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Anotace:

Blood-sucking parasites from the Hippoboscoidea group (Insecta: Diptera) harbor symbiotic
bacteria providing them with B-vitamins and cofactors missing from their blood diet.
Although including medically important vectors such as tsetse flies, evolutionary history of
symbiosis in the whole group is poorly understood. This thesis is focused on analysis of
symbionts in the Hippoboscidae family (parasites of birds and mammals). Phylogenetic
approach was employed to determine lineages of obligatory and facultative symbionts
present in this group. Results of the study indicate that relationships between
Hippoboscoidea and their symbionts are extremely dynamic with frequent replacements of
obligate symbionts. To which extent is this dynamic evolutionary history of symbiotic
systems in Hippoboscoidea caused by features of their parasitic lifestyle (e.g. host switches
from mammals to birds) will be an interesting question for further studies.
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1. Uvod

1.1. Symbiodza

Termin symbi6za byl poprvé pouzit Antonem de Barrym v poloviné 19. stoleti jako
wsouziti ruznych druhii. Zasadnimi symbiotickymi kroky evoluce bylo pozieni jedné
prokaryotické bunky jinou prokaryotickou bunkou za vzniku bunky eukaryotické a jejich
organel, mitochondrii a plastidi (Margulis, 1973). Symbidza je vSudypiitomna asociace
tykajici se vétSiny organismii, od Archea pfes Bacteria az po Eucaryota. Houby vytvari
asociace typu mykorhiza (Wilkinson, 2001) nebo se podili na vzniku liSejnikd. Rostliny
vyuZivaji opylovace a roznaSece semen, nebo hlizkové bakterie pro fixaci dusiku (Jones et
al., 2007). Clovék naptiklad vyuzil domestikace hospodafskych zvifat a plodin
v zeméd¢lstvi. Stievni mikrobiom a genom hostitele tvoii koadaptovany komplex,
hologenom, ktery je dulezity pro speciaci a je povaZzovan za jednotku selekce v evoluci

(Zilber-Rosenberg & Rosenberg, 2008; Brucker & Bordenstein, 2013).

1.2. Obligatni a fakultativni symbionti hmyzu

Obligatni symbionti jsou nutni pro podporu normalniho vyvoje hostitele (Moran et
al., 2008). Obligatni symbionti poskytuji svym hostitelim latky chybé&jici nebo nedostate¢né
zastoupené v jejich potravé (Baumann, 2005). Vyskytuji se pfedev§im u hmyzu sajiciho na
rostlinach, kde dopliluji esencialni aminokyseliny chybéjici ve floému a xylému (Douglas et
al., 1998; Baumann, 2005), a u obligatné krevsajicich ¢lenovci, kterym poskytuji B vitaminy
a kofaktory (Aksoy, 2003). Jejich vyskyt v hostiteli je omezen na specializovany organ
zvany bakteriom, ktery je tvofeny skupinou specializovanych bunck hostitele zvanych
bakteriocyty. Bakteriom mize byt tvofen z bunck tukového télesa, buné€k stfevni stény nebo
vysoce specializovanymi buiikami, které jsou vyvojové uréeny v embryu (Buchner, 1965;
Braendle et al., 2003). Obligatni symbionti jsou pfendSeni vertikalné a ko-diverguji se svym
hostitelem, protozZe jejich asociace s hostitelem vznikla pfed miliony let. Obligatni symbionti
jsou nutni pro vyvoj a reprodukci hostitele, a proto nedochazi pftili§ Casto k jejich tplné
ztraté (Moran et al., 2008), spiSe jsou nahrazeni jinou linii symbionta, nebo doplnéni dal$im
obligatnim ko-symbiontem. Tyto piiklady jsou znamy témét ze vSech symbiotickych skupin

hmyzu a jsou nejlépe zmapované pro skupinu Auchenorrhyncha (Moran et al., 2005;



McCutcheon et al., 2009; Koga et al., 2013). Mikroorganismem, ktery nahrazuje, nebo
doplnuje, obligadtniho symbionta a ptrebira jeho funkci, mize byt velmi Casto fakultativni
symbiont. Pro obligatni symbionty je typickd extrémni redukce genomu. Také je pro né
bézné zastoupeni nukleotidi bohaté na adenin a thymin. Dal§im charakteristickym znakem je
rychla evoluce sekvenci, kterd vede k zrychleni substituce aminokyselin ve vSech genech. U
obligatnich symbionti chybi mobilni elementy, bakteriofagové, vétSina repetitivni DNA a
také obsahuji malo pseudogenti (Moran et al., 2008).

Fakultativni symbionti tvoii heterogenni skupinu s ohledem na jejich funkci i
lokalizaci v hostiteli (Baumann, 2005). Fakultativni symbionti nejsou nutni pro reprodukci
hostitele (Moran et al., 2008). Jsou podobni invazivnim patogentim svou schopnosti napadat
rizné buniky véetné reproduktivnich organi a také se vyskytuji v hemolymf€ (Dobson et al.,
1999; Fukatsu et al., 2000). Pro zajiSténi uspéSného Sifeni ovliviiuji fakultativni symbionti
hostiteliv fenotyp dvéma zplsoby. V prvnim ptipadé zvySuji hostitelovu zivotnost,
napiiklad ochranou proti pfirozenym nepfatelim, nepfiznivym environmentdlnim
podminkam jako je teplota (Oliver et al., 2010) a poskytovanim riiznych metaboliti (Moran
et al., 2008). Druhym mechanismem je indukce reprodukénich fenotypti. Strategii pfenosu v
populaci je pfeména samcii na samice. Toho mize byt dosazeno feminizaci nebo indukci
thelytokie. ZvySena produkce dcer samici je dosazena pomoci zabijeni samcl/synil (male-
Kiling/son-killing). Posledni strategii, kterou reprodukéni manipulatofi uzivaji je
cytoplasmatickd inkompatibilita (Stouthamer et al., 1999). Fakultativni symbionti se S§ifi
horizontalnim pfenosem jak mezi hostiteli jednoho druhu, tak i mezi hostiteli riznych druhi
(O'Neil et al., 1992; Sandstrém et al., 2001). Vzhledem k tomu, Ze mnoho fylogeneticky
jasné¢ vymezenych skupin symbiotickych bakterii obsahuje obligatni 1 fakultativni
symbionty, ziejm& dochazi k prechodu od fakultativniho k obligatnimu zivotnimu stylu.
Obligatni symbionti se tak pravdépodobné casto vyviji z fakultativnich symbiontt, kteti
ztratili schopnost horizontalniho pfenosu a byli domestikovani hostitelem. Genomy
fakultativnich symbionti obsahuji mnoho repetitivnich usekli, velké mnozstvi mobilnich

elementil, plazmidy, bakteriofagy a geny od nich odvozené (Moran et al., 2008).
1.3. Nejcastéjsi symbionti skupiny Hippoboscoidea
Nize jsem rozepsala obecnou charakteristiku tfech rodt bakterii, které jsou pro

skupinu Hippoboscoidea nejcastéjSimi symbionty. Mikrobiomy krevsajictho hmyzu jsou

obecné velmi chudé. Kromé endosymbiotickych bakterii miize mikrobiom dale obsahovat



bakterie ziskané z prostfedi (Geiger et al., 2009; Lindh & Lehane, 2011) nebo patogenni
bakterie savct jako napiiklad Bartonella spp. (Morse et al., 2012b).

1.3.1. Arsenophonus (Gammaproteobacteria: Enterobacteriaceae)

Rod Arsenophonus vytvari polyfyletickou skupinu se Sirokym spektrem hostitelti a
symbiotickych vztahli od fakultativnich reprodukc¢nich manipulatori ke koevolvujicim
obligatnim mutualistim. Zahrnuje jak fakultativni symbionty, tak obligatni symbionty, a
proto v tomto rodu vznika mnoho nejasnosti ve fylogenezi i taxonomii celé skupiny. Do rodu
Arsenophonus dle fylogenetickych patii symbionti, ktefi byli pojmenovani vlastnimi nazvy
jako Aschnera chinzeii (Hosokawa et al., 2012), Riesia pediculicola (Sasaki-Fukatsu et al.,
2006) nebo Phlomobacter fragariae (Zreik et al., 1998). Arsenophonus byl detekovan

piedevsim u ¢lenovcd, ale také u rostlin (Tab. I).

Tab. I: Distribuce a role bakterii z rodu Arsenophonus Vv hostitelich.

Hostitel Celed’ hostitele Fenotyp Reference
Arthropoda | Aleyrodidae fakultativni Thao et al., 2000; Thao &
symbiont/mutualista Baumann, 2004
Aphididae fakultativni symbiont | Rusell et al., 2002
Apidae fakultativni symbiont | Babendreier et al., 2007
Hippoboscidae obligatni i fakultativni | Dale et al., 2006; Trowbridge et
symbiont al., 2006; Duron et al., 2014
Ixodoidea fakultativni symbiont | Grindle et al., 2003
Myrmeleontoidae | fakultativni symbiont | Dunn & Stabb, 2005
Nycteribiidae obligatni symbiont Hosokawa et al., 2012; Duron
etal., 2014
Pteromalidae son-killing Gherna et al., 1991
Pthiridae obligatni symbiont Allen et al., 2007
Streblidae obligatni symbiont Trowbridge et al., 2006; Duron
etal., 2014
Psyllidae fakultativni symbiont | Subandiyah et al., 2000; Thao
et al., 2000; Spaulding & von
Dohlen, 2001; Hansen et al.,
2007
Reduviidae, fakultativni symbiont | Hyp3a & Dale, 1997; Sofrova
Triatominae etal., 2008
Rostliny Amaranthaceae fytopatogeneze Sémétey et al., 2007
Rosaceae fytopatogeneze Zreik et al., 1998;




Rod Arsenophonus disponuje alespon ¢tyimi rozdilnymi druhy fenotypu (Novakova
et al., 2009). Jsou jimi son-killing u A. nasoniae (Gherna et al., 1991), fytopatogeneze (Zreik
et al., 1998), obligatni asociace s bakteriocyty hostitele (Trowbridge et al., 2006; Allen et al.,
2007; Perotti et al., 2007) a fakultativni symbioza (Thao & Baumann, 2004).

V soucasné dob¢ jsou dostupné dva genomy pro endosymbionta z fylogenetické linie
Arsenophonus: A. nasoniae a R. pediculicola. Velikost genomu A. nasoniae je piiblizné 3,5
Mb a je pomé&mé AT bohaty (64%). Asi deset procent genomu tvoii extrachomosomalni
DNA, ktera obsahuje fagové, profagové a plasmidové sekvence. Plasmidy A. nasoniae
kéduji mnoho skupin genti pro pili typu IV, které vykazuji vysokou homologii s tra geny,
které se ucastni konjugace (Darby et al., 2010). Sekvence fagl jsou podobné se sekvencemi
fagh zjinych symbionti, jako je S. glossinidius a H. defensa. Gammaproteobakterialni
symbionti jsou ziejme& schopni si mezi sebou menit elementy fagh horizontdlnim pfenosem
geni (Degnan & Moran, 2008; Darby et al.,, 2010). A. nasoniae si zachoval mnoho
metabolickych drah, které jsou bézné pro volné zijici ptibuzné bakterie. Pestoze bi¢ik nebyl
u A. nasoniae nikdy pozorovan (Gherna et al., 1991), genom obsahuje 49 kompletnich genti
bic¢iku rozdélenych do dvou klastrt (Darby et al., 2010).

Na rozdil od A. nasoniae, obligatni symbiont v§i, Riesia pediculicola, ma ziejmé
funk¢ni bicik, ktery mize pouzivat k migraci mezi bakteriomem a ovarii (Perotti et al.,
2007). Genom R. pediculicola je redukovany podobné jako u ostatnich obligatnich
symbiontil. Jeho velikost je 575 kb a obsahuje jeden plasmid, ktery koduje tfi klicové geny
(panB, panC a panE) biosyntetické drahy pro kyselinu pantothenovou (vitamin Bs)
(Kirkness et al., 2010).

1.3.2. Sodalis (Gammaproteobacteria: Enterobacteriaceae)

Rod Sodalis patii stejné jako rod Arsenophonus K liniim symbiotickych bakterii,
které¢ si osvojily razné typy symbidzy, od fakultativniho komensalismu k obligatnimu
mutualismu (Heddi et al., 1998; Snyder et al., 2011;). Sodalis a blizce ptibuzné bakterie byly
popsany ze Sirokého spektra hmyzu, ale i jako oportunni patogen cloveéka (Tab. II).
Endosymbionti z rodu Sodalis jsou znami jak z hmyzu, ktery se Zivi na rostlinach, tak
Z parazitii zivoCichi (Snyder et al.,, 2011). Protoze neptfibuzné druhy hostitel obsahuji
pfibuzné druhy sodalise, zfejm¢ je tato bakterie schopnd S§ifit se horizontdlnim pfenosem

(Chrudimsky et al., 2012).



