakterii Wolbachia v téle $ténic byly u nékterych skupin
zastaveny podanim potravy s antibiotiky. Chybg¢jici vitaminy byly poté u jedné ze
skupin 1é¢ené antibiotiky dodany suplementaci. Nasledovalo pozorovani prub&hu

svlékani jedinct do dospélosti a kladeni vajicek.

Ziskana data 0 zivotnich projevech §ténic byla mezi skupinami porovnavana, ¢imz
bylo mozné posoudit rtizné G¢innosti vitamint syntetizovanych bakterii Wolbachia
oproti vitaminim suplementovanym a dusledek nedostatku téchto vitamind u
skupiny bez suplementace. Nezbytnost vitamind B2 a B7 pro kladeni vajec a vyvoj
Sténic do dospélce, ktera byla v minulosti potvrzena u Cimex lectularius, se zde

ovétila u Cimex pipistrelli a Cimex hemipterus.

Prace pifinasi rozbor metodik predesSlych vyzkumi zabyvajicich se nutriénim
vztahem a mutualismem, odhaluje nedostatky metodiky a potvrzuje pfitomnost

biotinu a riboflavinu, které syntetizuje bakterie Wolbachia a jeji roli v zivoté Sténic.

Kli¢ova slova: bakterie Wolbachia, biotin, riboflavin, mutualismus



ABSTRACT

This bachelor thesis deals with a unique obligatory relationship between Wolbachia

bacteria and selected species of the genus Cimex. The work tests the methodology of
previous research through experimental breeding and observation of the synthesis of
vitamins B2 and B7 and tries to confirm their importance during the bed bug life

cycle.

The experiment focused on the species Cimex lectularius, Cimex pipistrelli, and
Cimex hemipterus, in which the effect of Wolbachia-synthesized against artificially
supplemented vitamins on bed bugs’ life processes is evaluated. The bed bugs in the
experiment were divided into several groups, each group being periodically
administered with one of the variants of modified diet. In some of the test groups, the
otherwise naturally Wolbachia-synthetized vitamins were blocked by the antibiotic-
treated blood meal. Subsequently, the deficient vitamins were again artificially
supplemented in one of the groups after the antibiotic treatment. Every diet treatment
administration was thereafter followed by observation of bed bugs’ molting and egg-
laying.

The acquired data were compared among the test groups, allowing us to assess the
effect of various vitamins synthesized by Wolbachia compared to the effect of
supplemented vitamins, as well as the consequence of the vitamin deficiency in the
test group with no supplementation. Our results confirmed the importance of
vitamins B2 and B7 and their necessity for the bed bug egg-laying and
metamorphosis. Although the exigence of the above-mentioned vitamins was
previously confirmed at Cimex lectularius species, our experiment proved it in

Cimex pipistrelli and Cimex hemipterus, too.

This thesis presents an analysis of the methodologies of previous research dealing
with nutritional relationship and mutualism, reveals drawbacks of the methodology
and confirms the presence of biotin and riboflavin, synthetized by Wolbachia, and its

role in the bed bugs’ life.

Key words: Wolbachia bacteria, biotin, riboflavin, mutualism
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1 Uvod

Veskeré druhy organismi na Zemi piichdzeji do styku sjinymi, navzijem
se ovliviuji a nejriznéjSimi zplsoby interaguji napf. prenosem genetické informace,
modifikaci metabolickych drah, ¢i okolniho prostiedi. Postupem c¢asu se mezi
mnohymi vytvofil velmi Gzky vztah, ktery obecné nazyvame symbidza (Cepicka et

al. 2007).

Hmyz je bez pochyb nejrozsifenéjsi anejvice rtznorodou tiidou Zzivocichd,
ktera obsahuje pres tii Ctvrt€¢ milionu popsanych druhti (Volf, Hordk, 2007)
a kterd své evoluéni uspéSnosti dostidla pravé diky casté spoluprdci s ostatnimi
organismy. U hmyzu proto nachazime mnozstvi symbiotickych vztahl. Ptipadd,
kdy je do souvislé biologické entity zapojen hostitel a bakterie, je vSude mnoho.
Obligatni vzajemny vztah mezi hmyzem a bakteriemi patii ale mezi formy
nejsofistikovangjsi (Husnik, 2018). Zivotni strategii mnoha rtiznych organismi je
tedy rizna forma symbidzy (Tabulka 1). Téchto souziti je velké mnozstvi a je mozné

je rozlisit podle n¢kolika kritérii.

Tim prvnim muize byt podoba fyzického vztahu symbiontl. Pfi ektosymbioze jsou
od sebe symbionti fyzicky oddéleni, tzn. symbiont Zije na povrchu téla hostitele,
Vv jeho dutinach nebo ve vyvodech Z1az (naptiklad sasanka a klaun ockaty) (Margulis,
1998). Pii endosymbidze se symbiont naprosto upouta k télu hostitele a zije uvnitt,
V mezibunééném prostoru (extracelularni endosymbi6za), nebo piimo v bunkach

hostitele (intraceluldrni endosymbioza) (Obornik, 2009).

Pokud organismus bez vytvofeni symbidzy nemd Sanci prezit a rozmnoZovat se,
jedna se o formu obligatni. Tyto symbionty mizeme téZ nazvat jako primarni,
nebo ,,P-symbionts®. Pokud se vSak bez tohoto souziti obejde, jedna se o formu
fakultativni, tedy o symbionty sekundarni ,,S-symbionts“ (Lhotsky, 2014). U obou
téchto typl symbidzy se kontinuum spole¢né straveného ¢asu pohybuje od 1 do 99%.
Proces, ktery zabezpecuje relativné dlouhodoby, stabilné vyvazeny pomér hostitele
asymbionta se nazyva regulace (Smith, Douglas, 1987). Zasadnim kritériem
klasifikace symbidzy je vyhodnost souziti pro oba organismy. Jak jiz bylo zminéno,
organismy se ovliviiuji za ucelem zlepSeni svého zivota, reprodukce, osidleni novych

mist, ale nejbeznéjSim divodem jsou vyzivovée interakce (Burrows, Pfleger, 2002).



b)

d)

f)

Mutualismus — Jako mutualismus se oznacuje vzajemny pozitivni vztah
dvou druht, jehoz vysledkem je rust fitness obou partnerd. Toto partnerstvi
nemusi byt pro oba druhy stejné prospésné, ale vzijemnym vyuzivanim
a spolecnym rastem je jejich Zivot a rozmnozovani kvalitnéjsi, nez kdyby zili
oddélené (napt. opylovac a rostlina) (Bronstein, 2015).

Komenzalismus — Jedna se pfedevsim o zavislost potravni nebo prostorovou.
Komenzal hostitele nijak neovliviiuje, pfesto ze z né¢j ma prospéch. Typické
pro sdruzovani se jednoho druhu s druhem odliSnym napt. sdruzovéani hyen s
velkymi Selmami za i¢elem dojidani mrSin, nebo zdrzujici se ptaci v blizkosti
traktort na poli kvili poletujicimu hmyzu (Slavikova, 1986).

Amenzalismus (Alelopatie) — Vztah, ktery je pro jednoho symbionta
nevyhodny (amenzal), ale druhého neovlivituje (inhibitor) (napf. bakterie
Clostridium botulinum a bazant obecny).

Parazitismus — Docasné nebo trvalé souziti — parazit hostitele vyuziva
potravné €i prostorové, Zije na ném, nebo uvnitt néj a hostitel souzitim strada.
Parazit je zpravidla mensi nez hostitel a bez hostitele se neobejde (napft. kliste
obecné asavci, plazi, ptaci, endoparazit¢é — tasemnice, motolice jaterni)
(Nermut’, Ptiza, 2014).

Neutralisticka symbiéza — Tézko prokazatelny teoreticky vztah, kdy na sebe
dva organismy vibec neptisobi.

Kompeti¢ni symbiéza — Vztah konkurence, ktery vysvétluje tzv. efekt
cervené kralovny. Jedna se o matematicky model z evolu¢ni biologie, ktery
popisuje jevy ve stabilnim prostiedi. Riké, Ze pokud v tomto prostiedi dojde
K evoluci a né&jaky druh se zméni, ovlivni to ostatni druhy ve stejném
prostiedi tak, Ze jsou nuceni se adaptovat, aniZ by z adaptace mély nové
vyhody. Ostatni druhy se tedy méni, aby jejich Zivot nebyl komplikované;si,
ale benefity ze zmény nedostava (King et al. 2006)



Oznaceni symbiézy Druh A Druh B

Mutualistickd symbiéza
Komensalisticka symbiéza
Parazitickd (agonistickd) symbidza
Neutralisticka symbidza
Amensalistickd symbioza
Kompetiéni symbioza

oo+ 4+ +
[ == T T e

+, zvy§end; -, snizena a 0, neovlivnena fitness organismu.
Hostitel (¢ symbiont) miZe byt jak druh A, tak B.

Tabulka 1 Piehled symbiotickych vztahi a vliv na organismy (Zdroj :
http://www1.sci.muni.cz/~mykorrhi/html/typy symbioz.htm )

Tyto vztahy jsou podle v§eho zavislé na prostiedi nebo hostiteli, vyvolané stejnym
genetickym mechanismem a zafixovany v disledku selekce. Existuji modely, které
pfedpokladaji existenci environmentélnich variaci, které mohou podnitit pocatecni
zmény symbiotického zplsobu zivota (Archibald, 2009). Nicméné u obligatnich
intracelularnich bakterii, jejichz genomy jsou omezené, studie ukazuji, ze
symbiotické asociace mohou byt evoluéné stabilni po stovky miliond let

(Bordenstein et al. 2009).

Kdyz pomineme pivodné symbiotické bakterie, které se podilely na
vytvofeni eukaryotické bunky, pravdépodobné nejcastéjSim symbiotickym vztahem
je parazitismus. Pocet parazitickych druhti nékolikrat ptevySuje pocet druhl volné

ey

zijicich a podle n¢kterych odhadd az v poméru 4:1 (Zimmer, 2005).

