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Anotace:

Three different bacterial symbionts have been known from blood-sucking horse flies
(Tabanidae), Spiroplasma from family Spiroplasmaceae, Midichloria from family
Midichloriaceae and Wolbachia from family Rickettsiaceae. Microbiomes of tabanids has been
explored only marginally, therefore in my thesis | explore them in more details. | have described
microbiomes of 7 species from Africa, USA and Czech republic, and found them to contain
bacteria from families Spiroplasmataceae, Chthoniobacterales, Pseudomonadaceae,
Acetobacteraceae, Enterobacteriaceae, Flavobacteriaceae, Staphylococcaceae,

Halomonadaceae, Moraxellaceae. In addition, | have studied Trypanosoma’s influence on the
compositon to the horse fly microbiome. | have not found significant differences between
microbiomes of infected and uninfected individuals, indicating that the presence of

Trypanosoma may not have any strong effect on the microbiome.
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1 UVOD

1.1 Symbidza

Snaha o nalezeni terminu, pod ktery bychom mohli klasifikovat vztahy jako jsou
mutualismus ¢i parazitismus vedla botanika Antona de Baryho roku 1878 k vytvofeni terminu
symbidéza. Symbidzu charakterizoval jako ,,souziti dvou i vice organismu, ktefi striktné
nemuseji byt fylogeneticky piibuzni® (de Bary, 1879). Z hlediska evoluce sehrala symbidza
jsou mitochondrie a chloroplasty, vznikly pravé bakterialni endosymbiézou. Podrobnéjsi studie
odhalily ptivod mitochondrii z alfa- proteobakterii, které vstoupily do eukaryotickych bunck
(Andersson et al., 1999). Pro vznik mitochondrii bylo klicové zaclenéni endosymbiotické
bakterie do bunéénych a metabolickych procesti naptiklad importem proteinli z hostitelské
buitkky (McCutcheon et al., 2014). Diky funkénimu importu proteinti hostitele byly vytazeny
homologni proteiny tvofené endosymbionty, coz podpofilo =ztraty gendi z genomu
endosymbionta, kodujicich naptiklad prvky pro DNA a RNA polymardzy, diky ¢emuz se
endosymbiont stal fungujicim prvkem buiky, tedy organelou (Husnik, 2017). Diky sérii

endosymbidz bylo umoznéno napiiklad bunééné dychani ¢i fotosyntéza (Paracer et al., 2000).

1.2 Vyznam symbidzy u hmyzu

Symbiotické vztahy s bakteriemi rovnéz zasadné ovlivnily evoluci hmyzu a vyrazné
ptispély k diverzifikaci této skupiny. Symbiotické bakterie jsou esencialni pro mnoho druht
hmyzu. Svému hostiteli mohou poskytovat rizné nutriéni a fitness vyhody, ¢i ochranu proti
parazitim a predatoraim (Buchner, 1965; Costopoulos et al,. 2014; Proscodocimi et al., 2015).
Bakterie, které poskytuji svému hostiteli esencialni latky, které si sdim nedokaZe vytvofit,
nazyvame P- symbionty (primarni, obligatni symbiont). P-symbionti vyuZzivaji své metabolické
drahy pro tvorbu vitaminti a aminokyselin, které poskytuji hostiteli, a jsou tedy daleziti pro jeho
normalni vyvoj a reprodukci. Z tohoto divodu by méla ztrata endosymbionti pro hostitele
fatalni nasledky (Buchner, 1965; Douglas, 1989; Baumann et al., 2006; Proscodocimi et al.,

2015). Tento jev mlizeme pozorovat napiiklad u msSic, zivici se pfevazné rostlinnou mizou a



majici tak nedostatek esencialnich aminokyselin, které jim poskytne endosymbiontni
gammaproteobakterie Buchnera aphidicola (Giindiiz et al., 2009). P-symbionti maji Casto
redukovany genom. Prostfednictvim genomickych analyz srovnavajicich volné Zijici bakterie a
bakterie uvnitt hostitele, bylo zjisténo, ze dochazi k vyraznym zménam bakteridlniho genomu,
predevSim ztrat¢ gend a nasledné redukci velikosti genomu (Andersson et al., 1999). U P-
symbionti miizeme zaznamenat dlouhou koevolu¢ni historii s jejich hmyzim hostitelem a
pozorujeme zde malé genomy S vys$Sim obsahem part bazi A+T (Dale et al., 1999). P-symbionti
jsou predavani vertikdlng, tedy z matky na potomky (Prosdocimi et al., 2015). Zejména P-
endosymbionty nalezneme v cytosolu ve specializovanych buiikach zvanych bakteriocyty, které
jsou bud’ umisténé v epitelu hmyziho stfeva nebo v tukové tkdni, kde je miZeme snadno
mikroskopicky rozeznat diky cytoplasmé bunék bohaté na bakterie. Bakteriocyty mohou byt
formované do utvaru zvaného bakteriom, ktery byl poprvé pozorovan v 17. stoleti Hookem
(Hooke, 1667; Proscodocimi et al., 2015). Napiiklad u mouchy tse-tse je bakteriom soucasti
stiedniho stfeva (Balmand et al., 2013).

S-symbionti (sekundarni, fakultativni) nejsou esencialni pro hostitele a mizeme je délit
na fakultativni mutualisty a reprodukéni manipulatory (Moran, 2008). Fakultativni mutualisti
poskytuji vyhody hostiteli ve fitness (Oliver et al., 2003), jako naptiklad ochranu proti
predatoriim nebo teplotni toleranci (Gauthier et al., 2015). Reprodukéni manipulatofi, prenaseni
po mateiské linii (lokalizovani v gonadach samic), zptisobuji nadprodukci samicek napiiklad
prostiednictvim partenogeneze (Moran, 2008; Prosdocimi et al., 2015). S- symbionti se mohou
vyskytovat ve stievech hmyzu, Zlazach (zazivacich, mléénych) a okolo bakteriocyti s P-
symbiontem. Jsou zndmé i pfipady, ve kterych S-symbionti pronikli do bakteriocytd ¢i P-
symbionty v bakteriocytech nahradili (Buchner, 1965; Moran et al., 2000). U S- symbionta
s krat$i dobou koevoluce s hostitelem zaznamename velikost genomt a obsah A+T procentualné
mezi volné Zijicimi druhy bakterii a P- symbionty s delsi koevoluci (Dale et al., 1999).
V jednom hostiteli miZzeme najit jak P tak S- symbionty (Dale et al., 2006). Jednim z dalSich
rozdild mezi S-a P-symbiontem je i napfiklad moznost kultivace in vitro S- symbionta

(naptiklad Sodalis glossinidius), coz u P- symbiontii neni mozné (Dale et al., 1999).



