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1 Uvod
1.1  Symbiéza

V ptirod¢ mizeme nalézt mnoho podob vzajemnych vztah mezi organismy. Nekteré
z nich jsou prospé$né pouze pro jeden organismus a jiné mohou byt prospésné pro oba
partnery. Pro vysvétleni symbidzy existuji dvé definice. Prvni z nich povazuje symbiozu za
mutualismus a je zaloZena na faktu, ze z tohoto vztahu profituji oba organismy (Heiko et al.,
2008). Druha definice je zaloZena na $kole Antona de Bary z roku 1879, ktery zavedl pojem
symbidza a rozdé€lil ji na né€kolik typl, mezi néz patii vztahy parazitické, komenzalni i
mutualisticke (de Bary, 1879).

Jednim z nékolika druhti symbidzy je mutualistickd symbidza. Pokud se organismus
ucastni mutualistické symbidzy, je ozna¢ovan jako primarni symbiont nebo hostitel. Jedna se
0 vztah, ktery se buduje po velmi dlouhou dobu. Symbiont je ptfendSen vertikalné, coz
znamena, ze se pienasi v populaci hostitele z generace na generaci. Pro hostitele je primarni
symbiont nepostradatelnou soucésti jeho Zivota, jelikoz v prostfedi, ve kterém je zdroj
limitovany, by bez pomoci primarniho symbionta zemfiel. Primarni symbiont poskytuje
hostiteli Ziviny, které si nemiZze sam obstarat v dostatetném mnozstvi. Modelovym
ptikladem takového vztahu je Buchnera aphidicola zasobujici svého hostitele msice
(Aphidoidea) esencialnimi aminokyselinami (Douglas, 1998). Primarni symbiont muize také
ovliviiovat rozmnozovani hostitele. Primarni symbiont je vSak na hostiteli také zavisly.
Doslo u n¢j k vyznamné redukci a ztraté genti a k piizpusobeni se prostiedi v hostiteli
natolik, ze by bez hostitelské buniky nemohl existovat (Weiss & Aksoy, 2011).

Dal$im druhem symbidzy je symbioza komenzalni. Na rozdil od obligatni muze byt
komenzalni symbidza ptechodnd. Hostitel a v tomto piipadé symbiont sekundarni bez sebe
mohou existovat. Tato symbiodza je ziejmé novodobéjsi. Muze byt prenasena vertikalné (z
generace na generaci) i horizontaln¢, coZz znamena pienos mezi jedinci v ramci jedné
generace, piipadné z prostiedi (Weiss & Aksoy, 2011). Za komenzalni symbidzu je
povazovan vztah, ze kterého symbiont téZi, ale neomezuje ptitom hostitele (Leung & Poulin,
2008). Mezi komenzalni symbionty patii i nékteré intracelularni bakterie. Naptiklad
symbiotickou bakterii Sodalis glossinidius muzeme najit u mouchy tse-tse (Dale et al.,
1999). Stievni bakterialni komunity (mikrobiomy) jsou také druhem komenzalni symbiozy.
Tyto bakterie jsou ovliviiovany exogennimi faktory, mezi které patii napiiklad strava a
prostiedi, a endogennimi faktory neboli vnitini prostiedi stiev. Komenzalni stfevni

mikrobiom je zapojen do fady biologickych aspektii Zivota hmyziho hostitele, v nékterych



ptipadech muze ovliviiovat i jeho chovani (Wada-Katsumata et al., 2015). Naptiklad u
Drosophila melanogaster ovliviiuji komenzalni bakterie vybér partnera zménou hladiny
pohlavnich feromont (Sharon et al., 2010). Vztah mezi hostitelem a komenzalnimi
symbionty ovlivituje 1 vztah mezi hostitelem a parazitem nebo hostitelem a patogenem

(Weiss & Aksoy, 2011).

1.2 Vztah vektor symbiont

Hmyz casto figuruje jako pienase¢ (vektor) Siroké Skaly patogent infikujicich
rostliny a zvifata (Gray & Banerjee, 1999). V nedavnych studiich bylo zjisténo, Zze
symbiotické bakterie hmyzu hraji velkou roli v jejich reakci na patogeny a parazitoidy
(Currie et al., 2003). Neékteré mikroorganismy, které jsou pfenaseCim nemoci vrozené,
mohou inhibovat vyskyt patogent v jejich téle (viz kapitola 1.3.1) (Favia et al., 2007). Proto
by mohl byt vztah vektora a jeho symbionti stéZejni pro epidemiologii malérie, zluté

zimnice, Zapadonilského viru nebo horec¢ky dengue a dalsich.

1.3  Komafri jako vektori

Koméroviti (Culicidae) jsou fazeni do fadu dvouktidlého hmyzu (Diptera). Celed’
komarovitych obsahuje pies 3,500 druhti a je kosmopolitné rozsitena (Fang, 2010). Mezi
hlavni rody komaru, ptenasejici lidské patogeny, patii Aedes, Anopheles a Culex (Minard et.
al., 2013). Velmi nebezpe¢nymi RNA viry je rodina vira Flaviviridae, ktera se podle
klinickych projevu u lidi rozdéluje na dvé hlavni skupiny. Prvni skupinou jsou viscerotropni
flaviviry, které zplisobuji smrtelné hemoragické horecky. Mezi tyto viry patii naptiklad virus
Dengue nebo virus zluté horecky (Gaunt et al., 2001). PfenaSeCem viru zluté horecky je
komar Aedes aegypty (podceled” Culicinae) (Rysavy et. al., 1989). Nebezpecny virus Dengue
je prenaSen komary Aedes aegypti a Aedes albopictus (podceled” Culicinae) v Latinské
Americe, ve Spojenych statech americkych, Evropé, Africe a Asii (Clyde et al., 2006).
Druhou skupinou jsou encefalitické flaviviry zptsobujici invazivni neurologické
onemocnéni. Mezi tyto viry patii napiiklad virus Japonské encefalitidy nebo Zapadonilsky
virus (Gaunt et al., 2001). Virus Japonské encefalitidy je rozsifen v Asii a v zapadnim
Pacifiku a jeho primarnim vektorem je komar Culex tritaeniorhynchus (podceled’ Culicinae)
(Yun & Lee, 2014). Do zivotniho cyklu Zapadonilského viru patii kromé komara a ¢lovéka i
ptaci, ve kterych virus preziva a dale se mnozi. Nejvyznamné¢jSim pienasecem
Zapadonilského viru je komar rodu Culex sp. (pod¢eled’ Culicinae). Mezi dalsi rody Sitici

tento virus patii naptiklad Anopheles (podceled” Anophelinae) ptenasejici tento virus mezi
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lidmi ve Spojenych statech americkych, Izraeli nebo na Madagaskaru, rod Aedes (podéeled’
Culicinae) sifici virus v Rusku, Africe nebo Spojenych statech americkych, déle rod
Mansonia (podceled’ Culicinae) sitici virus v Africe nebo Ochlerotatus (podceled’ Culicinae)
Sifici virus ve Spojenych statech americkych (Khan et al., 2017). Do rodiny Flaviviridea
patii také virus Zika ptenaseny komary rodu Aedes (podceled’ Culicinae) rozsifeny v Africe,
Asii a v Severni, Jizni a Centralni Americe (Song et al., 2017). Dalsi skupinou virt
pfenasenou komary jsou alphaviry. Jednim z nejvyznaméjSich virti je virus Chikunguny a
prenaseny komary rodu Aedes (podc¢eled’ Culicinae). Tento virus je rozsifen v Africe, Asii,
Evropé, Americe a na ostrovech Indického oceanu (Coffey et al., 2014).

Vyznamnymi parazity v kontextu smrtelnych nemoci svétového métitka jsou
jednobunééna eukaryota z rodu Plasmodium (kmen Apicomplexa). Tito parazité zptsobujici
malarii jsou pienaseni vyhradné komary rodu Anopheles (pod¢eled” Anophelinae) (Wang et
al., 2012).

Ve vétsingé pripadii se patogeny dostavaji do t€la komara pti sani krve, ¢imz se
dostavaji do stfeva jedince, kde se odehrava imunitni odpovéd’ (Janeh et al., 2017). Trévici
soustava komara je tvofena tfemi hlavnimi ¢astmi. Témito ¢astmi jsou Stomodeum,
mesenteron a proctodeum. Stomodeum slouzi k nasavani potravy pomoci speciélni hltanove
pumpy. Mesenteron je ¢ast traviciho traktu obstaravajici traveni potravy pomoci enzymi a
vstiebavajici potravu natravenou zaludkem, ktery je kryty peritrofickou membréanou
(Kramaft, 1958). Peritrofickd membrana tvofi fyzickou bariéru branici priniku patogenu do
hemolymfy jedince (Osta et al., 2004). PeritrofickA membréna pokryva i stfevo komara
(Lehane, 2005), které je soucasti tieti ¢asti traviciho traktu komara a to proctodea (Kramatr,

1958) a je tvotena z chitinu, proteini a proteoglykanti (Wang & Granados, 2001).