At uz jde o bakterie, nebo jednobunécného ¢i vice bunécného parazita, tyto
organismy si svého hostitele obvykle Setfi, aby co nejdéle vydrzel a zaruCoval
parazitovi pieziti. V. mnoha pfipadech dokaze pro sviij prospéch symbiont se svym
hostitelem manipulovat (Douglas, 1994). Mezi jednoho stale castéji studovaného
manipulatora patii bakterie Wolbachia pipientis, ktera byla pfedmétem studie i této

prace.
Experiment provedeny v ramci této prace se opiral o vyzkum:

e Co-speciation in bedbug Wolbachia parallel the pattern in nematode hosts
(Balvin et al. 2018)

e Wolbachia as a bacteriocyte -associated nutritional mutualist (Hosokawa et
al. 2010)


http://www1.sci.muni.cz/~mykorrhi/html/typy_symbioz.htm
https://cs.wikipedia.org/wiki/Bakterie
https://cs.wikipedia.org/wiki/Eukaryotick%C3%A1_bu%C5%88ka
https://cs.wikipedia.org/wiki/Parazitismus

Riboflavin Provisioning Underlies Wolbachia’s Fitness Contribution to Its
Insect Host (Moriyama et al. 2015)

Evolutionary origin of insect ~Wolbachia nutritional mutualis (Nikoh et al.
2014), kde je bakterie Wolbachia pipientis piedstavena jako nezbytna soucast
zivota pro Sténici domaci Cimex lectularius Linnaeus 1758 diky syntéze
biotinu (vitamin B7) a riboflavinu (vitamin B2). V ramci hmyzu jde o jediny
dobte popsany obligatni nutri¢ni vztah s bakterii Wolbachia, ktery je jednim
i U Sténice tropické Cimex hemipterus (Fabricius, 1803) a $ténice netopyii

Cimex pipistreli Jenyns 1839.



2 Cile prace

a)

b)

Vybrat vhodnou variaci nasi metodiky pro experimenty v laboratofi na CZU
podle predlohy piedeslych vyzkumi, které provedl Nikoh et al. (2014),
Hosokawa et al. (2010) a Moriyama et al. (2015), kde byl sledovanym
objektem druh Cimex lectularius a kde byla metodika vyhodnocena jako

funkéni.

Provést predbézné testy dokladajici syntézu B-vitamina (B2 a B7)
prostiednictvim bakteric Wolbachia udruhtt Cimex pipistrelli a Cimex
hemipterus a demonstrovat tak mutualisticky vztah téchto druhid s bakterii
Wolbachia.



3 Bakterie Wolbachia pipientis

Bakterie Wolbachia pipientis (Obrazekl), jakozto prominentni piiklad obligatniho,
vertikdln¢ prenosného endosymbionta, byla identifikovdna poprvé v roce 1924
Marshallem Hertinhem a S. Burtem. Wolbachia se jako parazit vyskytuje piedev§im
u ¢lenovca (Arthropoda) ahlistic - piedevsim filarii (Nematoda), kde se nachazi
ptevazné v tkani gonad (Duron, Gavotte, 2007). Statistickd analyza odhaduje
celkovou incidenci touto bakterii u ¢lenovet na 40 % (Bouchery, 2013) ale Duron a
Gavotte (2007) udava, ze ovlivnéno bakterii je 20 - 75 % hmyzich druhid. Jak
zmifiuje Ahmed et al. (2015), Wolbachia je mozZzna nejbéznéjsi a nejrozsirené;jsi
intracelularni bakterii na zemi, jenz dokaze ovliviiovat reprodukci a fyziologii svého

hostitele.

AZ do devadesatych let naseho stoleti byla Wolbachia povazovana za velmi vzacnou
bakterii, kterd nema v téle hmyzu velky vyznam. To se zménilo s pfichodem
molekularnich metod. V roce 2008 bylo znamo 108 druhii hmyzu, hosticich bakterii
Wolbachia (Werren et al. 2008).

Tato bakterie Celedi Rickettsiacae patii mezi gramnegativni mikroorganismy.
Né&které bakterie z této Celedi mohou u lidi zplisobovat vaznd onemocnéni, jako
je horecka Skalistych hor, skvrnivka nebo Q-horecka. Fylogeneticky jsou rizné
kmeny bakterie klasifikovany do evolu¢né koherentnich linii, podle kterych
determinujeme jejich distribuci a biologii u hostiteld (Gerth et al. 2014). Dosud bylo
popsano a rozdéleno 17 ,,superskupin® reprezentujicich evoluéni linie (Bordenstein,
Rosengaus, 2005). Zakladni rozdéleni podle forem symbiozy jsou skupiny A, B, E,
F a G, které se vyskytuji u ¢lenoveu, zatimco superskupiny C a D pouze u filarii (Lo
et al. 2002). Wolbachia se do dalsi generace dostava pouze po matetské linii
apfenasi se cytoplazmou vajicka. Snazi se vSemi moZznymi zpisoby ovlivnit
(viz podkapitola 3.2) (Lom, 1995). Infekce bakterie né€kdy pusobi zaroven
pozitivnimi a negativnimi 0¢inky V jiné bunce (Jiggins, Hurst, 2011). Proto pro ni
muzeme najit oznaceni ,,Jekyll a Hyde* (Zug, Hammerstein, 2012).

U hlistic ze skupiny vlasovci je Wolbachia vyhradné mutualisticka,

charakterizovdna jako primarni symbiont aobvykle se nachazi u vSech

individualnich jedinc druhu. Vzajemny vztah mezi hlisticemi a bakterii ma tedy za



nasledek tésnou kokladogenezi, tedy synchronni divergenci linii bakterie Wolbachia
a linii hlistic a to i na Sirokych fylogenetickych skalach (Dedeine et al. 2001).

U c¢lenovcu je naproti tomu Wolbachia typicky paraziticka, jen u nékterych taxont
hmyzu vykazuje znamky mutualismu (Voronin et al. 2012). Pfitomnost bakterie
U ¢lenovct Casto ovlivituje reprodukci a méni vzorec fenotypu (viz podkapitola 3.2)

(Atyame et al. 2014).

Insect cell
o
Wolbachia
_v;.;" ‘ LE A3 o

.

Obrazek 1: elektronogramovy snimek bakterie Wolbachia uvnitf buiiky hmyzu (URL 1)

3.1 Wolbachia pipientis — prenos a infekce

Jak uZ bylo zminéno, tato bakterie vyuZiva riiznych strategii svého pienosu.
Nejcastéji se prenasi vertikalné — z matky na potomka — neboli uvniti druhu (Zug,
Hammerstein, 2012). Tento zptsob infekce cili na vajicka hostitele. Zde manipuluje
S biologii riznymi zplsoby a piedevSim u clenovclh zplasobuje CcCtyfi odlisSné

reprodukéni fenotypy (Obrazek 2) (Werren et al. 2008).

Druhym zptisobem je horizontalni infekce — mezi druhy (Zug, Hammerstein, 2012).
Pro pochopeni dynamickych procesii za interakcemi hostitel-endosymbiont je
klicova pravdépodobnost infekce. Ta se 1iSi s uCinnosti pfenosu a fenotypovymi

ucinky infekce (Werren et al. 2008; Ahmed et al. 2015).



U bakterie Wolbachia, stejné jako u vSech intracelularnich bakterii se predpokladalo,

ze po opusténi hostitele zahyne. Po provedenych experimentech s tkanovymi

bunikami bylo ale zjisténo, ze je bakterie pi1 pokojové teploté schopna prezit bez

hostitelské¢ bunky ato az po dobu jednoho tydne, coz je dulezity fakt ohledné

horizontéalniho ptenosu (Werren et al. 2008).

3.2 Wolachia pipientis — reprodukéni fenotypy zpiisobené bakterii

a)

Feminizace - jedna se o hormonaln¢ vyvolany projev sekundarnich samicich
pohlavnich znakd u samct. Sam¢i jedinci u motyla (Lepidoptera) nakazeni
touto bakterii nejsou schopni tvofit androgenni hormony a proto se samci
S pohlavnimi chromozomy ZZ vyvijeji jako samice (Werren et al. 2008).
Z infikované sami¢i populace nechala Wolbachia vymizet i uréujici samici
chromozom W. Skute¢nost, kdo bude samec a kdo samice, tedy urcuje pouze
ptitomnost ¢i absence intracelularni bakterie rodu Wolbachia (Charlat et al.
2003). Cini tak, jelikoZ se infekce pienasi pouze maternalné pres cytoplazmu
vajicka. Feminizace vyvolana bakterii Wolbachia byla poprvé popsana
u stejnonozci (Isopoda) a byla pozorovana u nékterych korysa (Crustacea)
(Kageyema et al. 2002).

Partenogeneze — Pro bakterii Wolbachia je zptsobeni partenogeneze témét
jistd cesta kuspéchu pro jeji dal$i Sifeni. Pozorovatelnd je napf.
u blanokiidlych (Hymenoptera), tfasnoktidlych (Thysanoptera) a rozto¢u
(Acari). Infekce zpasobuje zdvojeni chromozomi v neoplodnénych
haploidnich vajickach. Jelikoz je u haplodiploidnich organisml udavéano
pohlavi poétem chromozomu (samci-haploidni se vyvijeji z neoplozeného
vajicka a samice-diploidni z vaji¢ka oplozeného), bakterie zajisti bez pomoci
samcu plozeni pouze diploidnich samicek. Infikované samice tak mohou
produkovat az dvakrat tolik samic nez samice neinfikované (Charlat et al.
2003). Piedevsim u roztoca (Acari) se krom této arrhenotokni partenogeneze
neboli haplodiploidie, vyskytuje jesté thelytokni partenogeneze, kdy dochazi
k vyvoji jedincti obou pohlavi z neoplozeného vajicka, pti¢emz dominantné
zastoupeny jsou samice a samci se objevuji ziidkakdy nebo zcela chybi

(Oliver, 2003).



b) Zabijeni samcu neboli ,,male killing* (MK) — Zde se Wolbachia soustiedi
na to, aby mély samice vyssi pravdépodobnost preziti. Samci umiraji par dni
po oplodnéni samice, ¢imz se pro samice uvolni potravni zdroj, nebo mohou
sami uhynuli samci poslouzit jako potrava. ZvysSuje se tak pravdépodobnost
dalsiho $iteni infekce (Charlat et al. 2003). Vyskytuje se u nékterych zastupci
broukd (Coleoptera) a motylt (Lepidoptera).

c) Cytoplazmaticka inkompatibilita (Cl) — CI je nejcastéjsi reprodukéni
fenotyp indukovany bakterii Wolbachia s velmi G¢innou strategii. Wolbachia
umozni samcim UspéSné se spafit pouze se samici nesouci stejny druh
bakterie. CI zptsobuje naruSeni buné¢ného cyklu, coz vede kK asymetrickému
vyvoji sam¢ich a samicich jedinct. V Casné fazi mitdézy dochazi ke zpozdéni
rozpadu samciho jaderného obalu a fosforylaci histonu H3. Chromozomy ze
samicich pronukleti jsou béhem profize kondenzovany a pii metafazi
usporadany na metafazové desce, zatimco saméi chromozomy jsou v polo
kondenzovaném stavu. Nakonec v anafazi probihd normalni separace
samicich chromozomi, ale sam¢i pronukley jsou bud’ natazeny na poly
centrozomu, nebo vyfazeny upln¢. Pokud se nakazeny samec spari
s nenakazenou samici, jedna se o jednosmérnou Cl — bakterie uvoliiuje toxin
do protoplastu spermie. Pokud se samec spaii se samici nakazenou vice druhy
bakterie, jedna se o oboustrannou CI. Zivotaschopna embrya vzniknou pouze,
pokud je ve vajicku pfitomny pftislusny ,,zachranny faktor* (rescue factor),
ktery vyvazi modifikaci spermie (Werren et al. 2008). Bordenstein a Werren

(1998) zminuje tuto anomalii v souvislosti se vznikem reprodukéni bariéry,

wrwe

Nekteré kmeny bakterie Wolbachia mohou u riznych hostiteli vyvolat rtizné
fenotypy. Stejny kmen bakterie, ktery u zavijeCe Cokoladového (Cadra cautella)
Walker, 1863 zptusobuje CI, vyvola u zavijee moucného (Ephestia kuehniella)
Zeller, 1879 MK (Brown et al. 2016). Existuji také studie, které naznacuji, ze nékteré
kmeny bakterie nesou mechanismus pro vyvolani vice fenotypii. Tyto veskeré

strategie oznaCuje Werren et al. (2008) jako ,,reprodukcni parazitismus®.