1.3 Hostitelské organismy: Tabanidae

Celed’ Tabanidae patiici do fadu Diptera zahrnuje pies 4400 popsanych druhti. Mezi
pod¢eledi fadime Chrysopsinae (s kmeny Bouvieromyiini, Chrysopsini, Rhinomyziny),
Pangoniinae (s kmeny Mycteriomyiini, Pangoniini, Philolichini, Scionini) Scepsidinae a
Tabaninae (s kmeny Daichlorini, Haematopini, Tabanini) (Mackerras, 1955; Coscar6on and
Philip, 1979; Pechuman et al., 1983; Roskov et al., 2013). Tabanidae spole¢né s Arthericidae,
Pelecorhynchidae a Oreoleptidae jsou fazeni do nadceledi zvané Tabanoidea a spole¢né
s Rhagionoidea tvoii infratad Tabanomorpha, patiici do podfadu Brachycera (Diptera) (Kerr,
2010; Lambkin et al., 2013).

Vzorky analyzované v této praci fadime do podceledi Chrysopsinae a Tabaninae.
Pod¢eled” Chrysopsinae zahrnuje druhy Chrysops, ktefi jsou znamymi pifenaSeci parazita Loa
loa (Connal & Connal, 1922). Do podéeledi Tabaninae tadime rod Tabanus, ktery patii
k jednomu z nejrozmanitéjsi roda fadu Diptera (Morita et al., 2016). VétSina nemoci, pfenasené

ovady, je také spojena prave s timto druhem (Foil et al., 1987).

1.3.1 Zivotni cyklus

Délka zivotniho cyklus se u jednotlivych druhd 1isi. Vétsi druhy z Celedi Tabanidae
potiebuji pro sviij vyvoj z vajicka na dospélce 2-3 roky (Pechuman et al., 1983). Samicky
kladou 100 - 800 wvaji¢ek vétsinou v okoli vody (Baldacchino et al., 2014), larvy proto
nalezneme ve vodnim prostfedi. AvSak najdeme mezi tabanidy i druhy, jejichz larvy jsou na
sousi, jako naptiklad larva Hybomitra microcephala. Ve stadiu larvy pteckaji nékteré druhy
tabanidt zimu (Pechuman et al., 1996, Baldacchino et al., 2014). Larvy jsou aktivnimi
predatory, zivici se napiiklad ¢ervy, ¢asto se u nich objevuje i kanibalismus (Baldacchino et al.,
2014), avsak Vv obdobi hibernace dokazi ptezit i delsi dobu bez potravy (Baldacchino et al.,
2014). Larvy ruznych druhd od sebe muzeme odlisit napfiklad pomoci charakteristického
poznavacim znakem je rozsah zmén téla, které zaznamename b&hem jejich vyvoje v dospélce

(Pechuman et al., 1983). Stadium kukly trva od 1-3 tydnd, v zavislosti na druhu. Zbarveni kukel



je vétSinou do hnéda s fadou trnl okolo kazdého tfetiho abdominalniho segmentu (Pechuman et
al., 1983). Samecci maji dobu vyvoje krat$i nez sami¢ky (Baldacchino et al., 2014). Ptiblizna
délka zivota dospélcti je okolo 2-3 tydni (Chvala et al., 1972). Dospélci ziskavaji cukr
z rostlinného nektaru a ziskavaji tak potfebnou energii pro let. Samicky navic bezprostifedné po
pareni saji krev, kterou potiebuji pro vyvoj vajicek. Vyjimku tvoii nechematofagni samicky rodu
Pangonius a autogenni druhy jako Tabanus nigrovittatus u kterych samicky nepotiebuji pied

prvnim kladenim vaji¢ek zadnou krev (Baldacchino et al., 2014).

1.3.2 Ekonomicky vyznam- pienos nemoci

Mezi hlavni hostitele ovadi patii dobytek, ale ani sani na lidech neni neobvyklé. Proto je
dulezité, zajimat se o mnozstvi patogent, které mohou Tabanidae prenaset. Funguji jako vektory
pro ptenos fady onemocnéni (Pechuman et al., 1996).

Pfenos tabanidy mlze byt mechanicky nebo biologicky, zalezi o jakého patogena se
jedna. Vétsina patogentl je prenesena mechanicky. Mechanicky pienos je zalozeny na zpiisobu
sani tabanidl. Pii sani z kapky krve na infikovaném jedinci se patogeny snadno zachyti na
velkych kusadlech ¢i sosdku a jelikoz je jejich sani Casto pterusované, ihned hledaji nového
hostitele a snadno tak dojde k pienosu patogent z infikovaného jedince na zdravého (Pechuman
et al., 1983; Mullen 2002; Baldacchino et al., 2014). Tabanidae se podili i na pfenosu
biologickém, pti kterém se patogen vyvine do urcitého stadia v téle tabanida, pfesune se do
slinnych 714z a pfi sani je pak pfenesen na finalniho hostitele (Mullen, 2002).

Mezi patogeny prenaSené tabanidy patii napfiklad Bacillus anthracis, zpusobujici
onemocnéni Anthrax. Prvni zminka o pfenosu této nemoci byla zaznamenana roku 1846
Hintermayerem, ktery popsal druhy Tabanus bovinus, Chrysops coecutiens, sajici na mrtvém
dobytku, kteti poté rozsitili ndkazu i na zdravy dobytek (Anthony, 1960).

Tabanidae, konkrétn¢ rod Chrysops, funguje také jako vektor pro biologicky pienos
parazita Loa loa (typicky pro Afriku). Parazit se vyvine v chrysopsovi do stadia larvy a larva je
nasledné pfenesena na ¢loveka, ktery je definitivnim hostitelem (Anthony, 1960).

Ackoli jednim z hlavnich pfenaseci trypanosom (Kinetoplatida) je moucha tse-tse,
nékteré¢ kosmopolitni druhy jako Trypanosoma theileri a T. evansi jsou pfenasené napiiklad

tabanidy druhu Atylotus agretis, Haematopota pluvialis (Desquesnes et al., 2003). Tabanidae



funguji jako ptfenaseci téchto trypanosom zvlasté¢ v Latinské Americe, kde se moucha tse-tse
nevyskytuje (Jones et al., 2001; Hamilton, 2012). T. theileri napada hlavné dobytek, ¢imz
zpuisobuje velké ekonomické ztraty. Pfi infekci se vyrazné snizuje vdha dobytka a pozdéji i
produkce mléka (Villa et al., 2008). Dalsim druhem je T. evansi, kterda se vyvinula z
Trypanosomy brucei, prostiednictvim delece maxicircle DNA kinetoplasti, potfebné pro
cyklicky vyvoj T. brucei v hostitelské mouse tse-tse. T. evansi zptisobuje onemocnéni zvané
,surra”, postihujici naptiklad velbloudy. Tabanidae zde slouzi jako mechaniéti vektofi
(Desquesnes et al., 2013). Tabanidae mohou dale pfenaset trypanosomy druhu T. vivax,
zpusobujici onemocnéni Nagana u dobytka, které taktéz zpusobuje velké ekonomické ztraty
(Jone et al., 2001; Hamilton, 2012).