Tab. II: Distribuce a role bakterii z rodu Sodalis v hostitelich.

Celed hostitele Fenotyp Reference
Plantae/Hominidae | oportunni patogen Clayton et al., 2012
Aphidoidae fakultativni symbiont | Burke, 2009
Cerambycidae fakultativni symbiont | Griinwald et al., 2010
Cercopidae obligatni symbiont Koga et al., 2013

Curculionoidae

fakultativni 1 obligatni

Campbell 1992; Conord et al., 2008; Toju et

symbiont al., 2010; Toju & Fukatsu 2011
Formicidae fakultativni symbiont | Sameshima et al., 1999
Glossinidae fakultativni symbiont | Dale and Maudlin, 1999

Hippoboscidae

fakultativni symbiont

Novakova & Hypsa 2007; Chrudimsky et al.,
2012

Monophlebidae

fakultativni symbiont

Rosas-Pérez et al., 2014

Pentatomidae

fakultativni symbiont

Kaiwa et al., 2010; Kaiwa et al., 2011

Philopteridae

obligatni symbiont

Fukatsu et al., 2007

Pseudococcidae

fakultativni symbiont

Gruwell et al., 2010

Linie HS izolovana z ¢lovéka je blizce piibuzna primarnimu symbiontovi nosatcii
rodu Sitophilus (napi. Sitophilus oryzae primary endosymbiont; SOPE) a fakultativnimu
symbiontovi skupiny Pentatomidae. Nizka rychlost evoluce molekularnich sekvenci HS linie
neukazuje zadné charakteristické degenerativni zmény spojené s posunem k obligatni
asociaci s hostitelem, a proto by tato linie mohla byt volné Zzijicim pfedkem symbionti z
rodu Sodalis (Clayton et al., 2012). Velikost jejiho genomu je ptiblizné 4,7 Mb (Oakeson et
al., 2014).

Ke koevoluci shostitelem doslo u rodu Sitophilus a jeho symbionta Sodalis
pierantonius str. SOPE (diive jen SOPE) (Oakeson et al., 2014). Koevoluce zacala zhruba
pred 20 miliony let a béhem ni doslo k nahrazeni pivodniho symbionta Nardonella sp.
(Lefevre et al., 2004; Conord et al., 2008). Na rozdil od jinych obligatnich symbiontl je
genom S. pierantonius pomérné velky (4,5 Mb) a obsahuje ohromné mnozstvi pseudogent a
mobilnich elementi (Moran & Plague 2004; Plague et al. 2008). I pies relativné kratkou
dobu symbiotické asociace doslo u S. pierantonius K rozsahlé degeneraci genomu inaktivaci
gend, delecemi a piestavbami genomu. Také ma zvySenou rychlost evoluce rRNA a proteini
(Oakeson et al., 2014). Genom S. pierantonius obsahuje neobvykle velké mnozstvi IS
elementll, které se nachazi ptrevazné v mezigenovych tusecich (Clayton et al., 2012). IS
ziejm¢& mohou hrat roli i v modulaci genové exprese nebo snizovani exprese pseudogenti a

také se ucastnily duplikace n€kolika chromosomalnich oblasti, v¢etné oblasti kddujicich



chaperoniny groEL a groES, a pravdépodobné zprostfedkovaly mnoho deleci (Oakeson et
al., 2014).

S. pierantonius i S. glossinidius prosli specifickou a nezavislou ztratou gent
V porovnani s linii HS a geny, které zlistaly zachované, jsou u obou symbiontii dost podobné,
ziejmé diky podobnému stylu zivota (Clayton et al., 2012). S. pierantonius ztratil geny pro
rekombinaci DNA, ale geny reparace DNA si zachoval neporusené. S. pierantonius je
schopny syntetizovat vétSinu aminokyselin s vyjimkou tryptofanu, methioninu a histidinu.
Také je schopny syntetizovat riboflavin, NAD+/NADP+ a koenzym A, thiamin a folat.
Draha pro syntézu pyridoxinu je nekompletni a draha pro syntézu biotinu je poSkozena
pseudogenizaci vSech genti krom¢& bioH, ktery je neesencialni. S. glossinidius a S.
pierantonius se v poskytovani aminokyselin a vitamin zna¢né 1isi (Oakeson et al., 2014).
Muze za to bud fakt, ze jejich hostitel¢ se zivi jinou potravou (Rio et al., 2003), nebo
kooperace S. glossinidius s W. glossinidia v syntéze vitamini a kofaktor (Belda et al.,
2010). S. pierantonius postrada tisek SSR-1 sekre¢niho systému typu tii (TTSS). Rozdily ve
ztratach riznych ¢asti TTSS v rodu Sodalis mohou naznacovat, ze fungovani TTSS se lisi
podle druhu symbidzy s hostitelem. Pfitomnost vSech tii usekdt TTSS u linie HS a vysoky
stupen konzervovanosti mezi HS a S. glossinidius naznacuje, ze je pivodni a nikoli ziskany
nezavisle horizontalnim transferem (Oakeson et al., 2014). O genomice S. glossinidius jsem

se podrobné rozepsala niZe v kapitole 1. 4. 1 o symbiontech skupiny Glossinidae.

1.3.3. Wolbachia (Alphaproeobacteria: Rickettsiaceae)

Wolbachia je obligatné intracelularni a maternaln¢ pienosna bakterie, ktera je Siroce
rozsifena mezi Clenovci: Insecta 40-66 % (Hilgenboecker et al., 2008, Zug & Hammerstein,
2012), Acarina, Arachnae, Scorpiones, Isopoda a Collembola (Hilgenbroecker et al., 2008;
Saridaki & Bourtzis, 2010; Werren et al., 2008) a také se objevuje jako obligatni mutualista
u skupin Filarioidea (Nematoda) (Taylor et al., 2005) a Cimicidae (Heteroptera) (Hosokawa
et al., 2010). U hmyzu je tato bakterie lokalizovana v reproduktivnich tkénich a je spojena
sindukci partenogeneze, feminizace, male-killing a cytoplasmatické inkompatibility
(Werren et al., 2008; Saridaki & Bourtzis, 2010).

Wolbachia je velice riiznoroda skupina bakterii formalné ptifazena k jednomu druhu
Wolbachia pipientis (Lo et al., 2007). Tento druh je klasifikovan do 13 superskupin
(“supergroups’’) od A do N, znichz supergroup G je povazovana za umély vysledek

rekombinacnich udalosti (Zhou et al., 1998; Cheng et al., 2000; Lo et al., 2002; Gorham et



al., 2003; Rowley et al., 2004; Bordenstein & Rosengaus, 2005; Casiraghi et al., 2005; Lo et
al., 2007; Ros et al., 2009; Augustinos et al., 2011). Pro jejich genotypovani se pouzivéa gen
wsp (Wolbachia surface protein) a MLST analyza (Multi Locus Sequence Typing) (Baldo et
al., 2006; Paraskevopoulos et al., 2006).

Cytoplasmaticka inkompatibilita (CI) je vysoce rozsifeny efekt na reprodukci
hostitele, kterym Wolbachia disponuje. Muze byt jednosméma nebo obousmeérna.
Jednosmérna CI vede k letalit¢ embrya, pokud se infikovany samec pafi s neinfikovanou
samici, nebo samici infikovanou jinou linii. Reciproké kiizeni a kiizeni jedincii se stejnym
typem nakazy jsou plné kompatibilni. Obousmérna CI se objevuje v kiizenich mezi jedinci
infikovanymi liniemi wolbachie s riznymi vlastnostmi CI (Werren et al., 2008; Saridaki &
Bourtzis, 2010). O této vlastnosti se uvazuje jako o novém nastroji ke kontrole hmyzich
Skiidct a ptenaseci nemoci, ktery by byl Setrny k Zivotnimu prostiedi (Zabalou et al., 2004;
Xi et al., 2005; Bourtzis & Robinson, 2006; Bourtzis, 2008; Zabalou et al., 2009; Apostolaki
et al.,, 2011; Medlock et al., 2013;). Nékolik takovychto pokust jiz bylo provedeno
s vysokou uspésnosti (Hoffmann et al., 2011; Walker et al., 2011).

Inzer¢ni sekvence, transpozony a sekvence bakteriofagi (WO) ptedstavuji az 21 %
genomu wolbachii (Wu et al., 2004; Klasson et al., 2008; Klasson et al., 2009b; Kent and
Bordenstein, 2010). Toto dé€la z wolbachie pravdépodobny cil rozsahlé skaly horizontalniho
genového prenosu mobilnich elementl, ale dosud existuje jen malé mnozstvi dikazl
(Doudoumis et al., 2012; Doudoumis et al., 2013). Wolbachia je také jeden z nejéastéjsich
zdroji HGT v genomech hmyzu (Husnik et al., 2013; Sloan et al., 2014).

1.4. Hippoboscoidea (Insecta: Diptera)

Hippoboscoidea patii do skupiny Calyptratae, jedné z nejvétSich skupin Diptera
(McAlpine, 1989). Ziejm¢ jsou sesterskou skupinou ke skupiné¢ Muscoidea zahrnujici i
Oestroidea (Nirmala et al., 2001). Hippoboscidae je skupina vysoce specializovaného
ektoparazitického hmyzu, kterd obsahuje c¢tyfi taxony: Glossinididae, Nycteribiidae,
Streblidae a Hippoboscidae (Hennig, 1973; McAlpine, 1989). Glossinididae jsou bazalni a
sesterské k Pupipara, kterd je monofyletickd a obsahuje ostatni tfi skupiny Hippoboscoidea.
Nycteribiidae a Streblidae jsou sesterské Hippoboscidae. Monofylie Streblidae nebyla dosud
presvédcivé potvrzena (Petersen et al., 2007). VSechny tyto skupiny vykazuji unikatni a
napadné morfologické a fyziologické adaptace. VétSina z nich je specificky spojena s jejich

ektoparazitickym zivotem (Petersen et al., 2007). Je pro n¢ typicka adenotroficka viviparita



(Meier et al.,, 1999). Jedind larva se vyviji v samici déloze, kde je krmena sekrety
z ptidatnych zlaz, zvané mlécéné zlazy. Tteti stadium larvy je odlozeno bud’ jako pohybliva
larva, ktera se rychle zakukli (Glossinidae, Hippoboscidae), nebo jako mékka prokukla
(Streblidae, Nycteribiidae) (Hill, 1963). Glossinidae a Pupipara hosti nékolik odli$nych linii
obligatnich symbionti. Tento fakt by mohl odrazet specializaci Pupipara k pravému

ektoparazitismu nebo hostitelské pieskoky ze savcl na ptaky (Duron et al., 2014).

1.4.1. Glossinididae

Glossinididae zahrnuji pouze 22 druhti, ale jsou nejvice studovanou skupinou
Hippoboscoidea, protoze jsou vektorem vyznamnych onemocnéni (Krinski, 2002). Zastupci
rodu Glossina jsou rozsifeni v tropické subsaharské Africe a jsou vektory Trypanosoma spp.,
které zpisobuji onemocnéni Nagana u dobytka a spavou nemoc u lidi (Van den Bossche et
al., 2010, Welburn et al., 2001).

V druzich Glossina byly popsany tfi hlavni symbiotické bakterie (Aksoy, 2000).
Prvni znich je Wigglesworthia glossinidia. Jedna se o obligatniho bakterialniho
endosymbionta celé skupiny Glossinidae a jeho absence vede k samiéi sterilit¢ (Nogge,
1976; Pais et al., 2008). Molekularné fylogenetické analyzy ukazuji, Ze tato symbioticka
asociace je relativné stara a trva pfiblizné 50-80 milionti let (Chen et al., 1999). V samicich
Glossina spp. se nalézaji dvé odlisné populace W. glossinidia. Prvni z nich je lokalizovana
intracelularné v bakteriocytech, které tvori bakteriom v pfedni ¢asti stieva. U této populace
se predpoklada, Zze svému hostiteli poskytuje esencialni latky jako B-vitaminy a kofaktory,
které chybi v krvi obratlovci (Nogge, 1981; Aksoy, 1995; Aksoy et al., 1995; Akman et al.,
2002; Wang et al., 2009). Extracelularni populace W. glossinidia se nachazi v mlé¢nych
sekretech a v lumen mlécnych zlaz, jimiz je symbiont pfendSen na potomstvo (Ma &
Denlinger, 1974; Attardo et al., 2008; Pais et al., 2008). Velikost genomu W. glossinidia je
698 - 720 kb (Akman et al., 2002; Rio et al., 2012). Genom obsahuje geny, které koduji
kompletni strukturu bi¢iku (Akman et al., 2002). Geny bic¢iku (fliC, motA) jsou vysoce
exprimovany v extracelularni populaci mlécnych zldz, ale nikoli v intracelularni populaci
bakteriomu (Rio et al., 2012). Exprese genti bi¢iku v mlécnych zlazach byla spekulovana
jako mechanismus vertikdlniho pfenosu bakterie ze samice do vyvijejici se larvy v déloze
(Wang et al., 2013).

