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Anotace

The microbiome structure of hematophagous insects is still a generally unexplored
topic. This paper discusses the microbiome structure of different genetic lineages of the louse
Polyplax serrata. The samples were collected from locations in the hybrid zone of the specific
lineage of P. serrata. For the analyses of alfa and beta diversity, we have used data from
amplicon sequencing and then analysed them in RStudio. We mapped the 30 most represented
bacteria genera and presented them as a heat-map graph. The analyses results showed that the
microbiomes of different genetic lineages have very similar diversity, variability and structure.
Additionally, we also established a strange genetic lineage called Hybrid1 whose microbiomes
contain Wolbachia, a reproductive manipulator bacteria, which possibly can alter the whole

concept of hybrids in this particular hybrid zone of a specific lineage of P. serrata.
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1 UVOD

1.1 Mikrobiom a symbi6za

Mikrobiom se v poslednich desetiletich stal velmi popularni a neustale se rozvijejici
oblasti vyzkumu (Berg et al., 2020), a soucasn¢ roste zajem o toto téma 1 v nevédecké sfére.
Prvni definici terminu mikrobiom poskytli v roce 1988 John Whipps a jeho kolegové, kteti
jej velmi obecné popsali jako ,charakteristické mikrobialni spoleCenstvi, obyvajici dané
prostfedi s definovanymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi® (Whipps et al., 1988). Dnesni
nejcitovanéj$i definice ovSem pochazi z roku 2001 od J. Lederberga. Ten definici specifikoval
a vymezil jednotlivé interagujici skupiny mikroorganismi v mikrobiomu. V soucasnosti je
tedy mikrobiom popisovan jako ,,spoleCenstvi komenzalnich, symbiotickych a patogennich

mikroorganisma, sdilejici spolecny prostor v téle hostitele” (Lederberg & McCray, 2001).

Pro porozuméni pojmu symbiéza, ktery je v nasledujicim textu hojné vyuzivan, je
potfeba si tento termin ujasnit. V roce 1879 Anton de Bary definoval symbidzu jakozto
,,souziti dvou rozdilnych organisma“ (Oulhen et al., 2016). V §ir§im slova smyslu muze tedy
symbidza, jakoZzto spole¢né souziti dvou rozdilnych druht, byt mutualisticka (prospésna pro
oba druhy), komenzalni (jeden z druht profituje na druhém bez poskozovani jeho fitness) ¢i

paraziticka (jeden z druht profituje na druhém druhu na tkor jeho fitness) (Dimijian, 2017).

Vyse zminéné pojmy jsou potiebné k pochopeni vztahti v modelovém systému této
prace, ktery zahrnuje hostitelskou mysici rodu Apodemus, parazitickou ves Polyplax serrata
a symbiotické bakterie hmyziho mikrobiomu. Pojem symbiont je zde vnimam v jeho ptivodni,
Siroké definici, tedy jako ,,organismus zijici v bezprostiedni blizkosti (¢i uvnitf) jiného druhu®.
Jako parazitismus je dale oznacen vztah mezi hostitelskou mysSici rodu Apodemus a jejim
,parazitickym symbiontem* v8§i Polyplax serrata. Mutualismus je v této praci uvadén

predevsim v souvislosti se symbiotickymi bakterialnimi slozkami mikrobiomu vsi (a dalsiho

hmyzu), které jsou pro svého hostitele piinosné, ¢asto dokonce nepostradatelné.



1.1.1 Mikrobiom hmyzu

Diverzita a slozeni mikrobiomu pfimo ovliviiuje biologii a chovani hostitelského druhu
(Oliver & Martinez, 2014). Pienesené tedy muze mikrobiom ovliviiovat ekologickou niku,
kterou jeho hostitel obyva, a to na zdkladé zmén v hostitelském chovani, které jsou poté
reflektovany v interakcich hostitelské populace (Brown et al., 2020). Mikrobiomy mohou
vykazovat vyraznou druhovou specifitu a casto jsou velmi rozdilné i mezi blizce pfibuznymi
hostitelskymi taxony (Adair et al., 2020). A vzhledem ktomu, ze vné&jsi prostiedi je
nezanedbatelnym zdrojem novych ,soucasti“ mikrobiomu (naptf. diky horizontalnimu
prenosu, viz kapitola 1.2.2 Sekundéarni endosymbionti), je nutné brat v potaz také geografické
rozmisténi hostiteld a jejich ekologickou niku, které mohou vyrazné ovlivnit finalni sloZeni
mikrobiomu (Gupta et al., 2017; Brown et al., 2020). Roli mize hrat také hybridizace hostitelt
— kombinace genti znezavisle se vyvinutych genotypii muze zpusobit nesoulad mezi

mikrobiomem a jeho hostitelem (Lim & Bordenstein, 2020).

Nejenom vnéjsi prostiedi a genetika maji vliv na slozeni mikrobiomu. U nékterych
druhti hmyzu bylo prokazano, ze kliCovym faktorem ovliviiujicim slozeni mikrobiomu je
vyvojové stadium hostitele. Ontogenetické zmény stfevniho mikrobiomu hmyzu jsou obecné
vysvétlovany dvéma hlavnimi faktory: a) podstatnou prestavbou gastrointestinalniho traktu
béhem metamorfozy a b) odliSnymi potravnimi potiebami larev a dospélci (Hammer

& Moran, 2019; Brown et al., 2020).

Mimotadna evolucni uspésnost hmyzu spociva predev§im v jeho schopnosti vyuzivat
razné potravni zdroje a ve schopnosti obsadit a trvale obyvat Sirokou Skalu stanovist. Ta jsou
Casto silné limitovana nedostupnosti zivin, nebo poskytuji pouze nevyvazené zdroje potravy
s chybéjicimi esencialnimi latkami, které jsou potfebné pro spravny vyvoj a fungovani
hostitelského organismu (Feldhaar & Gross, 2009). Potencionalnim evolu¢nim feSenim je
zména potravni specializace a s tim spojené morfologicko-fyziologické a behavioralni zmény,
které jsou ovSem velmi nadkladné (Coll & Guershon, 2002; Denno & Fagan, 2003).
Alternativni, a evolu¢né preferovanou cestou, je asimilace metabolickych produkti
symbiotickych (mutualistickych) mikroorganismu sidlicich v mikrobiomu traviciho traktu

hmyzu (Baumann, 2005).

V kontrastu s vy§simi obratlovci ma hmyzi mikrobiom mensi diverzitu, coz se ukazuje
byt vyhodné pro jeho studium, nebot’ mensi komplexita poskytuje moznost zaméfit se vice

na konkrétni jednotlivé mikroorganismy a jejich ucel v mikrobiomu (Weiss & Aksoy, 2011).

~D~



1.2 Symbiotické bakterie hmyzu

V hmyzim mikrobiomu mtizeme nalézt Sirokou S§kalu mutualistickych, parazitickych
¢i komenzalnich symbionti-mikroorganismu. Neéktefi jsou pro svého hostitele esencialni,
nektefi manipulyji jeho reprodukéni chovani a nékteti prenaseji nebezpecné choroby (Berg et

al., 2020).

Dlouhodobé studovanou, a ziejmé tou nejvyznamnéjsi slozkou mikrobiomu hmyzu,
jsou symbiotické, Casto siln¢€ specializované (az obligatni) bakterie, jejichz mutualistické
vztahy s hmyzimi hostiteli jsou v pfirodé velmi castym jevem. Nékteré hmyzi druhy dokonce
udrzuji mutualistické vztahy 1 s nékolika symbiotickymi bakteriemi (Buchner, 1965).
Symbionti tak mohou v ramci jednoho hostitele nejenom koexistovat, ale 1 vzajemné
kooperovat (Vautrin & Vavre, 2009; Oliver & Martinez, 2014). Podle (Baumann, 2005) vice
nez 15 % veskerych druhti hmyzu hosti ve svém téle endosymbioticka mutualisticka
spoleCenstvi, a pres 10 % jich je zcela zavislych na svych obligatnich bakterialnich

symbiontech (Douglas, 1998; Wernegreen, 2002).

Mutualistické bakterie poskytuji svym hostitelim esencialni latky, které se v potraveé
hostitelti nenachazeji, a proto byly jejich mutualistické vztahy s hostiteli studovany a popsany
predevsim u skupin hmyzu, které konzumuji nutri€né chudou ¢i jinak zivinami limitovanou
stravu (Moran et al., 2008; Weiss & Aksoy, 2011). Tyto skupiny jsou fylogeneticky
i ekologicky velmi rozdilné (Wernegreen, 2002), napiiklad u fytofagnich druhti (msice,
molice, Cervci...) dopliiuji symbiotické bakterie dusikaté latky a aminokyseliny, na které je
floém rostliny chudy (Weiss & Aksoy, 2011). Konkrétnim piikladem je mutualisticka bakterie
msic Buchnera aphidicola, ktera svému hostiteli poskytuje esencialni aminokyseliny, které
msSice poté vyuzivaji k syntéze proteint (Douglas, 1998; Shigenobu et al., 2000). Podobné je
tomu u detritofagnich a xylofagnich termit ¢i mravenci, jejichz symbionti dopliiuji nutric¢ni
obsah detritu a zaroven v travicim traktu napomahaji pfirozkladu lignocelulozy (Engel
& Moran, 2013; Oliver & Martinez, 2014). K bezobratlym zavislych na nevyvazenych
zdrojich potravy fadime také hematofagy (viz kapitola 1.3 Mikrobiom hematofagniho hmyzu).

1.2.1 Primarni endosymbionti

Obligatni bakterialni mutualisty, jejichz pfitomnost je nezbytna pro spravny vyvoj
auspésnou reprodukci hostitele, nazyvame primarnimi endosymbionty (dale jen

P-symbionti) (Weiss & Aksoy, 2011). P-symbionti jsou v téle hostitele typicky lokalizovani



pouze ve specializovaném organu, tzv. bakteriomu (Moran et al., 2008), ktery je slozen
z jednotlivych bunék, zvanych bakteriocyty. Ty mohou byt bud’to vimezeteny mezi epitelialni
bunky traviciho traktu (napt. u mravenct rodu Camponotus; Wernegreen, 2002), nebo mohou
vytvaret jiz zminéné bakteriomy piiléhajici ke stfevu hostitele jako jakési , pseudo-organy*
(napf. u Svabi; Baumann, 2005). P-symbionti jsou uvniti bakteriocytd rozmisténi volné
v cytoplasmé (napft. bakterie Blochmannia ¢ Wigglesworthia), nebo uvnit vakuol, jak je tomu

u jiz zminéné Buchnery (Feldhaar & Gross, 2009).

Fylogeneze P-symbionti kopiruje fylogeneticky vyvoj jejich hostiteli (Baumann,
2005). Jedna se o jeden z nejstarSich typi mutualistické symbiozy (Dimijian, 2017), jehoz
puvod mizeme datovat az do doby pied 270 miliony let (Wu et al., 2006). V disledku tohoto
dlouhodobého souziti dnes nemohou symbionti existovat bez svych hostitelii (a naopak),
a Castecné také proto, ze v ramci evoluce doslo v jejich genomu k dramatickym redukcim
(Dale & Moran, 2006). Zredukovany byly naptiklad geny zodpovédné za urcité metabolické
(predevsim degradacni) drahy, obranné imunitni mechanismy, nékteré regulacni funkce,
a predevs§im dochazi ke ztratam gend zodpovédnych za kontrolu a opravu DNA (Feldhaar

& Gross, 2009; McCutcheon & Moran, 2012).

Oproti ,,volné zijicim® bakteriim jsou intracelularni mutualistiCti symbionti prenaseni
pouze vertikalné (tedy z matky na potomstvo), nejcastéji prostiednictvim cytoplasmy vajicek
(Dale & Moran, 2006). Vertikalni prenos vede ke snizeni virulence endosymbionti, ktera
nejenze znesnadfiuje potenciondlni horizontalni prenos (Vautrin & Vavre, 2009), ale také
negativné ovliviiuje velikost populace a jeji strukturu. Kvuli nemoznosti rekombinace
s liniemi v odlisnych hostitelich mizeme P-symbionty povazovat za klony, které se mnozi
asexualni cestou (Moran, 1996). To v jejich populaci zvySuje vliv genetického driftu, ktery
zpusobuje kumulaci mutaci v genomu, coz muze vést ke ztratam funkénosti genti a nasledné
k Gplnému mizeni téchto genl z genomu. Zaroveri v této malé populaci dochazi k nahodnému
bottleneck-efektu, ktery zptusobuje, ze se z mateiské populace bakterii pfenese na potomka
pouze Cast puvodni populace (ktera ma urCité mutace a stava se novou matetrskou populaci).
Bottleneck-efekt tak zvysSuje ucinek genetického driftu a oba tyto efekty umoziiuji Cast&jsi
fixace Skodlivych mutaci (Moran, 1996; McCutcheon & Moran, 2012). V genomech
P-symbionti byly nejvice zaznamenany Skodlivé mutace vedouci k deleci a inzerci gend,
¢i inaktivaci Caste¢né prospésnych, nicméné ne funkéné nezbytnych gent (Burke & Moran,

2011). Vsechny tyto faktory vedou k rapidnimu zmenseni genomu P-symbionta.