Mezi dal$i prenaSené patogeny patii napiiklad Besnoitia besnoiti a Anaplasma
marginale. Besnoitia besnoiti, parazitujici na dobytku, zptisobuje onemocnéni ,,bovine
besnoitiosis™, které jiz bylo diagnostikovano i v Evropé (Jacquiet et al., 2010). Anaplasma
marginale patii do bakterialni ¢eledi Rickettsiales a na jejim mechanickém pienosu se podili i
jedinci z ¢eledi Tabanidae, konkrétné druh Tabanus bovinus (Wilson et al., 1966, Hornok et al.,
2008). Onemocnéni anaplazméza zpusobena timto patogenem postihuje zejména dobytek

(Hornok et al., 2008).



1.3.3 Tabanidae a symbionti

Tabanidae nejsou vyhradni hematofagové. Jak bylo popsano vyse, V riznych vyvojovych
stadiich zivotniho cyklu pfijimaji jinou, nutricné vyvazenou, potravu. Tabanidae nejsou tedy
zavisli na obligatnich symbiontech. V lumen stfeva hosti pravdépodobné méné specifické
bakteriani komunity, které ziejmé =ziskavaji z okolniho prostiedi (napiiklad z vody a z
rostlinnych s§tav). Celad bakteridlni komunita asociovana s hostitelem se nazyva mikrobiom
(Wang et al., 2011). Mikrobiom, podobn¢ jako primarni a sekundarni symbionti, pfispiva k
celkovému fitness hostitele, zejména ve vztahu k parazitim a patogenim (Dale et al.,1999;
Weiss et al., 2013). Je znama celé fada vektort, jejichz mikrobiom inhibuje replikaci parazitl
nebo virovych infekci (napt. moucha tse - tse) (Weiss et al., 2013). Slozeni mikrobiomu ovada
nebylo dodnes komplexné studovano. N&které prace pouze poukazuji na pritomnost bakterii
jako je Spiroplasma sp. ¢i Wolbachia sp. a Midichloria sp. (Hornok et al., 2008; Lo et al., 2015).

Spiroplasma byla poprvé objevena v rostlinach (napf. kukufici) a nasledné izolovana
Z riznych druhtt hmyzu a klist'at (Davis, 1974). Je tedy mozné, ze se do hmyzu pienesla prave
Z kontaminovanych kvétd. V roce 1984 byla objevena i u tabanidii (Clark et al., 1984). Roku
1998 byla Spiroplasma turinicum izolovana i z rodu Haematopota. Spiroplasma patii do tfidy
bakterii Mollicutes (Firmicutes). Bunky téchto bakterii jsou malé (0,2 - 0,3 um), s tenkou
bunéénou sténou. Mezi dalsi spiroplasmy izolované z celedi Tabanidae patii napiiklad
Spiroplasma lineolae izolovana roku 1997 z Tabanus lineola (French et al., 1997). U vétSiny
druhd spiroplasem byl zaznamenan horizontalni ptenos (po sani na rostlin€) ¢i kombinace
vertikalniho a horizontalniho pfenosu mezi riznymi druhy ¢lenovct (Whitcomb, 1980). Jelikoz
je prenaSena samiCkami, vyuziva Spiroplasma ke své propagaci strategii ,,male-killing”’,
prostiednictvim které zajisti preziti samicich jedincl na tkor samct (Hurst et al., 2000). Tuto
strategii uplatiiuji spiroplasmy naptiklad u hostiteltt druhu Drosophila melanogaster (Diptera)
nebo Danaus chrysippus (Lepidoptera) (Jiggines et al., 2000; Montenegro et al., 2005).

Wolbachia je endosymbioticka bakterie ze skupiny Alphaproteobacteria. Wolbachia je
typickym endosymbiontem hmyzu a je pfenaSena piedevsim vertikalné pies hostitelska vajicka,
ackoli miizeme zaznamenat i pfenos horizontalni (Werren et al., 1997). Wolbachia je znama pro
schopnost zvysit svou prevalenci v populaci protfednictvim manipulaci s reprodukénim

systétmem svého hostitele. U rodu Wolbachia se vyvinula fada mechanismd, skrze které



ovlivituje svého hostitele, napiiklad indukce reprodukéni nekompatibility nebo partenogeneze,
kdy se vajicka lihnou bez oplozeni sameCkem. Paradoxem je, ze na druhou stranu poskytuje
Wolbachia hostiteli ur¢ité vyhody, jako naptiklad rezistenci k virovym nakazam (Werren, 1997;
Arakaki et al., 2001; Hedges et al., 2008). U celedi Tabanidae studie uvadéji pritomnost
Wolbachia ,,like organism” (Hornok et al., 2008).

Bakterie z rodu Midichloria patii mezi Rickettsiales a poprvé byly popsana u klistat.
Midichloria se replikuje uvniti organel hostitele, které mize i ponicit, avSak bez zjevnych
dopadi na funkcnost bunck hostitele (Sassera et al., 2006). Je jedinym organismem, ktery
napada cytosol i mitochondrie (Sassera et al., 2008 a 2006). Infekce midichlorii se projevi u
mitochondrie velkou redukeci jeji matrix (Sacchi et al., 2004). Midichlorii mizeme pozorovat i v
reprodukénim systému samicek (v oocytech) (Mariconti et al., 2012). U klistat je Midichloria
pfenasena vertikalné (Sassera et al., 2008). U celedi Tabanidae byla Midichloria |, like
organism” pozorovana konkrétn¢ u druhti Tabanus tergestitus a Tabanus bovinus (Hornok et
al., 2008).



2 CILE

V této praci se budu zabyvat diverzitou mikrobiomu vybranych druhii ovada a jejim
vlivem na pienos trypanosom.
I.  Urceni diverzity a posouzeni hostitelské specifity bakteridlnich spolec¢enstev u riznych

druhu tabanida.

Il.  Posouzeni zavislosti statutu pienasece (tj. pozitivné diagnostikovan rod Trypanosoma)

na profilu stfevniho mikrobiomu.