1.4 Mikrobiom jako faktor ovliviiujici vektorovou kapacitu

Mikrobiom mtize ovliviiovat vektorovou kapacitu, tedy schopnost pienaset patogeny,
pomoci ruznych mechanismu (Azambuja et al., 2005). Mezi tyto mechanismy patii naptiklad
produkce antipatogennich latek symbiontem, vyvolani produkce antipatogennich latek
hostitelem nebo imunitni odpovéd’ zprostiedkovana mikrobialnimi symbionty jako napiiklad
Wolbachia nebo Asaia (Dennison et al., 2014). Naptiklad jeden druh bakterie Wolbachia,
konkrétné¢ druh wMel, inhibuje vyskyt viru zluté zimnice u octomilky (Drosophila
melanogaster) (Van den Hurket al., 2012). Dalsim ptikladem ptisobeni bakterie Wolbachia
mize byt zamezeni pienosu parazita Plasmodium koméarem druhu Aedes aegypti (Sinkins,

2013). V ngkterych piipadech se mohou symbiotické bakterie inhibovat mezi sebou.
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Napiiklad bakterie Asaia dokaze inhibovat vyskyt bakterie Wolbachia u komard. To
naznacuje, ze interakce mezi bakteridlnimi endosymbionty a rovnovaha v jejich zastoupeni
muze byt pro hostitele zdsadni, a mize pfimo ovliviiovat jeho vektorovou kapacitu (Hughes
et al., 2014). Vyznam vV pienosu patogenti nebo v jejich inhibici mize hrat i hustota
zastoupeni symbionta v komarovi, konkrétné¢ Wolbachia. Se zvysujici se hustotou bunék
bakterie Wolbachia se zvySuje i resistence vici viru Dengue (Lu et al., 2012). Bylo zjisténo,
7ze vyskyt bakterie Wolbachia v komafich mikrobiomech mutze byt negativné ovlivnén
zvySujici se teplotou. V kontextu s globalnim oteplovanim muze byt tato informace
znepokojujici s ohledem na Sifeni nebezpeénych patogent jako je napiiklad Zapadonilsky
virus (Novékova et al., 2017).

1.5  Mikrobiom, jeho prenos a zisk

Ledenberg a McCray (2001) oznacili mikrobiom jako ekologickou komunitu
skladajici se z komenzélnich, symbiotickych a parazitickych mikroorganismu, které se
nachazeji v télech zivocichi. Tyto mikroorganismy mohou byt piedavany z matky na
potomka neboli vertikalné (Stevens et al., 1975) nebo z jedince na jedince tedy horizontalné
(Lohe et al., 1995). Mezi bakterie dédéné z piedchozi generace patii napiiklad Wolbachia
nebo Asaia (Rossi et al., 2015). K pfenosu bakterii miize dochazet i mezi jednotlivymi stadii,
obzvlasté¢ pokud vyvoj jednotlivych stadii probihd v rlznych prostiedich (Gendrin &
Christophides, 2013). Pokud nejsou bakterie dédény nebo pienaseny mezi jedinci, musi dojit
k jejich pfenosu z prostiedi. V ptipadé komari dochazi k pifenosu symbiotickych bakterii
z vody, ve které probihal jejich vyvoj (Dennison et al., 2014). Komafi patii mezi hmyz
s proménou dokonalou. Jejich Zivotni cyklus tedy prochazi od vajicka, ptes larvu a kuklu az
k dospélci (Kramat, 1958). Slozeni bakterialnich komunit mtize zaviset na pohlavi jedince,
na vyvojovém stadiu nebo na ekologickych podminkach prostfedi (Minard et al., 2013).
Kazdy komaii druh ma své vlastni ekologickeé priority a poZadavky na vodni prostiedi a tedy
i razné slozeni bakterialnich komunit ve stfevé, coz muze ovliviiovat jejich schopnost
prenaset lidské patogeny (Minard et al., 2013). Vétsiné komarG vyhovuje teplé vlhké
prostiedi, ve kterém se za vhodnych podminek rychle a az nekontrolovatelné mnozi
(Rozkosny, 1980). Zisk bakterii z prostiedi probiha prostfednictvim potravy. Potrava komart

se 1i8i jak mezi samcem a samici, tak i mezi jednotlivymi vyvojovymi stadii (Kramar, 1958).



1.6 Vyvoj mikrobiomu nap¥i¢ vyvojovymi stadii

Po ukonéeni vyvoje uvnité samicky jsou vajicka kladena na vodni hladinu. Larvy se
zivi filtraci nebo seskrabavanim organického materialu z povrchu pfedmétii plovoucich ve
vod¢ (Kramar, 1958). Larva komadara prochazi béhem svého vyvoje v dospélce Ctyimi
larvalnimi instary. Rychlost vyvoje zavisi pfedevS§im na teploté a ¢aste¢né i svétle (Kramar,
1958). Komaii larvy obsahuji velké mnozstvi fotosyntetizujicich cyanobakterii, které u
dospélych jedinci nenajdeme. Podle studie provadéné na komarech An. gambiae mohou
tvofit cyanobakterie az 40% mikrobidlnich komunit (Wang et al., 2011). Ve vétSing piipadi
dochazi k ptenosu bakterii pouze mezi larvou a kuklou, nikoli mezi kuklou a dospélcem
(Lindh et al., 2008). Tento jev je ptfipisovan meconidlni peritrofické membrané, kterou je
mozné pozorovat pouze u larvy a kukly (Moncayo et al., 2005). Meconialni peritroficka
membrana je tvotena z peritrofické membrany obohacené o meconium. Tato membréna se
ucastni sterilizace stiev béhem metamorfozy z kukly na dospélce odstranénim nebo skrytim
bakterii ziskanych béhem stadia larvy a kukly potfebnych pro preziti dospélého jedince
(Moncayo et al, 2005). Ne&které bakterie jsou béhem sterilizace stfev ukryty
v malpighickych trubicich (Chavshin et al., 2015).

Kukla komara se zivi stejné jako jeho larva a jejich vyvoj probihd také ve vodé
(Kramat, 1958). V bakteridlnich komunitdch kukel se vyskytuji napiiklad zéstupci
Comamonadaceae, Erythrobacteraceae, Proteobacteria nebo jiz zminéné Cyanobacteria
(Wang et al., 2011). SloZeni bakterialnich komunit po metamorféze jedince je ovliviiovano
typem pfijimané potravy. Dospély samec saje rostlinny nektar. Samice mohou také sat
rostlinny nektar, pro vyvin vaji¢ek vSak potiebuji krev obratlovcu (Foster, 1995). Po sani
krve dochazi k velkym zménam bakterialni komunity ve stievé jedince. Ve stieveé dospélého
koméra nalezneme predevsim bakterie ze skupin Enterobacteriaceae
nebo Propionibacteriaceae (Wang et al., 2011). Mezi vyznamné bakterialni rody, které se
vyskytuji u vétSiny druht komart, patii napiiklad Pantoea, Asaia nebo Acinetobacter
(Minard et al., 2013). Stfevo dospélce je pokryto peritrofickou membranou, ktera tvoii
podobn¢ jako meconidlni peritroficki membrana fyzickou bariéru mezi patogenem a

hemolymfou jedince (Shen & Jacobs-Lorena, 1998).

1.6.1 Pozitivni vlivy mikrobiomu na hostitele
Jednou z vyznamnych roli mikrobiomu je poskytnuti vyhody v oblasti vyZivy. Tato
vyhoda se Casto objevuje i u socidlniho hmyzu jako jsou termiti, véely nebo mravenci (Engel

& Moran, 2013). Muze se projevovat pii traveni potravy a to dvéma zpusoby. Prvnim
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zpusobem je produkce latek, které pomahaji pti zpracovani potravy. Druhym zplisobem je
pfimé zpracovani potravy symbiotickou bakterii (Minard et al., 2013).

Dalsi vyhoda zprostfedkovana bakteridlnim spolecenstvem stieva mize byt imunitni
odpovéd. Jako piiklad muaze slouzit studie, ve které byla po odstranéni mikrobiomu jedince
antibiotiky prokazana veétsi citlivost kviru Dengue a jednobunécnému parazitovi
Plasmodium falciparum (Dong et al., 2009). Mikrobiom muze snizovat citlivost komarQ
k lidskym patogenim pies aktivaci imunitni odpovédi nebo produkci antiparazitalnich

molekul (Cirimotich et al., 2011).

1.7  Symbiotické bakterie

1.7.1 Asaia

Asaia, a-proteobacterium z rodiny Acetobacteriaceae (Damiani et al., 2010), je
soucasti bakterialnich komunit u velkého mnozstvi druhti komart (Favia et al., 2007). Tyto
bakterie jsou pienaSeny vertikalné maternalni dédi¢nosti, ale i horizontalné paternalni
dédi¢nosti (Damiani et al., 2008). Z vysledku studie Rossi et al. (2015) vyplyva, Ze bakterie
rodu Asaia je pritomna ve slinnych Zlazach jedince, v reproduktivnich organech nebo ve
sttevé. Byla vsak zjisténa podminka vyskytu této bakterie V reprodukcnich organech a
stitevech. Pokud najdeme bakterii rodu Asaia ve stievech, nenajdeme ji v reprodukénich
organech a naopak (Rossi et al., 2015). Pfirozenym a pravdépodobné i piivodnim prostiedim
endosymbiontické bakterie rodu Asaia jsou kvétiny. Komafi pravdépodobné ziskali tuto
bakterii z prostiedi, ve kterém probihal jejich vyvoj a kde se zaroven vyskytovaly kvétiny
obsahujici tuto bakterii rodu Asaia (Favia et al., 2007). Asaia se mize vyskytovat u komara
Anopheles stephensi, kterému poskytuje tato symbioticka bakterie vitaminy (Minard et al.,
2013). Asaia by mohla byt vyuzita pro paratransgenezi (Minard et al., 2013). Mezi hlavni
duvody patii dominance v ramci komatich mikrobiomt, moznost pomérné snadné kultivace
v bezbunééném médiu, snadna transformace scizi DNA a $iroka distribuce u larev a

dospélych komaru (Favia et al., 2008).