S redukci genomu také souvisi extrémné rychla sekvencni evoluce a zmény
v nukleotidovém slozeni DNA. V porovnani s ,,volné zijicimi* pfibuznymi bakteriemi dochézi
v malych genomech P-symbiontt k preferenci adeninu a thyminu (A+T) na ukor guaninu
a cytosinu (G+C) (Moran et al., 2008; Hildebrand et al., 2010). Existuje nékolik teorii,
snazicich se vysvétlit upfednostnéni A+T pred G+C, které pracuji s moznosti piimé selekce
pro tento trend. Nékteré teorie uvadéji, Ze se jedna o kombinaci populacné-genetickych faktora
a postupné se hromadicich §kodlivych mutaci (McCutcheon & Moran, 2012). Napftiklad
u endosymbiotické bakterie mouchy tse-tse Wigglesworthia glossinidia je pravdépodobné, ze
preference A+T je vysledkem ztraty gent SOS reparace, které zajistuji opravu DNA

a zabranuji vzniku mutaci (Akman et al., 2002).

1.2.2 Sekundarni endosymbionti

V mikrobiomu hostitele miizeme kromé obligatnich mutualistickych P-symbiontu najit
rovnéz fakultativni symbionty, ktefi nejsou pro svého hostitele esencialni z hlediska vyvoje
a reprodukce (Baumann, 2005). U nékterych jedinca stejného druhu je nemusime vubec
nalézt. Jedna se o tzv. sekundarni endosymbionty (dale jen S-symbionti), jejichz pfitomnost
muze hostiteli pfinaset fadu vyhod pro jeho fitness (Moran et al., 2008). Typickym piikladem
jsou opét mSice a jejich symbionti. Mutualisticka bakterie Regiella insecticola poskytuje
svému hostiteli rezistencni vyhodu proti patogennim houbam (Scarborough et al., 2005),
zatimco fakultativni Hamiltonella defensa a Serratia symbiotica zvySuji rezistenci vici

parazitoidim msic (Oliver et al., 2003).

Hlavnimi rozdily mezi obligatnimi P-symbionty a fakultativnimi S-symbionty jsou
lokalizace v téle hostitele, zplisoby pfenosu a udrzeni se v populaci hostitele. S-symbionti se
v téle hostitele vyskytuji jak intracelularné, tak extracelularn€, a to v nespecializovanych
bunkach 1 tkanich (Fukatsu et al., 2000; Moran et al., 2008). PfenaSeni jsou S-symbionti
vertikalni cestou, a to spolecn¢ s P-symbionty — ptikladem je moucha tse-tse, jejiz fakultativni
bakterie Sodalis glossinidius se vertikdlné prenadsi s obligatni mutualistickou bakterii
Wigglesworthia glossinidia (Dale & Welburn, 2001; Novakova et al., 2015). Pfenos mezi
hostiteli mize ale také probihat horizontalni cestou, tedy prenosem skrze prostiedi mezi
samotnymi hostiteli (mezidruhoveé ¢i vnitrodruhové — napi. kanibalismus), ne vSak z rodica na
jejich potomstvo (Bright & Bulgheresi, 2010). Tuto skute¢nost podporu;ji fylogeneticka data,
ktera ukazuji nekongruenci ve fylogenetickych stromech hostiteld a jejich mutualistickych

S-symbiontl, naznacujici Casty horizontalni prenos bakterii (Russell et al., 2003).



Mezi vyhody horizontalniho pfenosu patii moznost rekombinace s liniemi v odlisSnych
hostitelich, snizeni vlivu genetického driftu a bottleneck-efektu a zmenseni rizika uchyceni
Skodlivych alel ajejich predani do dalsi generace (Bright & Bulgheresi, 2010; Burke & Moran,
2011). Potencionalnimi disledky horizontalniho ziskani novych linii ¢i druhti symbionti je
koexistence a sdilené poskytovani vyhod hostiteli, ale také uplné nahrazeni soucasnych
P-symbiontil (Koga et al., 2013) (Chong & Moran, 2018). Priklad koexistence endosymbiontti
muzeme nalézt opét u nékterych druhti msic. Hlavnim obligatnim P-symbiontem je Buchnera
aphidicola, ktera je lokalizovana v bakteriomu, ma silné¢ redukovany genom a poskytuje
hostiteli potfebné aminokyseliny. Stejnou funkci méa ovSem spolupracujici bakterie Serratia
symbiotica, kterou bychom tak mohli oznacit jako ,,ko-primarniho endosymbionta“ (Koga
et al.,2003). Spolecné snimi se muze v mikrobiomu mSice vyskytovat i fakultativni
S-symbiont Hamiltonella defensa, ktera je pfenaSena horizontélni i vertikalni cestou, a ktera

pomaha hostiteli v obrané pted parazitoidy (Dale & Moran, 2006).

Vyznam S-symbiontll také zalezi na daném prostiedi hostitele (Moran et al., 2008).
Je vyhodné udrzovat si fakultativniho sekundarniho symbionta i v pfipadé, Ze jim poskytované
vyhody hostitel nevyuziva? Jak ukazuje studie (Oliver et al., 2008) zabyvajici se jiz zminénou
hamiltonellou u mSic, linie infikované touto bakterii jsou uspeésnéjsi a predc¢i neinfikované
linie v prostfedi, kde jsou parazitoidi hostitele pfitomni. Situace se ovSem obrati ve chvili, kdy

jsou parazitoidi z prostredi odstranéni.

1.2.3 Reprodukéni manipulatori

Specifickym typem fakultativnich symbiontt jsou reprodukéni manipulatori. Oproti
jinym S-symbiontim, ktefi se v populaci hostitele udrzuji mutualistickymi vztahy, zvysujici
svou vlastni fitness skrze zvySovani fitness svého hostitele (Dedeine et al., 2003), reproduk¢ni
manipulatofi méni reproduk¢ni strategie hostitele ve sviij prospéch i na tkor fitness hostitele
(Vautrin & Vavre, 2009; Kikuchi, 2009). Reprodukéni manipulace se vyvinuly v pribéhu
evoluce u riznych druht symbionti hned nékolikrat — naptiklad bakterie Cardinium hertigii
(parazitujici na fadé Clenovci; Zchori-Fein & Perlman, 2004), Arsenophonus nasoniae
(parazitujici na vosach rodu Nasonia; Gherna et al., 1991), a n€které druhy roda Spiroplasma
(parazité motyli a octomilek; Jiggins et al., 2000), a Rickettsia (parazité vos, slunécek
a pisivek; (Perlman et al., 2006), a také zfejme nejvice prostudovany reprodukcni manipulator

Wolbachia pipientis.



Wolbachii miizeme nalézt u vétSiny druhti hmyzu (Werren et al., 2008)— nékteré studie
odhaduji infekci u vice nez 60 % hmyzich druht (Jeyaprakash & Hoy, 2000; Hilgenboecker
et al., 2008). Wolbachie zpusobuji napii¢ systémem svych hostitelskych druhti az Ctyfi
reproduk¢ni fenomény (Werren et al., 2008; Kikuchi, 2009):

a) Indukci partenogenetické thelytokie, kdy se z neoplozeného vajicka vyvijeji
pouze samice (u skupin Thysanoptera a Hymenoptera — piedevsim
u parazitoidnich vos rodu Nasonia; Stouthamer et al., 1990),

b) feminizaci samcu (u skupin Hemiptera, Isopoda a Lepidoptera; Rousset et al.,
1997; Hiroki et al., 2002),

c) eliminaci infikovanych samcu (tzv. male-killing) ve prospéch infikovanych
sestiinych jedinca (u skupin Coleoptera, Diptera, Lepidoptera...; Hurst et al.,
1999; Charlat et al., 2007),

d) cytoplasmatickou inkompatibilitu (CI), ktera zabranuje infikovanym samctim
plodit potomstvo se samicemi, které nemaji stejny typ wolbachie (u skupin Acart,

Coleoptera, Diptera, Orthoptera...; Stouthamer et al., 1999).

Ackoliv je wolbachie pfedevsim parazitickym manipulatorem, u filarialnich hlistic plni
funkci obligatniho mutualisty (Dedeine et al., 2003; Taylor et al., 2005), stejné jako byl
zaznamenan mutualisticky vztah u hostitelské §ténice Cimex lectularius (Balvin et al., 2018)
a nékterych kurovct (Zchori-Fein et al., 2006). Zaznamenan je i pfipad, kdy wolbachie
postupem c¢asu ztratila schopnost reprodukéni manipulace — u hostitele Drosophila simulans
doslo v pribéhu 25 let trvajiciho vyzkumu k pfeméné parazitické wolbachie na mutualistu,
ktery naopak zvysuje fekunditu potomstva octomilky (Weeks et al., 2007) a zarover podporuje
hostitelovu pfirozenou obranu proti virim, nematodim ¢i jinym patogennim bakteriim

(Hamilton et al., 2013).

1.3 Mikrobiom hematofagniho hmyzu

Vramci hmyzu existuje cela fada skupin, které se alesponn v nékteré Casti svého
ontogenetického vyvoje zivi krvi (typickym ptikladem jsou komatfi), tato prace se nicméné
zabyva pouze obligatnimi hematofagy neboli parazitickymi druhy, které se zivi vyhradné
krvi obratlovet (Lehane, 2005). Vyzkum mikrobioma hematofagniho hmyzu byl dlouho dobu
opomijen, a ackoliv v soucasnosti jiz existuji prace na toto téma, jejich prioritnim zamérenim

jsou patogenni soucasti mikrobiomi, obzvlast€é pokud predstavuji hrozbu pro ¢lovéka



(Sonenshine & Stewart, 2021). Casto tyto studie vznikaji také na ne-obligatnich hematofazich,

predev§im na komarech, klistatech a mouchach tse-tse (Saldafia et al., 2017).

Krev obratlovct je jakozto potrava bohata na proteiny a soli (Song et al., 2019), zato
je pomémé chuda na urcité kofaktory, a predev§im B-vitaminy (Nogge, 1976), které hmyz
obecné ziskava primarné z potravy (Douglas, 1998; Moran & Wernegreen, 2000; Feldhaar &
Gross, 2009). Hematofagové proto nekteré latky museji ziskévat prostfednictvim svych
obligatnich bakterialnich symbiontd (viz kapitola 1.2.1 Primarni endosymbionti). A piestoze
se vSichni hematofagové zivi krvi obratlovca, vidime v jejich mikrobiomech pomeérné velkou

diverzitu, predevsim rozdilné P- / S-symbionty (Sonenshine & Stewart, 2021).

Klasickym prikladem hematofagniho hostitele a jeho mikrobialnich symbiontu je
moucha tse-tse rodu Glossina (Diptera: Glossinidae) (Demirbas-Uzel et al., 2021). Moucha
tse-tse je hmyz vyznamny i pro ¢lovéka, nebot’ pfenasi paraziticky mikroorganismus rodu
Trypanosoma, ktery muze u obratlovct vyvolat spavou nemoc (Aksoy, 2011). Kromé toho jeji
mikrobiom hosti také symbionty, diky kterym se tse-tse muaze zivit krvi obratlovci (Douglas,
1998). Obligatnim P-symbiontem je bakterie Wigglesworthia glossinidia, ktera svému
hostiteli dopliiuje vitaminy (pfedev§im B6 a B9; Michalkova et al., 2014), podporuje jeho
imunologicky systém a larvalni vyvoj a zvySuje tak jeho fekunditu (Aksoy, 1995; Chen et al.,
1999). Fakultativnim S-symbiontem je bakterie Sodalis glossinidius, kterd podporuje
hostitelovu obranu pred parazitickymi trypanosomami (Hamidou Soumana et al., 2013).
Tretim hlavnim symbiontem je Wolbachia, ktera u nékterych druhi Glossina zpusobuje CI
(Alam et al., 2011). Nyné&jsi studie prokazaly pfitomnost i ¢tvrtého vyznamného symbionta,
kterym je bakterie rodu Spiroplasma (Doudoumis et al., 2017). U jinych hmyzich hostitelt je
tato bakterie zodpoveédna za obranu pied parazitoidy, hlisticemi ¢i patogennimi houbami (Xie
etal.,2010), ale také se projevuje jako reprodukéni manipulator zpasobujici u nékterych druha

eliminace infikovanych samct, tj. male-killing (Anbutsu & Fukatsu, 2003).

Melophagus ovinus (klo§ ov¢i) patrici do skupiny Hippoboscidae je dal§im zastupcem
z tadu Diptera, ktery je obligatné hematofagni (Petersen et al., 2007). Jeho hlavnimi symbionty
jsou bakterie rodu Arsenophonus a Sodalis (Novakova et al., 2015). Arsenophonus vykazuje
mnoho rysu typickych pro P-symbionty (Novakova et al., 2009), vCetné lokalizace uvnitt
bakteriomu a poskytovani latek chybgjicich v pfijimané krvi. Oproti tomu Sodalis neni
lokalizovan v bakteriomu, a také neni v populaci klost natolik hojné zastoupen — miizeme ho

tedy oznacit jako fakultativniho S-symbionta (Novakova et al., 2015). VSechny dipterni
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hematofagni druhy samoziejme ve svych mikrobiomech hosti také fadu jinych (Casto pro jiné
zivoCichy patogennich) (Lehane, 2005; Engel & Moran, 2013) bakterii, ty ale povétSinou
nejsou dobfe zmapované (Wang et al., 2011). U obligatnich hematofagt jsou pravdépodobné

nejlépe prostudované mikrobiomy u triatom.