W. glossinidia poskytuje svému hostiteli dvé funkéni vyhody. Prvni z nich je syntéza

latek. Ackoli jeji genom neni velky, kéduje neobvykle mnoho biosyntetickych drah pro



vyrobu B-vitamint a kofaktorti (Akman et al., 2002; Rio et al., 2012), pfedevsim biotinu,
thiazolu, kyseliny lipoové, riboflavinu, folatu, pantothendtu, thiaminu, pyridoxinu a
protohemu (Wang et al., 2013).

Druha potencialni funkce W. glossinidia je indukce imunity hostitele. Pouze 1-5%
much tsetse je schopno pienaset trypanozomu v piirodnich populacich (Aksoy et al., 2003).
Resistence Glossinidae vici ndkaze timto parazitem je ovlivnéna 1 jejich vnitfnim
mikrobiomem (Weiss et al., 2013). W. glossinidia ovliviiuje proces imunitniho zrani
Vv larvélnich a juvenilnich stadiich a ma vliv na fagocytarni hemocyty (Weiss et al., 2006;
Pais et al., 2008; Weiss et al., 2011; Weiss et al., 2012). S. glossinidius a Wolbachia ziejmé
K imunitnimu zrani pfispivaji jen omezené¢ (Weiss et al., 2012). W. glossinidia ziejmé
ovliviiuje vektorovou kompetenci parazita regulaci hostitelské humoralni imunity (Wang et
al., 2009). Ochranou tak energeticky naro¢né¢ho procesu, jako je parazitarni infekce, mize
tento obligatni symbiont nepfimo profitovat z reprodukéni fitness hostitele (Weiss et al.,
2011). Tukové téleso a hemocyty se nejvice ucastni systemické reakce, ktera zahrnuje
bunééné mechanismy, enkapsulaci a fagocytézu, a humordlni mechanismy, syntézu
antimikrobialnich peptidl, koagulaci a melanizaci (Hao et al., 2003). Proventriculus, hranice
mezi stomodeem a mesodeem, produkuje peritrofickou matrix, fyzickou bariéru, ktera také
brani infekci trypanozomou (Weiss et al., 2013), a také exprimuje antimikrobidlni peptidy
(AMPs) zvlasté attacin a defensin, které maji trypanocidni G¢inek (Hao et al., 2003; Lehane
et al., 2003; Hu & Aksoy, 2005; Hu & Aksoy, 2006). Tyto dva AMPs jsou také ve vysoké
mife produkovany tukovym télesem, ale nikoli bunikami stfeva, zatimco AMP diptericin je
produkovan ve stejné mife vSemi tfemi tkanémi (Hao et al., 2001; Hao et al., 2003). V
komunikaci mezi proventriculem a tukovym télesem ziejm& hraji roli reaktivni
meziprodukty oxid dusnaty (NO) a peroxid vodiku (H20,) (Hao et al., 2003) Fakultativni
symbiont S. glossinidius i obligatni symbiont W. glossinidia jsou vici attacinu a diptericinu
rezistentni zfejmé diky dlouhodobé koevoluci s hostitelem (Hao et al., 2001; Hu & Aksoy et
al., 2005). Peptidoglykan rozpoznavajici proteiny (Peptidoglycan Recognition Proteins,
PGRPs) rozpoznavaji molekularni struktury na patogenech a spousti proteolytickou kaskadu
pomoci signalni drahy (Imunne Deficiency Pathway; IMD). Této signalni drahy se ucastni
transkripéni aktivator Relish, ktery reguluje transkripci antimikrobialnich peptida attacinu,
cecropinu a diptericinu (Lehane et al., 2003; Hu & Aksoy, 2006) Exprese téchto AMP
ziejmé zavisi na dostatku potravy (Akoda et al., 2009). PGRP-LB, jeden z proteintt PGRP, je
exprimovany pouze dospé€lci v mlénych zldzach a bakteriocytech, kde se zarovei nachdzi i

W. glossinidia, a ma amidazovou aktivitu recyklujici peptidoglykan W. glossinidae.



Amidazova aktivita brani spusténi IMD dradhy, ktera by znicila tohoto obligatniho
symbionta. Tento protein je pfenaSen do potomka skrze mlécné sekrety samice (Wang et al.,
2009; Wang & Aksoy, 2012). Také ma vyznamny trypanocidni tc¢inek (Lehane et al., 2003;
Wang et al., 2009).

Druhym symbiontem je Sodalis glossinidius, ktery hraje roli fakultativniho
symbionta. Tato asociace je pravdépodobné mnohem mladsi, ale konkrétni datovani neni
znamo. S. glossinidius je rozsifen v mnoha tkanich jako je hemolymfa, slinné Zlazy, mlé¢na
zlaza a také ve stfeve, kde Zije v tésné blizkosti mista vyvoje trypanozom (Aksoy et al.,
1997; Cheng & Aksoy,1999; Dale & Maudlin, 1999). Stejné jako W. glossinidia je ptenasen
do larvy skrze mlécné sekrety samice (Attardo et al., 2008; Pais et al., 2008). Byl také
nalezen i v déloze, spermatéce a tukovém télese (Balmand et al., 2013). Na rozdil od W.
glossinidia je vyskyt S. glossinidius v pfirodnich populacich heterogenni (Greiger et al.,
2005).

Piesna funkce S. glossinidius v druzich rodu Glossina zatim nebyla vyfeSena, ale
uvazuje se o tom, ze ovliviiuje hostitelovu zivotnost a citlivost k infekci trypanozomou (Dale
& Welburn, 1987; Dale & Maudlin, 1999; Geiger et al., 2005; Geiger et al., 2007) a dopliiuje
thiamin ve spolupraci s W. glossinidia (Belda et al., 2010).

Velikost genomu tohoto symbionta je 4,2 Mb a tim je velmi podobna velikostem
genoml volné Zzijicich ptibuznych. Piesto je az 25% jeho kodujicich sekvenci tvotfeno
pseudogeny (Toh e al., 2006; Belda et al., 2010). Sekvence kodujici geny tvoii pouze 51%
chromosomu, a proto je tento genom jednim s nejmensi kodujici kapacitou mezi
bakterialnimi genomy. Extrachromosomalni DNA je tvofena tfemi plasmidy pSG1, pSG2 a
pSG3 a také jednim figem ®SGI1 (Toh et al., 2006). Tato bakterie si zachovala znaky
typicky spojené s patogenezi jako je naptiklad sekrecni systém typu tfi (type three secretion
system; TTSS) organizovany do tii usekti SSR1, SSR2 a SSR3, které byly zfejmé ziskany
horizontalnim genovym transferem a které sdili homologie s TTSS z bakterii rodu
Salmonella a Yersinia. Strukturni geny spojené s timto systémem jsou zachované na rozdil
od genl efektorovych proteind, které jsou patogenni pro hostitelskou buniku (Toh et al.,
2006). S. glossinidius si také zachoval nékteré geny kompletni struktury bic¢iku, ktery by
mohl byt dilezity pti kolonizaci larvy v dé€loze (Toh et al., 2006; Wang et al., 2013).

S. glossinidius ma modifikovany vnéj§i membranovy protein (outer membrane
protein; ompA), ktery pfedstavuje molekularni adaptaci pfispivajici k imunitni toleranci
hostitelem (Weiss et al., 2008). Tento protein se také Gcastni produkce biofilmu ve stifevé

hostitele, ktery dale chrani S. glossinidius pfed imunitni reakci hostitele (Maltz et al., 2012).
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S. glossnidius si zachoval ziejmé spise syntetické drahy nez degrada¢ni drahy a jeho
genom obsahuje mnoho genti pro reparaci DNA. Zachované jsou napiiklad funkéni drahy
glykolyzy, glukoneogeneze, citratového cyklu a pentézového cyklu (Toh et al., 2006).
Koéduje mnoho genti pro syntézu aminokyselin mimo L-arginin (Belda et al., 2010), ale
postradd geny pro jejich degradaci. Chybi také napiiklad geny souvisejici s anaerobni
respiraci nebo s fermentaci anaerobniho laktatu a butaratu (Toh et al., 2006). S. glossinidius
ziejm¢ ziskava thiamin od W. glossinidia, protoze ztratil schopnost syntetizovat tento
metabolit, ale zachoval si transportér k jeho ziskavani z prostiedi (Snyder et al., 2010; Wang
etal., 2013).

Genom S. glossinidius obsahuje nékolik systémil pro ziskavani zeleza, mezi nimi
sideroforovy systém, ktery syntetizuje a transportuje sideroforovy achromobactin (Darby et
al., 2005; Runyen-Janecky et al., 2010). Siderofory jsou Zzelezo chytajici molekuly
sekretované mikroorganismy. Po navazani je Zelezo pfeneseno do bakterialni buitky pomoci
receptoru specifického pro siderofor (Miethke & Marahiel, 2007). S. glossinidius koduje gen
fur, jehoz produkt reguluje expresi hem a Zelezo pienasejiciho systému (Sit iron aquisition)
(Runyen-Janecky et al., 2010). Achromobactinovy operon je exprimovany in vivo v Glossina
spp.. Tato exprese je ovliviiovana piimo dostupnym mnozstvim zeleza pomoci Fur
represorového proteinu a prispiva za urcitych podminek k ristu symbionta. Fakt, ze si tato
bakterie navzdory jisté genomové degradaci zachovala regulaci exprese genu odpovidajiciho
na hladiny zeleza v prostiedi, je zfejmé dilezity pro udrZeni v pfirodnich populacich
hostitele (Smith et al., 2013).

Tfetim symbiontem béznym v mouchdch tsetse je reprodukéni manipulator,
Wolbachia pipientis. MLST a wsp analyzy odhalily dvé superskupiny infikujici
Glossinididae. Superskupina A byla nalezena u G. morsitans, G. m. centralis, G. pallidipes a
G. breavipalpis. Pouze G. gambiensis obsahuje superskupinu B (Zhou et al., 1998; Cheng et
al., 2000; Doudoumis et al., 2012). Glossinididae v superskupiné A jsou clenové tii
oddé€lenych a vzdalené ptibuznych skupin, coz podporuje hypotézu horizontalniho pfenosu
W. pipientis z neptibuznych taxont, jako to bylo popsano pro mnoho skupin ¢lenovci
(Baldo et al., 2008; Raychoudhury et al., 2009; Ros et al., 2009; Salunke et al., 2010).
Sesterské druhy G. m. morsitans a G. m. centralis hosti blizce ptibuzné druhy wolbachie, coz
muze byt vysledek ko-divergentniho procesu (Doudoumis et al., 2013). U G. m. morsitans
byl prokazany transfer tfi genli do jaderného genomu hostitele, jsou jimi 16S rRNA, fbpA a
wsp (Doudoumis et al, 2012). Wolbachia zpisobuje silnou cytoplasmatickou
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inkompatibilitu u G. m. morsitans. Diky tomu mize byt pouzita k zavedeni pozadovanych
fenotypi Glossina ssp. v prirodnich populacich (Alam et al., 2011; Medlock et al., 2013).

Mimo bakterialnich symbiontl obsahuji Glossinidae DNA virus SGHV (Salivary
gland Hypertrophy Virus), ktery zptsobuje hypertrofii slinnych zlaz (Jaenson, 1978). Je
pfenaSen transovarialng, ale i pfes mlécné zlazy. Ve velkych titrech snizuje plodnost a
zivotnost (Abd-Alla et al., 2011). Mikrobiom je dale vétSinou doplnén malym poctem
nékolika dalSich bakterii (Geiger et al., 2009; Geiger et al., 2011; Lindh & Lehane, 2011;
Geiger et al., 2013).

1.4.2. Nycteribiidae a Streblidae

Nycteribiidae jsou obligatni ektoparazit¢é netopyrti s vysoce specializovanou a
redukovanou télesnou morfologii (Hennig, 1973). Streblidae jsou také obligatni ektoparazité
netopyrt, ale na rozdil od Nycteribiidae si zachovavaji kiidla alesponi béhem casti svého
zivota (McAlpine, 1989). Ob¢ skupiny zahrnuji asi 500 druht (Petersen et al., 2007).

Bé&hem evoluce obou skupin doS§lo né€kolikrat k nezavislému ziskavani riznorodych
symbiontt, alesponi jednou u Nycteribiidae a alespon tfikrat u Streblidae (Morse et al.,
2013). Rod Trichobius (Streblidae: Trichobiinae) obsahuje symbiotickou bakterii z rodu
Arsenophonus (Trowbridge et al., 2006; Novakova et al., 2009; Lack et al., 2011, Duron et
al., 2014). Také Nycteribiinae (Nycteribiidae) hosti endosymbionta z rodu Arsenophonus,
Aschnera chinzeii, ktera je ve fylogenetickych analyzach sesterska endosymbiontovi v§i
primatt Riesia pediculicola (Hosokawa et al., 2012; Duron et al., 2014), ale mize se jednat
pouze o artefakt pfitahovani dlouhych vétvi (LBA, long-branch attraction). Velikost genomu
tohoto symbionta je odhadovana na 0,76 Mb. Symbiont se u dospélci naléza
v bakteriocytech v bfisni dutiné a u dospélych samic v mléénych zlazach. Tento obligatni
symbiont je pfenaSen vertikaln¢ (Hosokawa et al., 2012).