Klicova strategie bakterie Wolbachia je tedy zit uvnitf bezobratlych hostitelt
a manipulovat s jejich reproduk¢énimi a bunéénymi procesy, tudiz omezeni potomstva

neinfikovanych samicek, dava lepsi prilezitost k uplatnéni potomstvu infikovanych



samicek. To znamena, Ze i kdyz muze byt v populaci infikovanych sami¢ek méné
nez neinfikovanych a i kdyz Wolbachia mize svym pisobenim na buniky celkovou
plodnost samicek podstatné snizit, ve vysledku bude vzdy zvyhodnéno infikované

potomstvo infikovanych samicek (Werren et al. 2008).

Molekuldrni mechanismy téchto zmén mohou osvétlit, jaké faktory se uplatiiuji
v ¢asné fazi oplodiovaciho procesu u ¢lenovcel, ato vSe je potencidlné vyuzitelné

tieba i pii biologickém boji se skudci (Lom, 1995).
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Obriazek 2: Fenotypy vyvolané bakterii Wolbachia
Zdroj: (Werren et al. 2008)
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3.3 bakterie Wolbachia - Parazitismus a mutualismus

Pojem symbidza je nejcastéji chapan jako vztah mezi dvéma organismy.
Avsak presnéjsi definice je souZiti dvou organismi, pficemZ ne vzdy profituji oba
stejné. Nekdy totiz neni ani u casto uvadénych piikladii jasné rozpoznatelné,
zda symbi(’)za danému organismu prospivé, nebo skodi. Parazit mtize svého hostitele
(Losos, 1984). Jindy zdéanliveé prospéén}'/ mutualista, ktery pro svého hostitele
syntetizuje zivotné dulezitou latku, ho je schopen dopovat vytvofenym narkotikem,
a tak ho zavislosti na sobé ,,zotro€it*. Na prvni pohled svym kolegou zvyhodnény,
rychle rostouci organismus, mize byt ve skutenosti neschopen se rozmnoZit.

Dostavame se tedy k otazce: jak je to s bakterii Wolbachia?

Obecné je u hmyzu povazovdna za fakultativniho parazita. Pokud uvazime,
jak s hostitelem pro vlastni dobro manipuluje, jak odebira buiice hostitele Zivotné
dilezité metabolity (organické latky, které se ucastni metabolismu) a jak v mnoha

ptipadech redukuje plodnost samicek za Ucelem svého dalSiho pienosu. S tim ale
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souvisi jeji mutualistickd podoba, jelikoz zplsobenymi reprodukénimi fenotypy
zvyhodiiuje potomky infikovanych samicek a fada hmyzich zastupct se bez ni neni
schopna rozmnozit nebo vibec piezit. Zde se dostavame k tzv. obligatnimu
mutualismu, coz je pevny atrvaly vztah, typicky napfiklad uhub a rostlin.
Jedinci v obligatnim vztahu jsou pro sebe tedy neodmyslitelnou soucasti své
existence. Bakterii Wolbachia tudiz oznaCujeme jako mutualistu jen proto, Ze je
vztah obligatni, jinak by se jeji podstata dala oznacit jako spiSe paraziticka (Ondfej
Balvin, 2020, in verb.). Nebylo tomu tak dozajista vzdy. PredevS§im na zalatku
vytvareni néjakého vztahu mluvime o fakultativnim mutualismu, né¢kdy nazyvanym
jako protokooperace, kdy jsou pro sebe organismy prospé$né, ne vSak nezbytné a

vztah je docasny (Correa, Ballard, 2015).

Je pravdépodobné, ze mnohé dnes mutualistické vztahy zacaly jako parazitické.
(Koehncke et al. 2009). Také hostitel mohl najit zptisob, jak svého parazita vyuzit,
aby mu poskytoval naptiklad rezistenci vic¢i jinym parazitim nebo faktorim
prostfedi. Ve chvili, kdy se parazit zacal pfenaSet vertikdln€, zacalo pro né&j byt
dualezité, aby mél jeho hostitel co nejvice Zivotaschopnych a konkurenceschopnych

potomkut (O'Neill, 2004).
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4 Sténice (Cimex)

Stenice rodu Cimex jsou haematofagni ektoparazité patiici do ¢eledi §ténicovitych
(Cimicidae), fadu polokiidli (Hemiptera). Kompletni systematika Celedi Cimicidae
dosud neni zcela ujednocena. Zahrnuje Sténice asociované s lidmi, netopyry, ptaky
atd. Je popséano pies 110 druht uspotadanych do 22 rodi a 6 podrodii (Ryckman et
al. 1981). Cimicidae jsou piibuzni ¢eledi hladénkoviti (Anthocoridae), jejiz zastupci
lovi hmyz arozto¢e a mohou parazitovat na teplokrevnych zivocisich. Cimicidae
jsou pouze doCasnymi ektoparazity, obvykle zlstavaji v ptac¢ich hnizdech, jeskynnich
prasklindch nebo ve skulindch lidskych obydli, jelikoz nejsou dobie adaptovéani
na ptilnuti k srsti savctl nebo k pefi ptaku tak, aby se udrzeli napt. za letu. Pokud
se ale stane, Ze se na srsti nebo pefi udrzi, distribuuji se na del$i vzdalenosti

(Usinger, 1966).

Protoze jde o hmyz podiadu plostic (Heteroptera), maji svij pach, ktery vylucuji
z parovych pachovych zlaz na ventralni strané tfetiho hrudniho somitu (télniho
segmentu). Tuto pachovou stopu ale v odborné literatuie kazdy popisuje trochu jinak
(olejnaty, sladky). U plostic i u §ténic je primarni funkci pachu obranny mechanismu
pted predatory. U $ténic zastava i1 funkci agregacni-vytvoreni kolonii a vyhledavani
partnerti nebo ukrytd (Kemper, 1931).

Sténice, ktera Zije v priméru Sest mésicti, ma 7 vyvojovych stadii (od vajicka pies
nymfu az po dospélého jedince), z toho 5 stadii larvalnich (Obrazek 3). U larev se
jedna tato faze nazyva instar. Vajicka jsou bilé podlouhlé utvary, které na délku méti
cca 1,2 milimetru. Poté, co samice naklade vajicka, trva piiblizné 5-8 dni, nez se
Z nich vylihne nymfa (1. instar). Nymfy se nijak vyrazné¢ nelisi od dospé€lct, krome
velikosti téla maji odliSné také zbarveni. V prvni az druhé vyvojové fazi je télo
prihledné. Dé se v ném tedy velmi dobie poznat, zda je jedinec nakrmeny ¢i nikoliv.
Prechodem na dalsi fazi jedinec roste, tmavne, vyviji se télesnd schranka. Proces
svlékani atudiz icelkovy vyvoj zavisi na mnoha faktorech (mnoZstvi dostupné
potravy, latky v potravé i druh) (HypSa, Aksoy, 1997). Samic¢ky maji télo kulat&jsi,
zatimco samci jsou Stihlej$i a protahlejsi, zvlasté kdyZ nejsou nakrmeni. Pohlavi lze
poznat podle zahnuti nebo tvaru zadeCku, kde je usamch i pouhym okem vidéet

asymetrie pohlavniho organu (Obrazek 4).
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Obrazek 3:Zivotni cyklus $ténice (URL 2)

Female Male

Slightly Slimmer
rounder and more
bodies elongated
Rounder eestaneveins < Pointed
abdomen tip abdomen tip

dailypest.com
Obrazek 4:Rozdil ve tvaru téla samice(vlevo) a samce (vpravo) (URL 3)

Dospélci méti v priméru okolo ¢tyt az péti milimetrii. Velmi atrofovand, zakrnéla
ktidla jsou nendpadna a nefunkéni. Maji dorzoventralné zplostél¢, ovalné, zlutohnédé
nebo Cervenohnédé télo, které se po nasati krve zaobli. Tykadla se skladaji ze Ctyt
segmentl, pfi¢emz dva distalni jsou pokryty hmatovymi chloupky pro lepsi smyslové
vnimani, stejn¢ jako nohy a télo. Napadné je silné sklerotizované pronotum, které je

dvakrat tak Siroké, nez dlouhé.

Pafeni se odehrava mimo hostitele a zahrnuje jedinecnou formu kopulace zvané
"traumatické oplodnéni" (Obrazek 5). Samec pronikne do bfisni stény samice svymi

vngjSimi genitaliemi, které jsou tvoreny levou paramerou (Obrazek 6). Samice se

13



tedy oplodituje do sekundarniho pohlavniho orgénu tzv. paragenitalniho sinusu na
pravé strané patého bfisniho segmentu. Nijak neobvyklé nejsou ani pokusy o

stejnopohlavni pafeni (Usinger, 1966).

Obrazek 6:Detail sam¢iho pohlavniho organu (URL 5)

Za svij Zivot naklade Sténice 200-500 vajec, kterd jsou nejcastéji pfichycena na
substratu v ukrytu hostitele. Bez potravy (krve) dokaze dospéla Sténice piezit

I nékolik mésicti. Nejznaméjsi je Sténice domaci, ktera se vyskytuje predevsim

v lidskych obydlich a parazituje na lidech (Reinhardt, Siva-Jothy, 2007).

Sténice asociované s lidmi byly po druhé svétové valce téméf vyhubeny ve
Spojenych statech a dalSich vyspélejSich zemich. Jejich zmizeni bylo pravdépodobné
zpisobeno vSeobecnym pouzivanim dichlorodifenyltrichlorethanu (DDT) a jinych
Sirokospektralnich insekticidli béhem druhé poloviny dvacatého stoleti. Jako pficinu
globalniho oziveni Sténice dava Sailer (1952) zvysenému pohybu lidské populace

prostfednictvim cestovani a migrace.
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Jak se civilizace rozvijela, odlesnovani aeroze pudy zmeénily celkovou ekologii
Stfedniho vychodu. Tato zména ovlivnila nejen ¢loveka, ale i netopyry a Sténice. Je
mozné, ze Sténice mohly parazitovat na ¢lovéku jiz béhem jeho raného vyvoje
hostitelsko-paraziticky vztah c¢loveka a Sténice trvale ustanovil béhem obdobi

st€éhovani ¢loveka z jeskyné do vesnic a mést (Usinger, 1966).