Triatomy, plostice podceledi Triatominae (Hemiptera: Reduviidae), jsou obligatni
hematofagové obyvajici oba americké kontinenty a pro ¢lovéka jsou vyznamné predevsim
jako prenaseCi Chagasovy choroby, jejimz puavodcem je opét paraziticka trypanosoma,
tentokrate 7. cruzi (Rassi Jr. et al., 2010). Vyskyt trypanosom je u triatom pomérné bézny,
a protoze snimi museji mikrobidlni symbionti interagovat v ramci sdileného Zzivotniho
prostfedi, mohou parazitovi v ramci kompetice ¢i nepfimym vlivem znemoznit jeho pfenos
(Cirimotich et al., 2011; Aksoy et al., 2014). Podle studie (Brown et al., 2020) je nejvice
zastoupenym symbiontem v mikrobiomu triatom bakterie rodu Dietzia, kterd neni , pravym
P-symbiontem*. Nepfenasi se sice vertikalni cestou, stale ale plni funkci endosymbionta, ktera
poskytuje hostiteli chybéjici latky. Dietzia byla objevena i u nékterych dal§ich hematofagnich
druht hmyzu (Malele et al., 2018). Volné zijici triatomy, na kterych byla studie (Brown et al.,
2020) provadéna, rovnéz ukazuji dramatickou zménu ve slozeni mikrobidlnich bakterii
v prubéhu své ontogeneze. Od silné diverzifikovaného mikrobiomu jedinct prvniho instaru
prechazi triatomy k dominanci jediné bakterie u dospélcti. To muze byt zptisobeno naptiklad
svlékanim, béhem kterého hmyz Casto svléka i Cast predzaludku a stfev, coz vede k naruseni

slozeni bakterialniho mikrobiomu (Kim et al., 2014; Nalepa, 2017).

U sténice Cimex lectularius (Hemiptera: Cimicidae) byla v nedavné dobé (Balvin et
al., 2018) objevena zavislost na symbiontu wolbachii, konkrétn€ na biotinu (vitamin B7)
a riboflavinu, které bakterie svému hostiteli poskytuje (Hosokawa et al., 2010). Zajimavé je,
ze geny zajiStujici syntézu biotinu byly ziskany horizontalné od ko-symbiotické bakterie rodu
Cardinium nebo Rickettsia (Nikoh et al., 2014), zatimco geny pro riboflavin jsou homologni
a wolbachii vlastni napfi¢ vSemi jejimi liniemi u rdznych hostiteld (Moriyama et al., 2015).
Fylogenetické stromy §ténice a wolbachie jsou kongruentni a zda se, Ze se vztah mezi bakterii
a hostitelem vice podoba obligatné mutualistického vztahu (ktery wolbachie udrzuje
s filarialnimi hlisticemi), nezli sekundarné mutualistickym vztahem, ktery wolbachie udrzuje
s nékterymi druhy hmyzu (Balvin et al., 2018). Divodem této zmény je ziejmé horizontalni
zisk gent pro biotin. Prevalence wolbachie byla u C. lectularius 100 %, coz naznacuje, Ze se

bakterie skute¢né stala P-symbiontem (Sakamoto & Rasgon, 2006).



1.3.1 Variabilita slozeni mikrobiomu u hematofagniho hmyzu

Diverzitu, variabilitu a strukturu mikrobiomt hmyzu uréuje mnoho faktora (Engel
& Moran, 2013), pficemz se ukazuje, ze jednim z nejzasadnéjSich faktort je hostitelska
specifita (Adair et al., 2020). Hostitel ovliviiuje svi)j mikrobiom nepfimo skrze tepelnou
toleranci jednotlivych mikrobialnich organismd, svou imunitou ¢i travenim potravy (Oliver
& Martinez, 2014; Brown et al., 2020). Geograficka lokalita a habitat hostitele jsou dal§imi
vyznamnymi faktory ovliviiujici mikrobiom (Park et al., 2019; Cohen et al., 2020), ukazkou
mikrobiomu lisicich se podle geografické lokality jsou napiiklad komaii druhy Aedes

albopictus a Aedes aegypti (Zouache et al., 2011).

Vliv hostitelské specifity je dobfe prostudovana piedev§im u triatom. Podle studie
sympatricky v jediném hnizdé, ze kterych byly odebrany vzorky. Tato informace ukazuje,
ze environmentalni zdroje bakterii nehraji ve slozeni mikrobiomu pfilisnou roli. Variabilita
habitatd hostitele mtze ovlivnit slozeni mikrobiomu skrze zménu environmentalniho zdroje
horizontaln€ ziskavanych symbiontd (Adair et al., 2020), pficemz geograficka lokalita je
dilezitym faktorem predevsim pro vnitro-druhovou variabilitu mikrobiomt (Brown et al.,

2020).

1.4 Ves Polyplax serrata

Anoplura (v§i) jsou jednim ze Ctyt podiada skupiny Phthiraptera, do které se radi také
Amblycera (luptousi), Ischnocera (pétovky) a Rhynchohtphirina (v§ivaci). Zatimco zbylé tii
podiady maji kousaci ustni ustroji a parazituji na kazi (vSivaci se zivi krvi) ptakt a savca
(Light etal., 2010), v§i maji saci stroji a zivi se vyhradné krvi. Jsou to obligatni permanentni
ektoparazité placentald, a protoze na svych hostitelich travi cely vyvojovy cyklus, vyvinuly
se u v§i morfologické adaptace, které napomahaji jejich ektoparazitickému zpusobu zivota
(Snodgrass, 1945) — redukce ktidel, zplostélé télo, tarsalni drapky k uchyceni na hostiteli,
ucinny saci aparat a samoziejme vhodni symbionti, diky kterym se mohou vsi krmit vyhradné
krvi (Baumann, 2005; Light & Hafner, 2007). VétSina v§i (az 67 %) je vazana na fad Rodentia
(hlodavci) (Lehane, 2005).

Rod Polyplax, patiici do Celedi Polyplacidae, ma pomémeé Siroké spektrum hostitelt
z fadu Rodentia (hlodavci). Pro tuto praci je stézejni druh Polyplax serrata, jehoz typickymi

hostiteli jsou zastupci Celedi Muridae (mysoviti) (Light et al., 2010).
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1.4.1 Symbiotické bakterie v§i Polyplax serrata

Paul Buchner jiz v roce 1965 na zakladé velké morfologické rozdilnosti bakteriomu
v§i a diverzity jejich bakterialnich symbiontd spravné predpokladal, Ze tito symbionti maji
polyfyleticky pivod (Buchner, 1965). To se potvrdilo i v novodobych studiich vyuzivajicich
molekularni metody. Analyza symbiontti (16S rDNA sekvence) rodu Polyplax rovnéz odhalila
endosymbionta zrodu Legionella (Hypsa & Kiizek, 2007). Prace (Rihova et al., 2017)
potvrzuje jedinecny fylogeneticky ptivod obligatni symbidzy mezi legionellou (L. polyplacis)
a P. serrata. Prace rovnéz ukazuje, ze se genom bakterie vyvijel stejnou evolucni cestou jako
genomy jinych obligatnich symbionti (nizky pocet G+C vazeb, zmenSeni genomu, ztrata
sekrecnich systému souvisejicich s virulenci). Stejn€ jako u symbiontll jiZ zminéné Sténice
Cimex lectularius (Nikoh et al., 2014), doslo také u L. polyplacis k horizontalnimu ziskani
Sesti gend kodujicich syntézu biotinu. Funkce L. polyplacis jakozto P-symbionta potvrzuje
navazujici prace (Rihova et al., 2021), ktera zarovei predstavuje (na zakladé amplikonového
screeningu dat) dalsi ko-symbionty koexistujici v mikrobiomu vS§i P. serrata, naptiklad
bakterie Celedi Neisseriaceae. Tyto bakterie jsou pravdépodobné v brzkém stadiu procesu
zmény na P-symbionta v§i, nebot’ u nich mizeme pozorovat typické znaky P-symbiontd, jako
jsou degenerativni procesy genomu, preferenci A+T bazi a ztratu nékterych metabolickych

schopnosti (McCutcheon et al., 2019; Rihova et al., 2021).

1.4.2 Modelovy systém prace: geneticka struktura populace vsi P. serrata

V Evropé muzeme nalézt hned nékolik druht rodu Apodemus (Rodentia: Muridae),
na kterych Polyplax serrata parazituje. Pro modelovy systém této prace jsou nicméné dulezité tyto
dva druhy — Apodemus sylvaticus (mySice kiovinna) a Apodemus flavicollis (mysSice lesni). Tyto
fylogeneticky 1 ekologicky velmi blizké druhy se vyrazné lisi evolucni historii, vyskytem
nedavnych bottleneck efektt, umisténim glacialnich refugii, ¢i zpusobem zpétné rekolonizace
Evropy (Michaux et al., 2004; Michaux et al., 2005). Tyto rozdilné demografické a ekologickée
historie musely vyrazné ovlivnit 1 ektoparazity mysSic, proto je modelovy vztah Apodemus-
Polyplax idealni pro studium evoluce hostitelské specifity a popula¢ni genetiky (Stefka & Hypsa,
2008).

Vsi Polyplax serrata se geneticky (na zaklad€ mitochondrialni DNA) déli na nespecifickou
(N) a specifickou (S) linii. Zatimco N-linie parazituje na obou druzich rodu Apodemus, S-linie
parazituje pouze na A. flavicollis. S-linie se poté déli na zapadni (SW) a vychodni (SE) haplotypy
(Martina et al., 2018). Divodem rozdéleni S-linie je pravdépodobné sekundami kontakt hostitelu

(po navratu z glacialnich refugii) — mysice opét rekolonizovaly Evropu, nicméné jejich parazité
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(jejichz rychlost evoluéni speciace je vyssi; Nieberding et al., 2004; McCoy et al., 2005) jiz byli
natolik geneticky odli$ni, Zze doslo k vytvoreni hybridni zony parazitt uvnitf panmiktické populace

hostitele (Martinu et al., 2020).

(a)

“ A. sylvaticus (inner mtDNA structure ignored)
Apodemus spp.

’; A. flavicollis (two mtDNA lineages)
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Obr. 1 Genetické linie v§i Polyplax serrata a jeji vztah k hostitelskym druhiim rodu Apodemus; pievzato
ze ¢lanku (Martinu et al., 2020)
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2 CILE

Primarnim cilem této prace je celkova analyza taxonomické struktury mikrobioma

u odlisnych genetickych linii v§i rodu Polyplax. Konkrétné byly stanoveny tyto dil¢i cile:

I. Molekularni determinace hostitelt rodu Apodemus
II. Bio-informatické zpracovani amplikonovych dat a posouzeni jejich struktury

ve vztahu ke genetické struktute vsi
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Sbér vzorku

Sbér vzorkd byl provadén na nékolika lokalitach v Ceské republice a v Némecku.
Mista pro sbér byla urCena na zakladé predchozich celoevropskych sbéra v§i (Martinu et al.,
2018) a pilotni studie hybridni zony mezi SW a SE liniemi v§i Polyplax serrata (Martint et al.,
2020). Celkem bylo ziskano 93 vzorka (viz Tabulka I) ze 36 lokalit (viz Mapa 1). Hostitelské
mySice rodu Apodemus byly chytany do mrtvolovnych pasti, navnadénych olejem ze sardinek.
Chycené mySice byly poté zpracovany a byli z nich ziskani ektoparazité podle nasledujicich
kroka:

1) Mrtvé mysSice byly co nejSetrnéji a co nejvice sterilné premistény do papirovych
sacku.

2) Nejprve byly ze hibetu mySic odebrany environmetalni stéry (4N6 FLOQSwabs
Genetics; Copan). Poté byl odebran kus ktize ptipadné prst z chodidla pro budouci
molekularni ur¢eni druhu mysice. VSechny nastroje byly po kazdém pouziti fadné
vysterilizovany ethanolem a ohném.

3) Ze srsti mySic byly poté s pomoci entomologické pinzety a jemného kartacku
odebrani ektoparazité, kteti byli nasledné roztfidéni a uchovani v pfipravenych
mikrozkumavkach typu Eppendorf (1,5 ml), naplnénych absolutnim ethanolem.
Mezi nejbéznéjsi nalézané ektoparazity patfi roztoci, klistata, blechy a také vsi.

4) Po odebrani ektoparaziti byla mysSici oteviena bfisni dutina, odkud je odebirana

slezina.