1.7.2 Wolbachia

Jednim z nejvyznamnéjsich zastupct symbiotickych bakterii u komaru je Wolbachia
(celed Rickettsiaceae). Wolbachia mutze predstavovat jak klasického reprodukéniho
manipulatora, napiiklad u fadd hmyzu Isoptera, Coleoptera, Orthoptera, Hemiptera nebo

Diptera (Mohanty et al., 2016), tak i nutricniho symbionta napfiklad u $ténice Cimex
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lectularius (Hosokawa et al., 2010). Bakterii rodu Wolbachia pipientis (¢eled’ Rickettsiaceae)
se vyskytuje zhruba u 40 % druhi hmyzu (Zug & Hammerstein, 2012). U této
endosymbiotickeé bakterie dochazi k maternalni dédi¢nosti, coz spole¢né s cytoplazmatickou
inkompatibilitou poskytuje bakterii rodu Wolbachia velmi dobrou Zzivotni strategii, diky niz
muze dochazet k témét nekontrolovatelnému $iteni této bakterie populaci hostitele (Sinkins,
2013). Wolbachia se muze vyskytovat v hlave, svalech, malpighickych trubicich, vaje¢nicich
a varlatech u druh komart jako je Culex pipiens nebo Aedes albopictus. U jinych druhi
komarti muZzeme najit tuto bakterii napfiklad v hemolymf¢ (Minard et al., 2013). U komaru,
kteti jsou infikovani timto rodem bakterie, ¢asto dochédzi k neobvyklym reprodukénim
jevim, které mohou koncit smrti embrya. K zaniku embrya dojde pfi spojeni neinfekéni
samice s infekénim samcem. Reprodukéni vyhoda se projevuje u infekénich samic, které se
mohou rozmnoZovat jak s infekénim, tak i s neinfekénim samcem (Weiss & Aksoy, 2011).
Davodem pro¢ je Wolbachia oznacovana za symbionta je fakt, ze svého hostitele
chrani pfed virovymi infekcemi pomoci imunitnich odpovédi, kterymi mohou byt naptiklad
imunitni drdhy nazyvané Toll, Imd nebo JAK/STAT. V8echny tyto drahy byly sledovany

pfevazné na octomilkach (Drosophila melanogaster) (Dennison et al., 2014).

1.8  Dosavadni praktiky v pristupu studie mikrobiomu u komara

Ukazuje se, Ze mikrobiom komdrii ma vyrazny vliv na vektorovou kapacitu komara
(viz kapitola 1.3.1). Proto se stal mikrobiom cilem mnoha studii. Komaii mikrobiom je
zkouman na kultivaci zavislymi (angl. ,,culture-dependent*) a na kultivaci nezavislymi (angl.
,culture-independent) ptistupy (Minard et al., 2013). Vysledky ,,culture-dependent™ metod
byvaji Casto zkreslené v zavislosti na podminkach a pouzitych technikach kultivace. Vyrazné
lepsich vysledki byva dosazeno za pouziti ,.culture-independent” ekologickych metod
zalozenych na analyze genti 16S rRNA. Tyto vysledky mohou byt pouzity pro lepsi
porozuméni vztahu uvnitt bakterialnich komunit nebo vztahit mezi bakterialni komunitou a
hostitelem, piipadné pfenaSenym patogenem (Yun et al., 2014). Mezi metody pouzivané pro
identifikaci bakteridlnich komunit patfi napiiklad elektroforéza na gradientovém
denaturaénim gelu (z angl. ,denaturing gradient gel electrophoresis®, DGGE). Tato
elektroforéza dokaze rozdélit DNA fragmenty o stejné délce na zakladé razné
komplementarity part bazi (Muyzer et al., 1993). Dalsim typem elektroforetické separace je
napiiklad elektroforéza v pulznim poli (z angl. ,,pulsed field gradient electrophoresis®,
PFGE). Tato elektroforéza rozdéluje fragmenty DNA o velikosti vétsi nez 2000 kb za pouziti
1,5% agardzy (Schwartz & Cantor, 1984). Elektroforéza v pulznim poli byla naptiklad
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pouzita pii zjistovani diverzity bakterii u komara Aedes albopictus (Moro et al., 2013).
Dalsim typem elektroforézy je polymorfismus konformace jednovldknové DNA (z angl.
,,single-strand conformation polymorfism®, SSCP) slouzici k detekci mutace v ramci jedné
baze na principu zmény pohyblivosti fragmentu v akrylamidovém gelu (Hayashi, 1991). Pro
studium vlastnosti mikrobiomu komart, konkrétné pro zjisténi poctu bakterii pti sani krve,
byla pouzita rastrova elektronova mikroskopie (Gusmdo et al., 2010). Pruzkum
mikrobialnich komunit pomoci amplifikace a sekvenace 16S rRNA gent se stal standartni
technikou pro porovnavani komunit z hlediska ¢asu a prostiedi (Claesson et al., 2010).
Velmi efektivnim piistupem pro studium mikrobiomu, co do poctu a identifikace
jednotlivych bakterii, je amplikonova sekvenace na Illumina platformach. Tato amplikonova
sekvenace méa velky potencidl k vytvofeni kvalitnich databazi a umoziuje analyzu
mikrobialnich komunit s vétSim rozlisenim (Burke & Darling, 2016).

Vsechny tyto metody jsou pouzivany na jednotlivcich nebo na skupindch komard,
takzvanych poolech. Tyto skupiny skladajici se ze dvou a vice jedincl jsou pouzivany pro
vyzkumy zabyvajicimi se populacemi, jelikoZ je mozné obsdhnout a zahrnout vice jedinct a
tim vytvofit lepsi obraz problematiky. Poolovani je ¢asto pouzivano pro uréeni mnozstvi
pienosu arbovirti, jako napiiklad virus Zapadonilské horecky (Condotta et al., 2004). Tato
metoda byla pouzita naptiklad za druhé svétové valky pii detekci sifilisu mezi vojaky
(Dorfman, 1943). Poolovani je pouzivano z nékolika divodl. Jednim z nich jsou mensi
finan¢ni ndklady na vyzkum jednotlivce, jelikoZ finan¢ni naklady vynaloZené na vzorek
s jednotlivcem jsou vyssi nez finan¢ni naklady vynaloZené na vzorek obsahujici dva a vice
jedinct. Dalsi vyhodou miZe byt ¢asova ispora nebo snizeni po¢tu pracovni sily (Ko et al.,
1991). Poolovani vzorka neni ale vhodné pro studium interakci mezi mikrobiomem, jeho
symbionty a patogeny. Poolované vzorky totiz neumoziiuji vztahnout konkrétni

mikrobiomovy profil k infekénimu statutu hostitele.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0001706X10000975

2 Cile
Komafti patiti mezi jedny z nejvétsich pienaSeCi patogeni, které mohou lidem
zpusobovat smrtelnd onemocnéni. Vysledky novodobych studii ukazuji, ze zdsadni roli
Vv kapacité pfenosu patogenu a citlivosti komara k lidskym patogentim hraje mikrobiom
zastoupeny raznymi bakteridlnimi komunitami obyvajici stftevo komara. Je tudiz stézejni pro
budouci studie dobfe prozkoumat a identifikovat slozeni a zastoupeni téchto bakteridlnich
komunit. Proto byly pro tuto praci stanoveny nasledujici cile:
1. Vyhodnoceni vlivu pouziti odlisnych prezervacnich piistupli na profil mikrobiomu
komart rodu Aedes.
2. Determinace biologického templatu vhodného pro realisticky popis stievniho
mikrobiomu komart.
3. Posouzeni vlivu poolovani vzorki (slouceni vice jedinci do jednoho analyzovaného

vzorku - klasicky epidemiologicky ptistup analyzy) na vysledny profil mikrobiomu.



3 Material a metodika

Metodicky ramec této prace byl navrzen za ucelem optimalizace molekularniho
zpracovani hmyzich vzorkd pro realistické analyzy stievniho mikrobiomu pomoci 16S rRNA
amplikonové sekvenace na Illumina platformdch. Konkrétné byly testovany vlivy
nasledujicich postupti na vysledné mikrobiomové profily: 1) pouziti tfi odliSnych
preservacnich ¢inidel: Napbuffer (Camacho-Sanchez et al., 2013), Allprotect Tissue Reagent
(Qiagen) a etanol (100%, PENTA), ii) izolace DNA z ruznych tkani a iii) izolace DNA
Z jednotlivetl a sloucenych skupin (,,pool”) komari. Potencidlni vliv prostfedi na slozeni
mikrobiom byl minimalizovan odchytem jednoho vyvojového stddia hostitele, tedy
dospélce komart, na stejné lokalité. Jelikoz jsme vzorky komara sbirali ve dvou riznych
dnech béhem dvou mésici, je mozné pozorovat i zmény dané asem. V pivodnim navrhu
projektu byla zahrnuta i eliminace vlivu prostfedi v podob¢ laboratorniho odchovu larev,
ziskanych ze stejné odchytové lokality, do stadia dospélce. Polovina z téchto jedincti méla
byt nakrmena krvi. Nasati a nenasati jedinci byli ureni pro piimou komparaci
mikrobiomovych profilii. Porovnani nebylo mozné uskutecnit vzhledem k nizkému poctu
laboratorné odchovanych dospélct piijimajicich potravu. Nasledujici metodické postupy
byly uplatnény pro mikrobiomové profilovani stfevnich komunit ve volné Zijicich

populacich komart.