Stejné jako jiné organismy jsou i $té€nice soucasti komplexniho ekosystému a jsou

ovlivnény riznymi prvky v jejich prostfedi. Z rtiznych faktorti je teplota zdaleka

vvvvvv

4.1 Sténice domaci (Cimex lectularius)

Nejznamé;jsi druh je bez pochyby Sténice domaci pro
svij vztah s ¢lovékem. V minulosti se vyskytovaly
hlavné¢ v Evrop¢ ana Stfednim vychodé. Prvni
autentické pisemné zaznamy $iteni Cimex lectularius
byly v Recku okolo roku 400 pt. n. 1., v Italii do roku
77 n. I. av Cing¢ do roku 600 n. 1. Podle Kempera
(1931) byl prvni zaznam pro Némecko v 11. stoleti ve

Strassburgu, pro Francii ve 13. stoleti a pro Anglii

vroce 1583. Traduje se, ze se $ténice v Anglii pied

rokem 1666 vibec nevyskytovaly, ale Ze byly

Obrazek 7:Dospély jedinec C.
lectularius — dorzalni strana-samice
(foto: Ondiej Balvin)

dovezeny ve dievé z Ameriky po pozaru Londyna
pravé roku 1666. Pied druhou svétovou valkou bylo
hlavni ohnisko vyskytu S$ténic v Némecku a Anglii

(Usinger, 1966).

BéZné se vyskytuje v synantropnich koloniich netopyra velkého. Datovani na zékladé
mitochondrialni DNA ukazuje, ze se na C¢lovéka upnula ddvno v pravéku. Horvath
(1913) udava, Ze je mnohem starsi jejich vztah pravé s netopyry. Ti byli pro Sté€nici
snadnymi hostiteli v dobach, kdy obyvali jeskyni daleko od lidi. Jelikoz je Sténice
domaéci druh mirného pasu, je aktivni pii teploté od 13°C do 30°C a prahova teplota
pro lihnuti, vyvoj a aktivitu je mezi 13°C a 15°C (Usinger, 1966). Extrémné nizké
nebo vysoké teploty brzdi, nebo Gplné znemoziuji jeji vyvoj. Johnson (1942) tvrdil,

Zze ohromny narlst zamofeni v severoevropskych méstech na pocatku 20. stoleti
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byl zplisoben zvysenym vyuzitim tstfedniho topeni. Parazituje na netopyrech, lidech,
domestikovanych druzich savci. Okoli Stérbinového paragenitalniho sinu je

ochlupacené.

4.2 Sténice tropicka (Cimex hemipterus)

Cimex hemipterus je druh vazany na teplé oblasti,
historicky spojovan predevs§im sJV Asii, Indii,
nebo Afrikou a Jizni Amerikou, kde se vyskyt
stfida se Sténici domaci (Balvin et al. 2020). Omori
(1941) ho v kontextu s jeho geografickym ptivodem
a tehdejSim pozorovanim popisuje jako intolerantni
K nizkym teplotim a to uz od 10°C nize, kdy
obecné hufe prosperuje. Balvin et al. (2020) ale

udava, ze se nyni populace hojné¢ vyskytuje i v

Moskvé a Petrohradu, kde byla poprvé objevena
vroce 2016 a Sifi se na Hawai a po celé Evropé. ) S .
Obrazek 8:Dospély jedinec C. hemipterus

Parazituje na ¢&lovéku, netopyrech a driibezi. Mg - dorzalni Stram;;ls"‘,m)ice (foto: Ondiej
alvin

uzké pronotum a postranni prisvitné laloky, které se

ALY

4.3 Sténice netopy¥i (Cimex pipistreli)

Jak jiz nazev napovida, tento druh parazituje na
netopyrech. Vyskytuje se predev§im v holarktické
oblasti, tedy Uzemi Eurasie a Severni Ameriky.
Vyznacuje se holym S$térbinovitym  tvarem
paragenitalniho sinu. Vzhledové se opét nijak

vyrazné neodliSuje od ptedeslych dvou druht.

Kvili dlouhym pobytim ve vlhkych jeskynich na
netopyfich hostitelich prosperuje 1V relativné

Vysoké vzdusné vlhkosti (Kemper, 193 1). Obrazek 9:Dospély jedinec C.pipistrelli —
dorzalni strana — samec (foto: Ondfej

Balvin)
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5 Bakterie Wolbachia a Sténice

Vztahem mezi bakterii Wolbachia a hmyzem obecné se zabyva nemalo studii.
AvsSak malo z nich poskytuje jasné odpovédi v souvislosti se Sténicemi. Experiment
této prace potieboval informacni zaklad, od kterého by se studie mohla odvijet.
Kazda kapitola zde rozviji jednu z japonskych studii, ze kterych tato prace vychazi.
Jednotlivé studie poskytli jak ovéfena fakta tykajici se pfibuznych druhd, se kterymi
se pracovalo, tak bilanci riznych metod, které¢ se mohly dle nasich mozZnosti a potieb

upravit a aplikovat.

5.1 Nutri¢ni zavislost $ténice domaci na bakterialnim symbiontu

bakterie Wolbachia a jeji lokalizace v bakteriomech

Z riznych populaci Sténice domdci byly pro vyzkum ktery provedl Hosokawa et al.
(2010) identifikovany dva bakterialni symbionti —Wolbachia a y-proteobacterium.
Jako u vétSiny hmyzu, ktery je hostitelem endosymbiotickych bakterii, i tyto
symbionti byli ziskani ze specifickych bunék zvanych bakteriocyty, které tvori
specializovany organ - bakteriom. Ve vyzkumu byl symbiont bakterie Wolbachia
zjiStén uvSech 105 zkoumanych jedincii $ténic z rlznych populaci, zatimco y-
proteobacterium bylo detekovano pouze u 53%. Nabizel se tedy zavér, ze y-
proteobacterium neni hlavnim nezbytnym symbiontem, jelikoZ se nevyskytoval u
vSech jedincti.

Zavislost C. lectularius na bakterii Wolbachia byla zjistovana antibiotickym
oSettenim kmene $ténic JESC (japonsky kmen Sténice domaci) a to podavanim
rifampicinu rozpusténého v methanolu pifi koncentraci 10ug/ml. Skupiné takto
osSetfenych S§ténic byly navic kompenzovany vitaminy B. Sledovan byl pocet
nakladenych sterilnich a fertilnich vajicek a proces vyvoje do dospélce.
Aposymbiotické Sténice vykazovaly vys$Si pomér sterilnich vajicek a delSi dobu
vyvoje v dospélce. Dale se vliv projevoval na prodlouzeném obdobi stadia nymfy,
zvySeném podilu sterilnich vaji¢ek nebo uplné neschopnosti dospét. Peroralnim
doplnénim B vitamin® se normalizoval biologicky stav hostitele, ¢imz byla potvrzena
zakladni nutricni role symbionta pro hostitele. Obligatni nutri¢ni vztah Cimex
lectularius a bakterie Wolbachia byl prokazan poskytovanim biotinu a riboflavinu.

Autofi této studie zdlraziuji, Ze nutricni vzdjemnost spojena s bakteriocyty se miize
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vyvinout z fakultativnich a prevladajicich mikrobialnich asociaci jako je Wolbachia,

coz zdlraznuje diive nezndmy aspekt vzajemného vyvoje a evolu¢niho kontinua.

Fluorescen¢ni in situ hybridizace a clektronova mikroskopie zde jednoznacné
specifikovala lokalizaci bakterie nejen v bakteriomech, ale i ovariolech a oocytech,

coz naznacuje mechanismus vertikalniho pienosu.

5.2 Evolu¢ni puvod biotinového operonu a nutri¢niho vztahu mezi

bakterii Wolbachia a Cimex lectularius

Ugelem této studie, kterou provedl Nikoh et al. (2014), bylo definovat, jaké evoluéni
procesy a mechanismy se podilely na vzniku vzdjemného nutricniho vztahu mezi
bakterii a $ténicemi a jak a kdy v pribéhu koevoluce ziskal druh Cimex lectularius
biotinovy operon. Diky komplexnimu prizkumu genomickych dat se zde diskutuje
na urovni evoluéni hypotézy o ziskani biotinového operonu u C. lectularius

v pribéhu koevoluce hmyzu a bakterie Wolbachia.

Ur¢il se zde kompletni genom bakterie Wolbachia asociované s Cimex lectularius,
ktery byl svou velikosti a sloZzenim podobny genomtm fakultativnich endosymbiontii
bakterie Wolbachia. Ve studii byly pouzity $ténice kmene JESC, TUA (Tokio,
Japonsko), TIH (Toyama, Japonsko) a SYDL (Sydney, Australie) a Cimex japonicus
Usinger, 1966 (Hokkaido, Japonsko), jejichz DNA byla podrobena namnozeni

a sekvenovani.

Po shromazdéni bakteriomd ztél 26 Sténic kmene JESC aextrakci DNA
ze symbiotickych organti, byla DNA podrobena sekvenovani. Z ptectenych
fragmentli bylo ziskdno 1250 060 bp cirkuldrniho bakteridlniho genomu. Pfestoze
vSechny znamé genomy bakterie Wolbachia spojené s hmyzem maji béZné kompletni
cestu pro riboflavin (vitamin B2) a ¢aste¢nou cestu pro pyridoxin (vitamin B6)
a folat (vitamin B9), genom bakteric Wolbachia u sténice Cimex lectularius navic
obsahoval kompletni cestu pro biotin (vitamin B7) a ¢aste¢nou cestu pro thiamin
(vitamin Bl). Geny pro biotinovou syntézu bioC, bioH, bioF, bioA, bioD a bioB
vytvotily kompaktni operon na genomu C. lectularius, stejné jako tii geny zapojené
do thiaminové drahy, tenAl, thiD ai thiM. Ze vSech téchto vysledki vychazi
hypotéza, ze syntetické drahy pro biotin, thiamina dalsi vitaminy B se dynamicky

pohybovaly napfi¢ riznymi bakteridlnimi liniemi, pravdépodobné jako evolu¢né
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soudrzné funkéni moduly nebo operony. Obsah vitaminG byl analyzovan pomoci
hmotnostniho spektrometru, kdy se odebraly nymfy od riznych treatmentd 10 dni po
poslednim krmeni ve tfetim instaru. V pokusu se sledoval vyvoj Sténic 1éCenych
antibiotiky s uméle upravenou potravou se vSemi vitaminy, s vitaminy kromé

thiaminu a s vitaminy kromé¢ biotinu.