Environmentalni stéry, dalsi ektoparazité (kromé v§i) a sleziny hostitelt jsou ziskavany
pro dal§i vyzkum v ramci projektu Vztahy mezi genetickou diversifikaci a ekologii pri
sekunddrnim kontraktu: hybridni zona a ekologickd speciace v systému hostitel-parazit-
symbiont. Ze stéra, kaze, slezin a ektoparazitu jsou nasledné ziskana amplikonova data s cilem

najit (environmentalni) zdroj symbionti pro mikrobiom vsi.
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Tabulka I Seznam vzorki a lokalit, na kterych byly sesbirany

VZOREK ZEME LOKALITA GPS_N GPS_E
19MocAp12bXN (674 Mocidlec 50.051529  13.225564
19MocAp19XNb (674 Mocidlec 50.051529  13.225564
19MocAp19XN (674 Mocidlec 50.051529  13.225564
19MocAp24XN (674 Mocidlec 50.051529  13.225564

ISHXDXN GE Holzen_(u_Landshut) 48.607345 12.16431

11THXDXN GE Holzen_(u_Landshut) 48.607345 12.16431

10D18 GE Schwarzenberg_im_Erzgebirge 50.538248  12.782663
13D18 GE Schwarzenberg_im_Erzgebirge 50.538248  12.782663
8RB19 (674 Rabstejn_nad_Stielou_Ropiky 50.04219 13.28938
17RB19 (674 Manétin_Chlum.hora 50.00880 13.20407
14ZDAp19 (674 Dolni_Zdar 50.323875 12.951383
RpT48 CczZ Volenice 49.54776 13.88366
6ASPOB GE Oberhocking 48.647810  12.662417
14AFOB GE Oberhocking 48.647810  12.662417
1SDAFb CzZ Bukovina_Kralovicko 49.98996 13.411963
4SDAF CzZ Bukovina_Kralovicko 49.98996 13.411963
21AbAf3 (674 Abertamy 50.368981 12.826261
KOC31 CcZ Potvorov-Bukovina 49.989676 13.413873
KOC32 CcZ Potvorov-Bukovina 49.989676 13.413873
KOC78 (674 Remesin 49993582  13.383746
KOC82b (674 Lednice 49.942399  13.514572
RGF2 GE Haugshéhe (Burglengenfeld) 49.064234  12.094629
12UAZ22 GE Kicklingen 48.56740 10.59781
15UAZ22 GE Kicklingen 48.56740 10.59781
42MAN CczZ Nova Doubravice Nectiny 49.990235 13.163820
38MAN CczZ Nova Doubravice Nectiny 49.990235 13.163820

19HrAp2 (674 Hrdgjovice 49.019631 14.460599

ISHVPXN (674 Hadacka/Vyrov/Plasy 49.966145 13.458213

22HVPXN (674 Hadacka/Vyrov/Plasy 49.966145 13.458213

ROKI11 (674 Dily 49.784539  13.636232
ROK?7 (674 Dily 49.784539  13.636232

133ZL18c CczZ Protivec_piedni 50.100910 13.209159

133Z1L.18d CczZ Protivec_piedni 50.100910 13.209159

46MAND CczZ Nova Doubravice Nectiny 49.990235 13.163820

46MANCc CczZ Nova Doubravice Nectiny 49.990235 13.163820

46MANd CczZ Nova Doubravice Nectiny 49.990235 13.163820

47TMAND CczZ Nova Doubravice Nectiny 49.990235 13.163820

53MANa CczZ Nova Doubravice Nectiny 49.990235 13.163820

53MANb CczZ Nova Doubravice Nectiny 49.990235 13.163820

53MANc CczZ Nova Doubravice Nectiny 49.990235 13.163820

106MANb CczZ Nova Doubravice Nectiny dal od_vsi 49.990235 13.163820

106MANCc CczZ Nova Doubravice Nectiny dal od_vsi 49.990235 13.163820

106MANd CczZ Nova Doubravice Nectiny dal od_vsi 49.990235 13.163820
2HVXHodXSE (674 Hodoviz 49.955631 13.274449
28HVXHodXSE (674 Hodoviz 49.955631 13.274449

KOC14 CcZ Potvorov-Bukovina 49.989676 13.413873
KOC20 CcZ Potvorov-Bukovina 49.989676 13.413873
KOC36 CcZ Potvorov-Bukovina 49.989676 13.413873
KOC36b CcZ Potvorov-Bukovina 49.989676 13.413873
KOC36¢ CcZ Potvorov-Bukovina 49.989676 13.413873
KOC70 (674 Remesin 49993582  13.383746
KOC70b (674 Remesin 49993582  13.383746
KOC70c (674 Remesin 49993582  13.383746
21AbAf4 (674 Abertamy 50.368981 12.826261
IM866 CczZ Mlynska vojensky prostor Doupov 50.243753 13.049278
IM863 CczZ Mlynska vojensky prostor Doupov 50.243753 13.049278
IM858 CczZ Mlynska vojensky prostor Doupov 50.242703 13.065384
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POKRACOVANI TABULKY I

58 21LoAflb CcZ Lomnice 50.263955 13.018557
59 11RNS (674 Rabstejn_nad_Stielou 50.042148 13.285275
60 11RNSb (674 Rabstejn_nad_Stielou 50.042148 13.285275
61 11RNSc (674 Rabstejn_nad_Stielou 50.042148 13.285275
62 15RNS (674 Rabstejn_nad_Stielou 50.042148 13.285275
63 15RNSb (674 Rabstejn_nad_Stielou 50.042148 13.285275
64 15RNSc (674 Rabstejn_nad_Stielou 50.042148 13.285275
65 16ApoXCHYDb (074 Dvorec_transekt_1b 50.070213 13.286550
66 19ApoXCHY (074 Dvorec_transekt_1b 50.070213 13.286550
67 19ApoXCHYb (074 Dvorec_transekt_1b 50.093628 13.268670
68 19ApoXCHYc CZ Dvorec_transekt_1b 50.093628 13.268670
69 VII12 (674 Verusicky 50.151525 13.185240
70 VII13 (674 Verusicky 50.151525 13.185240
71 VIIi4 (674 Verusicky 50.151525 13.185240
72 VII15 (674 Verusicky 50.151525 13.185240
73 VII18 (674 Verusicky 50.151525 13.185240
74  7KOCXKocXSea CczZ Koéin_u_Kralovic_podél Kralovického potoka 49.925264  13.483384
75  7KOCXKocXSeb CczZ Koc¢in_u_ Kralovic_podél Kralovického potoka  49.925264 13.483384
76 15KOCXKocXSEa CczZ Koc¢in_u_ Kralovic_podél Kralovického potoka  49.925264 13.483384
77  15KOCXKocXSEb CczZ Koc¢in_u_ Kralovic_podél Kralovického potoka  49.925264 13.483384
78 21KORXKorXSEb CczZ Koryta u_Kralovic_u_hibitova 49.899712  13.471053
79 21KORXKorXc CczZ Koryta u_Kralovic_u_hibitova 49.899712  13.471053
80 RAD39%e (674 Chomle 49.860663 13.633590
81 RAD44 (674 Chomle 49.860663 13.633590
82 RADS5I1c (674 Chomle 49.860663 13.633590
83 30AFXVOIJb (674 Vojkovice 50.289979  13.0161917
84 11XAFX]J (674 Jachymov 50.383049 12.940642
85 13ZDA CczZ Dolni_Zdar 50.323875 12.951383
86 277ZDA (674 Dolni_Zdar 50.323875 12.951383
87 ISTRb CczZ Doupovské Hradiste 50.2279325 13.0141564
88 1STRc (674 Doupovské Hradiste 50.2279325 13.0141564
89 2HBb (674 Horni_Blatna 50.398511 12.754487
90 8HRB (674 Nahotanky Hrbecek 49.181174  13.650722
91 1Ja19Apb (674 Jachymov 50.383049 12.940642
92 HR1 CcZ Hartmanice 49.165755 13.449493
93 HR5 CcZ Hartmanice 49.165755 13.449493
A ¢ o
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Mapa 1 Mapa znazorujici lokality, na kterych byly sesbirany vzorky; poskytnuto Janou Martinu
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3.2 Molekularni urceni hostitelu
3.2.1 Izolace DNA a spektrofotometrie

Vzhledem k obtizné druhové identifikaci mySic Apodemus flavicollis a A. sylvaticus
na zakladé morfologickych znaki byly druhy uréeny za pomoci molekularnich metod
(Michaux et al., 2001). V laboratornich podminkach byly odebrané kousky kiiZe ¢i prsty mySsic
zpracovany podle protokolu z Blood & Tissue Kit Purification of Total DNA from Animal
Tissues (Spin-Column Protocol) od némecké spole¢nosti QIAGEN. Jedinou odchylkou
od protokolu bylo pfizpusobeni mnozstvi elu¢niho AE-pufru, kterého bylo s ohledem
na mnozstvi vstupni tkané pfidano polovi¢ni mnozstvi. Rovnéz byla prodlouzena doba
(z 1 minuty na 5 min)., po kterou byla membrana izola¢ni kolonky prosycovany ptidanym

AE-pufrem pii pokojové teploté.

Vzorky byly nasledné podrobeny spektrofotometrickému méfeni na zafizeni
NanoPhotometer P330 (Implen), kde byla zméfena Cistota a koncentrace DNA. Jako kontrolni
blank zde slouzil 1 pl pufru AE. Podle vysledkii méfeni byly vzorky ptipadné nafedény,
nejcastéji DNA izolaty slezin v poméru 1:9 ul (DNA:PCR ultradista voda od firmy Top-Bio).

3.2.2 PCR & gelova elektroforéza

K amplifikaci 265-290 bp dlouhého useku mitochondridlniho genu pro cytochrom b
byla pouzita polymerazova tretézova reakce (PCR) (Michaux et al., 2001). Celkovy objem PCR
smesi byl 25 ul a reakce byla namichana takto: 9,5 pl PCR ultracista voda (Top-Bio), 12,5 ul
2x PPP Master Mix (Top-Bio), 1 pl forward-primeru (10uM), 1 pl reverse-primeru (10uM),
a 1 ul DNA. Sekvence pouzitych primert byly prevzaty z publikace (Michaux et al., 2001),
viz Tabulka II. PCR probihala v pfistroji Mastercycler X50s (Eppendorf) za pouziti programu
(viz Tabulka III) vychazejiciho z doporuceni vyrobce PPP Master Mixu. Nasedaci teplota

primert byla pfevzata z vyse uvedené publikace.

Tabulka II Primery (a jejich sekvence) pouzité pfi PCR

HOSTITEL PRIMER SEKVENCE (5" -3")

Apodemus sylvaticus SylUP (forward) GAGGAGGATTCTCAGTAGAC
Apodemus sylvaticus SylDN (reverse) TTAATATGGGGTGGGGTGTTA
Apodemus flavicollis FlaUp (forward) AGCTACACTAACACGTTTC
Apodemus flavicollis FlaDN (reverse) GCGTATGCAAATAGGAAGTAC
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Tabulka IIT PCR program

FAZE CYKLU TEPLOTA CAS POCET CYKLU

Pocatecni denaturace 95 °C 5 min 1
Denaturace 94 °C 20s
Nasedani primera 52°C 30s 33
Syntaza DNA 72 °C 1 min
Konecna syntéza DNA 72 °C 10 min 1
Udrzovaci teplota 10 °C

K rozdéleni rizné dlouhych DNA fragmentt, vzniklych pii PCR, byla pouzita gelova
elektroforéza. K piipravé 1% agar6zového gelu bylo pouzito 0,4g agardzy, 40ml TE-pufru
a1l pl barviva GelRed (Biotum). Barviva bylo pouzito méné (2 pl na 50 ml gelu) nez
doporucuje vyrobce, nebot bylo toto mnozstvi dostacujici (doporuceni technika nasi
laboratore). Do kazdé jamky v gelu byly poté napipetovany 4 ul PCR produktu. K uréeni
pfiblizné velikosti DNA fragmentt byly vyuzity 4 pl 100 bp Plus DNA Ladder (GeneRuler
100bp Plus; Thermo Scientific). V posledni ¢asti byly vysledné gely zdokumentovany pod UV
svétlem za pouziti programu Alliance 4.7 v piistroji UVITEC (Uvitec Cambridge). Na zakladé
ptitomnosti ¢i absence PCR produkti odpovidajici velikosti byly jednotlivé vzorky pfifazeny

ke spravnému hostitelskému druhu (A. sylvaticus Ci A. flavicollis).