3 MATERIAL A METODY

3.1 Sbér vzorkt a izolace DNA

Pro screening symbiontii bylo pouzito 41 vzork z &eledi Tabanidae, a to z Ceské
republiky (8 vzorki), USA (4 vzorky) a Afriky (29 vzorki). Podrobné informace o odchytovych
mistech jsou uvedeny v Tabulce I. Osobné odchycené vzorky (CR a USA) byly skladovany
v 96% etanolu v -4 °C a poté byla provedena izolace DNA.

Vzorky pochazejici z africkych lokalit byly pro tento projekt poskytnuty Dr. Votypkou
ve form& DNA templatd. K izolaci DNA z ¢eskych a americkych vzorkt byl pouzit izolaéni kit
QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen). Pfi izolaci byl dodrzovan postup dle navodu od vyrobce.
Kvalita vyizolované DNA byla ovéfena na nanofotometru a poté byla DNA pouzita jako templat
pro amplifikaci pozadovanych usekl prostfednictvim metody PCR (Polymerdzova tetézova

reakce).



Tab. I : Analyzované vzorky Celedi Tabanidae

Pracovni nazev |Lokalita odchytu | Trypanosoma GPS lokalit

CAR_HF69 CAR Trypanosoma cervi | 4°22'N 18°35'E
CAR_HF71 CAR Trypanosoma theileri | 4°22'N 18°35'E
CAR_HF72 CAR Trypanosoma cervi | 4°22'N 18°35'E
CAR_HF210 CAR n 4°22'N 18°35'E
CAR_HF212 CAR n 4°22'N 18°35'E
CAR_HF23 CAR Trypanosoma cervi | 4°22'N 18°35'E
CAR_HF24 CAR Trypanosoma cervi | 4°22'N 18°35'E
CAR_HF25 CAR Trypanosoma cervi | 4°22'N 18°35'E
CAR_HF26 CAR n 4°22'N 18°35'E
CAR_HF139 Gabon n 0°40'60” N 11°30'E
CAR_HF142 Gabon n 0°40'60” N 11°30'E
CAR_HF143 | Gabon n 0°40'60" N 11°30' E
CAR_HF10 CAR Trypanosoma theileri | 4°22'N 18°35'E
CAR_HF11 CAR n 4°22'N 18°35'E
CAR_HF12 CAR Trypanosoma theileri | 4°22'N 18°35'E
CAR_HF257 | Gabon n 0°40'60" N 11°30' E
CAR_HF258 | Gabon n 0°40'60" N 11°30" E
CAR_HF64 CAR n 4°22'N 18°35'E
CAR_HF65 CAR Trypanosoma theileri | 4°22'N 18°35'E
CAR_HF66 CAR n 4°22'N 18°35'E
CAR_HF67 CAR Trypanosoma cervi | 4°22'N 18°35'E
CAR_HF68 CAR Trypanosoma theileri | 4°22'N 18°35'E
CAR_HF126 |Gabon n 0°40'60" N 11°30"E
CAR_HF127 | Gabon n 0°40'60" N 11°30"E
CAR_HF22 CAR n 4°22'N 18°35'E
CAR_HF45 CAR Trypanosoma theileri | 4°22'N 18°35'E
CAR_HF46 CAR n 4°22'N 18°35'E
CAR_HF48 CAR n 4°22'N 18°35'E
CAR_HF50 CAR n 4°22'N 18°35'E
CAR_HF51 CAR Trypanosoma theileri | 4°22'N 18°35’E

TB_US 1 USA Trypanosoma sp. 44°10°06.5"" N 89°38°30.6W
TB_US 2 USA Trypanosoma sp. 44°10°06.5"" N 89°38°30.6W
TB_US 3 USA Trypanosoma sp. 44°10°06.5"" N 89°38°30.6W
TB_US 4 USA Trypanosoma sp. 44°10°06.5"" N 89°38730.6W
TB CZ 1 CZ_Masovice |n 49.4453297N 14.8135600E
TB_CZ_ 3 CZ_Masovice |n 49.4453297N 14.8135600E
TB CZ 4 CZ_Masovice |n 49.4453297N 14.8135600E
TB_CZ 5 CZ_Masovice |n 49.4453297N 14.8135600E
TB_CZ 6 CZ_Masovice |n 49.4453297N 14.8135600E
TB_ CZ 7 CZ_Masovice |n 49.4453297N 14.8135600E
TB_CZ 8 CZ_Masovice |n 49.4453297N 14.8135600E
TB_CZ 9 CZ_Masovice |n 49.4453297N 14.8135600E
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3.2 PCR (Polymerazova fetézova reakce)
Metoda PCR byla vyuzita za Gcelem:
I.  otestovani kvality ziskané DNA, predev§im pfitomnosti bakteridlniho templatu,

amplikonovym sekvenovanim (PCR s EMP primery).

Ii.  taxonomického zafazeni jednotlivych vzorkti z CR a USA pomoci sekvenci

genu COX.

Pro pftipravu jednotlivych PCR reakci o objemu 20 pl byl pouzit PPP Master Mix (Top-
Bio). Podminky a informace o pouzitych primerech jsou uvedeny v Tabulce Il. Celd reakce
poté probchla v Mastercycleru, ve kterém byl zvolen vhodny program pro dané primery.

Velikost ziskanych produktti PCR byla ovéfena na gelové elektroforéze.

Tab. II: Primery pouzité pro PCR reakce

Oznaceni Sekvence (57-3") Zdroje | Nasedaci | Po¢et | Ucel PCR

primeru teplota | cyklu
EMP Caporaso et o amplifikace
515f GTG CCAGCM GCC GCG GTAA al.. 2011 50 °C 35 165 rRNA
EMP Caporaso et o amplifikace
806r GGA CTA CHV GGG TWT CTA AT al.. 2011 50 °C 35 16S rRNA
COIL |CCGGATCCTTYTGRTTYTTYGGNC Hafner et 55 oC 35 urceni druhi
6625 |AYCC al., 1994 hostiteld
COIH [CCGGATCCACNACRTARTANGTR |Hafneret | oo | o “r}‘i‘:;iifg{hu
7005 ([TCRTG al., 1994 "

3.3 Gelova elektroforéza

PCR produkty (1-2 pul) byly nasledné smichany s fluorescencnim barvivem SYBR Green
(Invitrogen) + DNA Loading Dye (Thermo Scientific) a napipetovany do pfedem piipraveného
1% agardzového gelu. Abych byla schopna posoudit délku fragmentli, nanesla jsem do jedné
zjamek i 1 kb DNA Ladder (O’GeneRuler, Thermo Scientific). Po skonceni separace, jsem
detekovala fragmenty prostiednictvim UV zafeni v pfistroji UVITEC. U nékterych vzorkt bylo
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naamplifikovano vice fragmenti DNA, pravdépodobné v disledku nespecifického nasedani

primeri na templat, ptipadné vzniku primerovych dimert.