Cimex lectularius byl po ptijmuti potravy s ATB opét opozdény ve vyvoji a kladeni a
Casty byl predCasny tuhyn. Ve Cctvrtém instaru byl zhmyzu extrahovan
a kvantifikovan vitamin B, ktery se uléenych zvifat ATB objevoval v niz§im
mnozstvi nez u skupiny kontrolni. Zaroven byla objevena skutecnost, ze je Sténice
schopna syntetizovat vitamin B1 a B6 (thiamin a pyridoxin). Skupiny bez biotinu
a skupiny bez vSech vitaminli s ATB dospivaly Spatn€. Naproti tomu, kdyz byl
thiamin selektivné vynechan z potravy doplnéné o vitamin B, nebyl pozorovan zadny
vyznamny pokles kondice. To je pravdépodobné odraz neuplné syntetické cesty pro
thiamin v genomu bakterie Wolbachia u C. lectularius. Fylogeneticka analyza
podporuje hypotézu, ze geny pro syntézu biotinu byly ziskany jako cely biotinovy
operon u piedka Cimex lectularius a Onchocerca ochengi lateralnim pfenosem geni

Z neptibuzné bakterie, ktera byla fakultativni endosymbiont.

5.3 Genové drahy vitamini B v bakterii Wolbachia

Moriyama et al. (2015) se zde zamé&fil na geny zodpovédné za syntézu riboflavinu
u kment bakterie Wolbachia asociovanych s hmyzem. Gen pro syntézu riboflavinu
ribA, ribB, ribC ribD, ribE aribF nebyl nalezen jako koherentni operon, ale byl
rozptylen po genomu bakterie. Vzhledem k tomu, Ze geny pro syntézu riboflavinu
byly stabilni po celou dobu evoluce bakterie, oekava se, ze fylogeneze genl pro
syntézu riboflavinu by méla odrazet genomickou fylogenezi bakterie Wolbachia.
Fylogeneze zalozena na proteinovych sekvencich RibA, RibC, RibD, RibE a RibF
vykazovala Vv podstaté stejné vzorce: superskupiny A, B, C, DaFhbyly

identifikovany jako odli$né linie.

Naproti tomu fylogeneze zalozend na RibB proteinovych sekvencich vykazovala
zvlastni vzor: byly identifikovany dvé velké sesterské vétve, jedna sestavajici ze
sekvenci superskupin A, B, C, D aF (,,pfedpokladany typ vertikalni transmise)
adruha obsahujici sekvence pouze ze superskupin A a B (pfedbézné nazyvané

»predpoklddany typ laterdlni transmise™). Tyto vzorce mohou odrazet slozité
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vyvojové trajektorie RibB béhem diverzifikace bakterie Wolbachia. Z této situace
vyplyva, ze se RibB mezi superskupinami V historii pfenasel horizontalné.
Fylogenetické analyzy v genomech bakterie Wolbachia projevovaly typické

fylogenetické vzorce odrazejici genomickou fylogenii bakterie.

Celkové lze fict, ze cesta syntézy ribofavinu napii¢ riznymi kmeny Wolbachia
ashoda mezi geny pro syntézu riboflavinu a genomickou fylogenezi bakterie
naznacuje, ze cesta syntézy riboflavinu byla stabiln¢ udrzovana v evolu¢nim pribéhu

raznych kment Wolbachia spojenych s hmyzem.

Experimentalni pokus na umélém krmném systému s krali¢i krvi, antibiotiky
a doplnénymi B vitaminy kromé riboflavinu vykazovaly vyrazné nizsi miru pteziti,
niz8i miru vyskytu dospé€lych a nizsi plodnost nez ty, které byly chovany na krali¢i
krvi dopInéné viemi vitaminy skupiny B. Sténice ovlivnéné ATB a krmené potravou
doplnénou o riboflavin a biotin vykazovaly podobnou miru plodnosti, vyvinu do
dospé€lce a preziti jako ty, kterym byla poskytnuta potrava se vSemi vitaminy B.
Stejné vysledky poskytly 1 skupiny, kterym byl kromé biotinu a riboflavinu doplnén 1
thiamin, ackoliv je pravda, Ze zde se mira plodnosti lehce propadla. Tyto vysledky
jsou vsouladu s fakty, ze mezi syntéznimi cestami pro vitaminy B kodovanymi
v genomu Cimex lectularius jsou kompletni cesty pro riboflavin a biotin, ale cesty

pro ostatni vitaminy B v¢etné thiaminu jsou netiplné nebo zcela chybi.

5.4 Test prevalence bakterie Wolbachia v populacich Sténic

a kokladogeneze $ténic a bakterii Wolbachia

Vztah mezi Nematoda a bakterii Wolbachia je znam jako obligatné¢ mutualisticky.
V ramci druhii vyssich taxond je zde 100 % prevalence bakterie Wolbachia. Celkové
jsou vlastnosti $ténic v souvislosti s bakterii Wolbachia vice podobné vlastnostem
hlistic, nez vlastnostem ostatnich clenovct. Zde tesil Balvin et al. (2018) otazky, zda
je tomu tak i v kospeciaci Sténic a bakterie Wolbachia. Testovala se zde podobnost
fylogenetickych stroml mezi bakterii a $ténicemi, prevalence mezi druhy v rdmci
vys$ich taxonti a prevalence v ramci druhti $ténic. Napti¢ druhy Sténic byla tendence
potvrdit pfitomnost a potencialni funkci biotinovych gent, které jsou podkladem pro

mutualisticky vztah.

20



Testovanymi objekty byli jedinci z blizce ptibuzné linie Cimex lectularius-tii druhy
z rodu Paracimex a dalsi Cimex sp. z Japonska. VSichni jedinci pattili do podceledi
Cimicinae. Vsech 68 jedincti ze vSech 15 testovanych druhti §ténice bylo pozitivnich
na bakterii Wolbachia. Geny WSP (Wolbachia Surface Protein) vykazovaly u vSech
druhti jednozna¢né sekvence jediného ptitomného kmene Wolbachia, zatimco HCPA
(dalsi lokus kodujici protein) vykazal u péti vzorka (2 od C. pipistrelli a 3 od Cimex
hirundinis Lamarck 1816) dvojity signal, coz u téchto druhti naznacuje pfitomnost
dvou kment Wolbachia. V soucasné dobé neni jasné, zda jsou oba kmeny
mutualistické nebo ne a zda neptedstavuji ptipad konkurence mezi dvéma kmeny,
které by se cCasem vyfeSily. Vyskyt dvou kment také naznacuje moznost

horizontalniho ptenosu Wolbachie mezi druhy §ténic nebo z jinych druhti hmyzu.

Wolbachia loci: HCPA + WSP Insect mtDNA: COI + 16S
r— Cimex lectularius = = = = = = = -1
0.84L= Cimex cf. emarginatus - - - -=41.0
Cimex cf. latipennis = = = = = —
— Cimex brevis= = = = = = = = =

] [0
1.08— Cimex adjunctus N1 = = = = = 1.0[0.96
1.0 Cimex adjunctus 8 locations - 1.0

1.0 Cimex cf. antennatus - = = -

Paracimex cf. chaeturus = = =
1.0| EParacimex borneensis = = = ;ﬁ
1.0%= Paracimex setosus= = = = = = 1.0

k0 E Cimex vicarius 149 = = = = = =
1.0~ Cimex vicarius 881« = = = = = ] 1.0

0.99

Cimex hirundinis = = = = = =

Cimex pipistrelli 11 locations =

Cimex pipistrelli Lebanon = = -=0 98 1.0

Cimex japonicus = = = = = = = 0.08

Cimex pipistrelli Mongolia = - - 0.84 1.0

= Cimex sp. Japan=- = = = = = = 0.53
E Cimex hemipterus 6 locations j
1.0k~ Cimex hemipterus Borneo = = ==41.0
Wolbachia with functional biotin
Wolbachia with biotin amplification negative or failed

Wolbachia with eroded biotin
—— branches with incongruent position between Wolbachia and mtDNA trees

Obrazek 10:Kladogramy zaloZené na mtDNASténic (vpravo) a Wolbachia WSP a HCPA lokusech
(vlevo). (Balvin et al. 2018).

Biotinové lokusy se ukazaly funkéni u vSech sledovanych druhi, kromé Cimex
japonicus, coz odhalil uz Nikoh et al. (2014) a také Cimex hemipterus. Nefunk¢ni
sekvence genu se nasli vyhradné¢ u Cimex hemipterus a u dvou druhi Paracimex.
Rozdil mezi t€mito dvéma skupinami a zbytkem druhti Cimex je dale podporovan

délkou vétvi téchto taxonii na kokladogramu HCPA a WSP ve srovnani s délkou
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vétvi u jinych druht Cimex s funkénim biotinovym lokusem. Zatimco vétSina druht
Sténice domaci vyuziva poskytovani biotinu bakterii Wolbachia, symbioza bakterie u
C. hemipterus a Paracimex spp. je pravdépodobné evoluéné odlina a mize mit jinou
funkci. Tato mysSlenka muze byt testovana experimentalné pomoci manipulaci

Wolbachia u C. hemipterus a Paracimex.

Tti rizné provedené testy kokladogeneze jednoznacné podporovaly tésnou shodu
fylogenii mezi $ténicemi a bakterii Wolbachia. Studie prokazala 100 % prevalenci
vramci druhu a mezi druhy a uzkou kokladogenezi mezi Sténicemi a bakterii

Wolbachia.
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6 Metodika

Objektem pro experiment této prace se stal Cimex pipistrelli, jelikoz se u né&j objevil
I jiny kmen bakterie Wolbachia (Balvin et al. 2018). Prace méla odhalit, zda ma tento
kmen dominantni funkci v syntéze vitamini B2 a B7, nebo jinou. Dale se testoval

Cimex hemipterus kvili posunu éteciho ramce sekvence genu pro vitamin B7 (Balvin

vvvvvv

vvvvvv

fungovala pro studované druhy. Zaroven bylo potfeba postavit experiment tak, aby
test metodiky slouzil k pfedb&éZznému prozkoumani vztahu testovanych druhti $ténic a

bakterie Wolbachia.

6.1 Metodika drivéjSich vyzkumii

a) Hosokawa et al. (2010)

Zde byly Sténice chovany v Petriho misce, uchovavany v konstantni tmé pii teploté
25 °C s kousky papiru jakozto mistem pro kladeni. Krmeny byly ptes parafilmovou

membranu na krali¢i krvi, zahtaté na 37 °C, kazdé dva tydny.