Wolbachia pattici do superskupiny F byla omezeném poctu nalezena u Nycterophylia
(Streblidae) (Morse et al., 2012).

Nycteribiidae a Streblidae také hosti bakterie z rodu Bartonella. Rod Bartonella
zahrnuje bakterie, které parazituji erytrocyty nebo epitelidlni buniky Sirokého spektra sav¢ich
hostitelti, mezi nimi i ¢lovéka (Mogollon-Pasapera et al., 2009; Chomel & Kasten, 2010;
Harms & Dehio, 2012). Tato bakterie byla detekovana u druhti Trichobius major (Sreblidae)
(Reeves et al., 2005) a Cyclopodia greefi greefi (Nycteribiidae) (Billeter et al., 2012).

Spektrum jejich hostitelti v obou skupinéch je podle dalSich vyzkumt mnohem S§irsi, kde se
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§ifi jak vertikalné tak i horizontaln¢ a také je mozné, ze doslo k preskoku z hostitele na

jiného hostitele, a to z Rodentia na Chiroptera (Morse et al., 2012b).

1.4.3. Hippoboscidae

Hippoboscidae zahrnuji pfiblizn¢ 150 druht. Jejich hostiteli jsou ptaci a savci
(Petersen et al., 2007). U Hippoboscidae se vyskytuji nejméné dvé linie symbiotické bakterie
Arsenophonus (Duron et al., 2014). Prvni z nich je spole¢na jak pro Hippoboscidae, tak i
Streblidae a vytvaii monofyletickou skupinu obligatniho symbionta v linii této bakterie. To
naznacuje, ze byla ziskana pouze jednou béhem evoluce Hippoboscoidea, nebo vznikla
nezavisle ze stejn¢ho predka (Trowbridge et al., 2006; Duron et al., 2014). Dalsi linie je
pouze u Hippoboscidae (Duron et al., 2014). Arsenophonus jako obligatni symbiont Se
vyskytuje u druhu Melophagus ovinus, kde hraje podobnou roli jako W. glossinidia
Vv Glossinidae (Novakova et al., nepublikovano), takze je mozné predpokladat, ze u dalSich
zastupcu této skupiny bude situace obdobna. Pseudolynchia canariensis hosti fakultativniho
symbionta Arsenophonus arthropodicus, ktery je blizce piibuzny Arsenophonus spp. z
Pteromalidae, Aphioidea a Aleyrodoidea. Velikost genomu tohoto symbionta je odhadovana
na 3,51 Mb. (Dale et al., 2006). Na rozdil od A. nasoniae, ktery indukuje son-killing, A.
arthropodicus nevykazuje zadné naruseni poméru pohlavi (Dale et al., 2006; Duron et al.,
2008) a infekce se vyskytuje jak u samic, tak u samci (Dale et al., 2006). Druh Ornithomya
avicularia hosti rtizné linie arsenophona, ktery mize byt jak obligatni, tak fakultativni
symbiont (Novakova et al., 2009) (Obr. 1). Evoluce arsenophona ve skupiné Pupipara je
velmi slozita a ovlivnénd jak vertikdlnim, tak horizontdlnim transferem s pfeskoky mezi
hostiteli (Duron et al., 2014).

Druhou symbiotickou bakterii Hippoboscidae je Sodalis. P. canariensis obsahuje
druhého symbionta, ktery je obligatni a patii do skupiny Enterobacteriaceae a ktery je podle
publikovanych fylogenetickych stromt blizce piibuzny rodim Sodalis a Wigglesworthia.
Bud’ se jednd o ancestralniho symbionta celé skupiny, nebo nahradil pfedchoziho symbionta
(Dale et al., 2006). Crataerina melbae hosti linii sodalise, ktera je svym ptivodem nezavisla
na linii tohoto symbionta v ptibuzné skupiné Glossinididae, ale je vice pfibuzna linii z rodu
Sitophilus (Coleoptera: Curculionoidea). Toto mize odrazet schopnost sodalise pieskakovat
mezi riznymi hostitelskymi skupinami. Na zéklad¢ negativnich PCR vysledkli pro rod
Arsenophonus bylo spekulovano, ze tento Sodalis hraje roli obligatniho symbionta

(Novakova & Hypsa, 2007). Tato hypotéza se ukéazala byt chybnéa (Husnik, nepublikovano).
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Mimo jiné blizce piibuzny Sodalis byl nalezen i u rodu Ornithomya (Hippoboscidae), coz
naznacuje, ze mohl byt zdédén z jejich spole¢ného piedka. Jiny druh Hippoboscidae, M.
ovinus také obsahuje sodalise jako fakultativniho symbionta, Sodalis melophagi, ktery ma
puvod pravdépodobné nezavisly jak na linii symbionta u Glossinididae, tak na linii
symbionta u C. melbae. S. melophagi vykazuje podobnost se S. glossinidius v TTSS, ale
tento systém je u n¢j mnohem jednodussi. SSR-1 kompletné chybi, SSR-2 je siln¢ poskozen,
jen SSR-3 je kompletni a mozna funk¢ni (Chrudimsky et al., 2012).

Tretim znamym symbiontem Hippoboscidae je Wolbachia, ktera patii do dvou
superskupin, A a F (Dale et al., 2006).

Bartonellae jsou patogeni savct, které pienasi krevsajici ¢lenovcei. U druhu Lipoptena
cervi byla detekovana a vizualizovana Bartonella schoenbuchensis ve stfednim stievé
(Dehio et al., 2001, Dehio et al., 2004). U druhu Melophagus ovinus byla popsana B.
melophagi (Bemis & Kania. 2007) a byl hypotetizovan jeji vertikalni ptenos, ale u ostatnich
Lipopteninae (Hippoboscidae) tento pifenos nebyl zaznamenan (Halos et al., 2004).
Bartonella sp. béhem evoluce tfikrat nezavisle znovu ziskala gen gpsA (glycerol-3-
phosphate dehydrogenaza) od tii riznych bakterii zrodt Arsenophonus, Serratia a
Helicobacter. Pienos z arsenophona ziejmé probéhl skrze krev sajiciho parazita ze skupin
Siphonaptera, nebo Nycteribiidae a Streblidae. Na druhé strané Lipoptena cervi tento gen
ziskala od rodu Helicobacter a ptenos ziejmé probéhl na hostitelském savci (Zhu et al.,
2014).
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Obligatni endosymbionti Fakultativni mikroorganismy

Sodalis glossinidius L el
Glossinidae
bodavkoviti (tsetse flies, 22 spp.)

X Arsenaphonus spp.
hfarnatofagove savcu o Nycteribiidae Bartonelia spp
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.|} redukee kfidel
Enterobacteriaceae Pseudolynchia canan'ensi(s A. arthropodicus
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Obr. 1: Evoluce symbiozy ve skupiné Hippoboscoidea. Autor grafického zpracovani: Filip
Husnik. Fylogeneticky strom z Petersen et al. (2007) byl modifikovan na zdklad¢ literarni
reSerSe. Vzhledem k nejistoté o pfesném vzniku obligatnich linii, jsou potencialni vzniky

symbiozy s rodem Arsenophonus vyznaceny symbolem A?.

2. Cile

Evoluce symbidzy skupiny Hippoboscoidea je velmi nejasnd. Skupina Glossinidae je
bazalni a ma maly pocet druhi, a proto se na jejim zakladé nedaji vyvozovat obecné zavery
pro celou skupinu Hippoboscoidea, i kdyZ se ji a jejim symbiontiim vénuje velkd pozornost,
protoze se jednd o vyznamné vektory patogent. Odvozenéjsi skupiny Nycteribiidae,
Streblidae a Hippoboscidae zahrnuji mnohem vice druhii, ale o jejich symbiontech jsou
dostupné jen utrzkové informace. To nas vedlo k provedeni této prace, jejimz cilem bylo
udé€lat analyzu symbiontti skupiny Hippoboscidae a s pomoci fylogeneze hostitelt zjistit,
ktefi ze symbiontii jsou obligatni mutualisté koevolvujici s hostiteli a ktefi reprezentuji

pouze fakultativni infekce.
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3. Materialy a metody

3.1. Vzorky aizolace DNA

Vzorky Hippoboscidae byly obdrzeny od Ali Halaijan (University of Limpopo,

Jihoafricka republika) ve dvou sbérech, lokalita sbéru Jizni Afrika (Tab. III), a od Katefiny

Sam, Ph.D. (Jihoceska univerzita), lokalita sbéru Papua Nova Guinea (Tab. IV). U prvniho

sbéru zJizni Afriky se ptredpokladdalo, ze bude mozné druh hostitele urcit podle dat

v GenBanku. To nebylo pfili§ uspésné, a proto druhy sbér z Jizni Afriky a sbér z Papuy

Nové Guinei byl nafocen pro ptipadné budouci morfologické dourceni. Vzorky byly pro

uchovani ulozeny do ethanolu (96 %) a zmrazeny v — 20°C. Izolace DNA byla provedena

kitem podle navodu vyrobce (QIAamp DNA Micro Kit, Qiagen). Koncentrace DNA byla

zm¢étena pristrojem Qubit (Invitrogen) a jeji kvalita byla ovéfena na 1% agarosovém gelu

pfi standartni elektroforéze.

Tab. 111: Tabulka hostiteld jihoafrickych Hippoboscidae.

Celed’ Druh ptédka Pracovni [Lokalita odbéru (A.Halaijan
kod zatim neposkytl detaily
zkratek)
Accipitridae [jestfab tachiro (Accipiter tachiro) |A2 \Vernon Crookes NR, Eastern
valley site, Umzinto
Accipitridae  [kané lesni (Buteo buteo) Bl Mpumalanga
Accipitridae [sup bélohlavy (Gyps fulvus Gl Blouberg Nature Reserve,
coprotheres) Indermark, Limp prov
Accipitridae |sup bélohlavy (Gyps fulvus G9 Blouberg Nature Reserve
coprotheres)
Accipitridae |lunéc Sedy (Elanus caeruleus) El District road north-west of
Bosveld Paradys, Limpopo
Alaudidae skiivan b&lobtichy (Calendulauda |CB2 De Loskop
sabota)
Alaudidae skiivan proménlivy (Mirafra M1 De Loskop
africana)
Columbidae |holub skvrnity (Columba Guinea) |BC1 Tolwe
Columbidae  |holub nartizovély (Columba C1 \Vernon Crookes NR,
larvata) Waterfall site, Umzinto
Columbidae |holub skalni (Columba livia) CVv2 Dep of zoology and
entomology, Uni of Pretoria,
Pretoria
Columbidae |holub skalni (Columba livia) C4 Botany Dep Garden, Uni of

Pretoria, Pretoria
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Columbidae |hrdlicka senegalska (Streptopelia  |S1 Aloe Forest (site 2),
senegalensis) Suikerbosrand NR, GP

Emberizidae [strnad sk¥ivanovity (Emberiza El Brandvlei
impetuani)

Estrildidae  |astrild pestry (Pytilia melba) P8 Blouberg

Falconidae  postolka amurska (Falco amurensis)[F5 New Castle

Fringillidae  [zvonohlik bélohrdly (Serinus S5 Brandvlei
albogularis)

Hirundinidae (vlastovka mensi (Cecropis C2 Hilltop Farm, Colenso
abyssinica)

Laniidae tuhyk afrotropicky (Lanius collaris)|L3 Windy Hill, Wartburg

29°29'26.92" S 30°33'49.82" E

Malaconotidaetuhykovec ¢ernohibety D2 Golwe camp
(Dryoscopus cubla)

Malaconotidaetuhykovec ¢ernohibety D3 Golwe camp
(Dryoscopus cubla)

Malaconotidaetuhykovec jizni (Laniarius L1 EEC
ferrugineus)

Malaconotidaetuhykovec jizni (Laniarius L6 Levubu
ferrugineus)

Malaconotidaetuhykovec jihoafricky (Telophorus T4 Lamberts bay
zeylonus)

Muscicapidae pévec hnédokiidli (Cercotrichas  |CL4 Blouberg
leucophrys)

Muscicapidae |drozdik kapsky (Cossypha caffra) |CF2 EEC

Muscicapidae [drozdik zpévny (Cossypha dichroa) [CC2 \Woodbush, Polokwane, Limp

prov

Muscicapidae ([drozdik oranzovohlavy (Cossypha |C8 UL, Turf
natalensis)