3.2.3 Molekularni urceni vsi, vybér vzorku pro re-sekvenovani a zpracovani
genomickych dat vsi

Velmi podobnym zptisobem byly zpracovany vzorky vs§i. DNA byly izolovana dle
protokolu Isolation of Genomic DNA from Tissue z QIAamp DNA Micro Kit od spoleCnosti
QIAGEN. Nasledovala opét PCR reakce, tentokrat s primery amplifikujici produkty
o velikosti 381 bp cytochrom oxidazy I. (forward L6625 a reverse H7005; (Hafner et al.,
1994). Vysledné PCR produkty byly poté enzymaticky precistény exonukleazou (Exo I;
Thermo Scientific) a alkalickou fosfatazou (Fast AP; Thermo Scientific). Nasledné byly PCR

produkty zaslany na Sanger sekvenaci do firmy SEQme (https://www.segme.eu/en/sanger-

sequencing/). Vysledné sekvence byly poté zpracovany v programu Geneious Prime

(https://www.geneious.com/) a pfidany k datasetu vsi specifické (S) i nespecifické (N) linie

ziskanych z ptredchozich celoevropskych sbérti. Na zakladé umisténi vzorkd v NJ stromé
(vytvofeném v programu Geneious Prime) byla poté zaji§téna piislusnost k S nebo N linii,

a u specifické linie doslo k roziazeni do SW ¢i SE linie.
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Ziskané informace o vzorcich byly zaneseny do mapy a nasledné byli vybrani vhodni
kandidati pro celogenomové sekvenovani napfic transektem S-linie (viz Mapa 1). U N-linie
byli vybrany vsi z obou hostitelskych druhti, sdilejicich stejnou lokalitu. Lokalit bylo vybrano
nékolik, tak aby od sebe byly rizné geograficky vzdalené. Celkem 102 vsi z S-linie a 37 vS§i
z N-linie bylo zaslano do Roy J. Carver Biotechnology Center (University of Illinois Urbana-
Champaign, USA), kde byl re-sekvenovan jejich genom. Ziskana data byly namapovana na
referenéni genom P. serrata a jednotlivé v§i byly genotypovany. Pomoci bio-informatické
pipeline (Martint et al., 2020), instalované na vypocetnim serveru Katedry parazitologie, byly
ziskany jaderné SNP, které byly dale analyzovany pomoci metod PCA a PCoA v programu
RStudio (https://posit.co/), viz Graf P3 a P4 v Prilohach.

Tato data mi byla poskytnuta Janou Martinu a na jejich zakladé byly vybrany vzorky

pro analyzu mikrobiomil pomoci amplikonového sekvenovani.
3.3 Analyza amplikonovych dat

3.3.1 Amplikonova knihovna

Amplikonovéa knihovna 16S rRNA byla pfipravena technikem Janem Zimou, dle

protokolu EMP (Earth Microbiome Project; https://earthmicrobiome.org/). Jedna se o PCR

proces, vnémz jsou DNA templaty amplifikovany za pomoci unikatnich barcodovych
primert. Produkty kazdého vzorku jsou oznaCeny jedinecnou kombinaci 12 bp dlouhého
barcodu forward primeru a 5 dp dlouhého barcodu reverse primeru. Spolecné s DNA vzorky
byl amplifikovan prazdny templat (sterilni voda, slouzici jako negativni kontrola) a 2 vzorky
uméle vytvorenych komunit se znamym mikrobidlnim profilem (tzv. ,,mock-communitites*

slouzici jako pozitivni kontroly).

Mock-communities jsou komercné dodavané smési bakteridlni kultur, které jsou
do amplifikace pifidavany, nebot poté umoziiuji vyhodnotit pfipadny amplifikacni bias
(Bakker, 2018). Obvykle jsou amplifikovany dvé mock-communities, oznacované jako ,.even®
a ,stagerred”. Zatimco u ,.even“ (MCE) jsou bakterialni slozky rovnomérné zastoupeny
(vétsinou po 10 %), ,stagerred (MCS) komunity maji nékteré bakterialni slozky s velmi

2 M

nizkou koncentraci — diky tomu pak poskytuji lepsi test citlivosti sekvenovani (viz Graf 1).
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Graf 1 Pozitivni kontroly (MCE a MCS) neboli ,,mock-communitites™

3.3.2 Zpracovani amplikonovych dat

Vychozimi daty byly soubory pair-end readu (forward-ready R1 a reverse-ready R2),
vygenerované sekvenatorem Illumina MiSeq. Celkem bylo osekvenovano 1676146 reada
z 96 vzorkl (93 vzorkt + 3 kontroly). Zpracovani téchto dat probéhlo v programech Usearch

(http://www.drive5.com/usearch/) a Qiimel.9 (http://giime.org/).

Cely postup je shrnut v nasledujicich bodech:

1) Tllumina MiSeq sekvenator poskytl data v podobé 3 slozek — R1 ready (forward
sekvence), R2 ready (reverse sekvence) a Il ready (5 bp dlouhé barcodové
sekvence z reverse primeru).

2) S pomoci programu qiimel byly pfikazem extract_barcodes.py. nejprve z readti
R1 extrahovany 12 bp dlouhé barcody pochazejici z forward primeru (indexy 12)

3) Pred demultiplexovanim byla kvalita readii R1 a R2 zkontrolovana v programu

FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).
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a. V dalSim bodé€ by za normalnich okolnosti doslo ke sparovani forward
(R1) a reverse (R2) sekvenci do spolecné slozky (fastq mergepairs),
nicméné kvuli nizké kvalit¢ R2 sekvenci byly tyto ready kompletné
vyfazeny a zbyla analyza byla provedena pouze na R1 readech

4) Data byla demultiplexovana za pomoci pifikazu usearch -fastx_demux (doslo
k roztfidéni jednotlivych readi ke konkrétnim vzorkim na zakladé unikatnich
barcodd, tj. 11 a 12 indext)

S) Sekvence byly filtrovany na zakladé jejich kvality

a. Nejprve byly z readii R1 odstranény zbytky sekvence forward primera
(ptikaz usearch -fastx_truncate)

b. Nasledna filtrace a trimming sekvenci byl spustén piikazem usearch
-fastq_filter (s nastavenim parametru kvality maxee na hodnotu 5)

6) Pomoci tii ptikazii byl vytvofen reprezentativni set (databaze), ktery je poté
vyuzit pro tvorbu OTU tabulky

a. usearch -fastx_uniquies + usearch -sortbysize (sefazeni identickych
sekvenci v datasetu a odstranéni sekvenci, které se v souboru dat vyskytuji
pouze jednou)

b. usearch -cluster_otus (vytvoreni nové databaze — data jsou roztfidéna
do klastra podle 97% sekvencni podobnosti)

7) Demultiplexované sekvence byly k reprezentativnimu setu pfifazeny prikazy
usearch -fastq_filter & usearch -usearch_global — vysledkem bylo vytvoreni
OTU tabulky (matice s pocty readt jednotlivych OTU pro kazdy vzorek)

8) Jednotlivé OTU byly pfifazeny do taxonomického systému za pouziti blast

algoritmu a databaze SILVA139 3 (https://www.arb-

silva.de/download/archive/giime/)

9) OTU tabulka byla prevedena do formatu tabulatorem oddéleného textu

3.3.3 Dekontaminace dat

Negativni kontrola obsahovala 662 readt, proto bylo z datasetu odstranéno 5 OTU
snejvyssi  Cetnosti readu, které pravdépodobné predstavovaly kontaminace. Mezi
odstranénymi OTU byly napiiklad bakterie rodu Sphingomonas, ktera je béznym
kontaminantem v nasi laboratofi. Ve druhém kroku byl vysledny dataset proci§tén od vSech

nebakterialnich OTU (napt. chloroplasty, Archea, Eukaryota) — odstranéno bylo 21 OTU.
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3.3.4 Analyza dat v RStudiu

Dataset byl pfed analyzami znahodnén na 1000 readd, coz zpusobilo odebrani
13 vzorka (185 OTU) z celkovych 93. Analyzy diverzity mikrobiomu a dalsi pfidruzené

statistiky byly provadény v programu R (https://www.r-project.org/), respektive v jeho

uzivatelském prostredi RStudio (https://posit.co/), za pouziti vybranych funkeci vhodnych pro

analyzu bakterialnich spolecenstev balicku MicroEco (https://chiliubio.github.io/microeco/).

Graficka podoba vysledk vznikla v ramci balicku ggplot2 (https://ggplot2.tidyverse.org/).

Postupovano bylo podle scriptu poskytnutého konzultantkou Evou Novakovou, ktery byl

upraven pro tato data.

K vyhodnoceni alfa-diverzity byla vyuzita funkce trans_alpha$new(). Pro samotny
vypoCet alfa-diverzity byla vyuzita funkce microtable$cal_alphadiv() za pouziti
kvantitativnich indexi Richness (ukazujici pocet bakterialnich OTU u jednotlivych linii)

a Shannon (ukazujici po¢et OTU a zarovei jejich relativni abundanci v mikrobiomu).

trans_alphas$new(dataset = NULL, group = NULL, by_group = NULL, order_x = NULL)

Arguments:

dataset the object of microtable Class.

group default NULL; the sample column used for the statistics; If provided, can return data_stat.

by_group default NULL; perform the differential test among groups (group parameter) within
each group (by_group parameter).

order_x default NULL; a sample_table column name or a vector containg sample names; if
provided, order samples by using factor.

Obr. 2 Parametry funkce trans_alpha$new(); z https://github.com/Chil.iubio/microeco

microtable$cal_alphadiv(measures = NULL, PD = FALSE)

Arguments:

measures default NULL; one or more indexes from['Observed"] "Coverage", "Chaol", "ACE",
"Simpson", "InvSimpson”, "Fisher", "PD": If null, use all those measures.
*Shannon’, "Simpson’ and 'InvSimpson’ are calculated based on vegan: :diversity func-
tion; 'Chaol” and "ACE’ depend on the function vegan: :estimateR; 'PD’ depends on the
function picante: :pd.

PD TRUE or FALSE, whether phylogenetic tree should be calculated, default FALSE.

Obr. 3 Parametry funkce microtable$cal_alphadiv(); z https://github.com/ChiL.iubio/microeco

Pro vypocet nepodobnosti mezi jednotlivymi liniemi byly pouzity Bray-Curtis distance
v ramci funkci trans_beta$new(measure = ,,bray*) a trans_beta$cal_group_distance().
Vypocet beta-diverzity byl proveden funkci microtable$cal_betadiv(). Beta-diverzita byla
nasledné¢ vyhodnocena za pouziti klastrovaci analyzy NMDS svyuzitim funkce

trans_betaScal_ordination(ordination= ,,NMDS*). Poté byla provedena analyza adonis2
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z balicku vegan, ktera posuzuje signifikanci nalezenych nepodobnosti — pouzita byla funkce

trans_beta$cal_manova().

trans_beta$new(dataset = NULL, measure = NULL, group = NULL)
Arguments:
dataset the object of microtable class.

measure default NULL: jaccard, wei_unifrac or unwei_unilrac, or other name of ma-
trix you add in microtable$beta_diversity: used for ordination, manova or group dis-
tance. The measure must be one of names of microtableSbeta_diversity list. Please see
microtable$cal_betadiv function for more details.

group default NULL; sample group used for manova, betadisper or group distance.

Obr. 4 Parametry funkce trans_beta$new(); z https://github.com/ChiLiubio/microeco

trans_beta$cal_group_distance(within_group = TRUE, by_group = NULL)

Arguments:

within_group default TRUE: whether transform sample distance within groups, if FALSE.
transform sample distance between any two groups.

by_group default NULL: one colname name of sample_table in microtable object. If pro-
vided, transform distances by the provided by_group parameter. This is especially useful
for ordering and filtering values further. When within_group = TRUE, by_group parameter
is the format of paired groups. When within_group = FALSE, by_group parameter is the
format same with the group information in sample_table.

Obr. 5 Parametry funkce trans_beta$cal_group_distance(); z https://github.com/Chil.iubio/microeco

microtable$cal_betadiv(method = NULL, unifrac = FALSE, binary = FALSE, ...)

Arguments:

method default NULL: a character vector with one or more elements; If default, "bray” and
"jaccard" will be used; see vegdist function and method parameter in vegan package.

unifrac default FALSE; TRUE or FALSE, whether unifrac index should be calculated.

binary default FALSE: TRUE is used for jaccard and unweighted unifrac: optional for other
indexes.

. parameters passed to vegdist function.

Obr. 6 Parametry funkce microtable$cal_betadiv(); z https://github.com/ChiLiubio/microeco

trans_beta$cal_ordination(
ordination = "PCoA",
ncomp = 3,
trans_otu = FALSE,
scale_species = FALSE
)
Arguments:
ordination default "PCoA"; "PCA", "PCoA" or PCA: principal component analy-
sis: PCoA: principal coordinates analysis; NMDS: non-metric multidimensional scaling.
ncomp default 3; the returned dimensions.
trans_otu default FALSE: whether species abundance will be square transformed, used for
PCA.

scale_species default FALSE: whether species loading in PCA will be scaled.

Obr. 7 Parametry funkce trans_beta$cal_ordination(); z https://github.com/Chil.iubio/microeco
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trans_betas$cal_manova(
manova_all = TRUE,
manova_set = NULL,
group = NULL,
p_adjust_method = "fdr",

)

Arguments:

manova_all default TRUE: TRUE represents test for all the groups, i.e. the overall test; FALSE
represents test for all the paired groups.

manova_set default NULL; other specified group set for manova, such as "Group + Type" and
"GroupxType"; see also adonis2.

group default NULL: a column name of sample_table used for manova. If NULL, search group
stored in the object.

p_adjust_method default "fdr"; p.adjust method when manova_all = FALSE: see method pa-
rameter of p.adjust function for available options.

... parameters passed to adonis2 function of vegan package.