Z kolonie kmene JESC byli odebrani jedinci a rozdé€leni na skupiny po tfech
samicich a tfech samcich vzdy do dvou tydnli od narozeni. Kazda skupina byla

nahodné pfifazena k nasledujicim treatmentim:

e ATB v kombinaci se vSemi vitaminy
e ATB

e Kontrolni oSetfeni pouze methanolem, ktery slouZzil jako rozpoustédlo pro
ATB

Krmeni probihalo kazdy tyden 20 minut a proces reprodukce trval 8 tydnt, pficemz
byl zaznamendvan pocet nakladenych vajec kazdé skupiny a zda jsou vajicka sterilni
¢i fertilni. Pro hodnoceni ucinkti bakterie Wolbachia na rist jedinct se odebraly
nymfy ptivodni kolonie kmene JESC béhem prvniho tydne od vylihnuti. Nymfy byly
opét nahodné rozdéleny do skupin po deseti a opét rozdéleny k vySe zminénym
experimentalnim druhiim treatmentti. Pozoroval se jejich vyvoj az do dospélce

nebo do smrti.
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b) Nikoh et al. (2014)

Zde byl pro experiment pouzit stejny kmen a stejny chovny postup jako u predesiého

vyzkumu.

Prvotné se odchovali rodi¢e na krvi doplnéné o vSechny B-vitaminy. Jejich potomci-
nymfy prvniho stupné pak byli za Gcelem vylou€eni trans-genera¢niho pifenosu
vitaminit B krmeni do dospélosti krvi bez suplementace B-vitaminy. Témto
dospélym jedincim bylo umoznéno pafeni a jejich potomci byli nahodné rozdéleni

do nasledujicich experimentalnich skupin:

e ATB bez vitamina
e ATB se vSemi deseti vitaminy

e ATB se vSemi vitaminy bez B2 nebo bez B7

Hmyz byl krmen jednou tydné a proces se opakoval, dokud hmyz nedospél nebo
neuhynul. Sledovala se zde Uspé&$nost vyvoje larev do dospélce adélka tohoto
vyvoje.

c) Moriyama et al. (2015)

Zde byl pro experiment pouzit stejny kmen a stejny chovny postup jako u predeslého

vyzkumu.

Pted nutricnim experimentem byli rodiCe 1é¢eni ATB a néasledné chovani na potravé
doplnéné o vSechny B-vitaminy. Jejich potomci pak byli po celou generaci krmeni na
krvi bez suplementace, ¢imz se opét eliminovaly U¢inky pfenosu B-vitamini od
matky. Novorozené nymfy téchto jedinci byly jednou nakrmeny krvi bez

suplementace a nésledné rozdéleny do péti skupin, kterym byly pfidéleny treatmenty:

e Pouze ATB

e ATB se vSemi 10 vitaminy

e ATB se vSemi vitaminy bez B2

e ATB+B2aB7

e ATB + B2, B7 aB1 (thiamin)
Kazda skupina o deseti nymfach byla krmena jednou tydné a sledovana za ucelem
ziskani informaci ohledné uspéSnosti vyvoje larev do dospélcii, délky vyvoje do
dospélcti a miry pieziti. Odebranym dospélym samicim bylo nasledné¢ po dobu 16

tydnt pocitano mnozstvi nakladenych vajec.
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6.2 Material a podminky chovii a experimentii

Kolonii Cimex hemipterus pfivezla Martina Komarkova z Bornea v roce 2015,
Cimex pipistrelli byl nasbiran Ondiejem Balvinem v kolonii netopyra velkého Myotis
myotis Borkhausen, 1797 ve mésté Duba v roce 2014, kolonie Cimex lectularius byla
nasbirdana v kolonii stejného druhu netopyra v HanuSovicich Tomasem Bartonickou,

také v roce 2014.

Sténice byly z velké piedpiipravené kolonie rozdéleny po parech, vzdy do jedné
krmici zkumavky, kterd byla popsdna tak, aby bylo ziejmé, o jakou linii se jedna,

jakymi latkami je upravena jejich potrava a identifika¢ni ¢islo kazdé zkumavky.

Prostor laboratote, kde se se §ténicemi manipulovalo, byl specificky upraven. Krmici
mistnost byla vybavena cervenym svétlem, které se pouzivalo béhem krmiciho
procesu, aby pii manipulaci nebo pozorovani nebyl narusen biorytmus $ténic. Krmici
nahiivana plocha zarucovala udrzeni teploty podéavané krve po pozadovanou dobu.
Klimaboxy zarucovaly klid, teplotu 27 °C a vlhkost vzduchu 70 %, idealni pro vyvoj,

kladeni nebo svlékani §ténic.

Problematika krmeni, pocitani Sténic a vajicek byla vyfeSena krmicimi zkumavkami.
Vicko z prithledné zkumavky o objemu 15 ml bylo vyfiznuto a nahrazeno sitkou,
kterd umoznovala pfistup k potravé bez toho, aniZ by S§ténice prostor zkumavky
opustily. Do té byl pro uchycovani pohybu S$té€nic a kladeni vaji¢ek pifidan Cerny

papirek.

Krev, ktera byla vyuzivdna ke krmeni $ténic, byla komeréné dostupna lidskéa krev
Z fakultni nemocnice v Bohunicich v Brné. Krev obsahovala konzervant CPDA-1,
ktery po dlouhou dobu udrZoval ¢ervené krvinky Zivotaschopné, udrzovanim hladiny
ATP. Jedna se o antikoagula¢ni roztok, obsahujici kyselinu citronovou, citrat sodny,
monobazicky fosfore€nan sodny, dextrézu a adenin, ktery umoziuje skladovat krev

pfi teploté 2-5 °C po dobu az 35 dni (Jedovnicka, 2007).

Pro tento experiment se krev vzdy v den krmeni rozdélila a pro kazdou skupinu
Sténic se utvorila zvlast krmné davka do utvotrenych parafilmovych sacki, které byly
pevné, ale Sténice se skrze né pomoci bodavé-saciho ustroji snadno nakrmi. Michéni

krve s latkami probihalo v laboratofi vzdy jednou tydné tésné pred krmenim.
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Po namichani byly sacky s krvi nahtaty na desce ve vodni l4zni pro udrzeni teploty
krve na 38° C. Poté byly krmici zkumavky ptilozeny vickem dol na sa¢ek. Krmeni
jedné zkumavky obvykle trvalo 10-15 min pro Uplné nasyceni §ténic a probihalo bud’

ve tmé, nebo pod ¢ervenym osvétlenim.

6.3 Test vlivu bakterie Wolbachia na Zivotni projevy $ténic

V experimentu se navazovalo na tyto studie: Nikoh et al. (2014), Hosokawa et al.
(2010) a Moriyama et al. (2015). Diky vyzkumim, kde se potvrdilo dodavani
riboflavinu a biotinu bakterii Wolbachia $ténicim C. lectularius, se na zakladé studie,
kterou provedl Balvin et al. (2018), predikovala stejna skute¢nost u druhi Cimex
pipistelli a Cimex hemipterus. Proto prace vénovala pozornost pravé vitaminu B2
a B7 a zamé¢fila se na prokazani jejich syntézy prostfednictvim bakterie Wolbachia.
Za timto ucelem a diky védomostem piedchozich studii se sledovanymi parametry
stalo mnozstvi nakladenych vajicek a vyvoj jedincii od larvalniho stadia az po
dospé€lce, pricemz pomocnymi determinanty se stalo i rozliSeni vajicek sterilnich ¢i

fertilnich.

Ptiprava a michani krve vramci treatmenti se odvozovala téz od piedchozich
vyzkumt. Pouzité vitaminy byly michany v rozpoustédle PBS (Phosphate Buffered
Saline)-fosfatovy roztok s0,15 NaCl (Lake, Friend, 1968) (viz Tabulka 2).
Antibiotikum rifampicin, uzkospektré antibiotikum, které patfi
mezi antituberkulotika a tlumi nebo uplné vymyti ucinky bakterie, bylo rozpusténo
Vv methanolu. Kontrolni treatment, tedy treatment pro kontrolni skupinu, neobsahoval
zadné pridané latky. PBS a methanol se do kontrolni krve ptidaval, aby se krev
natedila stejné jako krev s ostatnimi treatmenty. Tim bylo vylouc¢eno potencialni
zvyhodnéni ,hust$i“ krve. DalSim divodem bylo objeveni methanolu pouze

V upravené krvi a riziko ptipadné toxicity methanolu.
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Compounds* Final concentration®*

Thiamine 100 pg/mL
Riboflavin 20 pgfmL
Nicotinic acid 100 pg/mL
Pantothenic acid 100 pg/mL
Pyridoxine 100 pg/mL
D-biotin 1 pg/mL
Folic acid 30 pg/mL
Cobalamin 1 pg/mL
Choline chloride 185 pg/mL
Mesc-inositol 118 pg/mL

*Prescription according to a previous study on the kissing bug Rhednius profikus (1)

Tabulka 2: Piehled B vitamind pouZitych pro upravu krve podle piedlohy
(Lake P., Friend W. G., 1968)

6.4 Pokus 1 — Test vlivu bakterie Wolbachia na larvalni vyvoj $ténic

Utelem prvniho pokusu bylo charakterizovat vliv treatmentu na vyvoj jedince (doba
svleku), tedy doba, za kterou se larva vyvine do dospélce. JelikoZz §lo o prvni test, byl
zaroven bran jako potvrzeni fungujici metodiky. Pro tento test se zvolila jen zakladni
forma treatmentii. Pro kazdou skupinu s uréitym poctem jedincii byly vytvoreny tfi

replikaty kazdého treatmentu pro BOR a dva replikéty pro CPIP (Ptiloha 1).

Pro pokus bylo z kazdé kolonie oddéleno mnozstvi §ténic v prvnim instaru, které
bylo rozdéleno do nékolika skupin a vZdy tfetina skupin pro kazdy druh Sténice byla

ptifazena k jednomu z nasledujicich treatmentt:

- krev obsahovala ATB a vsechny vitaminy bez B2 a B7.
+ krev obsahovala vSechny vitaminy a ATB.

0 kontrolni skupina-krev neobsahovala vitaminy ani antibiotika

Pro prvni skupinu $ténic, oznac¢enou jako ,,minus®, se pfedpokladal zpomaleny vyvoj

v disledku chybgjicich vitamint B2 a B7, které bakterie normaln¢ syntetizuje.

Pro skupinu oznaCenou “plus®“, byl piedpoklad zastaveni syntézy, ale nasledné
navraceni se k normalu diky dodanym vitamintim, které by bakterie Sténici dodavala,
kdyby nebyla pouzita antibiotika. Ocekéaval se tedy vysledek shodny s kontrolni

skupinou.
Skupina “nula®, tedy kontrolni skupina by se méla vyvijet normalng.

Kazd4 skupina byla krmena 1x tydné, vzdy 20 minut a nésledujici tyden byli

spocitani svleceni jedinci a proces se po dobu 8 tydni opakoval. Pro piehled byla
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vytvoiena tabulka, kam se po kazdém krmeni zapisoval pocet Sténic v daném instaru.
Béhem testovani se Cimex hemiterus (z Bornea-oznac¢eni BOR) ukazal jako jedina
linie schopna reprezentovat provadény test, proto se statisticky vyhodnotily vysledky

pouze z této linie.