3.1  Sbér vzorki

Sbér vzorkll byl provadén v Treboni na soutfadnicich N 49° 00° 07.2°° E 14° 46°
29.3 ve dnech 20. 7. 2016 a 17. 8. 2016. Odchyt komarid byl provadén entomologickou
odsavackou. Po odchytu komarh byla entomologicka odsavacka umisténa na par minut do
lednice. Divodem bylo zpomaleni pohybu komart pro jejich snazsi pfemisténi pod
stereomikroskopem do mikrozkumavek typu Eppendorf o velikosti 1,5 ml. Pro uchovani
DNA a RNA byl pouzit Nap buffer (Nucleic acid buffer) vlastni vyroby, dale byl pouzit
Allprotect Tissue Reagent (Qiagen) a etanol (100%, PENTA). Celkem bylo nachytano 242
samicich jedinct. Tito jedinci byli vétSinou stiedni velikosti. Na zakladé morfologického
popisu Kramat (1958) byly vzorky taxonomicky zafazeni do rodu Aedes. Jejich t€lo mélo
tmavs$i barvy, které vytvafely kontrast oproti svétlym kresbam tvofenych svétlymi
Supinkami. Zadecek téchto samicich jedinct byl ze strany zaspicatély, jelikozZ mély dobie
vyvinuté §téty. VétSina z nich méla na zadeCkovych tergitech svétlé pasky, které se smérem

ke stfedu Clanku zuzovaly (Kramaft, 1958). Z celkového poc¢tu bylo 140 jedinct pouzito
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vcelku na metodu poolovani. Piedpokladdme, Ze pooly obsahovaly jen jeden druh komara.
Jedinci byli ndhodné rozdéleni do 9 poolti o dvou &etnostech. Sest poold obsahovalo 10
jedinct a 4 pooly obsahovaly 20 jedinci. Ze zbylého poctu bylo 22 jedinct vypitvano a 80
samic komaru bylo pouzito vcelku. Planovany celkovy pocet vzorki uréenych pro izolaci
DNA templatd a nasledné amplikonove sekvenovani byl 134 (viz Tab. 1.). Vzhledem ke
kontaminaci né€kterych vzorkt v prubéhu jejich ptipravy pro amplikonovou sekvenaci byl
pocet vzorku zaslanych na amplikonovou sekvenaci 116 (viz Tab. I1.). Ke kontaminaci
mohlo dojit pfi izolaci DNA nebo pfi ptipravé PCR. Kontaminace byla odhalena gelovou

elektroforézou.

Tab. I.: Schéma rozd€leni komaftich jedincd do jednotlivych kategorii podle pouzitych
preservacnich postupti pii pokojové teploté (RT) a pfi teploté — 20 °C.

Pitvani Pooly
Cely Télo bez L
o Stievo Cely jedinec
jedinec stieva
Allprotect Tissue
10 0 0 0
« Reagent (RT)
S | Allprotect Tissue
= 10 0 0 0
) Reagent -20 °C
=
’§ Nap buffer (RT) 10 0 0 0
B
% Nap buffer -20 °C 10 0 0 0
S
A Etanol (RT) 10 0 0 10
Etanol -20 °C 10 0 0 0
Bez ¢inidla (RT) 20 22 22 0

3.1.1 Pitvani komara

Pitva komard probihala pod stereomikroskopem pfii pokojové teplot¢ v PBS pufru
(Phosphate Buffer Saline). Komartim byl nejprve oddélen zadecek od hlavy a hrudi. Poté byl
zadeCek opatrné otevien pinzetou a bylo vyjmuto stievo spolu s malpighickymi trubicemi.
Ty byly poté jemné oddéleny od zbytku stfeva. Do jedné zkumavky bylo umistnéno stievo.

Do druhé zkumavky byl umistén zbytek téla. Takto pfipravené vzorky byly ihned podrobeny
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extrakci DNA nebo RNA. Pitva a naslednd izolace DNA byla provedena u 22 jedinci, tedy u

44 vzorka.

3.2 Molekularni metody
3.2.1 Prezervace vzorki

Pro prezervaci vzorkl byla pouzita tii rizné preservacni ¢inidla z divodu porovnani
vytézkit DNA. Byla zvolena takova ¢inidla, aby bylo mozné rozdily mezi vytézky DNA
snadno rozliSit a porovnat vysledky podle vlastnosti téchto ¢inidel. Tato ¢inidla byla pouzita

i v jinych studiich na jinych vzorcich.

3.2.1.1 NAP pufr

Zkratka NAP pochazi z anglického Nucleicacid preservation. Toto ¢inidlo je velmi
snadné na vyrobu a v porovnani s ¢inidlem Allprotect Tissue Reagent (Qiagen) je i velmi
levné. Muize byt uchovavano pii teploté — 4 °C nebo pii — 20 °C v mrazéku, popiipadé pfi -
80 °C. NAP pufr dokédze stabilizovat vzorky DNA pii pokojové teploté¢ az deset mésicl
(Camacho-Sanchez, 2013). Nevyhodou je zvySené povrchové napéti roztoku, coz zapiiéifiuje

horsi smaceni vzorku Vv ¢inidle.

3.2.1.1.1 Vyroba NAP pufru
Chemikalie:
e 7,44 g EDTA (Kkyselina ethylendiamintetraoctovadisodna sul dihydrat)
e 700 g siran amonny
e 7,35 g citronan sodny
e kyselina sirova
e 1| deionizovana voda
Postup: Siran amonny, EDTA a citronan sodny byly za stdlého michani pii teploté
50°C - 65°C rozpustény v 1 litru deionizované vody. Po tiplném rozpusténi slozek roztoku a
zchlazeni na teplotu okoli bylo pH upraveno kyselinou sirovou na hodnotu 5,2 (Camacho-
Sanchez, 2013).

3.2.1.2 Allprotect Tissue Reagent (Qiagen)
Vlastnosti tohoto prezervantu jsou optimalizované pro izolovani DNA, RNA i

proteinti. Nevyhodou tohoto ¢inidla je vysoka cena. Vzorky mohou byt v Allprotect Tissue
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Reagent (Qiagen) piechovavany pii teplotach mezi 2-8°C az 12 mésict. Pro delsi skladovani
je doporucenou teplotou -20 °C nebo -80 °C. Prezervant stabilizuje vzorek v rozmezi teplot

15-25 °C az po dobu 7 dni, coz je pro tcely terénnich sbéri zasadni.

3.2.1.3 Ethanol

Posledni volbou pro uchovéani vzorkt byl absolutni etanol (PENTA). Toto ¢inidlo
neumoznuje pracovat s RNA a zamezuje tak dalSimu zkoumani pfenaSenych RNA virt.
Etanol byl zvolen na zaklad¢ vysledku studie porovnavajici uc€innost ¢inidel na izolaci DNA

z tkani krys (Camacho-Sanchez, 2013).

3.2.2 lzolace DNA a RNA

Izolace RNA byla provadéna ve flowboxu, aby nedoslo ke kontaminaci vzorkd. Prace
s RNA musela byt provadéna velice opatrné a rychle, aby nedochazelo k degradaci RNA.
Izolovana RNA byla pfechovavana pii -80 °C. S DNA bylo pracovano v béznych sterilnich
podminkach laboratofe, jelikoz DNA neni tak nachylna k degradaci jako RNA. Pro izolaci
RNA a DNA byl pouzit izolacni kit QlAamp DNA Micro Kit (Qiagen) v kombinaci
s RNeasy Plus Micro Kit (Qiagen). Z jednoho vzorku byla izolovdna DNA i RNA. Izolace
RNA probihala dle protokolu RNeasy Plus Micro Kit (Qiagen). Izolace DNA probé&hla
z kolonky gDNA Eliminator spin column (Qiagen), ktera byla pouzita v prvnim kroku
izolace RNA, a déle bylo postupovano dle protokolu QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen). Pro
kone¢né promyvani kolonky, tj. eluci DNA, bylo pouzito 2 x 20 pl ultra-¢isté vody (,,PCR
gradewater). Vyizolovand DNA byla uchovéna pfi teploté -18 °C az -20 °C. Po provedeni
izolace byly porovnany uéinnosti jednotlivych prezervacnich ¢inidel zméfenim koncentrace
a namatkové i kvality DNA. Mé&feni koncentrace a kvality DNA a RNA bylo provadéno na
nanofotometru (NanoPhotometer P-Class, IMPLEN). Nejprve byl jako blank pouzit 1 pl
deionizované vody. Poté byly postupné méieny vzorky DNA a RNA z izolovanych komart a

vysledky byly zapisovany do tabulky (Tab. 11.). VZdy bylo pouzité mnozstvi 1pl.

-13 -



Tab. Il.: Koncentrace DNA a RNA (neobsahuje poolované vzorky).