Obr. 8 Parametry funkce trans_beta$cal_manova(); z_https://github.com/ChiLiubio/microeco

Pro zobrazeni bakterialniho profilu analyzovanych mikrobiomt byla pouzita
vizualizace pomoci heat-mapy, funkci trans_abund$plot_heatmap(). Relativni zastoupeni
tficeti nejpocetnéji zastoupenych bakterialnich slozek bylo graficky zpracovano za pomoci

funkce trans_abund$new().

trans_abund$new(
dataset = NULL,
taxrank = ‘““Rimpdum" Genus
show = @,
ntaxa = == 30
groupmean = NULL,
delete_full_prefix = TRUE,
delete_part_prefix = FALSE,
prefix = NULL,
use_percentage = TRUE,
input_taxaname = NULL

)

Arguments:

dataset default NULL; the object of microtable class.

taxrank default "Phylum”; taxonomic rank.

show default 0; the relative abundance threshold used for filtering.

ntaxa default 10; how many taxa will be used, ordered by abundance from high to low: this
parameter does not conflict with the parameter show: both can be used.

groupmean default NULL; calculating mean abundance for each group: select a group column
name in microtable$sample_table.

delete_full_prefix default TRUE: whether delete both the prefix of taxonomy and the char-
acter in front of them.

delete_part_prefix default FALSE: whether only delete the prefix of taxonomy.

prefix default NULL: character string; can be used when delete_full_prefix = Tordelete_part_prefix
=T: default NULL reprensents using the "letter+__", e.g. "k__" for Phylum level: Flease
alter this parameter when the prefix is not standard.

use_percentage default TRUE: show the abundance percentage.

input_taxaname default NULL: character vector: input taxa names for selecting some taxa,

Obr. 9 Parametry funkce trans_abund$new(); z https://github.com/Chil.iubio/microeco
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trans_abund$plot_heatmap(
color_values = rev(RColorBrewer::brewer.pal(n = 11, name = "RdY1Bu")),
facet = NULL,
facet2 = NULL,
facet3 = NULL,
facet4 = NULL,
order_facet = NULL,
¥_axis_name = NULL,
order_x = NULL,
withmargin = TRUE,
plot_numbers = FALSE,
plot_text_size = 4,
plot_breaks = NULL,
margincolor = "white”,
plot_colorscale = "logle”,
min_abundance = @.01,
max_abundance = NULL,
strip_text = 11,
xtext_size = 1@,
ytext_size = 11,
xtext_keep = TRLUE,
wtitle_keep = TRUE,
grid_clean = TRUE,
xtext_type_hor = TRUE,
legend_title = "% Relative‘\nabundance”,
pheatmap = FALSE,

),“

Arguments:
color_values default rev(RColorBrewer::brewer.palin= 11, name = "RdY1Bu")); colors palette
for the plotting.

facet default NULL; a character string; if using facet, provide a column name in sample_table,
such as "Group”.

facet2 default NULL; the second facet, used with facet parameter together; facet2 should
have a finer scale: use this parameter, please first install package gghdx.

facet3 default NULL; the third facet, used with facet and facet2 parameter together.
facetd default NULL; the fourth facet, used with facet, facet2 and facet3 parameter together.
order_facet NULL; vector; used to order the facet, such as, c("Group1", "Group3", "Group2").

%x_axis_name NULL; a character string: a column name of sample_table used to show the
sample names in x axis.

order_x default NULL: vector; used to order the sample names in X axis; must be the samples
vector, such as, ¢("S1", "83", "§2").

withmargin default TRUE; whether retain the tile margin.

plot_numbers default FALSE; whether plot the number in heatmap.

plot_text_size default 4; If plot_numbers TRUE, text size in plot.

plot_breaks default NULL: The legend breaks.

Obr. 10 Parametry funkce trans_abund$plot_heatmap(); z https://github.com/Chil.iubio/microeco
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4 VYSLEDKY

Vysledny dataset obsahoval 96 vzork (93 vzorki + 2 pozitivni a 1 negativni kontrola).
Hruba data z Illumina MiSeq platformy obsahovala 1676146 readu. Béhem zpracovavani
amplikonovych dat programy Usearch a Qiimel.9 byly odstranény ready R2, ¢imZ se pocet
readl zmensil na polovinu. Po Demultiplexovani, odfiltrovani readi nizké kvality a nasledné
dekontaminaci vstoupilo do analyz v programu R 619936 readu (597626 readi nejsou-li
zapoGteny pozitivni a negativni kontroly). V priméru bylo tedy ziskano 6457 readd na jeden
vzorek, piiéemz median je 5951 readd. Normalizaci datasetu na pocet 1000 readi pro kazdy
vzorek bylo 13 vzorku s nizkym poctem readd z naslednych analyz odstranéno (odstranéné

vzorky jsou v Tabulce IV oznaceny Sedym pismem).
Kazdy vzorek byl zatazen k odpovidajici geneticke linii v§i (viz Tabulka IV).

Tabulka IV Pfifazeni jednotlivych vzorku k hostitelskému druhu a zatazeni do genetickych linii

VZOREK HOSTITEL LINIE_BASIC LINIE GENOM
1 19MocAp12bXN  A_flavicollis N N NGenom
2 19MocAp19XNb  A_sylvaticus N N NGenom
3 19MocApl19XN A_sylvaticus N N NGenom
4 19MocAp24XN A_sylvaticus N N Ngenom
5 ISHXDXN A_sylvaticus N N NA
6 1THXDXN A_sylvaticus N N NGenom
7 10D18 A_sylvaticus N N NGenom
8 13D18 A_sylvaticus N N NGenom
9 8RB19 A_sylvaticus N N NGenom
10 17RB19 A_flavicollis N N NGenom
11 14ZDAp19 A_sylvaticus N N NGenom
12 RpT48 A_sylvaticus N N NGenom
13 6ASPOB A_sylvaticus N N NGenom
14 14AFOB A_flavicollis N N NGenom
15 ISDAFb A_sylvaticus N N NGenom
16 4SDAF A_flavicollis N N NGenom
17 21AbAf3 A_sylvaticus N N NGenom
18 KOC31 A_sylvaticus N N NGenom
19 KOC32 A_flavicollis N N NGenom
20 KOC78 A_flavicollis N N NGenom
21 KOC82b A_sylvaticus N N NGenom
22 RGF2 A_flavicollis N N NGenom
23 12UAZ22 A_flavicollis N N NGenom
24 15UAZ22 A_sylvaticus N N NGenom
25 42MAN A_flavicollis N N NGenom
26 38MAN A_sylvaticus N N NGenom
27 19HrAp2 A_sylvaticus N N NA
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28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74

ISHVPXN
22HVPXN
ROKI11
ROK?7
133Z1.18c¢
133ZL.18d
46MANb
46MANCc
46MANd
47TMANb
53MANa
53MANb
53MANc
106MANbDb
106MANCc
106MANd
2HVXHodXSE
28HVXHodXSE
KOC14
KOC20
KOC36
KOC36b
KOC36¢
KOC70
KOC70b
KOC70c
21AbAf4
IM866
JM863
IM858
21LoAf1b
11RNS
11RNSb
11RNSc
15RNS
I5RNSb
15RNSc
16ApoXCHYb
19ApoXCHY
19ApoXCHYD
19ApoXCHYc
VII12
VII13
VIIi4
VII1S
VII18
7KOCXKocXSea

A_sylvaticus
A_flavicollis
A_flavicollis
A_sylvaticus
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
A_flavicollis
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Sw
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POKRACOVANI TABULKY IV

75 TKOCXKocXSeb  A_flavicollis S SE Sgenom
76 15KOCXKocXSEa A_flavicollis S SE Sgenom
77 15KOCXKocXSEb A_flavicollis S SE Sgenom
78 21KORXKorXSEb A_flavicollis S SE Sgenom
79 21KORXKorXc A_flavicollis S SE Sgenom
80 RAD39% A_flavicollis S SE Sgenom
81 RAD44 A_flavicollis S SE Sgenom
82 RAD51c A_flavicollis S SE Sgenom
83 30AFXVOIJb A_flavicollis S SW Sgenom
84 11XAFX]J A_flavicollis S SW Sgenom
85 13ZDA A_flavicollis S SW Sgenom
86 27ZDA A_flavicollis S SW Sgenom
87 ISTRb A_flavicollis S SW Sgenom
88 1STRc A_flavicollis S SW Sgenom
89 2HBb A_flavicollis S SW Sgenom
90 8HRB A_flavicollis S SE NA

91 1Jal9Apb A_flavicollis S SW Sgenom
92 HR1 A_flavicollis S SE Sgenom
93 HRS A_sylvaticus N N NA

94 NK negative NA NA NA

95 MCE positive NA NA NA

96 MCS positive NA NA NA

Nasledujici grafy a analyzy pocitaji s péti genetickymi liniemi, do kterych byly vsi
zatazeny na zaklad€ celo-genomovych analyz provedenych Janou Martini — nespecificka linie
(N), specificka zapadni (SW) a vychodni (SE) linie a dvé hybridni linie Hybrid (H)
a Hybrid1 (H1).

4.1 Alfa-diverzita mikrobiomu

Zakladni analyzou, ktera byla provedena je vypocet alfa-diverzity s pouzitim indexu
Richness (oznacovan jako index ,,Observed). Tato analyza ukazuje odliSnou mikrobialni
bohatost jednotlivych linii, respektive pocet bakterialnich OTU pro jednotlivé linie. Nejvyssi
richness byla zaznamenana u SE linie. Signifikantni rozdily v poctu identifikovanych OTU
byly na hladin€ vyznamnosti 95 % zaznamenany mezi liniemi Hybrid - SE, N-SW a N - SE.
Signifikantné odliSna richness na hladin€ vyznamnosti 99 % byla zaznamenéana mezi liniemi

Hybrid - SW (viz Graf 2).
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Graf 2 Vyhodnoceni alfa-diverzity s vyuzitim indexu Richness (zde na ose y ozna¢ovanym jako

,,Observed™), vystup statistické analyzy viz Tabulka P1 (Ptilohy)

Pro vytvoreni Grafu 3 byla opét vypocitana alfa-diverzita mikrobiomi jednotlivych

linii v$i, tentokrate za pouziti indexu Shannon, ktery kromé poctu OTU pocita také s jejich

relativni abundanci v mikrobiomu. Graf ukazuje, ze celkova vyvazenost slozeni mikrobiomu

je mezi riznymi liniemi v§i velmi podobna (viz Tabulka V a Tabulka P2 v Pfilohach).

Hodnoty blizké 1 naznacuji dominanci jednoho ¢i nékolika malo bakteridlnich OTU (hodnota

0 ukazuje na absolutni dominanci pouze jednoho druhu). Jediné viditelné signifikantni rozdily

(a to na nejnizsi hladin€ vyznamnosti) byly zaznamenany mezi liniemi N - SW a N - SE.

Shannon

%

Graf 3 Vyhodnoceni alfa-diverzity s vyuzitim indexu Shannon, vystup statistické analyzy viz Tabulka

P1 (Ptilohy)
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Tabulka V Vyvazenost slozeni mikrobiomii mezi genetickymi liniemi

LINIE (POCET) INDEX PRUMER SD

Observed 39.7727273 12.3863666
Shannon 1.1711969 0.5844462
Observed 43.6666667 4.9328829
Shannon  1.6206554  0.4683012
Observed 49.1111111 39.1096421
Shannon  1.0808021 0.9360114
Observed 60.5882353 17.0589376
Shannon  1.6895857  0.8104027
Observed 66.4545455 21.8785906
Shannon  1.7440641 0.7845144

Hybrid (22)
Hybridl (3)
N-lineage (27)
SW-lineage (17)

SE-lineage (11)

4.2 Beta-diverzita mikrobiomu

NMDS klastrovaci analyza na zakladé Bray-Curtis distanci ukéazala, ze mikrobiomy
vSech linii jsou si svym OTU slozenim velmi podobné. Na Grafu 4 jsou nékteré body
lokalizovany mimo spole&né elipsy — jedna se o vnitro-skupinovou variabilitu uvniti linii. Cim

blize jsou si body, tim podobngjsi jsou si mikrobiomy.

0.09

0.50-

Lineage
Hybrid
Hybrid1

SE
SW

XX bPbe
- 4

MDS2

LineageBasic

[@] H
[®] n
& of

0.00-

-0.2 0.0 0.2 0.4 06
MDS1

Graf 4 NMDS klastrovaci analyza — barvy oznacuji LincageBasic a tvary Lincage
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Vysledek analyzy adonis2 ukazuje, ze mezi zdkladnimi liniemi (tzv. ,,LineageBasic*)

N, H a S neni signifikantni rozdil (R2 =0,04554, P = 0.055).

Tabulka VI Vysledek analyzy adonis2

Df SumOfSqs R2 F Pr(>F)

LineageBasic 2 0.3861 0.04554 1.8372 0.055
Residual 71 8.0923 0.95446

Pro jednodussi a bliz§i znazornéni podobnosti linii byly vyuzity Bray-Curtis distance
— vznikly stromek ukazuje, které linie jsou si podobnéjsi, a které jsou si naopak nepodobné.
Z Grafu 5 je patrné, ze nejvice podobné mikrobiomy nalezneme mezi liniemi SW a SE, stejné

jako mezi liniemi N a Hybrid. Linie Hybrid1 je vSem ostatnim liniim stejn€ nepodobna.