Passeridae  |vrabec kapsky (Passer melanurus) [BP8 Brandvlei

Ploceidae snovac kafersky (Euplectes orix)  [E14 Brandvlei

Ploceidae pradelnik mahalsky (Plocepasser  |P24 PNR, 1% dam
mahali)

Ploceidae snova¢ zluty (Ploceus velatus) P6 LC de Villiers sports grounds,

GP

Ploceidae snovac zluty (Ploceus velatus) P13 \Worcester

Ploceidae snovac¢ Zluty (Ploceus velatus) P18 De Loskop

Pycnonotidae bulbulec zemni (Phyllastrephus P16 Golwe camp
terrestris)

Pycnonotidae bulbulec zemni (Phyllastrephus P20 Blouberg
terrestris)

Sylviidae pénicovec kratkoocasy Sedohibety [CB7 Blouberg
(Camaroptera brachyura
brevicaudata)

Sylviidae cistovnik pokfovni (Cisticola C7 PNR
chiniana)

Sylviidae cistovnik pokfovni (Cisticola C10 Blouberg
chiniana)

Sylviidae cistovnik pokfovni (Cisticola C12 Blouberg
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chiniana)
Sylviidae pénice zlutohrdla (Parisoma P5 PNR
subcaeruleum)
Turdidae drozd rudozoby (Turdus TB4 Blouberg
libonyanus)
Turdidae drozd olivovy (Turdus olivaceus) [T1 Windy Hill, Wartburg
Turdidae drozd oranzovoprsty (Zoothera Z2 Woodbush, Polokwane, Limp
gurneyi) prov
Turdidae drozd oranzovoprsty (Zoothera Z3 \Woodbush
gurneyi)
Upupidae dudek chocholaty (Upupa epops) U2 University of Limpopo
Tab. IV: Tabulka papuanskych Hippoboscidae.
Celed’ Druh ptédka Pracovni [Lokalita odbéru (GPS pozice)
kod
Alcedinidae |Alcedo azurea WAN  |S513.601 E145 05.150
Paramythiidae Paramythia montium 3700 S5 47.206 E145 03.544
Rhipiduridae [Rhipidura maculipectus WAS3 S5 13.601 E145 05.150

3.2. Polymerazova fetézova reakce

Celkovy objem reak¢ni smési byl pro kazdou reakci vzdy stejny - 25 ul. Reakce se

ale liSily reakénimi podminkami, druhem pufru, druhem polymerdzy (Tab. V) a primery

(Tab. VI). Slozeni bylo 17,2 ul dH50, 2,5 pl pufru, 1+1 pl forward a reverse primeru, 1 pl

smési nukleotidd (Top-Bio), 0,3 ul DNA polymerazy a 2 ul DNA (u amplifikace kolonii

byla pouzita celd kolonie misto DNA). Amplifikace byla provedena pomoci pfistroje

Mastercycler (Eppendorf). Jednotlivé reakéni programy se lisily podle toho, zda se jednalo o

hostitelské geny, nebo geny jejich symbiontt (Tab. VII).

Tab. V: Tabulka chemikalii pouzitych v PCR reakcich.

Druh reakce Polymeraza Pufr Vyrobce
Geny High Fidelity PCR 10X High Fidelity PCR Buffer[Thermo
symbionti/hostiteld  |Enzyme Mix (15 mM MgCly) Scientific
Geny Pfu DNA Polymeraza [10x Pfu PCR Buffer (25 mM |Fermentas
symbiontl/hostitell Mg SO,)

Geny Hot Start Tag DNA  |10x Hot Start PCR Buffer (15 [Qiagen
symbionti/hostiteld  |Polymerdza mM MgCl2)

Colony PCR Taq DNA Polymeraza (10x Taq PCR Buffer Top-Bio
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Tab. VI: Tabulka primerti pouzitych v PCR reakcich.

reverse

Oznaceni Sekvence Produkt (reference)

F40 forward |GCGGCAAGCCTAACACAT 16S rDNA (Hypsa & Kiizek,
R1060 reverse [CTTAACCCAACATTTCTCAACACGAG  [2007)

16S_eubF GCTTAACACATGCAAG 16S rDNA (O'Neill et al.,
forward 1992)

16S_eubR CCATTGTAGCACGTGT

COla9 forward

CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC

COIb8 reverse

CCACATTTATTTTGATTTTTTGG

COI (Petersen et al., 2007)

COla4 forward

TACAATTTATCGCCTAAACTTCAGCC

COI (Petersen et al., 2007)

gatB_R reverse

TGGYAAYTCRGGYAAAGATGA

CObb12 TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA

A3389lep TCATAAGTTCARTATCATTG COl (Brown et al., 1999;

forward Brown et al., 1994)

S2792lep ATACCTCGACGTTATTCAGA

reverse

Hipl6SF CGCCTGTTTAACAAAAACAT 16S mt rDNA (Petersen et

forward al., 2007)

Hipl6SR TGAACTCAGATCATGTAAGAAA

reverse

EF2 forward |GGAAAT GGGAAAAGGCTCCTTCAAGTAIEF (Moran et al., 1999)
YGCYTGGG

EFS175 ATGTGAGCAGTGTGGCAATCCAA

reverse

806F forward |[GTNGTNAARATGCCNMGNTGGGA GAD (Petersen et al., 2007)

1098R reverse TTNGGNAGYTGNCCNCCCAT

28s rc28A AGCGGAGGAAAAGAAAC 28S rDNA (Petersen et al.,

forward 2007)

28s 28C GCTATCCTGAGGGAAACTTCGG

reverse

28s rc28B CCCGTCTTGAAACACGGACC 28S rDNA (Petersen et al.,

forward 2007)

28s 28P GGCTTACGCCAAACACTTCTACGC

reverse

28s rc28C CCGAAGTTTCCCTCAGGATAGC 28Sr rDNA (Petersen et al.,

forward 2007)

28s 28E CCTTATCCCGAAGTTACG

SP6 ATTTAGGTGACACTATAGAA Klonovana sekvence

T7 TAATACGACTCACTATAGGG

Geny wolbachie

Oznaceni Sekvence Produkt

gatB_F GAKTTAAAYCGYGCAGGBGTT aspartyl/glutamyl-

forward tRNA(GIn)

amidotransferase, subunit B
(Baldo et al., 2006)

COXA F
forward

TTGGRGCRATYAACT TTATAG

cytochrome c oxidase,

subunit I (Baldo et al., 2006)
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coxA_R CTAAAGACTTTKACRCCAGT

reverse

hcpA _F GAAATARCAGTTGCTGCAAA conserved hypothetical
forward protein (Baldo et al., 2006)
hcpA_R GAA AGT YRA GCAAGY TCT G

reverse

ftsZ F forward

ATYATGGARCATATAAARGATAG

cell division protein (Baldo

ftsZ R reverse

TCR AGY AAT GGATTR GAT AT

et al., 2006)

fopA_F GCTGCTCCRCTTGGYWTGAT fructose-bisphosphate
forward aldolase (Baldo et al., 2006)
fopA_R CCRCCAGARAAAAYYACTATTC
reverse
16Swolb99F [TTGTAGCCTGCTATGGTATAACT 16S rDNA (O'Neill et al.,
forward 1992)
16Swolb994R [GAATAGGTATGATTTTCATGT
reverse
Tab. VII: Tabulka programi PCR reakci.
Druh reakce | Pocatecni Pocet | Denaturace | Nasedani Syntéza | Finalni
denaturace cyklu primerQ syntéza
Geny hostitele | 3min/95°C | 30 1 min/ 1 min/ 1 min/ 10 min/
94°C 45°C 72°C 72°C
15 min/ 95°C | 30 1 min/ 1 min/ 1 min/ 10 min/
94°C 45°C 72°C 72°C
Geny 2 min/95°C |35 1 min/ 1 min/ 50 s/ 10 min/
symbionta 94°C 55°C 72°C 72°C
15 min/ 95°C | 35 1 min/ 1 min/ 50 s/ 10 min/
94°C 55°C 72°C 72°C
ColonyPCR |3 min/94°C |35 1 min/ 1 min/ 1 min/ 10 min/
94°C 50°C 72°C 72°C
Geny MLST | 2min/94°C | 37 305s/94°C | 45s/54°C | 1,5min/ | 10 min/
wolbachie 72°C 72°C

3.3. Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza byla

K potvrzeni

pfitomnosti

inzertu

pouzita k oddéleni fragmentl

v izolovanych  plazmidech

ziskanych v PCR a

Stépenych  restrik¢ni

endonukleazou. 2,5 ul PCR produktu (nebo restrikéni reakce) bylo smichano s 2,5 ul loading

dye + fluorescencni barvivo SybrGreen (Invitrogen). Smichané vzorky byly nanaseny do 1

% agarosového gelu. K ptiblizné determinaci velikosti DNA fragment byl pouzit DNA
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ladder (O’GeneRuler 1 kb, Thermo Scientific). Gely byly vizualizovany pod UV

transiluminatorem TI3 (Biometra), vyfoceny a upraveny v programu AlphaDigiDoc RT.

3.4. Klonovani a transformace

PCR produkty pro geny symbionti byly klonovany do vektoru pGEM®-T Easy
(Promega). Liga¢ni smés byla piipravena z 0,5 ul vektoru, 2,5 ul pufru (2x rapid ligation
buffer, Promega), 2 ul PCR produktu, 0,5 pl T4 ligazy (Promega) a inkubovana 24 hodin pfi
4 °C, nebo 1,5 hodiny pti 25 °C. Chemicky kompetentni buiiky Escherichia coli DH5a (25 -
50 ul) byly rozmrazeny na ledu. Liga¢ni smés k nim byla pfipipetovana a smés jsem nechala
inkubovat 20 minut na ledu. Transformace byla provedena tepelnym Sokem (42 °C) na 50
sekund v pfistroji Digital Dry Bath (Labnet). Tento mix byl zchlazen na ledu po dobu 2
minut a potom bylo pfidano 175 pl ohtatého SOC média (37 °C). Bunky byly inkubovany
priblizné 3 hodiny na tfepacce (37 °C, 210 RPM). Transformované buiiky byly rozetfeny na
predehtaté Petriho misky s 1% agarem s ampicilinem, na které bylo rozetfeno 40 pl X-galu
(40 mg/ml, 5-bromo—4—chloro-3-inodyl-beta—D—galactosidase, Serva). Petriho misky byly
inkubovany pies noc pii 37 °C.

Petriho misky se n€kolik dni nechaly v lednici pro lepsi rozliSeni modrych kolonii a
bilé kolonie byly potom naockovany do falkonek s LB médiem (5 ml) obsahujicim ampicilin
(100 mg/l) a inkubovany 24 hodin na tiepacce (37 °C, 210 RPM). Plasmidy byly izolovany
kitem dle navodu vyrobce (Plasmid Miniprep Spin Kit, Jetquick). Pfitomnost insertu byla
potvrzena Stépenim plasmidi restrikéni endonukledzou EcoRI (Fermentas). Reakéni smés se
skladala z 1 pl pufru (10X FastDigest Buffer, Fermentas), 0,3 ul enzymu (FastDigest EcoRI,
Fermentas), 2 pl isolovaného plasmidu a 6.7 pl ¢gH20. Smés byla kratce zcentifugovéana a
inkubovana 15 minut pti 37 °C. Po restrikci byly vzorky nanaseny do 1% agarosového gelu

a ovetena délka insertu.
3.5. Skladani sekvenci
Kvalita hrubych sekvenci byla zkontrolovana v programu Geneious (Drummond et
al., 2013). V programu Geneious byly také odstranény sekvence vektoru a reverse/forward

primerQ, aby se zabradnilo vneseni umélého signalu do fylogenetickych analyz. Sekvence

gend byly vtomto programu slozeny do consensus sekvenci (contigll). Zakladni ovéfeni
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sekvenci bylo provedeno pomoci serveru NCBI BlastSearch

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) prohledavanim nukleotidové a proteinové databaze.