Samplel Koncentrace Sample Koncentrace Sample Koncentrace
D (ng/ul) ID (ng/ul) ID (ng/ul)
DNA RNA DNA RNA DNA RNA
5b1 113 52 5b42B 11,2 10,8 6b21 62 60
5b2 2,5 5,6 5b43B 2255 7,6 6b22 15,5 7,6
5b3 147 3,2 5b44B 71,2 14,8 6b23 24,5 4.8
5h4 149 3,6 5b45B 34 2,8 6b24 26,5 24
5h5 12,3 6 5b46B 682 3,6 6b25 16 6,4
5b6 149 3,6 5b48B 315 4 6b26 58 20,4
5b7 148 0,4 5b49B 1035 4,8 6b27 25,5 11,6
5b8 149 5,2 5b50B 383 2,8 6b28 38 14
5b9 2,5 7,2 5b41G 1155 13,2 6b29 35 30,4
5b10 2,7 9,2 5b42G 408 26 6b30 25 11,6
5b11 148 2 5b43G 637 19,2 6b31 4 10,8
5b12 1203 3,2 5b44G 208 32 6b32 6 6,4
5b13 21,6 9,2 5b45G 115 27,2 6b33 45,5 18,8
5b14 568 4.8 5b46G 24 12 6b34 19 7,6
5b15 29,1 1,6 5b47G 2,2 30,8 6b35 22,5 7,6
5b16 336 1,2 5b48G 1098 29,6 6b36 11,5 18
5b17 337 1,2 5b49G 755 30 6b38 6 9,2
5b18 12,4 0,8 5b51G 775 12 6b41B 29,5 35,2
5b19 20,7 2,8 5b52G 6,4 11,6 6b42B 23 38,4
5b20 4.3 2 6bl 22 7,6 6b43B 18,5 10,8
5b21 6,9 2,4 6b2 13,5 2,8 6b44B 6,5 7,2
5b22 1163 2 6b3 28 14,8 6b45B 29,5 16
5b23 184 6 6b4 50,5 17,2 6b46B 17 14
5b24 12,5 8,4 6b5 15,5 11,2 6b47B 22,5 5,2
5h25 9,8 8,8 6b6 12 8 6b48B 20,5 12
5b26 478 2 6b7 4,5 44 6b49B 15 28
5b27 2,1 23,2 6b8 55 8,8 6b42G 10,5 7,2
5b28 3,2 9,6 6b9 7 47,6 6b46G 4,5 16,4
5b30 3460 24 6b10 11,5 22,4 6b49G 8,05 12,8
5b31 19,5 26,8 6b11 110 5,2 Ch1 6,5 20
5b32 20,2 6 6b12 36 10 Ch2 55 13,2
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5b33 372 6,23 6b13 23 5,6
5b34 3455 5,2 6b14 13 2,8
5b35 3090 22,8 6b15 16,5 2,4
5b36 37,1 14 6b16 43,5 4,4
5b37 8,7 2,4 6b17 33,5 5,6
5b40 133 1.2 6b18 33,5 2,4
5b41B |54 6,4 6b19 13 2,4

3.2.3 PCR (polymerézové retézova reakce)

K amplifikaci DNA ziskané z komaru byla pouzita polymerazova fetézova reakce.
Pro tuto reakci byly pouzity primery 806R a 515F pro ovéteni piitomnosti bakterialni slozky
v DNA (Walters, 2015). PCR reakce probihala na pfistroji Mastercycler (Eppendorf) pti
vhodném programu (viz Tab. Il1.). Celkovy objem reakéni smési byl 20pl. Prvni slozkou
byla PCR cleanwater v mnozstvi 7ul. Dale byly pfidany oba primery, kazdy v mnozstvi 1 pl.
Dalsi slozkou reakéni smési byl PPP Master Mix (Top-Bio) v mnozstvi 10 ul a posledni
slozkou byl 1pul vyizolované DNA.

Tab. I11.: PCR program.

teplota Cas
1. | Pocate¢ni denaturace 95°C 2:00 min
2. | Denaturace 94 °C 0:45 min
3. | Nasedani primera 55°C 1:00 min
4. | Syntéza DNA 72°C 1:00 min
5. | Finalni syntéza DNA 72°C 10:00 min
Udrzovaci teplota 12 °C
Pocet cyklu 25 Od 2. do 5. kroku

3.2.4 Gelova elektroforéza

Ke zjisténi pfiblizné velikosti ziskanych usekit DNA byla pouzita gelova
elektroforéza. Pfiblizné 1pul vzorku byl smichan s 1pul fluorescen¢niho barviva SYBR Green
(Invitrogen) a 1 pl DNA LoadingDye (ThermoScientific). Tato smés byla napipetovana na 1%
agar6zovy gel. Pouzitymi laddery byly 1kb DNA Ladder (O"GeneRuler 1kb,
ThermoScientific) a 100 bp Plus DNA Ladder (GenRuler 100 bp, ThermoScientific). Po
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ukonceni gelové elektroforézy byly gely zdokumentovany pomoci piistroje UVITEC od
firmy CleaverScientific Ltd.

3.2.5 Amplikonové sekvenace na lllumina platformach

Amplikonové knihovny 16S rRNA byly pfipraveny spolupracujici laboratoii (Prof.
Noah Fierer, CU Boulder, CO, USA) dle protokolu EMP (Earth Microbiome Project,
http://press.igsb.anl.gov/earthmicrobiome/protocols-and-standards/16s/). Celkové bylo v
jednom multiplexovém runu platformy [llumina MiSeq osekvenovano 384 barcodové
odlisenych vzorkd. Podle puvodniho planu mélo byt odeslano 134 vzorku (viz Tab. L.).
Z diivodu kontaminace, ke které mohlo dojit béhem izolace DNA a RNA nebo piiprave

PCR, byl pocet vzorkl odeslanych na amplionovou sekvenaci 116.

3.3  Analyzadat
3.3.1 Amplikonova data

Pro zpracovani celeho souboru hrubych Illumina pair-end dat byly pouzity programy
Usearch 7.0.1090 a 9.0.2132 (verze i86linux32, http://www.drive5.com/usearch/) a Qiime
1.8 (www.giime.org). V téchto programech bylo provedeno parovani, demultiplexovani a
kontrola kvality dat dle nésledujiciho schématu.
Kroky provedené v programu Usearch 7 a 9 (http://www.drive5.com/usearch/):

e Demultiplexovani datasetu na zakladé barcodové mapy pro jednotlivé
vzorky,,prep_fastq_for_uparse_paired.py*.

e Parovani forward a reverse sekvenci do spolecného kontigu pomoci scriptu
»fastq mergepairs*.

e Kontrola kvality pfikazem ,,fastq_filter s nastavenim parametru kvality maxee na
hodnotu 0.5.

o Dereplikace, tedy rozttidéni sekvenci ze setu dat ,eliska dataset.fna“ piikazem
,derep_fulllength* na zaklad¢ absolutni sekven¢ni shody.

e Odstranéni sekvenci vyskytujicich se v souboru dat pouze jednou piikazem
,,sortbysize™ s nastavenim minimalniho poctu sekvenci v rozttidénych skupinach
(klastrech) na pocet 2 (,,-minsize2).

e Klastrovani dat ptikazem ,cluster otus“ do de novo databaze, respektive

reprezentativniho setu sekvenci. Piikaz tiidi data do skupin (klastri) podle 97 %
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v

sekven¢ni podobnosti a oznaci jednotlivé skupiny ,,OTU 1 az ,OTU n“
(,,Operational Taxonomic Unit).

e Ptitazeni demultiplexovanych sekvenci k databazi vytvotené v pfedchozim kroku
ptikazem ,usearch global“ a vytvofeni OTU tabulky, tedy matice s pocty
jednotlivych OTU pro kazdy vzorek.

Piikazy provedené v programu Qiime 1.8 (www.giime.org):

e Pievedeni OTU tabulky ptikazem ,,biom convert” do formatu BIOM.

o Zjisténi taxonomického zafazeni jednotlivych OoTuU piikazem
,,assign_taxonomy.py“ s pouzitim metody ,,blast* a databaze SILVA (SILVA 123
kvéten 2016, https://www.arb-silva.de/download/archive/qgiime/).

e Prifazeni taxonomické informace do OTU tabulky ptikazem ,,add metadata‘.

e Kontrola pfitomnosti a nasledné odstranéni nebakteridlnich sekvenci z OTU
tabulky. Piikazem ,filter taxa from otu table.py* byly konkrétn€¢ odstranény
OTU pro chloroplasty, mitochondrie, Archaea a OTU bez taxonomického
zafazeni.

e Kontrola poétu sekvenci pro jednotlivé vzorky za ucelem stanoveni hladiny
zndhodnéni byla provedena piikazem ,,biom summarize-table®.

e Normalizace poctu sekvenci pies cely soubor vzorka byl proveden nahodnym
vybérem 400 sekvenci ptikazem ,,single rarefaction.py*.

e Provedeni analyzy beta diverzity posuzujici podobnost spolecenstev sledovanim
druhového slozeni mezi spolecenstvy
(http://portal.matematickabiologie.cz/index.php?pg=analyza-a-hodnoceni-
biologickych-dat--statisticke-hodnoceni-biodiverzity--metody-hodnoceni-

diverzity--beta-biodiverzita-a-vicerozmerna-analyza-biodiverzity).