SW

SE

Hybrid

Hybrid1

0.8 04 0.0
Distance (Bray-Curtis)

Graf 5 Bray-Curtis distance zobrazujici blizsi podobnosti mezi genetickymi liniemi

Tabulka VII Porovnani zakladnich linii (LineageBasic — N, H a S) na zaklad¢ Bray-Curtis distanci

SKUPINY METODA F R2 P.value P.adjusted
Nvs H bray 1.559435 0.03024539 0.152 0.225
NvsS bray 2.529172 0.04554673  0.041 0.123
HyvsS bray 1.294505 0.02475412  0.225 0.225
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4.3 Bakterialni slozeni mikrobiomu

N Hybrid Hybrid1 sw SE
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Graf 6 Heat-mapa znazornujici bakteridlni zastoupeni v mikrobiomech v§i P. serrata
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V mikrobiomech bylo detekovano celkem 1196 bakteridlnich OTU — pro vytvofeni
heat-mapy bylo ov§em vybrano pouze 30 nejvice dominantnich rod. Bakterie rodu Legionella
byla identifikovana v naprosté vétSiné (94 %) vzorkd. Dal§imi bakteriemi, majoritné
zastoupenymi v mikrobiomech napfi¢ genetickymi liniemi, jsou rody Paraburkholderia,
Cutibacterium a Enhydrobacter. U linie Hybridl je mozné vidét vyskyt bakterii rodu
Wolbachia, Aeromona a Lactococcus, které se jinak u naprosté vétsSiny vzorkid nevyskytuji.
Neékteré bakterialni rody jsou v heat-mapé jasné viditelné (v odstinech zluté az Cervené) pouze
u nékolika malo (nebo i jediného) vzorka, prikladem jsou rody Pseudomonas, Massilia,

Erwinia nebo Enterococcus.
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S DISKUZE

5.1 Podobnost a variabilita mikrobiomu genetickych linii v§i P. serrata

Pro porovnani variability a struktury mikrobiomu byla zvolena pouze jedna proménna
— odlis$né genetické linie v§i Polyplax serrata. Alternativni parametry, které rovnéz mohou mit
na strukturu mikrobiomu vliv (Adair & Douglas, 2017), jako naptiklad geograficka poloha,
habitat hostitele (Park et al., 2019) ¢i vyvojové stadium hostitele (Tsuchida et al., 2002; Brown
et al., 2020), nebyly v této praci zohlednény. Jednim z divodu je geograficky pavod sbéru
vzorku, které vSechny pochazeji z navzajem blizkych lokalit — sbér vzorkd je totiz
v soucasnosti soustfedén do mist, kde je predpokladana hybridni zona mezi SW a SE
genetickou linii P. serrata. Cely soubor dat byl tedy vyhodnocovan pouze mezi odliSnymi
genetickymi liniemi a v ramci této proménné nebyla nalezena zadna signifikantni diferenciace

¢i majoritni rozdily ve variabilité a struktufe mikrobiomda.

Absence variability nicméné neznamena, ze byly mikrobiomy zcela uniformni. Jak
ukazuje Graf 4, uvnitf jednotlivych linii je viditelny vnitro-skupinovy rozptyl, nicméné
majoritni ¢ast vS§ech mikrobiomu je seskupena do jednoho tésného klastru. Muzeme tedy fici,

ze vnitro-skupinova variabilita pfevlada nad mezi-skupinovou variabilitou.

Takto vysoka podobnost mikrobiomi nebyla u linii zcela oCekavanym vysledkem.
Ptinejmensim nespecificka (N) a specificka (S) linie se dle v§ech parametra zdaji byti spise
dvéma samostatnymi druhy, které (pokud vime) spolu nehybridizuji, pfestoze se vyskytuji
sympatricky na stejném hostiteli (Stefka & Hypsa, 2008; Martini et al., 2018). Podobnost
jejich mikrobiomu je tedy prekvapiva, vezmeme-li v potaz, Ze druhova specifita hostitelt hraje
ve slozeni mikrobiomti hmyzu dilezitou roli (Adair & Douglas, 2017; Brown et al., 2020).
Rozdilna struktura mikrobiomui v zavislosti na hostitelské specifité byla studovana a popsana
predev§im na fytofagnich msicich (Tsuchida et al., 2002), kde jsou rozdily patrné predevsim
v ruzné diverzit€¢ sekundarnich symbionti (Sandstrom et al., 2001; Zytynska & Weisser,
2016). S-symbionti Casto svym hostitelim poskytuji mnoho vyhod, které zvysuji fitness
hostitele (Oliver et al., 2003; Scarborough et al., 2005) a v ramci mezidruhové kompetice jsou
poté uspeésn€jsi ty hostitelské druhy, které maji své mikrobidlni spoleCenstvi 1épe
,prizpusobené svému habitatu, podminkam a potfebam (napf. v pfipadé hojného vyskytu
parazitoidd, druhy majici S-symbionta, ktery zvysuje hostitelovu obranu pied parazitoidy,

budou Uspésnéjsi nez jiné druhy bez tohoto S-symbionta; Oliver et al., 2003).
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Teorii, pro¢ neni variabilita u zkoumanych mikrobiomu viditelna, je hned nékolik.
Zaprvé je potteba vzit v iivahu (alesponi u N a S linie) genetickou vzdalenost jednotlivych linii.
U triatom jsou zmény ve variabilité mikrobiomt dobfe viditelné i u blizce pfibuznych druhti
(Brown et al., 2020), dalSim krokem by proto bylo zjisténi mitochondridlni vzdalenosti mezi
N a S linii (potencionalné i u ostatnich linii) a nasledné porovnani této vzdalenosti s jinymi
druhy (nejpravdépodobnéji se zminénymi triatomami), u kterych je diferenciace mikrobiomut
dobfe viditelna. Druhym vysvétlenim chybéjici variability je habitat a zivotni strategie
P. serrata. Protoze se jedna o obligatniho permanentniho parazita (Lehane, 2005), N i S linie
zZiji ve stejném, jasné definovaném a pravdépodobné nemeénicim se prostiedi (srst mysic). Obé
linie tedy maji stejny (omezeny) environmentalni zdroj potencionalnich symbiontl
ziskavanych horizontalni cestou. Timto smérem se ubira jiz zminéna environmentalni studie
P. serrata, zalozena na amplikonovych datech ziskanych ze stérd, kouskd kuze a slezin
hostitelskych mysic. Snahou tohoto vyzkumu je zjistit, nakolik se lisi a popfipadé i meéni
mikrobiomy zijicich na stejném hostiteli. Vzorky 46MANb a 46MANd z genetické linie
Hybridl tento rozdil v mikrobiomu dobfe ilustruji. Oba vzorky byly ziskany z jediného
hostitele, konkrétné z Apodemus flavicollis, nicméné vzorek 46MANb ma oproti druhému
vzorku ve svém mikrobiomu vice zastoupeny bakterie rodu rodu Aeromonas, Lactococcus a
také vice viditelny rod Wolbachia (viz Graf 6). Podobné je tomu také u tii vzorki KOC36(b/c),

u kterych mé pouze prvni vzorek KOC36 jasné viditelnou bakterii rodu Acinetobacter.

Nicméné mikrobiomy jedinct stejného druhu maji rovnéz tendenci byt si navzajem
podobnéjsi nez mikrobiomy jedinct odlisnych druhd. V nasem pfipadé€ by si tedy genetické
linie SW a SE m¢ly byt navzajem podobnéjsi v porovnani s jinymi liniemi, coz také potvrzuje
dendrogram Bray-Curtis distanci, znazornény na Grafu 5. Tento ,trend“ podobnost
mikrobioma muze byt vysledkem hostitelské selekce mikrobialnich slozek (traveni potravy,
imunita hostitele nebo tepelna tolerance symbionti (Oliver & Martinez, 2014; Adair &
Douglas, 2017) nebo také koevoluci mikrobiom s hostitelskym druhem (Lim & Bordenstein,

2020). Lisi se ovSem mikrobiom vsi v zavislosti pravé na druhu parazitovanych hostitelG?

Pokud mezi sebou porovnavame N a S linii, nemusi se rozdily zptisobené nizkou
hostitelskou specifitou N-linie ve vysledcich viibec projevit. Nicméné provedena analyza na
N-linii (ktera parazituje jak na A. flavicollis tak na A. sylvaticus) ukazuje, ze v naSem piipade
neni druh obratlov€iho hostitele faktorem signifikantné ovliviiujicim profil mikrobiomu,

viz Graf P3 a Obr. P5 (Piilohy)
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5.2 Struktura mikrobiomu vS$i P. serrata

Naprosté vétsiné mikrobiomu (94 %) dominuje jediny bakterialni rod Legionella. Toto
zjisténi neni prekvapivé, nebot vime, ze legionella (konkrétne L. polyplacis) plni u vsi
P. serrata funkci P-symbionta (Rihova et al., 2017). U celkem 5 vzork? (6 %) datasetu nebyla
legionella pomoci amplikonového screeningu potvrzena, coz muze byt zptisobeno né€kolika
faktory. Prvnim moznym vysvétlenim je PCR-bias, kdy jsou zejména v prvnich cyklech PCR
amplifikovany DNA templaty jinych bakterii (Polz & Cavanaugh, 1998), i pfestoze je
legionella pfitomna. Potencionalnim feSenim by bylo provedeni TP-PCR neboli triplet-PCR
(Aird et al., 2011). Dal§i moznou pficinou by mohl byt fyziologicky stav vsi, nebot legionella
je, stejné jako vétSina P-symbiontl, pienaSena vertikalni cestou skrze cytoplasmu vajicek
(Vautrin & Vavre, 2009). Pokud by tedy ves kratce pred jejim odebranim z hostitele nakladla

vajicka, mohla by véts§inové mnozstvi svého symbionta predat svym potomkim.

Vzorky, u nichz nebyla legionella zaznamenana pomoci amplikonového screeningu
byly poté podrobeny dalsi analyze. Geny legionelly byly blastovany proti celkové assembly
metagenomického datasetu. Vysledkem bylo potvrzeni ptritomnosti legionelly u 4 z celkovych
5 vzorkli — jedinym vzorkem bez legionelly tak zlstal vzorek 15UAZ22 (pochazejici
z A. sylvaticus z Némecka). Krome jiz zminénych fyziologickych faktord by mohlo byt
vysvétlenim také ontogenetické stadium této vsi. Teoreticky mohlo pfi pfenosu symbionta
(L. polyplacis) z matky na potomstvo dojit k chybé, ktera zpusobila absenci legionelly
v daném vajicku. Larva, ktera by se z takového vajicka vylihla, by potencionalné mohla urcity
Cas prezit i bez svého primarniho symbionta, nebyla by uz vSak schopna dospét nebo
se reprodukovat. Jak ukazuji prace z minulého stoleti, v nekterych pfipadech hostitelé
poté schopni reprodukce ¢i ziji jen velmi kratkou dobu (Puchta, 1955; Koch, 1956; Nogge,
1976).

Co se slozeni mikrobiomu tyce (viz Graf 6), dal§imi hojné zastoupenymi bakterialnimi
rody jsou Paraburkholderia (u 53 % vzorkt) a Cutibacterium (73 % vzorkl), pficemz oba
tyto rody jsou vice viditelné u hybrida (H) a u specifické (S) linie. Cutibacterium je velmi
bézna, Casto komenzalni bakterie, kterou miizeme nalézt v mikrobiomu kiize, tedy na povrchu
téla (Mayslich et al., 2021). Oproti tomu Paraburkholderia je bakterialni symbiont nékterych
améb (Noh et al., 2022). Rod Sphingomonas, ktery je béznym kontaminantem nasi laboratofe,

je v heat-mapé zastoupen velmi malo, nicméné u vSech vzorkd je alespori trochu viditelny.
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Népadnym a ,,zvlastnim* jevem je geneticka linie Hybrid1, v jejimz mikrobiomu jsou
zastoupeny rody Wolbachia, Aeromonas a Lactococcus, které ovSem jinak nemaji v dalSich
mikrobiomech zastoupeni (zcela chybi u naprosté vétsiny vzorkt). Linie Hybridl (H1) je
sama o sob¢ zvlastni, nebot’ ve vSech analyzach zalozenych na nuklearnich SNP markerech
klastruje do samostatné linie, ktera je vSem ostatnim liniim (co se slozeni mikrobiomu tyce)
stejné nepodobna (viz Graf 5). Na PCA analyze poskytnuté Janou Martini (viz Graf P4
v Prilohach) je jasné viditelné, ze H1 se klastruje do vlastni skupiny mimo ostatni linie.
A pfi¢inou ,,zvlastnosti“ této linie by mohla byt pravé jedna z bakterialnich slozek mikrobiomu
H1 - bakterie rodu Wolbachia se kromé linie H1 prokazateln¢€ vyskytuje pouze v jediném
dalsim vzorku (RAD44). Pfitomnost wolbachie a jasné viditelny posun na trovni populacni
genetiky Hybridial je velmi napadna a bude zcela urcit€é vyzadovat dals§i vyzkum. V této

souvislosti ale narazime hned na nékolik faktort, které mohou dal$im vyzkum komplikovat.

