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Anotace:

Microbiome diversity of lice is large and still not much explored. This paper discusses
microbiome of lice Polyplax serrata where are two primery symbionts, Legionella and
bacterium from the order Neisseriales. In this system, we detected, and partially
phylogenetically classified, another unknown coP-symbiont. Then the diversity and
population structure of symbionts were clarified on the background of hosts population
structure (lice, mice). | analyzed population diversity of symbionts depending on their
geographic location, the effect of composition of lice microbiome on the mouse, the effect of
primary symbionts on the microbiome. Based on the microbiome analysis, | confirmed the
previous results of our laboratory, which divides lineages of the louse Polyplax serrata into
the 3 clusters, i.e. specific line, nonspecific line and line of Apodemus agrarius on the

population level.
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1 Uvod

Zatimco ekologické kategorie primarnich a sekundarnich symbiontd byly definovany snad uz
Buchnerem (Buchner, 1965) a v molekularni éfe doplnény o charakteristiky genomické, stejné
obdobi naznacilo, Ze nam tyto dvé vyhranéné kategorie nemohou k popisu symbiotickych
systému stacit (viz 1.3, 1.4). Genomika piinesla obrovské mnozstvi poznatki o molekularni
podstaté modelovych symbiotickych systému, metabolickych zavislostech atd., ale neodhalila
diverzitu symbiotickych vztaht na populacni Grovni, tedy omezovala se na vybrané jedince
(vzorky) analyzovaného druhu. S rozvojem markerového amplikonového sekvenovani, které
umoziuje v multiplexovych runech analyzovat stovky vzorkl, se ndm oteviely dveie pro
studium diverzity symbidzy v populacich hostiteli. Dostupnost téchto technologii jsme
vyuzili pro studium symbioz vsi druhu Polyplax, ktery byl povazovan za klasicky piiklad
bilateralni symbiozy s bakteriemi rodu Legionella, s cilem poodhalit strukturu symbiotickych

vztahti v riznych populacich vsi Polyplax serrata (viz 2.).

1.1 Co si predstavit pod pojmem ,,symbiéza*
Pojem ,,symbidza“ byl pivodné definovan Albertem Frankem (Frank, 1877), ktery pouzil

tento termin ve smyslu vzajemného souziti dvou riznych organismi. VétSina podob symbidzy
pfedstavuje permanentni interakci mezi hostitelskym organismem a symbiontem Zzijicim
uvnité nebo na povrchu daného hostitele (Szathmary & Smith, 1995; Einat Zchori-Fein &
Kostas Bourtzis, 2012). Jednou z podob symbiodzy je parazitismus, ve kterém parazit vyuziva

mu zadné vyhody (Leung & Poulin, 2008). Parazitismus je Vv této praci popsan mezi veSmi

(parazit) a mySicemi (hostitel).

VEtsi pozornost je zde soustiedéna na bakteridlni symbidozu zvanou mutualismus, ktera se
nejcasteji vyskytuje u hmyzu (Way, 1963). U tohoto typu jsou symbionti pro hostitele uzite¢ni
a poskytuji mu Ziviny nebo umoznuji funkce, které mu chybi (Leung & Poulin, 2008; Weiss,
& Aksoy, 2011). Sdruzeni vSech mikroorganismi Zijicich uvnitf a vné daného hostitele nese
nazev mikrobiom (viz 1.2). Toto souhrné oznaceni zahrnuje jak primarni (obligatni)
a sekundarni (fakultativni) symbionty, tak bakterie extracelularni, napiiklad ve stfevé hostitele

(viz 1.3, 1.4; Weiss & Aksoy, 2011; Goodrich et al., 2014).

Ukézalo se, Ze vztahy hostitel-symbiont jsou Casto evolu¢né staré a pravdépodobné ani jeden
partner nemuze Zzit bez pfitomnosti druhého (Douglas, 2010; Weiss, & Aksoy, 2011).

Odhadované stafi téchto sdruzeni je v rozmezi 30 az 270 miliont let. Mnoho symbi6z hmyzu



pfedchazi ptivodu savci, krytosemennych rostlin a jinych dominantnich skupin organismi
(Dale & Moran, 2006). Symbiotické mikroorganismy jsou schopné kolonizovat t¢émét vsechny

mnohobuné¢né organismy od rostlin k Zivo¢ichim (Peterson et al., 2009; Binek, 2012).