Vzhledem Kk vysoké nespecifité forwardového EMP primeru 515F (Walters, 2015),
ktery amplifikuje jak 16S rRNA, tak 18S rRNA hostitele a pienasenych eukaryotnich
patogend, byly forwardové ready pouzity pro molekularni determinaci hostitelské
taxonomie. Forwardovy dataset byl zpracovan dle schématu popsaného vySe s pouzitim
SILVA  databaze (SILVA_123 release.zip, kvéten 2016, https://www.arb-
silva.de/download/archive/qiime/) pro malou ribozomalni podjednotku, obsahujici
prokaryoticka i eukaryoticka data. OTU odpovidajici komaiim sekvencim byly z datasetu

vyfiltrovany na zakladé vyhledavani klicového slova ,,Insecta®. Taxonomicka determinace

-17 -


https://www.arb-silva.de/download/archive/qiime/
https://www.arb-silva.de/download/archive/qiime/
https://www.arb-silva.de/download/archive/qiime/

byla nasledné ovéfena pomoci blast vyhledavani konkrétni OTU sekvence v databazi nr.
Poté byly seéteny ready pro jednotlivé eukaryotni OTU 18S pro kazdy vzorek. Aby mohl byt
vzorek urcen, jako ur¢ity druh komara, muselo byt OTU odpovidajici tomuto druhu komara

vyssi nez 98 % readu. Treshold byl timto stanoven na hodnotu 98 %.

Dalsi dil¢i analyzy dat ptipravenych v programech Qiime 1.8 (www.giime.org) a
Usearch 7.0.1090 a 9.0.2132 (verze i86linux32, http://www.drive5.com/usearch/) byly
provedeny v programu R studio (https://www.rstudio.com) za pouziti funkénich balicka
biom (https://cran.r-project.org/web/packages/biom/index.html) a vegan
(https://cran.rstudio.com/web/packages/vegan/vegan.pdf).  Matice  nepodobnosti  byla
vypoétena s pouzitim 9m Bray-Curtis distanci. Podobnost mikrobiomu byla analyzovéna
v ramci 5 definovanych skupin odpovidajicim: 1) odliSnému sbéru dat ve dnech 20.7. 2016 a
17.8. 2016, ii) tfem odlisnym ¢inidlim pouzitym na uchovani celych komard, iii) odlisného
tkanového templatu v podobé celého téla, stieva a zbytku téla bez stieva jedince, iv) zjisténi
podobnosti druhti Aedes sp. a Ochlerotatus sp., v) vlivu pokojové teploty a teploty — 20 °C,
ve kterych byly vzorky uchovavany po dobu 7 dni, na vzorky ulozené v preservacnich
¢inidlech. Pro rtzné druhy preservaci za pouziti tfi odliSnych preservacnich cinidel a
skladovani vzorku pii pokojové teploté a pii teploté — 20 °C byla provedena analyza richness
programu v R studio (https://www.rstudio.com) za pouziti modulu ggplot2

(http://ggplot2.org/) a clickme (http://rclickme.com/).

3.3.2 Pievzata amplikonova data

Vzhledem K relativné nizkému poctu poolovanych vzorki dostupnych pro analyzy,
byl v této praci zaroven analyzovan dataset 16S rRNA amplikont pro mikrobiomy komatich
hostiteldi z provincie Ontario, Kanada. Data byla zpracovana dle schématu popsaného vyse,
tedy programy Usearch 7.0.1090 a 9.0.2132 (verze i86linux32,
http://www.drive5.com/usearch/) a Qiime 1.8 (www.giime.org). Z vysledného biomu byli
vyfiltrovani jedinci druhu Aedes vexans. Dale byla provedena analyza podobnosti
mikrobiomovych profili mezi pooly skladajicich se z rizného poctu jedinct a individualng
izolovanymi vzorky. Analyza podobnosti byla provedena v programu R studio
(https://www.rstudio.com) S pouzitim modulu vegan
(https://cran.rstudio.com/web/packages/vegan/vegan.pdf). Dale byla provedena analyza

richness, ukazujici pocet OTU, a Shannon diversity, ukazujici po¢et OTU a zaroven i jejich
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zastoupeni, opét v programu R studio (https://www.rstudio.com) za pouziti modulu ggplot2
(http://ggplot2.org/) a clickme (http://rclickme.com/).

4 Vysledky

Vysledky amplikonové sekvenace obsahovaly forwardové i reverzni ready. Po
spojeni readii datasetu forward a reverse se zmenSil celkovy pocet readii v datasetu.
Praimérny pocet amplikonti ziskanych pro jeden vzorek byl 3421. Vysledny dataset
znahodnény na pocet 400 sekvenci (Material a metodika 3.3), obsahoval 95 vzorka.

Analyza 18S rRNA forwardovych readl datasetu ukazala, ze jednici, jejichz DNA
byla zaslana na amplikonovou sekvenci, patiili do druhu Aedes vexans, do rodu Ochlerotatus
sp., do druhu Aedes cinereus a do druhu Culex sp. (viz Tab. IV.). Jedinci rodu Ochlerotatus
byli vyfazeni ze setu dat pouzivaného pro nasledné datové analyzy. Jedinci rodu
Ochlerotatus se vsak vyskytovaly i ve vzorcich obsahujici DNA templaty z poola. Proto
byla provedena adonis analyza v programu R studio (https://www.rstudio.com), ve které byla
porovnéavéna podobnosti rodt Aedes a Ochlerotatus. Vysledek analyzy podobnosti ukazal, ze
mezi témito rody neni podobnost, jelikoz vysledek analyzy byl nesignifikantni (R? = 0,432)
dale nebyl dodrzen 98 % treshhold, a proto nemohly byt pooly pouzity. Vzorky Cbl a Ch2
obsahujici DNA zjedinci odchycenych ve stadium larev a nasledné vylihnutych
v laboratornich podminkach patii dle sekvenéni shody se sekvencemi GenBanku k rodu

Culex sp.. Proto byly tyto dva vzorky z datasetu také vyiazeny.

Tab. 1V.: Vysledky analyzy 18S rRNA (* nesplnéno treshold 55,5%-89,6%).

L “Blast Hits* Pocet vzork
Taxonomické
M “Query o
Zarazent “Identification* “Identity* jedinci pooly
coverage*
A. vexans
Aedes vexans 100 % 100 % 74 9*
18S
Ochlerotatus
Ochlerotatus o
albifasciatus 100 % 100 % 23 X
Sp. ]
partial 18S rRNA
Aedes Aedes cinereus
_ ) 100 % 100 % 7 X
cinereus small subunit
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ribosomal RNA
gene,partial

sequence

Ochlerotatus
punctor isolate

Ochlerotatus 1791 small
o 100 % 99 % 1 X
sp. subunit ribosomal
RNA gene, partial
sequence
Culex eduardoi
Culex sp. partial 18S rRNA 100 % 100 % 2 X

gene

Spolu se vzorky byly na amplikonovou sekvenaci zaslany étyfi negativni kontroly.
Kontroly oznacené jako NTC1 a NTC2 obsahovaly minimalni pocet amplikonil, a proto
mohla byt vylouCena kontaminace. Konkrétné pro kontroly NTC1 a NTC2 bylo
osekvenovano 253 a 928 readt. U kontroly NTC3 a ENC, kde probéhla amplifikace ve vétsi
mite, byla provedena kontrola identifikovanych taxont Spiroplasma v zastoupeni 26,5%
s pramérem 386 readl na vzorek, Stenotrophomonas v zastoupeni 43,6 % S prumérem 16
readd na vzorek, Chryseobacterium v zastoupeni 16% S primérem 15 readt na vzorek,
Escherichia-Shigella v zastoupeni 96,6 % s pramérem 85 readi na vzorek, Geobacillus
v zastoupeni 65,8 % s primérem 22 readti na vzorek, Comamonadaceae v zastoupeni 68,4 %
s primérem 34 readlina vzorek a Anoxybacillus v zastoupeni 63,2 % s primérem 26 readl na

vzorek. U obou kontrol v§ak vzhledem k typu taxonu mohla byt kontaminace vyloucena.

Vysledek analyzy v programu R studio (https://www.rstudio.com) zkoumajici vliv
dne odchytu jedincti na mikrobiom celych komart, ze kterych byla DNA izolovana bez
pridani preservaénich ¢inidel, byl nesignifikantni (R?= 0,372). To znamena, 7e datum sbéru
vzorkd nema vliv na vyslednou podobu mikrobiomu z celého komatiho téla izolované bez
pfidani preserva¢niho cinidla. Analyza zaméfujici se na pouziti tfech odliSnych
preservacnich ¢inidel na uchovani celych komara ukazala, Ze preservacni €inidla nemaji vliv
na mikrobiom celych komari (R? = 0,631). Vysledek analyzy posuzujici rozdil mezi

mikrobiomy ziskanymi z odligného tkafového templatu byl nesignifikantni (R? = 0,981).
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Vysledek analyzy zkoumajici vliv teploty, ve které byly vzorky skladovéany po dobu 7 dni,
na nasbirané vzorky ulozené v preservacnich cinidlech byl ve vSech tfech parovych
porovnanich nesignifikantni (R%etanoy= 0.215, R%Nap puy= 0,152, RZ(aliprotectTissueReagent)=
0,137).