3.6. Alignmenty a fylogenetické analyzy

Slozené sekvence byly zarovnany do alignmentu v programu Mafft (Katoh et al.,
2002; Katoh et al., 2009) s pouzitim algoritmu E-INS-i. Alignmenty byly pouzity bez Gprav
a potom byly ovéfeny v programu Gblocks (Castresana, 2002). Nejednoznacné zalignované
pozice byly odstranény pouze u alignmentu symbiotické bakterie Arsenophonus. Ke
konstrukei fylogenetickych stromil byly pouzity dvé odlisné metody. Maximum likelihood
(ML) analyza byla provedena v programu PhyML v3.0 (Guindon & Gascuel, 2003; Guindon
et al., 2009) a Bayesianska analyza (BI) byla provedena s pouZzitim programu MrBayes 3.1.2
(Huelsenbeck & Ronquist, 2001). Pro ob¢ pravdépodobnostni metody byly evolu¢ni modely
pro evoluci proteini a DNA ovéfeny pomoci programti jModelTest (Posada, 2009)

(https://code.google.com/p/jmodeltest?) a  ProtTest  (Abascal et al., 2005)

(http://darwin.uvigo.es/software/prottest.html). Pro nukleotidové sekvence byl pouzit

General Time Reversible (GTR) model (Rodriguez et al., 1990) s odhadnutymi proporcemi
invariantnich pozic (I) a rozdilnou evolu¢ni rychlosti modelovanou gamma distribuci (I')
se ¢tyfmi kategoriemi rychlosti substituce a s parametrem (alpha) odhadnutym z datasetu.
Pro proteinova data byly pouzity LG model (Le & Gascuel, 2008) v ML analyzdch a WAG
model (Whelan & Goldman, 2001) v BI analyzach, oba dva s odhadnutymi proporcemi
invariantnich pozic (I) a variabilni evoluéni rychlosti mezi pozicemi modelovanou gamma
distribuci (I') se ¢tyfmi kategoriemi rychlosti substituce s parametrem (alpha) odhadnutym
z datasetu. V ML analyzach byl pouzit Subtree pruning and regrafting (SPR) algoritmus
prohledavani topologii pro snizeni Sance uviznuti v lokdlnim maximu funkce likelihood. Pro
ovéfeni robustnosti ziskanych stromi byla pouzita Bootstrap analyza se 100
pseudoreplikacemi. BI analyzy byly puStény na 5 milioni generaci ve dvou nezavislych
bézich a ukladanim kazdych 100 stromil. Vysledné soubory s parametry pro jednotlivé

generace byly ovéteny v programu Tracer v1.6 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/tracer/) a

byl ur€en burn-in. Nezkonvergovana ¢éast stromil byla odstranéna a byl vytvofen majoritni
konsensus. V analyzach symbionti nebyla zatazena sekvence Sodalis pierantonius str.

SRPE, protoze vytvari artefakty ve fylogenetickych stromech.
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3.7. MLST analyza wolbachie

Nukleotidové sekvence pro pét geni M. ovinus pouzitych v MLST analyze (Tab. V1),
byly nejprve translatovany do proteinovych sekvenci, které byly alignovany v programu
Mafft (Katoh et al., 2002; Katoh et al., 2009) s pouzitim algoritmu E-INS-i. a opét pfevedeny
do nukleotidovych sekvenci. Konstrukce fylogenetickych stromii probéhla podle vyse
uvedeného postupu v kapitole 3.6. Taxon sampling tohoto velmi diverzifikovaného rodu byl

ziskan z MLST databaze (http://pubmlst.org./wolbachia) a zredukovan na zastupce hlavnich

linii s pomoci skolitele.

3.8. Mitochondrialni genomy

Ke skladani mitochondridlnich genomt nés vedl fakt, ze v PCR reakcich casto
nefungovaly primery na mitochondrialni geny (COI a 16S rRNA). V GenBanku je
k dispozici jen omezeny taxon sampling pro skupinu Hippoboscoidea pro navrzeni
specifictéjSich primeri a z jadernych genli pouze framenty genii pro 28S rRNA a CAD.
Contigy mitochondridlnich genomii byly identifikovany v genomickych datech
vygenerovanych v nasi laboratofi (Melophagus ovinus, Lipoptena cervi, Ornithomya biloba,
Crataerina pallida) pomoci kombinace programti BlastN a tBlastN (Altschul et al., 1990).
Vyhledani ¢tecich ramct (ORF) gent a jejich pfedb&znou anotaci pomoci NCBI BlastSearch
jsem provedla v programu Geneious. Finalni anotaci proteinti a genti pro tRNA a rRNA pro

kompletni genom M. ovinus jsem vytvofila pomoci serveru MITOS (http://mitos.bioinf.uni-

leipzig.de/).

4. Vysledky

4.1. Sekvence a fylogenetické stromy

Ze 48 jedincln klos$t jsem pro préaci pouZila 47 exemplaid, protoZe jedno ze zvitat
jsem na zaklad¢é morfologie a vysledku Blastu ziskané sekvence elonga¢niho faktoru musela
vyradit (vzorek 3700) jako zastupce jiné skupiny (Simulium sp.; Chironomoidea;
Nematocera). Amplifikace hostitelskych genli byla dost obtiznd a ziskala jsem sekvence

pouze nékolika genil. Pro gen cytochrom oxidazy I jsem ziskala 19 sekvenci (dva rizné pro
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Ctyfi vzorky se prekryvajici useky), pro elongacni faktor 20 sekvenci a 1 sekvenci pro pro
druh roztoce, ktery se nechava pienaset na kiidlech klosa (Promyialges sp.; Astigmata) pro
28S rDNA 9 sekvenci, také rizné useky, a pro 16S rDNA 1 sekvenci. Gen CAD domény se
mi nepovedl amplifikovat. Z amplifikace symbionti pro gen 16S rDNA jsem ziskala 17
sekvenci arsenophona, 9 sekvenci sodalise a 22 sekvenci wolbachie. U 9 zvifat se mi
nepovedlo ziskat jak geny hostitell, tak ani geny symbiontd. VSechny ziskané geny hostiteld
a symbiontt s vypoc¢itanym CG obsahem jsou shrnuty v tabulce Tab. VII.

Ze ziskanych sekvenci symbionti pro gen 16S rRNA jsem zkonstruovala
fylogenetické stromy pro arsenophona (Obr. 2) a sodalise (Obr. 3), spocitala procentualni
zastupeni wolbachie a urcila pfiblizn€ jeji fylogenetickou superskupinu. Superskupina F
ptevazuje (64%) a patii do ni i wolbachie z Melophagus ovinus a Lipoptena cervi (zahrnut
pouze M. ovinus, Obr. 5). Zbylé sekvence a wolbachie z Crataerina melbae spadaji do
superskupiny A nebo B, které jsou pomoci 16S rRNA genu velmi Spatné rozlisitelné.
Detekované superskupiny jsou uvedeny v tabulce (Tab. VII). V celkovém poétu vzorki je
zastoupeni wolbachie 46,8 %, kde jsou zahrnuty 1 vzorky, ze kterych jsem
nenaamplifikovala sekvenci symbionta, ani hostitele, a 57,9 % ve vzorcich, ze kterych jsem

naamplifikovala alespon sekvenci hostitele, nebo symbionta.

4.2. Mitochondridlni genomy

Mitochondrialni genom jsem kompletné slozila pro druh Melophagus ovinus (Obr.
4), pro dalsi dva druhy Ornithomya biloba a Crataerina pallida byly genomy rozdéleny do
nékolika kusi (contigi). Pro druh Lipoptena cervi se podafilo z genomovych dat ziskat jen
nékolik fragmenti. Genom O. biloba je v deseti kusech a genom druhu C. pallida je v osmi
kusech. K dokonceni téchto dvou genomu bude nutné pomoci PCR dosekvenovat chybéjici
useky a bude to pfedmétem mé dalsi prace. Ze vSech tii genoml jsem pouzila sekvenci
cytochrom oxidazy I pro analyzy hostitelskych genti klosti. Genom druhu Melophagus jsem
pouzila k namapovani zbylych dvou genomu a zanotovala pfitomné geny. Ve vSech druzich
byly nalezeny pseudogeny v jaderném genomu kloSe (“nuclear mitochondrial DNA”’,
Numt).
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Tab. VIII: Tabulka detekovanych symbiontu s jejich GC obsahem, obdrZenych hostitelskych

gend a predbézné urceni hostitele (neuréeny hostitelsky druh klose je zna¢en symbolem H?).

U kazd¢ detekované wolbachie je uvedena v zadvorce superskupina.

Celed’ Druh ptaka Pracovni|Detekovani  |CG  |Hostitelské geny|Druh klose
kod symbionti obsah
Accipitridae |Accipiter A2 Sodalis, 50,1 [EF, COI Icosta sp. 1
tachiro Wolbachia
(A/B)
Accipitridae |Buteo buteo Bl NA NA
Accipitridae  |Gyps Gl Wolbachia (F) COl Icosta sp. 1
coprotheres
Accipitridae  |Gyps G9 Sodalis 49,7 |EF, COI Icosta sp. 1
coprotheres
Accipitridae |Elanus El Sodalis, NA [EF, COIl, 28S |Pseudolynchia
caeruleus Wolbachia (F) Sp.
Alaudidae Calendulauda [CB2  |Arsenophonus, 54,1 [EF
sabota Wolbachia (F) (Promyialges
Sp.; Astigmata)
Alaudidae Mirafra M1 NA NA
africana
Alcedinidae |Alcedo azurea WAN (Sodalis, 51,1 [EF Icosta sp. 1
Wolbachia
(A/B)
Columbidae |Columba BC1 Arsenophonus (54,7 [NA
guinea
Columbidae |Columba C1 Arsenophonus,|53,9 [28S
larvata Wolbachia (F)
Columbidae |Columba livia [CV2  [Sodalis, 55,4 (COI Ornithomya
Wolbachia sp.
(A/B)
Columbidae |Columba livia [C4 Wolbachia (F) NA
Columbidae |Streptopelia [S1 Wolbachia (F) NA
senegalensis
Estrildidae  [Pytilia melba |P8 Wolbachia (F) NA
Falconidae  |Falco F5 Arsenophonus, 54,0 [EF, COI Pseudolynchia
amurensis Wolbachia (F) Sp.
Fringillidae  [Serinus S5 NA EF
albogularis
Hirundinidae |Cecropis C2 Wolbachia (F) COl Pseudolynchia
abyssinica Sp.
Laniidae Lanius collaris|L3 NA COl, 28S Icosta sp. 2
MalaconotidaeDryoscopus D2 Arsenophonus 48,9 |COI, 16S H?
cubla
MalaconotidaeDryoscopus  |D3 NA NA
cubla
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MalaconotidaelLaniarius L1 Arsenophonus, 53,8 [COI Icosta sp. 2
ferrugineus Wolbachia
(A/B)
Malaconotidae|Laniarius L6 Arsenophonus, 55,1 [EF Icosta sp. 2
ferrugineus Wolbachia (F)
Malaconotidae(Telophorus T4 Arsenophonus [53,9 [EF Icosta sp. 2
zeylonus
Muscicapidae (Cercotrichas [CL4 NA NA
leucophrys
Muscicapidae [Cossypha CF2 Wolbachia (F) COl, 28S Icosta sp. 2
caffra
Muscicapidae [Cossypha CC2 NA NA
dichroa
Muscicapidae [Cossypha C8 Sodalis 49,7 |EF Icosta sp. 2
natalensis
Paramythiidae Paramythia 3700 |NA EF (Simulum
montium tormentor;
Chironomoidea)
Passeridae  [Passer BP8 Arsenophonus 52,6 |EF
melanurus
Ploceidae Euplectes orix [E14 Arsenophonus, 52,6 [NA
Wolbachia (F)
Ploceidae Plocepasser |P24 Arsenophonus, 53,1 [EF, COI, 28S  |Pseudolynchia
mahali Wolbachia (F) Sp.
Ploceidae Ploceus P6 Arsenophonus, 54,5 [28S Lipoptena sp.
velatus Wolbachia (F)
Ploceidae Ploceus P13 Sodalis 50,5 [EF Icosta sp. 2
velatus
Ploceidae Ploceus P18 NA NA
velatus
Pycnonotidae [Phyllastrephus|P16 Arsenophonus 49,3 |COl, 28S H?
terrestris
Pycnonotidae [Phyllastrephus|P20 Arsenophonus, 53,7 [EF Icosta sp. 2
terrestris Wolbachia
(A/B)
Rhipiduridae [Rhipidura WA3  |Arsenophonus [NA [EF
maculipectus
Sylviidae Camaroptera [CB7 NA EF
brachyura
brevicaudata
Sylviidae Cisticola C7 Wolbachia COl, 28S Icosta sp. 2
chiniana (A/B)
Sylviidae Cisticola C10 NA NA
chiniana
Sylviidae Cisticola C12 NA EF Icosta sp. 2
chiniana
Sylviidae Parisoma P5 Sodalis, 50,3 [EF, COI, 28S |Icosta sp. 2
subcaeruleum Wolbachia
(A/B)
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Turdidae Turdus T1 Arsenophonus 48,9 [COI H?
olivaceus

Turdidae Turdus TB4 NA EF Pseudolynchia
libonyanus Sp.

Turdidae Zoothera Z2 Wolbachia COl Ornithomya
gurneyi (A/B) sp.

Turdidae Zoothera Z3 Arsenophonus [51,1 [EF, COI Ornithomya
gurneyi sp.

Upupidae Upupa epops  |U2 Sodalis 47,8 |EF, COI Pseudolynchia

sp.
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Obr. 2: Rekonstrukce evoluce bakterie Arsenophonus pomoci 16S rDNA. Fylogram ziskany
z ML analyzy v programu Phyml. Hodnoty bootstrapti jsou vyznaceny nad uzly. BI analyza
po ofezani v programu Gblocks ztratila fylogenetickou informaci, proto je uloZena
Vv elektronickych ptilohach.. Jako outgroup byly pouzity volné zijici bakterie z rodt Proteus,
Pororhabdus a Xenorhabdus. Cervenou barvou jsou zvyraznéné mnou sekvenovani
symbionti, jejichz nazev je kombinace pracovniho kodu a hostitelského druhu ptaka.