3.4 Sanger sekvenace a zpracovani dat

Pozitivni PCR produkty, sekvenované pro gen COX, byly enzymaticky ptecisténé
pomoci exonukledzy Exo I. (Thermo Scientific) a alkalické fosfatizy Fast AP (Thermo
Scientific) a odeslané na Sanger sekvenaci. Vysledné nukleotidové sekvence byly nasledné
zpracované v programu Geneious (http://www.geneious.com), kde byly odstranéné nepiesné
osekvenované  konce  sekvenci.  Prostfednictvim  Standard  Nucleotide = BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch)
jsem vyhledala nejpodobnéjsi sekvence v databazy nr a piiblizné tak zjistila taxonomickou
pfislusnost jednotlivych sekvenci. Zakladni fylogeneticka analyza sekvenci COX byla
provedena v program Geneious prostfednictvim ML (Maximum Likelihood) analyzy

v programu PhyML (Guindon et al., 2005) s pouzitim modelu HKY85.

3.5 Amplikonové sekvenovani a zpracovani dat

DNA vsech vzorki tabanidi byla prepipetovana na desticku dle pfedem vytvofené mapy
a odeslana na amplikonové sekvenovani. Amplikonové knihovny 16S rRNA byly vytvofeny
spolupracujici laboratoti (Prof. Noah Fierer, CU Boulder, CO, USA) dle protokolu EMP (Earth
Microbiome Project, http://www.earthmicrobiome.org/). Celkové bylo osekvenovano 384
barcodové odlisnych vzorkil v jednom multiplexovém béhu platformy Illumina MiSeq, z toho
41 vzorkl pro tento projekt. Na desticku jsem k napipetovanym vzorkiim dale pfidala H20,
slouzici jako negativni kontrola (BLANK) pro mozny ptipad kontaminace pii amplifikaci,

ptipadné ,,well to well”.
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3.5.1 Zpracovani dat

Sekvenacni data ve formé ,,pair-end” readd byla zpracovana pomoci bioinformatickych
nastrojii popsanych nize. Primarni zpracovani tj. parovani a demultiplexovani, v¢etné¢ kontroly
kvality, bylo provedeno prostiednictvim programu Usearch (http://www.drive5.com/usearch/) a
Qiime (http://qiime.org/), dle nasledujicich krok:

1. Prostfednictvim scriptu ,,validate_mapping_file.py” (Qiime), jsem ovéfila spravnost

formatu mapy.

2. Pouzitim scriptu ,,prep_fastq_for_uparse_paired.py” (Usearch) — uréeného pro ,,pair
end” data doslo k demultiplexovani hrubych Illumina dat, tedy k pfifazeni konkrétnich

sekvenci jednotlivym vzorkiim na zéklad¢ jejich barkodu.

3. Script ,fastq_merge_pairs” (Usearch) sloucil ,,pair-end” sekvence do celé délky
amplikonu. Minimalni pfesah parovych sekvenci byl nastaven na 20 bp. Minimalni délka

vysledné sekvence byla omezena na 200 bp.

4. Prostiednictvim scriptu ,,fastq_filter” (Usearch) bylo provedeno kvantitativni filtrovani

s parametrem fastq_maxee nastavenym na hodnotu 0,5.

5. Pomoci scriptu ,,derep_fulllenght” byla data prostiednictvim programu Usearch 9
dereplikovana, tzn. sekvence byly rozttizeny do jednotlivych skupin na zakladé¢ 100%

shody. Tento krok zajistil snizeni komplexity dat pted vytvofenim databaze.

6. Script ,sort_by size” vprogramu Usearch 7 snastavenim minimalni velikosti
dereplikovanych skupin na hodnotu 2, zajistil odstranéni sekvenci, které se v datasetu

vyskytovaly jen jednou.

7. Diky scriptu ,,cluster_otus” (Usearch) jsem vytvofila de novo databazi, ve které se

vyskytovaly sekvence reprezentujici jednotlivé OTU.

8. Scripty ,usearch global” a ,create otu table from_uc file.py” (Usearch) byly
demultiplexované sekvence (krok 3) namapovany na databazy a byla vytvoiena OTU
tabulka.
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9. Pomoci scripta ,,biom convert”, ,,assign_taxonomy.py” a ,,biom add-metadata” (Qiime)
byla OTU tabulka pfevedena do formatu biom a jednotlivym OTU pfiifazena
taxonomicka klasifikace. Taxonomicka klasifikace byla pfifazena na zaklad¢ sekvencni
podobnosti s vyuzitim algoritmu blast a databaze SILVA implementované do programu
Qiime.

10. Script , filter_taxa_from_otu_table.py” (Qiime) byl pouzit za ucelem vyfiltrovani

nebakteridlnich sekvenci, tzn. archealnich, chloroplastovych a mitochondrialnich.

11. Scripty ,,summarize-table” a ,,single_rarefraction” (Qiime) provedly sumarizace dat pro
vybér poctu sekvenci a nasledné pouzitého zndhodnéni, tj. normalizace datasetu.

Znéhodnéni bylo provedeno na 800, 1000 a 10000.

12. Pouzitim scriptu ,,plot_taxa_summary.py” a ,,beta_diversity.py” (Qiime), byly zjistény

zakladni charakteristiky diversity a podobnosti analyzovanych mikrobiomii.

3.6 R studio

Nasledné analyzy probihaly v programu R studio (https://www.rstudio.com/),
S vyuzitim modulll vyvinutych pro mikrobidlni ekologii. Konkrétné byly vyuzity funkce
modulu vegan (Oksanen, 2011), vhodné pro analyzy bakterialnich spolecenstev. Prvni byly
provedeny analyzy podobnosti NMDS (Non-metric multidimensional scaling) mezi
mikrobiomy tabanidi z riznych geografickych oblasti a statistické vyhodnoceni Vv ramci
celého datasetu (funkce Adonis, modulu vegan). Funkci Adonis byla provedena analyza
rozptylu za pouziti distan¢nich matic (pouzity Braz-Curtis distance) (Oksanen, 2011).
Parovym testovanim bylo hodnoceno, zda jsou rozdily mezi mikrobiomovymi profily
v pfedem definovanych parech (Afrika+USA, USA+CR, CR+Afrika) statisticky vyznamné.