1.2 Mikrobiom

V soucasné dobé je lidsky mikrobiom jednou z nejpopularnéjSich oblasti védy a vyzkumu
(Mazmanian et al., 2008; Goodrich et al., 2014,). Zjistuje se vliv mikrobiomu na zdravi,
obezitu i zivotni troven ¢loveka. Lidsky gastrointestindlni trakt hosti kolem 500 mikrobidlnich
taxoni obsahujicich odhadem 1014 mikrobii, coz je podstatné vice, nez je pocet bunék
v lidském téle (Eckburg et al., 2005; Round et al., 2010). Na rozdil od vyssich eukaryot, hmyz
hosti podstatné méné pestré mikrobidlni spolecenstvi. Mensi diverzita mikrobiom hmyzu

umoznuje 1épe pochopit vliv symbiontl na jednotlivé fyziologické procesy.

Mikrobidlni organismy maji zasadni vliv na pfijem Zivin, reprodukci a schopnost hmyziho
hostitele pienaset patogeny (Azambuja et al., 2005; Jupatanakul et al., 2014). Kooperace
s mikroorganismy je nejvice studovana hlavné u potravné specializovaného hmyzu. Symbionti
poskytuji esencidlni latky chybéjici v krvy, potravé hematofagli (napf. mouchy tsetse, vsi,
Sténic). U fytofagi, napiiklad mSic, molic a ¢ervell, dodavaji Ziviny minimalné obsaZené ve
floemu a xylemu rostlin a u detritovorniho hmyzu (termiti, mravenci) dopliuji nutri¢ni obsah

detritu (Aksoy & Rio, 2005; Weiss & Aksoy, 2011).

V hostiteli nachazime fadu riznych symbiontt, ktefi mohou byt pro kazdého jedince unikatni.
funkce v mikrobidlnich spolecenstvech a jejich absence zasadné negativné ovliviiuje
fyziologické funkce hostitelt (Weiss & Aksoy, 2011). V mikrobiomu c¢asto dochazi ke
kooperaci mezi nékolika primarnimi symbionty, tak i mezi vice sekundarnimi symbionty

(Dale & Moran, 2006).

1.3 Role primarnich symbiontii v mikrobiomech

Primarni symbionti (P-symbionti) maji roli nepostradatelnych partnerd svych hostitelt a jsou
tedy pevné zaclenéni do jejich populaci. Odhaduje se, ze nejméné 10-15 % hmyzich druhti je
zavislych na obligatnich P-symbiontech (Einat Zchori-Fein & Kostas Bourtzis, 2012). P-
symbionti poskytuji svym hostitelim esencidlni latky chybé&jici nebo nedostatecné obsazené
Vv potravé daného jedince a jsou tedy pro hostitele Zivotné dulezité (Kirkness et al., 2010).
Jedna se nejCastéji o hmyz fytofagni, kterému poskytuji esencidlni aminokyseliny nebo o

hematofagni hmyz, kde dochazi k doplnéni predevsim skupiny vitamint B (Einat Zchori-Fein



& Kostas Bourtzis, 2012). Naptiklad u msice Cinara cedri, poskytuje symbiont esencialni
aminokyseliny nedostate¢né obsazené v potravé hostitele, které jsou nasledné vyuzity
k syntéze proteint (Shigenobu et al., 2000). V genomu primarniho symbionta Wigglesworthia
glossinidia je kodovano nékolik vitaminovych biosyntetickych drah, jejichz produkty
pravdépodobné dopliuji obsah vitamint v krvi obratlovcet, potravé much tsetse (Akman et al.,
2002). V ptipadé, Ze je u tsetse bakterie Wigglesworthia uméle eradikovana, dochazi
k sterilizaci samic (Pais et al., 2008). U mravence Camponotus floridanus je molekularni
podstatou symbidzy s bakterii Blochmannia floridanus fada metabolickych drah, které jsou
zapojeny do hostitelské vyzivy, vetné recyklace dusiku, asimilace, biosyntézy aminokyselin
a mastnych kyselin (Gil et al., 2003). Symbionti dokazi chranit své hostitele i proti predaci.
Napiiklad brouk rodu Paederus vyuziva toxin produkovany symbiontem k ochrané proti

slidakovitym pavouktim (Costopoulos et al., 2014).