Déle byl sledovan vliv preserva¢niho ¢inidla na templat DNA. Nejvyss§i pramérné
hodnoty koncentrace byly naméfeny u vzorku v Etanolu (PENTA) skladovanych pied izolaci
v Etanolu (PENTA) skladovanych pied izolaci DNA pii pokojové teploté. Vzorky
uchovavané v preservacnich cinidlech pifi pokojové teploté mély vzdy nizs$i pramérné
koncentrace nez vzorky skladované pii teploté — 20 °C. U vzorkl bez ¢inidla byly nejvyssi
primémé koncentrace naméfeny u vzorkd stfeva a nejnizsi u celého jedince. Upfesnéné

hodnoty najdeme v tabulce (viz Tab. V.).

Tab. V.: Primémé koncentrace DNA vzorkt v riznych preservaénich ¢inidlech (vzorky

byly pied izolaci DNA skladovany pti pokojové teploté RT nebo pii teploté -20 °C).

Priamérna koncentrace DNA (ng/ul)
Cely jedinec Stievo Té&lo bez stieva
Allprotect Tissue
35,7 X X
Reagent (RT)
< n
= | Allprotect Tissue
= P 268,01 X X
S | Reagent (-20 °C)
>
E | Nap buffer (RT) 32,6 X X
<
>
§ Nap buffer (-20 °C) 591,05 X X
W
& Etanol (RT) 16,3 X X
Etanol (-20 °C) 891,93 X X
Bez ¢inidla (RT) 54,4 370,3 274,6

Pro rtizné druhy preservaci za pouziti tfi odlisnych preservacnich ¢inidel a skladovani vzorki
pii pokojové teploté a pii teplot¢ —20 °C byla provedena analyza richness. Vysledek

ukazuje, Ze etanol obsahuje nejmensi pocet OTU jak pii pokojové teploté, tak i pfi teploté -
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20 °C. Naopak Nap pufr a Allprotect Tissue Reagent (Qiagen) dosahly velmi dobrych
vysledkt v porovnani mnozstvi OTU se vzorky, ze kterych bylo DNA vyizolovano jiz v den

odchytu komart.

§ a0 — Preservation
o B3 AllProtect
5 o B3 AllProtect_minus20
2 o " B3 Ethanol
E .
2 a0 @] ¢ - @ E Ethanol_minus20
E o d E Fresh
2 201 & e ﬁ o =
S @ | r© ol .
& sl 5 o E MAP_minus20
2 - - LS
Q.\é- <5 & &F <€ %‘g <F
OIS o5
A A
& & ¥
=& <

Obr. 1: Richness mikrobiomil u vzorka z Tieboné pii pouziti riiznych preservacnich Cinidel a

ruznych skladovacich teplot.

Analyza vlivu poolovani jedinci z datasetu z provincie Ontario Aedes vexan

Analyza podobnosti mikrobiomovych profili mezi pooly skladajicimi se z rizného
poctu jedinct v porovnani s individuaIng izolovanymi jedinci ukazuje, Ze pooly obsahujici
50 jedinct maji odlisné mikrobialni slozeni nez jednotlivi komafti. Vysledek richness (viz
Obr. 2) ukazuje, ze vSechny poolované vzorky dosahuji pfiblizné stejného mnozstvi OTU,

které prestavuje piiblizné dvojnasobek OTU identifikovanych z jednoho komara.
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Obr. 2: Richness vzorku z provincie Ontario. Na ose X jsou uvedeny po¢ty komard od

jednoho po 50 tvoticich analyzovany pool.

Vysledek Shannon diversity (viz Obr. 3) ukazuje, Ze celkova bohatost mikrobialniho
sloZeni vSech vzorki je pfiblizné stejnd. U vzorkll izolovanych z jednoho komara byl zjistén
zvySeny vyskyt bakterii Staphylococcus, Asaia, Wolbachia, Saprospiraceae nebo
Acinetobacter. Mezi nejhojnéji zastoupené bakterie u poolovanych vzorkd patii napiiklad
Asaia, Pseudomonas, Kluyvera, (¢eled” Enterobacteriaceae), Enterobacter, Zymobacter,

Acinetobacter, Serratia, Wolbachia.
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Obr. 3: Shannon diversity ze vzorkt datasetu 16S rRNA amplikon z provincie Ontario. Na

ose X jsou uvedeny poc¢ty komart od jednoho po 50 tvoficich analyzovany pool.

Vysledek analyzy nepodobnosti
NMDS analyza Bray-Curtis distanci odhalila signifikantné¢ odlisné bakterialni
komunity u poolovanych vzorkt obsahujicich 50 jedincti a u vzorkti obsahujicich jednoho

jedince komara (viz Obr. 4).
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Obr. 4: Vysledek NMDS analyzy podobnosti poolovanych vzorkii o ¢etnosti 50 jedinci a

vzorkl obsahujicich pouze jednoho jedince. Osy grafu jsou arbitrarni a pouze urcuji jeho

orientaci.
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5 Diskuze

Soucasné studie se zaméfuji na vztah mezi vektorem, jeho symbionty a patogeny
(Favia et al., 2007). Proto bylo jednim z cilti této prace definovat optimalni podminky sbéru
dat analyzovanych v tomto kontextu. Ukazuje se, ze dilezitou roli u krevsajiciho hmyzu
prenasejiciho patogeny na cloveéka hraje mikrobidlni slozeni stfeva. Stievni komunity
komara se nepodili jen na vyzivé jedince, ale 1 na imunitni odpoveédi proti patogentim
ziskanych sanim krve nakazenych jedinct (Dennison et al., 2014). Proto je dualezité ziskat
kvalitni obraz o celkovém slozeni stfevniho mikrobiomu a odhalit interakce v tripartitnim
vztahu hostitele s jeho symbionty a patogeny.

Pro preservaci nasbiranych vzorkl byla pouzita tfi odliSna preservacni ¢inidla a to
etanol (100%, PENTA), NAP pufr a Allprotect Tissue Reagent (Qiagen). Na zakladé mych
vysledki porovnavajicich vliv pouZivani preserva¢nich ¢inidel by neméla mit tato ¢inidla
zadny vliv na vzorky pfi jejich skladovani. To potvrzuje i studie Jerry J. Lou et al. (2013)
v kontextu dlouhodobého skladovani vzorki s pouzitim Allprotect Tissue Reagent (Qiagen),
ktera ukazuje, ze Allprotect Tissue Reagent (Qiagen) je velmi spolehlivy preservant, ktery
dokaze uchovat DNA a RNA v pivodnim stavu pii pokojové teploté¢ az podobu 7 dni. NAP
pufr byl vybrén z dtivodu velmi dobrych preservacnich vysledku pii izolaci DNA z krys. Byl
u nich testovan pro preservaci vzorkti po dobu 7 tydnt a 10 mésict pii pokojové teploté. Pti
porovnani Gcinnosti s etanolem bylo zjisténo, ze NAP pufr byl vzdy lepsi nez etanol
(Camacho-Sanchez, 2013). M¢é vysledky vSak ukazaly silnou zavislost vytézku na skladovaci
teploté, v ptipad¢ skladovani vzorkii pii —20 °C dosahovala preservace etanolem vyssi
pramérné koncentrace DNA ve vzorku nez pti pouziti NAP nebo dokonce Allprotect Tissue
Reagent (Qiagen). Pokud porovname primérmné koncentrace DNA naméfené u vzorkl
uskladnénych pii teploté — 20 °C a pii pokojové teploté, zjistime, Ze pramérné koncentrace u
vzorkd uschovanych pii pokojové teploté jsou vyrazné nizsi nez u vzorkd uschovanych pii
teploté —20 °C a to u vSech pouzitych protekénich ¢inidel. Uginnost ochrany DNA pii
pokojové teploté klesa v zavislosti na pouzitém c¢inidlu od Allprotect Tissue Reagent
(Qiagen) pies NAP az nejméné ti¢innému etanolu. V ptipadé skladovani pii — 20 °C je tomu
piesné naopak. Moje vysledky ukazuji, ze teplota, pii které jsou vzorky skladovany, nema
vliv na slozeni mikrobiom komart. To je dilezité hlavné v pripadé terénniho sbéru dat, kde
neni mozné umistit vzorky do chladiciho zatizeni, které¢ by udrzovalo teplotu vzorkl okolo —
20 °C. Vysledky studii Cooper R. D. (1998) na komarech celedi Anophelinae ukazuji, Ze

mrazeni vzorkli zachovava mnozstvi DNA 1 po opakovaném rozmrazovani a nasledném
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mrazeni vzorkd. Proto je nejlepsim zpiisobem preservace mrazeni vzorkll. Pokud vsak neni
mozné uchovavat vzorky pii teploté — 20 °C, je nejlep$im preserva¢nim feSenim Nap pufr,
jelikoz je levné&jsi nez Allprotect Tissue Reagent (Qiagen) a dosahoval vyssich nebo stejnych
prumérnych koncentraci jako Allprotect Tissue Reagent (Qiagen). Nap pufr dosahoval
dobrych vysledkut i v analyze richness. Je ziejmé, Ze pro jednodussi pouzivani NAP pufru by
bylo vyhodné zmirnit povrchové napéti tohoto ¢inidla pro snadnéjsi smaceni vzorku. Jako
vhodny by se jevil néktery z velmi slabych a biologicky kompatibilnich detergentii, napi.
z fady Tween.