NMDS analyza byla déale pouzZita na zobrazeni podobnosti mezi Trypanosoma
pozitivnimi a negativnimi jedinci. Statistickd vyznamnost rozdili mezi témito dvéma

skupinami byla rovnéz hodnocena pomoci funkce Adonis.
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4 VYSLEDKY

4.1 PCR

Amplifikace 29 z 42 vzorki testovanych na pfitomnost bakterialni DNA s EMP primery
(Tabulka II) byla aspésna. Negativni vysledky byly zaznamenany vyhradné u vzorku africkych
tabanida (13/30), pro které byl dostupny pouze DNA templat. Vzhledem k celkové nizkému
poc¢tu analyzovanych vzorkd a vysSi kvalit¢ DNA polymerdzy pouzivané pro vytvoreni
amplikonovych knihoven, byly na amplikonové sekvenovani odeslany vSechny vzorky (viz

Material a metody Tabulka I).

S primery COIL6625 a COIH 7005 pro amplifikaci COX genu jsem ziskala 7 PCR
produktii.

4.2 Sanger data

Pro gen COX se mi podafilo amplifikovat 7 vzorkl. U 5 jedinct jsem byla schopna urdit
jejich rodové zarazeni na zaklad¢ sekvencni shody (viz Tabulka Il1.). Pro vzorek (Tbh_CZ_1)
nebyly vysledky jednoznacné, proto jsem ho z dat vyfadila. Po dal$im zpracovani 5 vyslednych
sekvenci v programu Geneious (http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012) byl vytvoien

fylogeneticky strom, viz Obrazek I, a potverzena taxonomicka ptislusnost jednotlivych vzorkd.
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Tabulka I11.: Vysledky Blast vyhledavani u ¢eskych a americkych jedinci.

Ptistupovy kod

DQ983519

KC192969

KC192969

KC192969

KC192969

DQ983512

DQ983520

Druh
Haematopota
sp.
Haematopota
pluvialis
Haematopota
pluvialis
Haematopota
pluvialis
Haematopota
sp.
Chrysops
coquillett
Hybomitra

rhombica

Totoznost

94,20%

97,90%

98,50%

98,20%

98,20%

93,50%

94,50%

16

Query c.

100,00%

94,29%

94,29%

95,10%

94,29%

100,00%

100,00%

Pracovni nazev

Th_CZ. 3

Tb_CZ 4

Th CZ 5

Th CZ 6

Th CZ_8

Th_US 1

Th CZ 1



Glossina morsitans (GQ255905)

Tabanus aegrotus (DQ983533)

Tabanus rufofrater (DQ631993)

25

Hybomitra rhombica (DQ983520)

Tabanus biguttatus (DQ983519)
- Tabanus/Hybomitra (Tb_CZ_1)

Haematopota sp. (DQ9E83519)

73 Haematopota sp. (Th_CZ_8)

99

Haematopota sp. (Tb_CZ_3)

15— Haematopota pluvialis (KC192969)

[
a8 Haematopota pluvialis (Tb_CZ_5)
9

467 L Haematopota pluvialis (Tb_CZ_6)
Haematopota pluvialis (Tb_CZ_4)

Chrysops viduatus (HM132122)

—— Chrysops sp. (Th_US_1)

Chrysops coquillett (DQ983512)

0.04
Obr.1: Fylogeneticky strom analyzovanych vzorkli Tabanidae (oznaceny jako Tb ) s
hodnotami bootstrapi. Kody v zavorkach jsou ptistupova Cisla pouzitych sekvenci z databaze

GenBank.

4.3 Analyza amplikonovych dat

Primérny pocet amplikonti ziskanych pro jeden vzorek byl 9487. Vysledny dataset,
znédhodnény na pocet 800 sekvenci, obsahoval 42 vzorki. S cilem zachovani celého datasetu,
bez nutnosti vyfazovani vzorkd, byla hladina zndhodnéni nastavena pomérné nizko (800 readd,
viz Material a metody - 3.5.1 Zpracovani dat). Vliv zndhodnéni na celkové rozdily mezi
mikrobiomy byl testovan pro dal$i dvé trovné, tj. 1000 a 10000 readii. Zvolend uroven

znahodnéni méla minimalni vliv na celkové (ne)podobnosti mikrobiom1.
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Po primarni analyze celého datasetu byla provedena kontrola BLANK vzorkd, tedy
posouzeni mozné kontaminace ,,well to well” a kontaminace v prabéhu amplifika¢niho procesu.
Blank v tésné blizkosti analyzovanych vzorkl tabanidi obsahoval 7831 sekvenci, ptedstavujici
27 OTU. Nejpocetngjsi OTU reprezentovaly bakterialni rody Enterococcus, Buchnera,
Arsenophonus. Tyto “kontaminaéni OTU” se u vzorku tabanidd vyskytly v zanedbatelném
mnozstvi (0,1%, 0,01%, 0,04% pro jednotlivé OTU z celkového poctu readu) a neovlivnily tak

vysledné mikrobiomové profily.

V taxonomicky klasifikovanych OTU z kroku 9, tedy pied piefiltrovanim dat na
vyhradn¢ bakterialni OTU, byly identifikovany 2 OTU trypanosom. U americkych vzorkt byla
pfitomnost trypanosomy potvrzena u tii vzorkd ze Ctyf (primérnd hodnota 1828 readu).
Amplikonova data pro Ceské vzorky neobsahovala zadné sekvence trypanosom. Tato data
nahladila metodu klasické PCR diagnostiky a byla dale vyuZzita pro analyzu na pozadi
ptitomnosti parazita (viz Vysledky).

Zakladni analyza bohatosti spoleCenstev (richness) poukazala na nepomérné, fadoveé
odlisné zastoupeni bakterialnich rodt u vzorkid z geograficky vzdalenych lokalit, napt. Afriky a
Ceské republiky (Obr 3A). Extrémné nizkou richness u &eskych vzorkd zptisobuje piitomnost
bakterii rodu Spiroplasma, ktera tvoii az 99,6% celého mikrobiomu (vzorek Th_CZ 7),
prumérna hodnota 3478 readu (tj. 62% spiroplasmy pro 6 vzork), viz Obrazek 3. Poté probéhla

analyza pro OTU, které jsou nad 1 % ze v§ech readd (viz Obrazek 2).
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Obr. 2: Richness mikrobiomu pro jednotlivé druhy analyzovanych tabanidti zohlednéna pro

OTU s poctem readti nad 1% z celkového mnozstvi dat.