Vliv ATB a suplementace vitamint na vyvoj Cimex hemipterus byl tedy testovan
pomoci zobecnéného linearniho modelu se smiSenymi efekty a Bernoulliho
binomickym rozdélenim zavislé proménné, tedy dosazeni a nedosazeni dospélosti.
Jako faktor slouzil treatment (prava krve: ATB + 8 vitamin bez B2 a B7; ATB +
10 vitamint véetné B2 a B7; kontrola bez ATB a vitamint) a piislusnost jedince ke

skupiné byla pouzita jako nahodny efekt.

6.5 Pokus 2 - Vliv bakterie Wolbachia na kladeni vajec u $ténic

Druha cast pokusu byla zamétena na kladeni vaji¢ek. K druhému testu se pfistoupilo,
jelikoz prvni test u CPIP nefungoval - Sténice se na kontrolni krvi nebyly schopny
vyvinout. Samice pieduréené k tomuto pokusu byly odchovany z larev krmenych
neupravenou krvi. Jednalo se o panenské jedince izolované od zbytku populace az do
doby dospélosti a reprodukéni zralosti. Pred pafenim byly tyto samice nakrmeny
Ctytikrat dle pozadovanych skupin upravenou krvi. Po kazdém dal§im krmeni, kdy
samice vejce nakladly, nasledovalo s¢itani a zapisovani dat. Prvni zaznamenana
sniSka byla ze ¢tvrté davky upravené krve, aby doSlo k ovlivnéni rodi¢ovskych
Sténic antibiotiky. Zv1ast’ se zapisovala vajicka fertilni, sterilni, nebo vylihnut¢ larvy.
Po secteni se vSechna vajicka zlikvidovala a byl vytvofen novy €isty prostor pro dalsi

kladeni.

Jelikoz u Cimex lectularius byl znam fakt, ze Wolbachia dodava oba vitaminy, prace
se snazila potvrdit tuto skute¢nost u Cimex hemipterus prostfednictvim vynechani

vzdy bud’ vitaminu B2, nebo B7 a o¢ekavala se snizena produkce vajec.

Krmna davka méla potvrdit teorii, ze antibiotika bakterii Wolbachia utlumi a tim se
zvy§i mortalita nebo snizi produkce vajicek. Jelikoz v prvnim testu Cimex
hemipterus na treatmenty reagoval dobfe, rozhodlo se o dalsi specifikaci treatmentd.
Skupinam druhu Cimex pipistrelli byly treatmenty podavany pouze 4 (0,=,-,+)

jelikoz se tento druh v prvnim testu na treatmentech neprojevoval nejlépe.
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0 -kontrolni skupina-krev neobsahovala vitaminy ani antibiotika
= -krev obsahovala pouze ATB

- -krev obsahovala ATB a vSechny vitaminy bez B2 a B7.

+ -krev obsahovala vsechny vitaminy a ATB
B2 - krev obsahovala vSechny vitaminy bez B7
B7 - krev obsahovala v§echny vitaminy bez B2

Kontrolni skupina “0“ by méla vaji¢ka produkovat normalné diky dodavanym B-

vitaminum od bakterie.

U skupiny oznacené “=* byl pfedpokladéan rapidni pokles schopnosti snaSet vejce.

(I3

Pro skupinu “B2* a “B7* bylo o¢ekavani vice méné¢ stejné, jako pro skupinu

[T

U skupiny se za predpokladu, Ze bakterie Wolbachia syntetizuje urcity vitamin,

oc¢ekavalo mén¢ nakladenych vajec.

Skupina “+“ méla potvrdit, Ze je aposymbioticky hostitel po suplementaci B2 a B7
schopen normalné snaset, jelikoZz ATB potlacuji pouze bakterii, nikoliv samotné

vitaminy.
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7 Vysledky

7.1 Pozorovani vyvojového cyklu

U prvniho pokusu se pozoroval larvalni vyvoj §ténic po dobu 8 tydnt. U CPIP
(Cimex pipistrelli) a HAN (Cimex lectularius) se okolo druhého instaru objevila
absence schopnosti se nakrmit. U CPIP také nesouhlasil proces vyvoje v zavislosti na

treatmentu (kontrolni skupina horsi nez skupina s vitaminy) (Ptiloha 1).

Vysledek tohoto testu ukazal jeho velmi malou silu z divodu malého poctu skupin
pro kazdy treatment. Pomoci ICC (Intraclass correlation coefficient) testu byla
nasledné testovana zavislost v rdmci hladin ndhodného efektu. Jelikoz se podobnost

jedinct v ramci skupin ukazala jako nulova, byl nahodny efekt z modelu vytazen.

(T3

U skupiny (BOR) dosahly nékteré larvy patého instaru spole¢né s larvami
ostatnich skupin, ale az do osmého tydne pozorovani se nesvlékly do dospélce.
Vysledky (Tabulka 3) ukazuji, ze béhem 8 tydnt dospélo primérné nejvice jedinct
U kontrolni skupiny “+“ kde se z celkového poctu 48 Sténic vyvinulo do dospélosti
33 jedinct. Ve skuping “0%, s celkovym poctem 37 dospélo 17 Sténic. Kontrolni

skupina “+* si tedy vedla primérné 1épe, nez skupina “0“. Kompletni tabulka vSech

sledovanych skupin a jejich vysledkt v ptilohach (Ptiloha 1).

Na zékladé zredukovaného modelu, predpokladajiciho nezavislost jedincti v ramci
experimentalnich skupin, byl efekt upravy krve na vyvoj Sténic prikazny
(x*=39,6;p =2,508x10%. Pomoci mnohonasobného srovnani stfednich hodnot
(Tukey contrasts) byly testovany parové rozdily mezi skupinami s riznym
treatmentem. Sténice, kterym byla dodéna antibiotika, ale vitaminy B2 a B7 nebyly
kompenzovany, se vyvijely v dospélce se signifikantné mens$i pravdépodobnosti
(0,032) nez S$ténice, kterym byly vitaminy kompenzovany (0,687, z =3,941, p <
0,001) a nez sténice z kontrolni skupiny (0,459, z =-0,03, p = 0,00596). Rozdil mezi
kontrolni skupinou a skupinou skompenzovanymi vitaminy nebyl prukazny

(z =2,096; p =0,08310).
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Treatment Celkem larev Celkem adulti
+ 17 10
<5 17 13
== 14 10
0 8 2
0 17 7
0 12 8

Tabulka 3: Nejkvalitnéjsi ziskané vysledky svlékani do dospélet u Cimex hemipterus

7.2 Pozorovani kladeni vajec

Jelikoz prvni pokus poskytnul uspokojujici mnozstvi informaci, v druhém pokusu se

rozhodlo o podrobnéjsi specifikaci treatment.

Vysledky s kladenim vajicek se netestovaly statisticky, jelikoz ziskana data nebyla

(I3 Ce__¢¢

vypovidajici. Skupiny a m¢ély klast méné, nez skupina kontrolni “0%, coz se

nestalo. Statistiky pro neplatny test tedy nebylo potieba.

Pokus spocival v pozorovani poctu nakladenych vajicek. Kladeni bylo pozorovano
po dobu 4 tydni. Procentualné nejvyssi pocet nakladla linie BOR s treatmentem
“0“a “+“ a Gspésnost nakladenych fertilnich vaji¢ek zde ¢inila 94 %. U linie CPIP
bylo s aspésnosti 99 % nakladenych fertilnich vajicek u skupiny s treatmentem “—
tedy krev s ATB a vSemi vitaminy bez B2 a B7 (Tabulka 4).

Vliv ATB u BOR zacal byt viditelny az druhy tyden u skupiny “=*, ktera byla ve
vyrazném poklesu na rozdil od ostatnich treatmentl. Ackoliv se Ctvrty tyden zvysil

Ce__cc

pocet vajec u skupiny “+*, skupina méla stejné vysledky jako skupina kontrolni.

Ptehled procentudlniho mnozstvi nakladenych fertilnich vajec béhem ctyf tydnii

(Ptiloha 4, prvni fadek) znadzornuje, Ze kontrolni skupina nakladla vice vajec, nez

[T 13 Ce__¢¢

skupina a “=*“. Projevil se zde pozitivni vliv vitamint, jelikoZ skupina “+*
nakladla vice vajec nez skupiny, kde chybi B2 a B7. Skupina “+* je na stejné Grovni

jako skupina kontrolni (Pfiloha 4).

U CPIP se vliv ATB potvrdil u skupiny “=“, kdy kladla vice sterilnich vajec nez
kontrolni skupina “0“. Celkové se zde ale vliv ATB a nutri¢ni vztah neda potvrdit,
protoze mira sterility nesouhlasila ¢tvrty tyden pozorovani. Stejny problém nastava
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u skupiny “+*, kde byla mira sterility vyssi nez u skupiny
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% fertilnich
vajicek | Tydenni pramér fertilnich vaji¢ek

94% 4,94
92% 5,04
91% 5,42
94% 6,38
90% 5,73
89% 571

% pocet
fertilnich prumér fertilnich

84% 1,27
78% 0,63
99% 2,09
92% 2,14
X X
X X

Tabulka 4: Procentualni a pramérny pocet vaji¢ek nakladeny ur¢itou linii dle podavanych treatmenti za
dobu 4 tydny
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8 Diskuse

8.1 Test vlivu bakterie Wolbachia na larvalni vyvej Sténic

Test pozorovani vyvoje byl zvolen z diivodu snadného ziskani a porovnani vysledk.
Pozorovani vyvoje bylo provedeno v ptedeslych studiich, které provedl Hosokawa et

al. (2010), Nikoh et al. (2014) a Moriyama et al. (2015) a poskytlo tedy nahled na to,
jak by proces mé¢l probihat.

V experimentu se svlékanim byla linie BOR (Cimex hemipterus) schopna jako jedina
ve vétsi mife dokoncit cyklus. Pfedpokladame, Ze jelikoz je linie BOR v tomto
experimentu jedind lidskéd linie Sténic, reagovala na podavanou potravu (lidskou
krev) nejlépe atim byla schopna projit celym vyvojovym stadiem az do dospélce.
Bylo tedy potvrzeno, Ze bez biotinu a riboflavinu maji $t€nice mizivou, nebo nulovou
moznost se vyvijet a miZze se potvrdit dilezitost syntetizovanych vitamint, které

dodava bakterie Wolbachia.

Z pozorovani, ze se skupina “+“ (BOR) svlékala Iépe (a¢ neprukazné¢) nez skupina
kontrolni, miizeme usuzovat, zZe suplementované vitaminy, bez ohledu na specifickou

pfitomnost vitaminti B2 a B7 pomohly této skuping se vyvinout.