Sekvence od E. Novakové jsou ve formatu KXX (hostitelsky druh klose).
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Obr. 3: Rekonstrukce evoluce bakterie Sodalis pomoci 16S rDNA. Nejednoznacné
zalignované pozice byly odstranény v programu Gblocks. Majoritni konsensus ziskany z Bl
analyzy v programu MrBayes. Hodnoty posteriornich pravdépodobnosti jsou vyznaceny nad
uzly. Jako outgroup byly pouzity volné zijici bakterie z rodd Proteus, Protorhabdus a
Xenorhabdus. Cervenou barvou jsou zvyraznéné mnou sekvenovani symbionti, jejichz nazev

je kombinace pracovniho kodu a hostitelského druhu ptéka.
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Obr. 4: Rekonstrukce fylogeneze hostitele pomoci genu pro elongacni faktor. Majoritni
konsensus ziskany =z BI analyzy vprogramu MrBayes. Hodnoty posteriornich
pravdépodobnosti jsou vyznaceny nad uzly. Jako outgroup byla pouzita Glossina morsitans.
Cervenou barvou jsou zvyraznény mnou sekvenované vzorky, jejichZ nazev je kombinace
pracovniho kédu a hostitelského druhu ptdka. Sekvence od E. Novakové jsou ve formatu

KEFXX (hostitelsky druh klose).
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Obr. 4: Rekonstrukce fylogeneze hostitele pomoci genu COI. Fylogeneticky strom ziskany z
BI analyzy v programu MrBayes. Hodnoty posteriornich pravdépodobnosti jsou vyznaceny
nad uzly. Jako outgroup pouzity ostatni Calyptratac. Cervenou barvou jsou zvyraznény
mnou sekvenované vzorky, jejichz ndzev je kombinace pracovniho kédu a hostitelského
druhu ptaka, modrou barvou jsou zvyraznény geny COI ziskané z mitochondrialnich

genomu. Sekvence od E. Novakové jsou ve formatu KXX (hostitelsky druh klose).
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Obr. 5: Rekonstrukce evoluce superskupin wolbachie s pouzitim MLST analyzy. Majoritni
konsensus ziskany z BI analyzy v programu MrBayes. Cervenou barvou je zvyraznén druh

Melophagus ovinus.
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Obr. 6: Slozeny a zanotovany mitochondrialni genom druhu Melophagus ovinus. Anotace

byla provedena pomoci serveru MITOS (http://mitos.bioinf.uni-leipzig.de/).

5. Diskuze

5.1. Robustni fylogeneze hostitelti — zdsadni faktor pro mapovani evoluce symbidzy

Fylogeneze skupiny Calyptratae byla v poslednich letech stfedem pozornosti
nékolika studii zaloZenych jak na molekuldrni, tak na morfologické irovni. Shoduji se na
monofylii a pozici skupiny Hippoboscoidea uvnitt skupiny Calyptratae (Nirmala et al., 2001;
Dittmar et al., 2006; Petersen et al., 2007; Kutty et al., 2010; Wiegmann et al., 2011;
Lambkin et al., 2013). Ve vSech téchto studiich také Hippoboscoidea vychazi jako sesterska
skupina Muscoidea (Kutty et al., 2010), pfestoze tato topologie miize byt zplisobena pouze
nedostateCnym taxon samplingem s chybé&jicimi neparazitickymi piedky Hippoboscoidea.

Fylogeneze samotnych Hippoboscoidea neni tUpIné dofesena. Glossinididae tvoii
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monofyletickou skupinu sesterskou K ostatnim tfem skupinam tvoficim monofyletickou
skupinu Pupipara (Petersen et al., 2007). Obé skupiny asociované s netopyry, Nycteribiidae a
Streblidae, ziejm¢e tvoii jednu vétev. Nycteribiidae jsou pravdépodobné monofyleticti,
monofylie Streblidae nebyla dosud presvédCiveé potvrzena (Dittmar et al., 2006; Petersen et
al., 2007).

Hippoboscidae jsou dle provedenych analyz monofyletickd skupina. Zitejmé nejlepsi
fylogeneticka analyza této skupiny byla provedena ve studii Petersen et al. (2007), ale
pouzity taxon sampling nezahrnuje fylogeneticky zasadni rody ptacich klost, a obsahuje
predevsim druhy ze Severni Ameriky a Evropy (Maa, 1969; Dick, 2006). Taxonomii
Hippoboscidae se nikdo dlouhodobé nevénuje, takze klice k morfologickému uréovani témet
neexistuji. Z vnitini topologie skupiny Hippoboscidae (t. j. podceledi Hippoboscinae,
Lipopteinae a Ornithomyinae) zatim nebyla konsistentné podpofena monofylie
Ornithomyinae a i v mych analyzach nebyly pozice téchto tii podceledi Hippoboscidae
jednoznacéné urcitelné. Nejvice problematicka se zda podskupina Olfersini (Petersen et al.,
2007), ktera dle mych analyz zahrnuje rody Ortholfersia, lIcosta, Pseudolynchia a
pravdépodobné nékolik dalSich rodd, pro které nejsou molekularni data. Vzhledem k tomu,
ze zasadni otazkou v evoluci Hippoboscidae je predpokladany hostitelsky preskok z ptakt na
savce (nebo naopak), je prekvapivé, Ze vztah mezi podceledémi parazitujicimi savce
(Lipopteinae a Hippoboscinae) a ptac¢imi zéstupci (Ornothomyinae s. 1.) neni zcela vyfeSen.

Zvyse uvedenych divodi bylo mozné osekvenované vzorky ur€it s jistotou
molekularné pouze u nékolika vzorkl a pro vétSinu vzorkl ze skupiny Olfersini byla urcena
pouze piibuznost s rody Pseudolynchia a Icosta (Tab VIII). Z gent pouzitych v této praci se
gen pro elongacni faktor zda byt jako relativné dobry marker pro rekonstrukei fylogeneze
(Obr. 4), ale jeho nevyhodou je nulovy taxon sampling v GenBanku pro skupinu
Hippoboscidae. Z genti pouzitych v praci Petersen et al. (2007) se mi konzistentné dafilo
amplifikovat pouze gen pro cytochrom oxidazu I. Ostatni geny (28S rRNA, CAD) se mi
amplifikovat nedatilo (Tab. VIII). Celkové nizké GspéSnost v amplifikaci gentt pomoci PCR
mohla byt zptisobena i nizkou kvalitou a fragmentaci vyizolované DNA. Cistota ethanolu
pouzitého pro sbéry ndm nebyla poskytnuta a vzorky byly zasldny posStou pii pokojové
teploté.

Numts (“nuclear mitochondrial DNA’’) vznikaji pfesunem mitochondridlni DNA do
jaderné DNA a potom tyto nefunkéni sekvence volné akumuluji mutace. Tyto sekvence byly
zaznamenany v mnoha organismech (http://www.pseudogene.net) v¢etné Diptera (Richly &
Leister, 2004; Pamilo et al., 2007; Black & Bernhardt, 2009; Hlaing et al., 2009; Rogers &
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Griffiths-Jones, 2012). Korelace mezi velikosti genomu a po¢tem Numts neni jednoznac¢na
(Richly & Leister, 2004). Ve skupiné Diptera je rekordmanem komar Aedes aegypti s 233
Numts (Black & Bernhardt, 2009). Pienesenych kopii jednoho mitochondridlniho genu se
muze vyskytovat vice (Sunnucks & Hales, 1996). Podobné v genomu M. ovinus jsem
objevila nejméné 32 takovych Numts ve vétSin€é mitochondridlnich genti, nejen v COI. Toto
Cislo je urcité¢ podhodnocené kvuli nizké kvalité assembly genomu M. ovinus. Piedbézné
analyzy genomu C. melbae a O. biloba ukazuji, ze Numts jsou v jejich sekvencich také
hojné.

Gen pro cytochrom oxiddzu I se hojné pouziva pro feSeni vztahii na druhové i
populac¢ni trovni, ale jeho obrovskou nevyhodou jsou pseudogeny, které je mozné
koaplifikovat. COI se také hojné¢ vyuziva pro barcoding, ale diky vyskytu Numts muze
dochazet nadhodnocovéni celkového poctu druht (Song et al., 2008). Numts nejenom
cytochrom oxidazy I, ale i ostatnich fylogenetickych markerti, tak mohou zpisobovat
zavazné problémy ve fylogenetickych stromech (van der Kuyl et al., 1995; Zischler et al.,
1995; Zhang & Hewitt, 1996; Sauer et al., 1998). Na druhé stran¢ vyhodou genu pro COI je
velky taxon sampling v GenBanku. Pfi prohlizeni COI sekvenci kloSi jsem zjistila, Ze
prevazna vétsina obsahuje stop kodony. Nekteré stop kodony mohou byt zplsobeny nizsi
kvalitou sekvenci, ale koamplifikaci pseudogenti nelze zatim vyloucit. Ale jak se zda i ptes
moznou koamplifikaci pseudogent je stdle mozné fylogenezi hostiteld pomoci tohoto genu
rekonstruovat (Obr. 5). Pfi navrhovani novych primert bude lepsi zvolit sekvence mimo
dany gen, aby doslo k eliminaci jeho pseudogenti a ovéfit funkEnost primeri ligovanim PCR
produktu do plazmidi a sekvenaci klont.

VétSina klosi, které jsem pouZzivala v analyzach, klastruje s bazalnimi druhy ve
skupin¢ Hippoboscidae. S velkou pravdépodobnosti se jedna o rody Icosta a Pseudolynchia.
Tti klosi jsou zastupci rodu Ornithomya. Dalsi tii vzorky jsou ve fylogenezi zahrnuti mezi
ostatni Calyptratae. Bud’ se jedna o artefakt/nasledek Numts, nebo se jednad o jinou linii
Calyptratae. Taxonomické zatazeni téchto tii vzorkli do Hippoboscidae tak nemohlo byt
provedeno. Jeden klos klastruje s rodem Lipoptena, ktery saje na savcich. Zfejmée se jedna o

nahodnou kontaminaci, kdy na hostitelském ptakovi ndhodou pfistal sav¢i klos.

35



5.2. 16S rRNA gen a jeho pouzitelnost pro fylogeneze symbiotickych bakterii

Screening a zakladni fylogenezi bakterii rodu Arsenophonus a Sodalis je vétSinou
nutné zacit s genem pro 16S rRNA, ktery ma v GenBanku nejvétsi taxon sampling. Tento
gen ale pfinasi fadu problémi. RozliSeni fakultativnich a recentné ziskanych obligatnich
symbiontll nelze Casto rozliSit na zakladé délky vétvi a GC obsahu ziskanych sekvenci.
Fakultativni symbionti maji vice kopii tohoto genu, které¢ se od sebe mohou ¢astecné lisit.
Tato cCasto naprosto neznama variabilita tak muaze podporovat vznik Sumu ve
fylogenetickych analyzach (Sofrova et al., 2008). Piedevsim proto, Ze fakultativni symbionti
V tomto genu obsahuji jen velmi malé mnozstvi informativnich pozic. V analyzach pak tyto
druhy vytvari kratké vétve a tak nepfimo podporuji pfitahovani dlouhych vétvi obligatnich
arsenophontl. V téchto analyzach by urcit€¢ pomohla multi-genova analyza a bohaty taxon
sampling, ale bylo by nutné ziskat DNA materidl pokryvajici hlavni linie rodu
Arsenophonus. Vzhledem k dostupnosti genomového sekvenovani symbiotickych bakterii
byl proto 16S rRNA screening vyuzit pro zjisténi hlavnich linii obligatnich symbionth
v Hippoboscidae. Tyto linie budou v budoucnu vybrany na cilené genomové sekvenovani
pokryvajici hlavni linie ve fylogenezi hostitelli a diverzitu jejich symbiotickych systémil.
Takto ziskana data pak boudou moci byt pouzZita i k robustni multi-genové analyze

symbiontu.