Analyzy taxa summary (Qiime) ve vysledku odhalily vétsi rozmanitosti mikrobiomti u
africkych druhti (Obr.3, Obr.4), ve kterych mély nejvétsi zastoupené Celedé Spiroplasmataceae,
Chtoniobacterales, Pseudomonadaceae, Acetobacteraceae, Enterobacteriaceae,
Flavobacteriaceae, Staphyococcaceae, Halomonadaceae, Moraxellaceae. U ¢eskych druhti se v
nejveétsi mife vyskytovaly bakterie z celedi Spiroplasmataceae a Enterobacteriaceae u
americkych pak rod Anaplasmataceae a Enterobacteriaceae.

Podobnost mezi jednotlivymi mikrobiomy s definovanym geografickym ptivodem byla
zobrazena pomoci NMDS analyzy. Statistické vyhodnoceni odhalilo signifikantné vyznamné
rozdily na 99% hlading vyznamnosti mezi mikrobiomy tabanidii pochézejicich z Afriky a Ceské
republiky (adonis R?=0,17993). Stejné tak tomu bylo v porovnani mezi Afrikou a USA (adonis
R?=0,12233). Mezi mikrobiomy tabanidii z USA a Ceské republiky byly rozdily signifikantni na
95% hlading vyznamnosti (adonis R?=0,21025). Rozdili mezi mikrobiomy africkych tabanidd z
lokalit Gabon a CAR nebyly statisticky signifikantni.
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Spiroplasma (Entomoplasmatales, Spiroplasmataceae)
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Verrucomicrobia (Chthoniobacterales) ® Gabon

LIS
Pseudomonas (Pseudomonadales, Pseudomonadaceae)

Staphylococcus (Bacillales, Staphylococcaceae)
Enterobacteriaceae (Enterobacteriales, Enterobacteriaceae)
Acinetobacter (Pseudomonadales, Moraxellaceae)
Zymobacter (Oceanospirillales, Halomonadaceae)
Pectobacterium (Enterobacteriales, Enterobacteriaceae)
Wolbachia (Rickettsiales, Anaplasmataceae)

Asaia (Rhodospirillales, Acetobacteraceae)

Verrucomicrobia (Chthoniobacterales)

Obr.3: Taxa summary Tabanidt dle lokality odchytu (A) a graficky vysledek NMDS analyzy
nepodobnosti mezi jedinci z definovanych lokalit (B). Sloupce taxonomickych piehledti sumuji

data pro viechny jedince odchycené v dané lokalité, tj. CAR:23, Gabon:7, CR:6, USA:4.

Druh Haematopota sp. (¢esky druh) ma nejmensi rozmanitost druhti v mikrobiomu,
oproti tomu Tabanus (africky vzorek) ma rozmanitost nejvétsi. Podobnost mezi mikrobiomy

analyzovanych druhti tabanidli je zobrazena pomoci NMDS analyzy. Vzhledem k vysoké
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variabilité mezi jedinci v ramci jednoho druhu (zejména Chrysops silacea a Haematopota sp.,
Obr. 3B) a zaroven nizkému poctu jedinct, nebyly rozdily mezi mikrobiomy analyzovanych

druht statisticky hodnoceny.

21



0.24 L ]

Haematopota sp

MDs2

0.04

L]

Chrysops_longicomis
Chrysops_silacea
024 - Chrysops_sp

Tabanus_obscurehirtus

*® & & & & B

Tabanus_par_Walker

L]

Tahanus_taeniola

Tabanus Tabanus Chrysops Chrysops  Tabanus  Haematopota Chrysops
taeniola obscurehirtus  longicornis silacea par Walker  sp. sp.

mmm Spiroplasma (Entomoplasmatales, Spiroplasmataceae)
Verrucomicrobia (Chthoniobacterales)
B pscudomonas (Pseudomonadales, Pseudomonadaceae)
B Staphylococcus (Bacillales, Staphylococcaceae)
B Enterobacteriaceae (Enterobacteriales, Enterobacteriaceae)
B Acinetobacter (Pseudomonadales, Moraxellaceae)
- Zymobacter (Oceanospirillales, Halomonadaceae)
B peciobacterium (Enterobacteriales, Enterobacteriaceae)
B Wolbachia (Rickettsiales, Anaplasmataceae)
Asaia (Rhodospirillales, Acetobacteraceae)

Verrucomicrobia (Chthoniobacterales)

Obr.4: NMDS a taxa summary pro jednotlivé vzorky dle jejich druhové ptislusnosti.
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Analyzy na pozadi pritomnosti Trypanosomi theileri a T. cervi neprokazaly vyrazny vliv

parazita na slozeni mikrobiomt hostitele. Patern pro umisténi pozitivnich vzorki v NMDS

klastrovaci analyze je ndhodny.

Trypanosoma theileri ~ Trypanosoma cervi negativni

Spiroplasma (Entomoplasmatales, Spiroplasmataceae)

Enterobacteriaceae (Enterobacteriales)
Verrucomicrobia (Chthoniobacterales)
Wolbachia (Rickettsiales, Anaplasmataceae)
Pseudomonas (Pseudomonadales, Pseudomonadaceae)

Zymobacter (Oceanospirillales, Halomonadaceae)

Pectobacterium (Enterobacteriales, Enterobacteriaceae)

Obr.5: Analyza mikrobiomi u infikovanych a neinfikovnych jedinci parazity rodu Trypanosom.

wevr

Z vyslednych grafii miZzeme pozorovat rozmanitéj$i mikrobiom u druhd infikovanych druhem

Trypanosoma theileri.
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Obr.6: Analyza NMDS na pozadi infekce Trypanosomy cervi a T. theileri.
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5 DISKUZE

Tato prace piinasi komplexni popis mikrobiomu africkych, americkych i ¢eskych druha
Tabanidt a identifikuje zésadni rozdily bohatosti téchto mikrobidlnich spolecenstev. Analyzy
bohatosti spoleCenstev prokazaly nepomérné zastoupeni bakteridlnich rodti v porovnani vzorkt
z Afriky a Ceské republiky. Vyskyt jednotlivych druh@l tabanidti zavisi na sezénd a na
zemepisné Sifce (Chvala et al., 1972). Sezonnost vyskytu a tedy i ¢asové odlisné vyvoje larev
V pudé by mohly mit vliv a mnoZzstvi bakterii z ptidy. Z vysledku jsou patrné nepomérné rozdily
ve sloZzeni mikrobioml mezi stejnymi druhy z jedné oblasti (CAR) i mezi druhy z obou oblasti
(CAR, Gabon). Protoze nemam k dispozici podrobné&jsi data kdy byly vzorky sesbirany, nemohu
posoudit, zda by mohla byt rozdilna richness vysvétlena pravé na zakladé rozdilnych sezoénnich
podminek sbéru vzorkt. Na druhou stranu napiiklad u komara byla prokazana zasadni redukce
mikrobiomu v pribéhu metamorfoézy (Wang et al., 2011). Z tohoto diivodu jsou pro pochopeni
vlivu vnéjSich podminek vyvoje larvy na mikrobiom dospélce nutné dalsi studie, které se zaméti

na vyvoj mikrobiomu v priubéhu ontogeneze U vybranych druhi tabanidi.