Od skupin CPIP a HAN se zadnych uspokojivych vysledki nedostalo, jelikoz u
zadné skupiny, krom¢ CPIP “+*, Zadny jedinec nedospél. Vysledek, ktery u CPIP
ukazuje, Ze po dodani vSech vitaminl u skupiny “+*“ byly S§ténice schopné dospét
rychleji nez skupiny kontrolni, ilustruje stejny mechanismus jako u BOR, tedy ze
suplementace B vitaminii sama o sob& poméha vyvoji. Tento problém jiZ fesil Balvin
et al. (2018) pti chovu Cimex pipistrelli, kdy v kolonii pfetrvavaly tfeti instary,
u kterych se vyvoj zastavoval. Pfes védomi ohledné této skuteCnosti se doufalo, Ze
pokus ukaze né&jaké rozdily. Bohuzel, kontrolni skupina této linie neprosperovala.
Presnd pfiCina Spatného prospivani na podané potravé neni zndma, ale moznd je
obecna intolerance C. pipistrelli k lidské krvi, pfi které se Spatné vyviji.

Pravdou je, Ze nékteré zvlasté netopyii linie maji v rdmci obdobi roku snizenou
plodnost (Ondfej Balvin, 2020, in verb.). Zda experiment probihal pravé v této

sezon¢ zimniho klidu azda se jedna o klicovy faktor, zlstdva nezodpovézenou

otazkou.
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Na zéklad¢ tohoto poznatku se budouci prace mohou zaméfit na rozdéleni kontrolni
skupiny na skupiny dv¢, obé bez ATB, jedna s vitaminy a druha bez, aby bylo mozné

kvantifikovat vliv vitaminu samotnych.

Rozpor vysledka této prace s vysledky piedeslych studii, které provedl Nikoh et al.
(2014), kde byl pozorovan pouze Cimex lectularius, je nesporny. Duvod, pro¢ byl
experiment této prace UspéSny jen z ¢asti, mize vychdzet z pouziti odlisnych linii.
Mize se spekulovat, zda Cimex pipistrelli, stejn¢ jako netopyii linii $ténice domaci,
nesveédci lidska krev, a proto ve vyzkumu (narozdil od predchozich) byly vysledky
nevypovidajici. Pro pravdépodobnost této hypotézy sveédci vysledky kontrolnich
skupin vyzkumu Hosokawa et al. (2010), které poukazuji na zpomaleny vyvoj u C.
lectularius po manipulaci s potravou, zatim co studie této prace fikaji, Ze omezenim
ucinki bakterie Wolbachia u C. hemipterus Sténice ztraci schopnost dospét

a stagnuje v patém instaru.

8.2 VIiv bakterie Wolbachia na kladeni vajec u Sténic

Tento test byl zvolen z divodu aspésnosti prvniho testu. A¢koliv ne u vSech druhti
prvni test potvrdil zavislost na bakterii Wolbachia, vyvoj odpovidal vlivu podavané
potravy u Cimex pipistrelli, ktery na kontrolni krvi prospival htife, nez na krvi

s kompletni davkou vitamint. Test s kladenim vajicek se jevil jako spolehlivéjsi —

treatmenty se mohly projevovat jasné v poctu nebo v Zivotnosti vajicek.

Souhlasily zde vysledky s predikci ohledné vlivu podavani vitaminil a syntézy, tedy
u kontrolni skupiny “0* a skupiny “+*, coZ znamena, Ze po suplementaci vitamint
Sténice kladly stejn€ dobte jako Sté€nice, kterym s potravou nebylo manipulovano.

Linie CPIP a nasledné i linie BOR ale uspéSnost provadéného experimentu

vvvvv

Ce__¢¢

vitaminy bez B2 a B7 a vysledky byly srovnatelné se skupinou a kontrolni

skupiny “0%. Z logického hlediska je tedy tento test nevypovidajici, jelikoZ neni

vvvvvv

snasely vice vajicek, nez §ténice s vyhodou v suplementaci.

Prvni tyden pokusu u BOR nebyly vysledky kvalitni a srozumitelné. Zpracovana data
(Ptiloha 2) ukazuji vSechny treatmenty skoro ve stejné linii. U CPIP vliv ATB nebyl
ziejmy. Druhy tyden pokusu u BOR se vysledky oproti minulém tydnu vyrazné
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zmeénily, stdle ale neodpovidaji predikci vic¢i kontrolni skupin€. Treti tyden
nevykazuje vyrazné zmény a béhem ¢tvrtého tydne, kdy byl ocekavan nejvetsi efekt,

se nepatrné zvysil pocet vajec u skupiny “+* (Ptiloha 2).

Data z pozorovani sterilnich vaji¢ek bohuzel netikaji zadné uzite¢né informace,
nebot’ vysledky nesouhlasily s poddvanymi treatmenty. U CPIP je celkové skupina

Ce__¢¢

vic sterilni (kladla vice sterilnich vajec) nez “0“. To se ale netyka ¢tvrtého tydne,

Ce__¢¢

kde se mira sterility u skupiny ocekavala vyssi, nez u skupiny “0%. Stejny
problém nastava u skupiny “+“, kde je mira sterility vyssi nez u skupiny “-“ (Ptiloha

3).

Vliv ATB je mozna patrny u skupiny BOR v piehledu procentualniho mnozstvi

nakladenych fertilnich vajec béhem ctyt tydnii (Ptiloha 4, prvni fadek). Kontrolni

(I3 Ce__¢¢

skupina zde kladla vice nez skupina a“=“. Stejn¢ tak je mozné tusit vliv
vitamint, jelikoz skupina “+* kladla vice nez skupiny, kde chybi B2 a B7 zvlast.
Skupina “+“ je na stejné urovni jako skupina kontrolni. U BOR by podle oc¢ekavani

(T3]

nem¢éla skupina “=* klast vice nez skupina (Ptiloha 4). Experiment je dle téchto
vysledkl uspésny.
Skupina CPIP ani dalsi data v ptiloze ¢.4 ale tuto uspésnost nepotvrzuji.

Vysledky kladeni vajec po dodavani treatmentu u Cimex pipistrelli a Cimex
hemipterus nam nefikaji, ze by bakterie vitaminy nedodévala, ale z tohoto testu nelze
ani stoprocentné potvrdit, Ze by je dodavala. Vysledky z poctu sterilnich vajicek by
ale i ptes bezchybnou metodiku nebyly pfesné, jelikoz samice ve svém pfirozeném
prostiedi obcas sterilni vajiCka mezi fertilnimi nakladou, tedy mizou jednoduse
s fertilnimi korelovat. Vypovidajici by tak mohl byt pomér sterilnich a fertilnich

vajicek.

Co se tyce neuspéSnosti postupu pfi pozorovani kladeni vajec, ATB, kterymi se
samice az do dospélosti krmili, mélo v nasem pokusu nejspise malo ¢asu, aby u¢inné
pusobilo a vliv bakterie Wolbachia mohl byt prokazan. V metodikach Nikoh et al.
(2014) a Moriyama et al. (2015) byl tento problém u Cimex lectularius kvalitné
osetfen, ale zpusobem, ktery u Cimex hemipterus a Cimex pipistrelli nebylo mozné
aplikovat, nebot’ ani jeden z téchto dvou druhli nebyl schopny se vyvinout v dospélce

na dieté€ s ATB a nesuplementovanymi vitaminy B2 a B7.
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Test vztahu bakterie Wolbachia a $ténic pomoci sledovani vyvoje muze byt
V budoucnu aplikovan na test s reprezentativnim poctem nezéavislych skupin pro

jednotlivé vitaminy B2 a B7.

Pro test sledovani pocti kladenych vaji¢ek by bylo v budoucnu vhodné rodiCovské
Sténice na antibiotikéch a bez vitaminli odchovat od larev. Pfestoze se pro tuto praci
nenaSel zplsob, jak odchov pouze na ATB uskutecnit, japonskym studiim se tento
odchov u C. lectularius podafil. Bylo by tedy vhodné najit jinou moznou variantu

odchovu u C. pipistrelli a C. hemipterus.

Také lIze fict, Ze pro prokézani vlivu vitamini samotnych by bylo vhodné budouci
testovani zaméfit i na skupiny s vitaminy bez ATB, tedy testovat skupiny ve vSech

moznych kombinacich s pfitomnosti ATB a vitamind.
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9 Zavér a prinos prace

lectularius a postupy aplikoval s modifikacemi na Cimex hemipterus a Cimex
pipistrelli. Prvni test GspéSné prokazal zavislost C. hemipterus na bakterii Wolbachia,
pro C. pipistrelli je vSak pouzitelny s velkou rezervou, jelikoz kontrolni skupiny bez
antibiotik a vitamind vykazovaly hor§i vysledky nez experimentilni skupina
s kompenzovanymi vitaminy. Druhy test byl netspéSny, protoze cilové druhy
neumoznovaly odchovat celou generaci na antibiotikach bez vitaminu tak, jak to bylo
provedeno V japonskych studiich, na které prace navazovala. Shrnuté vysledky
potvrzuji syntetizovani biotinu a riboflavinu bakterii Wolbachia v téle C. hemipterus
a dalezitost bakterie Wolbachia v celém zivotnim cyklu. Prace upozoriuje na
moznou citlivost §ténic vici pozité potravé a vici obdobi, ve kterém se Sténice
studuji, tudiz i mozné neodpovidajici vysledky v provadénych pokusech. Nabizi se i
moznost §patného, nami vytvoteného Zivotniho prostiedi v laboratoti. Sténice se tedy
ukazuji, pfes svoji obecnou odolnost vici vnéjSim vlivim, jako velmi citlivé

a ovlivnitelné.
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Piiloha 1: Kompletni tabulka pocetu larev a pocetu jedinct svleCenych do dospélct dle

jednotlivych treatmentd a linii za 8 tydni
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Piiloha 2: Soubor grafii nakladenych fertilnich vajicek u BOR (vlevo) a CPIP (vpravo).

Prvni fadek predstavuje primérné tydenni hodnoty poétu vajicek za 4 tydny, dalsi fadky pak

pocty vajicek v jednotlivych tydnech. Osa Y znazorituje mnozstvi aosa X pouzité

treatmenty.
Pocet fertilnich za 4 tydny Pocet fertilnich za 4 tydny
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Piiloha 3: Soubor grafii nakladenych sterilnich vajicek u BOR (vlevo) a CPIP (vpravo).
Mnozstvi nakladenych vajicek beéhem ¢&tyt tydni (prvni fadek) a dale mnozstvi nakladenych

vaji¢ek zaznamenanych v jednotlivych tydnech. Osa Y znazoriiuje mnozstvi a 0sa X pouzité

treatmenty
Pocet sterilnich za 4 tydny Pocet sterilnich za 4 tydny
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Piiloha 4: Soubor grafii procentualniho mnozstvi nakladenych fertilnich vajicek u BOR
(vlevo) a CPIP (vpravo). Celkové procentualni mnozstvi nakladenych vajicek béhem &tyf

tydnd (prvni tadek) adale procentualni mnozstvi nakladenych vajicek zaznamenanych

Vv jednotlivych tydnech. Osa Y znazoriiuje mnozstvi a 0sa X pouzité treatmenty
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