DalSim pfistupem pouzitym v této praci bylo pitvani samicich jedincti komara rodu
Aedes. Vysledek analyzy neukazuje signifikantni rozdily mezi mikrobiomovymi profily z
odlisného tkanového templatu. To znamend, Ze bakteridlni komunity, které nalezneme ve
stievé jedince, mohou byt pfitomné i v ostatnich organech komara, nebo ze mikrobiom
stfteva vyrazné dominuje vzorku DNA izolované z celého jednince. Podle Minard et al.
(2013) mtzeme bakteridlni komunity podobné stfevnim bakteridlnim komunitam najit i
v organech jako jsou slinné Zlazy nebo reproduktivni organy (Minard et al., 2013), coz
vysledky mé prace potvrzuji.

Diulezitym faktorem, ktery by mohl hrat roli ve slozeni mikrobiomu komara a pro
jeho nésledné zkoumani, je datum odchytu jedincti. Mé vysledky ukazuji, Ze datum sbéru
vzorkl nema vyznamny vliv na slozeni mikrobiomu. Toto zjisténi potvrzuje i studie Muturi
et al. (2017), kterd odhalila jistou individualni proménlivost slozeni bakterialnich komunit,
ktera byla detekovana jak u vzorkl ze stejného data sbéru, tak i u vzorkd z riznych dat
sbéru. Tato individudlni proménlivost mtize byt zptisobena vnitinimi nebo vnéj§imi faktory.
To naznacuje, ze mikrobiomy se méni na zékladé¢ individualni proménlivosti, nikoli na
zaklad¢é rizného datu sbéru (Muturi et al., 2017). Mezi faktory ovliviyjici individualni
proménlivost slozeni bakteridlnich komunit mulzZe patfit naptiklad typ vyzivy larvy a
dospélce, fyziologické podminky stfeva, infekce parazity a patogeny nebo stafi jedince
(Wang et al., 2011). Mé vzorky byly sbirdny v rozmezi zhruba jednoho mésice. V piipadé
vétsiho Casového horizontu zaleZi zména mikrobiomu na druhu komara. Naptiklad u druhu
Aedes vexans ke zménam v mikrobiomovém profilu dochazi (Novékova et al., 2017).

Jednim z cila této prace bylo porovnani zastoupeni bakterialnich komunit ziskanych
Z dospélych jedincti odchycenych v ptirodé ve stadiu dospélce a larvy, kterd méla dokoncit
metamorfozu v laboratornich podminkach podobné jako ve studii provadéné na komarech
Anopheles gambiae v Keni (Wang et al., 2011). Cast jedincti vylihnutych v laboratoti méla

byt nakrmena berani krvi. Vysledky se vSak nepodatilo ziskat, jelikoz se nevylihl dostate¢ny
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pocet samicich jedinct a vylihnuté jedince se nepodaftilo krvi nakrmit. Tyto problémy byly
nejspise zpisobeny zvolenim nevhodnych podminek pro odchov larev.

Jednim z hlavnich cila prace bylo také posouzeni vlivu poolovani na mikrobiom
komart. Vysledky nebylo mozné ziskat z diivodu obtizného a Spatného urceni morfotypu
komart, ¢imz doslo ke kontaminaci poolt komary rodu Ochloretatus. Piestoze vysledek
analyzy porovnavajici podobnost mikrobiomu mezi jedinci rodu Aedes a Ochlerotatus byl
nesignifikantni, pooly nemohly byt pro dalsi analyzy pouzity, jelikoZ nebyla dodrzena 98%
hladina thresholdu. Tento fakt by mohl potvrzovat vliv prostfedi na mikrobiom komaru,
jelikoz komaii pochazely ze stejné lokality (Minard et al., 2013). Za u¢elem naplnéni tietiho
cile této prace byl pouzit set dat pro druh Aedes vexansz Torronta. Analyzy podobnosti
mikrobiom@ ukézaly, Ze poolované vzorky maji odlisné sloZzeni mikrobiomu nez vzorky
obsahujici DNA pouze z jednoho jedince. Vysledky richness ukazuji, ze v§echny poolované
vzorky obsahuji piiblizné stejné mnozstvi OTU. Pokud vSak porovname mnozstvi OTU u
poolovanych vzorkiim se vzorky obsahujicimi pouze jednoho jedince zjistime, Ze poolované
vzorky obsahuji pfiblizné dvakrat tolik OTU nez vzorky z jednotlivci. Odlisné slozeni
mikrobiomu bylo moZzno pozorovat jiz pfi porovnavani vzorkd, které obsahovaly jednoho
komara a vzorki, které obsahovaly dva komary. Z toho lze usoudit, Ze v poolovanych
vzorcich ztracime informaci o poc¢tu a identit¢ komard obsahujicich urcity druh bakterie.
Tuto doménku potvrzuje i studie Minard et al. (2014) naznacujici, Ze poolovanim vzorkiim
muzeme ztratit variabilitu bakterialniho slozeni. Tato ztrata informace muze byt v kontextu
hledani souvislosti mezi patogeny a mikrobiomem koméra zasadni. Mezi vektorem a jeho
symbiontem mize existovat velmi silné pouto, jelikoz jejich vztah mize byt stézejni pro
jejich preziti. Symbiotické bakterie jako jsou napiiklad nékteré druhy bakterie Wolbachia
mohou inhibovat vyskyt patogenu v téle hostitele (Hoffmann et al., 2011). Komaii
mikrobiom jedince mize obsahovat vice nez jeden kmen bakterie Wolbachia (Novéakova et
al., 2017). Mira inhibice patogenu je vSak ovliviiovana celkovym sloZzenim mikrobialnich
komunit. Nékteré druhy bakterii mohou potlacovat sviij vyskyt v hostiteli navzajem (Hughes
et al., 2014). Dalsim faktorem ovliviiyjici slozeni bakteridlnich komunit mohou byt i
podminky prostiedi nejen z hlediska vyzivy, ale i z hlediska okolni teploty, kterd také
ovliviiuje miru zastoupeni nékterych komunit v hostitely. Jako pfiklad mize opét slouzit
bakterie Wolbachia jejiz zastoupeni mize se zvysujici se teplotou klesat (Novakova et al.,
2017). Ze studie Lu et al. (2012) vyplyva, ze mira zastoupeni napiiklad bakterie Wolbachia
je pro jeji pusobeni na patogeny, konkrétné na virus Dengue, zasadni. Proto je dulezité znat

co nejlépe celkoveé sloZeni mikrobiomu hostitele jako jednotlivce a vzdjemné vztahy
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bakteridlnich komunit pro ur€eni epidemiologického vyznamu riznych druhli patogenii a
moznost reagovat na jejich Sifeni v populaci lidi pouzitim piistupt, které by ucinné
likvidovali jejich nésledny vyskyt v lidské populaci. Poolovani vzorkd vSak nenabizi
moznost determinovat piesné sloZzeni bakteridlnich komunit a jejich miru zastoupeni, ktera je
pro feSeni tohoto problému zasadni. Tento piistup poskytuje pouze informaci o vyskytu a
mife zastoupeni patogenu nebo bakteridlnich komunit v populaci.

Poolovani vzorku tedy mize byt vyhodné, pokud chceme zjistit pfitomnost patogent
nebo infekce v populaci hostitele, jelikoz jsme schopni zahrnout vétSi mnozstvi jedinct,
¢imz se zvySuje pravdépodobnost detekce infekce nebo patogenu v populaci (Gu et al.,
2008). Tato metoda je také méné finanéné a Casové naro¢na (Ko et al., 1991). Vysledky
takovych studii jsou pouzivany pro ureni vektorové kapacity rtiznych druhi komart
V pienosu arboviri (Gu et al., 2004).

Jednim z hlavnich problému stale zistava finanéni stranka véci. Pokud by bylo
mozné snizit ekonomické naklady na izolaci DNA z jednotlivce, bylo by to tim nejlepSim
fesenim, jelikoZ tento pfistup je nejlep$im feSenim problematiky korelace mikrobiomovych
profila tripartitniho komplexu mezi hostitelem, jeho symbiontem a patogenem. Do
budoucnosti by se dal problém se ztratou identity jedince v poolovaném vzorku vyfesit
molekularnim oznacenim genetické informace jednotlivce, diky ¢emuz by bylo mozné po
sekvenaci zpétn¢ identifikovat konkrétniho jedince a sloZeni jeho bakteridlnich komunit 1 se

zastoupenim patogentl.
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6 Zavér

Komafi (Celed” Culicidae) jsou pienaSeCi patogeni, které mohou u lidi vyvolat
smrtelné nebezpe¢né nemoci. Jejich vektorova kapacita je ovliviiovana slozenim stfevnich
bakteridlnich komunit. Tyto bakterialni komunity mohou byt dédény z ptedchozich generaci
nebo mohou byt ziskany z prostiedi. V této praci jsem provedla metodologickou revizi
dosavadni praxe s vyuzitim amplikonového sekvenovani na Illumina platformach. Nejlep$im
preservacnim Cinidlem z hlediska praimérné koncentrace a vysledkt richness byl Nap purf.
Pro realisticky popis sttevniho mikrobiomu komartt mohou byt jedinci pouziti vcelku,
jelikoz mikrobiom stfeva vyrazné dominuje vzorku DNA izolované z celého jedince. Metoda
poolovani neni vhodna pro jakékoli korelace mikrobiomovych profili. Pfi poolovani vzorkt
dochazi ke ztraté identity komara a souvislosti v tripartitnim komplexu komaér jako hostitel,

jeho symbionty a patogenem.
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