Druhym vysvétlenim rozdilnosti richness muize byt analogie se studii zabyvajici se
vlivem geografické polohy na sloZeni lidského mikrobiomu. Ta ukazala, Ze lidsky mikrobiom se
méni smérem od tropického pasu k rovnikii, kdy richness postupné smérem k rovnikiim klesa
(Dikongué et al., 2017). V moji praci byla zachycena nejvétsi richness u africkych druhu, tedy
v tropickém pasu a nejmensi v Ceské republice, ktera je z hlediska polohy k rovniku
nejvzdalenéjsi.

Nizka richness mikrobiomu ¢eskych vzorki Haematopota sp. a Haematopota pluvialis
je zapti¢inéna piitomnosti bakterii rodu Spiroplasma. Spiroplasma podobné¢ jako Wolbachia je
typickym manipulatorem svych hostitelll a je schopna vertikélniho ptenosu. Vertikalni pfenos
spiroplasmy z generace na generaci i jeji vliv na reprodukci a dlouhovékost hostitele byl
prokazan napiiklad u msic druhu Acyrthosiphon pisum (Homoptera) (Fukatsu et al., 2000). U
octomilky Drosophila melanogaster bylo také prokazano, ze se Spiroplasma zasluhuje o snizeni
produkce samecku, prostfednictvim ,,male-specific mortality” béhem embryonalniho vyvoje
(Hurst et al., 2000; Von der Schulenburg et al., 2000). Hlavni hostitelskou tkani pro bakterie

Spiroplasma a podobné reproduk¢éni manipulatory jsou proto piedevsim ovaria samic.
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Jelikoz byla DNA pro moji praci izolovana z celych t¢l jedinct, nevim, zda a do jaké miry je
identifikovana spiroplasma vazana na lumen stfeva. Kmen Spiroplasma EC-1, nalezeny ve
sttevé a hemolymfé Ellychnia corrusca (Coleoptera), je ale podobny linii Spiroplasma
izolované z tabanidt (Hackett et al., 1989). Spiroplasma se mimo jiné vyskytuje i ve floému
rostlin, proto mohli Tabanidae ziskat tuto bakterii i pii sani nektaru, pfipadné pii krmeni se na
mSicich (Schutz et al., 1989).

Celkové slozeni mikrobiomu africkych vzorkti obsahovalo 10 dominantnich druht u
Ceskych a americkych jedinci pievladaly vzdy 2 bakterialni druhy. Vysoka variabilita
mikrobioma mezi jedinci zaznamenana v mé praci byla pozorovana i ve skupiné dalSich dipter
ze skupiny Muscidae, taktéz krevsajiciho hmyzu, u kterého krev saji i samci. U mikrobiomu
tabanidd a druhu Haematobia irritans (Muscidae) muzeme najit shody zejména v piitomnosti
bakterii rodu Wolbachia, Pseudomonas, Staphylococcus, Enterococcus. Podobné jako
Tabanidae funguje tento druh jako vektor pro pienos fady patogent. P#i bliz§im prizkumu
mikrobiomu Haematobia irritans béhem ontogenetického vyvoje bylo zjisténo, ze se mikrobiom
vaji¢ek podoba mikrobiomu dospélych saméich jedinct, sami¢i a saméi mikrobiom je
signifikantné odlisny. Saméi mikrobiom tedy lezi uprostfed mezi sami¢im mikrobiomem a
mikrobiomem vajicek. Muzeme zde tedy zaznamenat variabilitu béhem vyvoje, ktera je
Zpusobena vy$$im obsahem bakterie Wolbachia u dospélcti (Palavesam et al., 2012). Po
analyzach bylo zjisténo, ze je diverzita (richness) mikrobiomti ve skupiné¢ Muscidae také
ovlivnéna druhem hostitele, jeho slozenim potravy a reprodukénim chovanim (v jakém prostiedi

probiha vyvoj larvy) (Greenberg, 1973).

Trypanosoma

Analyza 17 pozitivnich a 23 negativnich vzorkli ovadu (diagnostikovany T. cervi a T.
theilleri) neprokazala signifikatni vliv pfitomnosti parazita na mikrobiomovy profil hostitele.
AvSak u jinych hostitelskych druhit mizeme korelace mezi parazity a mikrobiomem
zaznamenat. U mouchy tse-tse (Diptera), pfenasejici T. brucei, byly zaznamenany interakce
mezi parazitem a mikrobiomem hostitele. Komensalni a obligatni bakterie mikrobiomu striktné
hematofagni mouchy tse-tse, Sodalis a Wigglesworthia, jsou zapojené i do pfenosu parazita.

Sodalis také produkuje molekuly, které se zasluhuji o rezistenci mouchy tse-tse vuci infekci
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(Dale et al.,1999; Weiss et al., 2013). Napiiklad u triatom pozitivné¢ diagnostikovanych na
pfitomnost Trypanosoma cruzi byla, v porovnani s neinfikovanymi jedinci, zaznamenana vyssi
diverzita mikrobiomu. Po tad¢ testd byly jako hlavni faktory ovliviwgjici slozeni mikrobiomu

stanoveny druhové zafazeni jednotlivych vzorki a praveé ptitomnost T. cruzi (Diaz et al., 2016).
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6 ZAVER

Mikrobiom krevsajiciho hmyzu ¢eledi Tabanidae ma nejvétsi zastoupeni bakterii z Celedi
Spiroplasmatacea, Chthoniobacterales, Pseudomonadaceae, Acetobacteraceae,
Enterobacteriaceae, Flavobacteriaceae, Staphylococcaceae, Halomonadaceae,

Moraxellaceae. Pti porovnani richness mezi riaznymi lokalitami odchytu a mezi jednotlivymi
jedinci, byla zaznamenand nejvétsi richness u africkych vzorkii a nejmensi u ¢eskych vzorkd.
Tento vysledek muze byt vysvétlen na zakladé odlisného sezoniho odchytu hmyzu nebo na
zaklad¢ odlisnych podnebnych past, ze kterych byly vzorky ziskany. Hodnoceni vlivu parazita
druhu Trypanosoma theileri a Trypanosoma cervi na podobu mikrobiomu nebylo v této praci
prokézano. Tématem navazujicitho vyzkumu by mél byt dikladnéjsi popis mikrobiomu v ramci

ontogenetického vyvoje jedinctl.
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