Wolbachie je u hmyzu hojné rozsifeny (Jeyaprakash & Hoy, 2000) reprodukéni
manipulator, znadmy svou schopnosti vyvolavat cytoplasmatickou inkompatibilitu (CI;
Stouthamer et al., 1999), ktera vede kjednosmérmnému ochuzeni genetické informace
v hostitelské populaci. V tomto konkrétnim piipadé by vSak reprodukéni manipulace
wolbachie zasahly do hybridni zony specifické (S) linie P. serrata, ¢imz by bakterie teoreticky
ovlivnila hybridizaci obou populaci. V takovém pripadé by vysledni hybridi SW a SE linie
meli jinou genetickou podobu (napfiklad protoZe by se matefska DNA jedné populace vibec
nedostala k moznosti hybridizace) nez ,normalni“ hybridi vznikajici bez pfitomnosti
wolbachie. Dalsi komplikaci pfedstavuje efekt zvany paternalni eliminace genomu (PGE),
ktery byl zdokumentovan u v§im blizce pfibuznych pisivek z fadu Psocodea (Hodson et al.,
2017). PGE zpusobuje, Ze paternalné dédéné chromozomy nejsou nikdy predany potomstvu,
a samci tak pfedavaji pouze genetickou informaci ziskanou z maternélni linie. Také bylo
prokazano, ze nékteti samci lidské v§i Pediculus humanus ptenaseji geny pochazejici pouze
z maternalni linie (McMeniman & Barker, 2006). Podle (Breeuwer & Werren, 1990) mohou
reproduk¢ni manipulatofi (napriklad pravé wolbachie) vytvafenim bariér v toku gent podpofit

miru a rychlost hostitelské speciace.

V ramci naseho modelového systému odlisnych linii P. serrata mize nerovnomérna
distribuce genetického materialu (z obou pohlavi) navic spojena s komplikacemi zpisobenymi
wolbachii (CI) ovlivnit vyslednou hybridizaci na urovni populacni genetiky tak, ze zde bude

vznikat linie ,normalnich® hybridi a linie ,,nenormalnich® hybridi(1). Nekolik studii
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provedenych na blizce piibuznych druzich hmyzu potvrzuje, ze reprodukéni manipulatofi
mohou svym pusobenim podporit reprodukéni izolaci a potencionalné tak pfispivat k rostouci

druhové rozmanitosti (Jaenike et al., 2006; Bordenstein & Werren, 2007).

V piavodnim datasetu (93 vzorkl) klastrovalo do linie Hybridl celkem 7 vzorkd,
nicméné znahodnéni a filtrace dat zptsobila odstranéni 4 téchto vzorkt z vyslednych analyz.
U vsech vytazenych vzorka nicméné€ probéhly metagenomické screeningy, které mély odhalit
pfitomnost wolbachie. Dulezitym poznatkem by bylo ziskani celého genomu wolbachie,
¢i alesponl zjisténi, zda vlastni geny pro kompatibilitu. Nicméné€ v rdmci metagenomickych dat
se nepodarilo nalézt dostatecné silny signal wolbachie, prokazatelné se zde ale vyskytuji
jednotlivé ready (vyuziti 16S rRNA z amplikonovych dat). Téchto readl je ovSem velmi malo,
coz s nejvetsi pravdépodobnosti ukazuje na bias v metagenomickém nebo amplikonovém
(pfipadné v obou) screeningu. Pfipady podobnych ne-konzistenci v podobé pfitomnosti readd
pro jednotlivé bakterie, a obecné rozdily mezi amplikonovymi a metagenomickymi piistupy

zmirtuje také recentni studie na vSich (Dofia et al., 2021).
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6 ZAVER

Tato prace se zabyvala strukturou mikrobiomu odli$§nych genetickych linii v§i Polyplax
serrata. Rozdily mikrobiomi byly pfedpokladany pfinejmensim mezi N a S linii (zavislost
na hostitelské specifit€), nicméné vysledné analyzy neukéazaly ve variabilité ¢i diverzité
mikrobiomu zadné signifikantni rozdily. Ve slozeni mikrobiomt ptevlada vnitro-skupinova
variabilita nad mezi-skupinovou. V ramci genetickych analyz byla také ustanovena zvlastni

samostatna linie Hybrid1, které se ukazala byt ostatnim liniim velmi nepodobna.

Dominantnim bakterialnim druhem byla v mikrobiomech uréena legionella, ktera
u P. serrata plni funkci primarniho symbionta, a jeji majoritni zastoupeni tedy bylo ocekavané.
Prekvapivym zji§ténim bylo objeveni wolbachie v mikrobiomu linie Hybridl, pific¢emz

pfitomnost této bakterie mize byt zdivodnénim vysoké odli§nosti této linie.
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Tabulka P1. Dunn's Kruskal-Wallistiv test vicenasobnych porovnani genetickych linii v§i P. serrata

METODA  SKUPINA POROVNANI Z P.unadjusted P.adjusted SIGNIF.
Observed ~ Hybridl — Hybrid - Hybridl ~ -0.268200301375382 0.788545143025919 1 ns
Observed N Hybrid - N -0.569162130247963 0.569246117758342 1 ns
Observed Hybridl Hybridl - N 0.00262058849709982 0.997909075291179 0.997909075291179 ns
Observed SE Hybrid - SE -3.19614193141018  0.00139278580669275  0.0125350722602347 &
Observed SE Hybridl - SE -1.55861668722656 0.119087131046689 0.714522786280135 ns
Observed SE N-SE -2.84259199306264  0.00447483150288951  0.0313238205202266 *
Observed SwW Hybrid - SW -3.32976039389629 0.000869207471529454  0.00869207471529454 K
Observed SwW Hybrid1 - SW -1.45344762784146 0.146099510783548 0.73049755391774 ns
Observed SwW N-SW -2.9448936364474 0.00323065702362931  0.0258452561890345 *
Observed SwW SE - SW 0.271359941022385 0.786114208917852 1 ns
Chaol Hybridl Hybrid - Hybridl ~ 0.00741599398013567 0.994082947136952 0.994082947136952 ns
Chaol N Hybrid - N -0.650034574381284 0.515669888723668 1 ns
Chaol Hybridl Hybridl - N -0.314277047633103 0.75331062906365 1 ns
Chaol SE Hybrid - SE -2.81807771245157  0.00483121151182262  0.0434809036064036 *
Chaol SE Hybridl - SE -1.60470734187006 0.108558225444368 0.542791127221839 ns
Chaol SE N-SE -2.38735259304836 0.0169702067091986 0.11879144696439 ns
Chaol SwW Hybrid - SW -3.09930701613246  0.00193973899868837  0.0193973899868837 &
Chaol SwW Hybridl - SW -1.60548873069024 0.108386291267744 0.650317747606466 ns
Chaol SwW N-SW -2.62951364210103  0.00855071010645471  0.0684056808516377 ns
Chaol SwW SE - SW 0.102886782218075 0.918052828286499 1 ns
ACE Hybridl ~ Hybrid - Hybridl ~ 0.0508513380930982 0.959443981880074 1 ns
ACE N Hybrid - N -0.212889530508804 0.831413128650363 1 ns
ACE N Hybridl - N -0.151897012254888 0.879268164826008 1 ns
ACE SE Hybrid - SE -2.46840870326914 0.0135715266664344 0.108572213331475 ns
ACE SE Hybridl - SE -1.4475061900642 0.147755204017221 0.738776020086107 ns
ACE SE N-SE -2.37737234612575 0.0174364770958194 0.122055339670735 ns
ACE SwW Hybrid - SW -2.76429756211759 0.00570454917622938 0.0570454917622938 ns
ACE SwW Hybridl - SW -1.47542505230436 0.14009830417764 0.840589825065838 ns
ACE SwW N-SW -2.68562328673499 0.00723946608101144 0.0651551947291029 ns
ACE SwW SE - SW 0.0487660021568126 0.961105776272085 0.961105776272085 ns
Shannon Hybridl ~ Hybrid - Hybridl ~ -1.25539240917336 0.209336343588751 1 ns
Shannon Hybrid Hybrid - N 1.09446406739064 0.273751498447427 1 ns
Shannon Hybridl Hybridl - N 1.78609935099713 0.0740831732365675 0.444499039419405 ns
Shannon SE Hybrid - SE -1.92281622164528 0.0545031341246681 0.436025072997345 ns
Shannon Hybridl Hybridl - SE 0.0960999960208595 0.923441154468632 0.923441154468632 ns
Shannon SE N-SE -2.86386479589522  0.00418506604671197  0.0376655944204078 &
Shannon SwW Hybrid - SW -1.86745082792708 0.0618386574722372 0.432870602305661 ns
Shannon Hybridl Hybrid1 - SW 0.270831447957238 0.786520671502573 1 ns
Shannon SwW N-SW -2.96299739099131  0.00304659151351945  0.0304659151351945 &
Shannon SE SE - SW 0.27653891466973 0.782134174893043 1 ns
Simpson Hybridl ~ Hybrid - Hybridl ~ -1.35497627960568 0.175425114581634 0.701700458326536 ns
Simpson Hybrid Hybrid - N 1.44709388214338 0.14787063126114 0.887223787566839 ns
Simpson Hybridl Hybridl - N 2.05322857944538 0.040050413861977 0.320403310895816 ns
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44 Simpson SE Hybrid - SE -1.44608492702248 0.14815338286336 0.7407669143168 ns
45 Simpson Hybridl Hybridl - SE 0.460479147599952 0.645172335569534 1 ns
46 Simpson SE N-SE -2.65484722380442 0.00793443344168768 0.0714099009751891 ns
47 Simpson SwW Hybrid - SW -1.4876182420522 0.136851599838452 0.957961198869162 ns
438 Simpson Hybridl Hybridl - SW 0.56456903827902 0.572366929633437 1 ns
49 Simpson SW N-SW -2.89395667508471 0.00380420648268074 0.0380420648268074 *
50 Simpson SE SE - SW 0.138566811006554 0.889792471224462 0.889792471224462 ns
51 InvSimpson  Hybridl = Hybrid - Hybrid1 -1.35497627960568 0.175425114581634 0.701700458326536 ns
52 InvSimpson Hybrid Hybrid - N 1.44709388214338 0.14787063126114 0.887223787566839 ns
53 InvSimpson Hybridl Hybridl - N 2.05322857944538 0.040050413861977 0.320403310895816 ns
54  InvSimpson SE Hybrid - SE -1.44608492702248 0.14815338286336 0.7407669143168 ns
55 InvSimpson  Hybridl Hybridl - SE 0.460479147599952 0.645172335569534 1 ns
56 InvSimpson SE N-SE -2.65484722380442 0.00793443344168768 0.0714099009751891 ns
57 InvSimpson SW Hybrid - SW -1.4876182420522 0.136851599838452 0.957961198869162 ns
58 InvSimpson  Hybridl Hybridl - SW 0.56456903827902 0.572366929633437 1 ns
59 InvSimpson SW N-SW -2.89395667508471 0.00380420648268074 0.0380420648268074 *
60 InvSimpson SE SE - SW 0.138566811006554 0.889792471224462 0.889792471224462 ns
61 Fisher Hybridl ~ Hybrid - Hybridl ~ -0.268200301375382 0.788545143025919 1 ns
62 Fisher Hybrid Hybrid - N -0.569162130247963 0.569246117758342 1 ns
63 Fisher Hybridl Hybridl - N 0.00262058849709982 0.997909075291179 0.997909075291179 ns
64 Fisher SE Hybrid - SE -3.19614193141018 0.00139278580669275 0.0125350722602347 *
65 Fisher SE Hybridl - SE -1.55861668722656 0.119087131046689 0.714522786280135 ns
66 Fisher SE N-SE -2.84259199306264 0.00447483150288951 0.0313238205202266 *
67 Fisher SW Hybrid - SW -3.32976039389629 0.000869207471529454  0.00869207471529454 Hk
68 Fisher SW Hybridl - SW -1.45344762784146 0.146099510783548 0.73049755391774 ns
69 Fisher SW N-SW -2.9448936364474 0.00323065702362931 0.0258452561890345 *
70 Fisher SW SE - SW 0.271359941022385 0.786114208917852 1 ns
Tabulka P2 Indexy alfa-diverzity pro vSechny genetické linie v§i P. serrata
METODA HYBRID HYBRID1 N SE SW
Observed 323 97 560 396 412
Chaol 422 112.12 645.0862  499.9577 512.5634
se.chaol 26.21237 7.60044 18.80974  24.72421 24.10233
ACE 413.9587 122.7675 661.9120  507.5163 525.5332
se.ACE 10.21786 5.379158 11718150  11.223300  11.363695
Shannon 1.50086 2.097740 1.705323 2228019 2234151
Simpson 0.451141 0.7460411 0.4369869  0.5667747  0.6100434
InvSimpson 1.82196 3.937645 1.776158 2.308268 2.564388
Fisher 53.66871 19.17283 99.95401 80.38884 76.10934
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Graf P3 PCoA analyza nespecifické (N) linie P. serrata na rozdilnych hostitelich
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