5.3. Dynamika vztahti symbiont-parazit(Hippoboscoidea)-hostitel

Evoluce arsenophona v celé skupiné Pupipara je velmi slozitd a ovlivnéna jak
vertikalnim, tak horizontalnim transferem s pfeskoky mezi hostiteli (Hosokawa et al., 2012;
Duron et al., 2014). V mych analyzach jsem detekovala obligatni i fakultativni arsenophony.
Rod Ornithomya hosti nejmén¢ tfi rizné linie arsenophona, kdy pravdépodobné dvé z nich
jsou fakultativni (Obr. 2). Otazkou ale stale zistava kolik je ve skutecnosti obligatnich linif
arsenophona v Hippoboscidae. Moje analyzy obsahuji n€¢kolik sekvenci z genomickych dat,
kde je funkce obligatniho symbionta potvrzena. Vysledky potvrzuji, Ze linii je n¢kolik. Takto
Casté¢ replacementy symbionti a vznik nékolika obligatnich linii mtze byt i dusledek

geografie. Pfi geografickém oddéleni populaci hostiteli mize dochazet k ziskani rGznych
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linii obligatnich symbiontl, nebo ndhraddm toho plvodniho. Fakt, Ze spolu klastruji
fakultativni a obligatni symbionti by mohl naznaCovat, ze obligdtni symbionti vznikaji
z fakultativnich. Druhové nejpocetnéjsi fakultativni linie klastruje s fakultativnim
symbiontem A. arthropodicus, ktery je na bazi. A. arthropodicus, kterého je mozné péstovat
in vitro (Dale et al., 2006), a tedy piezije mimo hostitelské buiiky, by mohl plnit funkci
symbiotického predka v linii arsenophona. Toto by mohlo vysvétlovat nékolikandsobné
ziskani raznych linii arsenophona ve skupiné¢ Hippoboscoidea. Hostitel A. arthropodicus,
Pseudolynchia canariensis, se vyskytuje v tésném kontaktu se vSenkami Colubicola
columbae. Vzhledem k tomu, ze infekce arsenophonem byla u nékolika druhd vSenek také
detekovana (Husnik, nepublikovdno), neni vylouceno, ze zde dochdzi k hostitelskym
preskoklim Arsenophona mezi vSenkami a klosi.

Sodalis vytvaii v Hippoboscidae jak fakultativni, tak jednu obligatni linii. Obligatni
linie sodalise klastruje s primarnim endosymbiontem Pseudolynchia canariensis, ktery je
podle fylogenetickych stromi blizce pfibuzny rodu Sodalis a dle nékterych analyz i rodu
Wigglesworthia, ktery mohl v minulosti také vzniknout z fakultativnich sodalisi (Husnik et
al., 2011). Tato obligatni linie sodalise se vyviji v koevoluci s hostiteli z podskupiny
Olfersini. Detekovala jsem také jednoho fakultativniho sodalise z klose Ornithomya sp.,
ktery se ve fylogenetickych analyzidch nachazi v polytomii spolecné s liniemi sodalisii
z ostatnich Hippoboscidae (rody Melophagus, Crataerina a Ornithomya; Obr. 3), takze nelze
urcit, zda se jedna o jednu, nebo nckolik nezéavislych linii fakultativnich sodalisi, ktefti
infikuji Hippoboscidae. O sodalisovi C. melbae se spekulovalo jako o obligatnim
symbiontovi (Novakova & Hypsa 2007), ale tato hypotéza se ukazala byt s velkou
pravdépodobnosti chybnd (Husnik, nepublikovdno) a ma analyza tuto hypotézu také
zpochybnuje. Tento mnou dekovany fakultativni Sodalis je z klose parazitizujiciho holuba
Columba livia, ktery je zaroven hostitelem vsenky Columbicola columbae. Zajimavé je, ze
na této v€tvi se nachazi i obligatni Sodalis z C. columbae. Bylo prokazano, ze C. columbae
pouziva kloSe k forezi a pfeskoku mezi hostitelskymi ptaky (Harbison & Clayton, 2011).
Linie sodalise v C. columbae, nenaznacuje striktni koevoluci s hostiteli a ziejmé zde velmi
neddvno dochéazelo k opakovanému zisku nového symbionta z prostiedi a néaslednym
nahraddam ptivodniho symbionta (Smith et al., 2013).

Podobna situace dle mych vysledkt je bézna 1 u skupiny Hippoboscidae, protoze se
v této skupiné vyskytuji fakultativni i obligadtni symbionti ze dvou hlavnich roda -
Arsenophonus a Sodalis. Je mozné, ze opétovny zisk fakultativnich sodalist probé&hl

ze vsenek diky jejich blizkému kontaktu a to nejen na skupiné Columbidae, protoze klosi
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jsou spise generalisté ve vybéru hostitele a parazituji na vice druzich ptaki (Corbet, 1956).
Protoze neptibuzné druhy hostiteld obsahuji pfibuzné druhy sodalise (Obr. 3), je tato
bakterie schopna S§ifit se horizontalnim transferem, jak to navrhl Chrudimsky et al. (2012).
Také je mozné, ze béhem evoluce dochazelo k né¢kolikanasobnému ziskani symbionta
z prostiedi (naptiklad nasatim z krve hostitele nebo kontaktem s vsenkami). Podobnou
situaci naznacuje nedavna charakterizace HS linie sodalise (Clayton et al., 2012).

Dynamika evoluce symbidzy ve skupiné Pupirara mlze souviset s tim, ze se v této
skupiné nenachazi zadny obligatni symbiont s extrémné malym genomem na rozdil od floém
a xylém sajiciho hmyzu. Redukovany genom naznacuje dlouhodobou asociaci s hostitelem a
poskytovani funkénich vyhod hostiteli (Baumann, 2005; Moran et al., 2008). Prestoze
nahrazovani obligatnich symbiontii je béZné v mnoha skupindch hmyzu (Lefevre et al., 2004;
Moran et al., 2005; Conord et al., 2008; McCutcheon et al., 2009; Koga et al., 2013),
obligatni linie symbiontil v Hippoboscoidea jsou piekvapivé tim, Ze jsou ziejmé nasledkem
nékolikandsobného nahrazovéani symbiontl, které se odehralo relativné recentné v né€kolika
nezavislych vlnach. Blizky kontakt se v§enkami by mohl vést k pfeskoku symbionti mezi
hostiteli. Také se ziejmé v prostiedi vyskytuje fakultativni predek téchto symbiotickych linii,
ktery umoznil nékolikanasobné ziskani nové linie toho samého symbionta. Casté preskoky
mezi hostiteli a presuny fakultativnich linii symbiontd dé€laji z téchto dvou roda bakterii
velmi zajimavé modely pro genomové analyzy. Vliv hostitelské specifity (rlizna Groven
s preskoky ze savcl na ptaky), biogeografie (napf. migrace né€kterych ptakd) a interakci
S ostatnimi organismy (vSenky rozto€i a patogenni mikroorganismy obratlovcli) na

mikrobiomy krevsajiciho hmyzu je v soucasné dob& témet neznamy.

5.4. Jaka je role Wolbachie v krevsajicim hmyzu?

Procentualni zastoupeni wolbachie v mém samplingu je 57,9 %, coz je ve shod¢ s
diive publikovanymi odhady (Hilgenboecker et al., 2008, Zug & Hammerstein, 2012).
Wolbachia detekovana v mych analyzach spada pievazné do superskupiny F a z mensi ¢asti
do superskupiny A. P. canariensis hosti také superskupiny A a F. Dale et al., (2006)
superskupinu F oznacil jako superskupinu B, ale toto bylo zpochybnovano a také v mych
analyzach tato sekvence klastruje se superskupinou F. Diverzita superskupiny F je pomérné
vysokd, zahrnuje wolbachie ztermitti a filarii a je pomérné¢ Casta v krevsajicim hmyzu,

kromé Hippoboscidae se vyskytuje i u Streblidae (Morse et al., 2012), Amblycera (Covacin
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& Barker, 2007) a Cimicidae, kde se chova jako obligatni mutualista (Hosokawa et al.,
2010). Wolbachia ze superskupiny A u G. m. morsitans zpusobuje cytoplasmatickou
inkompatibilitu (Alam et al., 2011). Otazkou zistava jaky je fenotyp wolbachie ve skupiné
Hippoboscidae. Zda také zptisobuje CI nebo dalSi reprodukéni manipulace. Vzhledem ke
sdileni hostitelti s jinymi obligatnimi bakteriemi a absenci v bakteriomu se pfepoklada spiSe
fakultativni role. Dalsi otdzkou je koevoluce wolbachie s hostitelem. Bylo hypotézovano, ze
Wolbachia u vSenek nekoevolvuje, protoze dochazi k jejimu horizontalnimu transferu mezi
hostitelskym ptakem a vSenkou a ze roli v tomto pienosu hraji klosi, které vSenky vyuzivaji
k preskoku mezi hostiteli (Covacin & Barker, 2007). Toto by naznacovalo, ze Wolbachia

podobné jako Sodalis a Arsenophonus, muze byt ziskana z prostredi.

6. Zaveér

Krevsajici parazité ze skupiny Hippoboscoidea obsahuji symbiotické bakterie, které
jim poskytuji B-vitaminy a kofaktory chybé&jici v jejich potraveé. Evoluce symbidzy v této
skupiné dosud zlstavd nejasna. Pro objasnéni symbiotickych vztahti v podskupiné
Hippoboscidae jsem pouzila Sangerova sekvenovani nékolika a nasledné rekonstrukce
fylogenetickych stromid. Vysledky této prace naznaCuji, Ze vztahy mezi skupinou
Hippoboscoidea a jejimi symbionty jsou velmi dynamické s ¢astymi ndhradami obligatnich
symbiontl. Jaky je vliv parazitického zptisobu zivota skupiny Hippoboscoidea na
dynamicnost tohoto systému, zlstava nezodpovézenou otazkou, kterd mize byt tématem
dalsich praci. Casté preskoky mezi hostiteli a pfesuny fakultativnich linii symbiontii délaji

zZ téchto dvou rodil bakterii velmi zajimavé linie pro budouci genomové analyzy.

7. 7.Pilohy

Vysvétlivky:

ClI - cytoplasmaticka inkompatibilita

SOPE - Sitophilus oryzae primary endosymbionta
HS - Human Sodalis

IS - inzer¢ni sekvence

TTSS — Type Three Secretion System

39



WO - Wolbachia Bacteriophage Family
AMPs - antimikrobialni peptidy

PGRPs - Peptidoglycan Recognition Proteins
IMD - Imunne Deficiency Pathway

MLST - Multilocus Sequence Typing

SGHYV - Salivary gland Hypertrophy Virus
ML - Maximum likelihood

Bl - Bayesianska analyza (Bayesian interference)
Numt - “nuclear mitochondrial DNA”’

EF — elonga¢ni faktor

COI - cytochrom oxidaza |

HGT — horizontal gene transfer

Tab. VIII: Data pro alignment od Evy Novakové.

Kod vzorku | Druh kloSe Druh ptéka COX EF
K12N Ornithomya fringilina ? K12col

K14N Ornithoica turdi Acrocephalus scirpaceus Kl4col | K14EF
K15N Ornithoica turdi Emberiza citrinulla K15col | K15EF
K16N Ornithoica turdi Acrocephalus palustris K16 K16EF
K17N Ornithoica turdi Emberiza schoeniclus K17 K17EF
K18N Ornithomya fringilina Acrocephalus scirpaceus K18 K18EF
K19N Ornithomya avicularia | Emberiza citrinulla K19col

K20N Ornithomya avicularia | Emberiza citrinulla K20col

K21N Ornithoica turdi Emberiza schoeniclus K21

K22N Ornithomya avicularia | Acrocephalus scirpaceus K22

K23S Ornithomya avicularia | Coccothraustes coccothraustes | K23

K24N Ornithomya avicularia | Parus ceruelus K24 K24EF
K25N Ornithomya avicularia | Emberiza schoeniclus K25 K25EF
K26N Ornithomya avicularia | Acrocephalus arundinaceus K26 K26EF
K27N Ornithomya biloba Acrocephalus scirpaceus K27 K27EF
K28N Ornithomya avicularia | Acrocephalus scirpaceus K28

K29N Ornithomya avicularia? | Emberiza schoeniclus K29 K29EF
K30N ? Emberiza schoeniclus K30 K30EF
K31N Ornithomya avicularia | Acrocephalus scirpaceus K31

K33N Ornithomya biloba Hirudo rustica K33

K34N Ornithomya fringilina Acrocephalus scirpaceus K34

K36N Ornithomya avicularia ? | Acrocephalus scirpaceus K36

K37N Acrocephalus schoenobaenus | K37

K39N Acrocephalus scirpaceus K39

K40N Carduelis chloris K40 K40EF
K41N Emberiza schoeniclus K41
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K42N Acrocephalus scirpaceus K42

K43S Strix aluco K43

K44N Dendrocopos syriacus K44

8. 8. Elektronické ptilohy

Na CD ptilozeném k praci jsou imisténa tato data:

Matice (fasta): COI, EF, 16S rRNA Sodalis, 16S rRNA Arsenophonus

Alignmenty neupravené (fasta, nexus, phylip): COI, EF, 16S rRNA Sodalis, 16S rRNA
Arsenophonus

Stromy ML (pdf): COI, EF, 16S rRNA Sodalis

Stromy BI (pdf): 16S rRNA Arsenophonus

Mitochondrialni genomy (fasta s contigy): M. ovinus (+gff soubor anotace), O. biloba, C.

pallida
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