Primarni symbionti se nachéazeji v hostitelskych buiikach (bakteriocytech), které mohou tvorit
komplexni symbioticky orgén, pojmenovany bakteriom (Braendle et al., 2003). Bakteriocyty
jsou vysoce specializované buiiky, které jsou schopny pojmout az né€kolik tisic bakteridlnich
symbiontd (McLean & Houk, 1973). Symbiotické organy se nejcastéji nachazi v hemocoelu
(napf. u sajiciho hmyzu), ve specializovaném segmentu stfeva nebo ve slepém stfeve ¢i
malphigickych trubicich (u hematofagniho hmyzu a broukt), ale i v tukovém télese (u Svabu

a mravencu; Gottlieb et al., 2008).

Primarni symbionti jsou pfenaseni mechanismem vertikalniho pfenosu, tedy pfenosu z matky
na potomstvo (Dale & Moran, 2006). Vertikalni ptenos ma dopad na strukturu populace,
ekologii a evolucni biologii. V kazdé generaci dochazi nasledkem vertikalniho ptenosu ke
snizeni velikosti populace symbiontl, oznacované jako ,,bottleneck®, coz mé za nésledek

ztratu genetické rozmanitosti a vy$si miru fixace Skodlivych mutaci (Nei et al., 1975; Tajima,
1989)

1.3.1 Genomy primarnich symbionti

Ve srovnani s volné Zijicimi bakteriemi je mira akumulaci Skodlivych mutaci u primérnich
symbiontll neporovnatelné vyssi. V jejich genomech byly pozorovany nejcastéj$i mutace
v podobé delece, zodpovédné za ztratu ¢asti DNA, inaktivaci gend C¢ijejich zkraceni
a nasledné pseudogenizaci (Parkhill et al., 2003; Burke & Moran, 2011). Symbiotické genomy
maji obecné nizky obsah GC nukleotidl, ktery je pravdépodobné zplisoben praveé témito
mutacemi (Moran, 1996; Wernegreen & Funk, 2004). Tyto Skodlivé mutace se dale dédi

a sméfuji ke zmenSovani genomti (Ohta, 1992). Tento jev je nazyvan genetickym driftem
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(Moran & Bennett, 2014; Bennett & Moran, 2015). Jako priklady miizeme uvést symbionty
much tsetse (Wigglesworthia glossinidia) ¢i msic (Buchnera aphidicola), s velikosti genomu
617 kbp a GC obsahem 25.3 % (van Ham et al., 2003; Belda et al., 2010; Weiss & Aksoy,
2011). Genomové¢ prace odhalily, ze obligatni symbidza zahrnuje nejen extrémni redukci
genomu, ale i rapidni evoluci bilkovin a zménu kodoni (McCutcheon & Moran, 2012).

Dochézi ke ztraté¢ gent nadbytecnych i prospesnych.

Nedavné studie naznacuji, Ze nékteré hostitelské genomy také prosly neobvyklymi zménami,
které jsou spojeny se symbidzou, véetné ziskani genti z horizontalniho bakterialniho pfenosu
(Husnik et al., 2013). Tyto extrémy jsou pohdnény dvéma hlavnimi faktory: symbiotickou
evoluci zptusobenou genetickym driftem a selekci bakterii uvnitt hostitele (Husnik et al.,
2013). Interakce téchto sil ma za nasledek rychlé evolucni zmény obou symbiotickych
partnertl, ale hlavn€ zmenSeni genomu primarniho symbionta. Obligatni symbioza, ve které
jsou tyto zmény nevratné se nazyva ,,rabbit hole* (Wernegreen, 2002; Husnik et al., 2013;
Bennett & Moran, 2015). Chybé¢jici geny u primarniho symbionta mohou byt doplnény
sekundarnim symbiontem, ktery s primdrnim symbiontem koexistuje, a dokonce muze

primarniho symbionta v systému zcela nahradit (Moran & Bennett, 2014).

1.4 Role sekundarnich symbionti v mikrobiomech

Na rozdil od primarnich symbiontii nejsou sekundarni symbionti nezbytni pro pteziti nebo
reprodukci hostitele (Oliver et al., 2003). Casto jsou pro hostitele uZiteéni a poskytuji mu fadu
vyhod. Mezi né patii odolnost proti nepfiznivym pfirodnim podminkam, jako jsou vysoké ¢i
nizké teploty, ochrana proti patogennim houbam nebo proti parazitoidim. Ochranu proti
parazitoidim poskytuje nékterym druhim msSic napfiklad fakultativni symbiont
Hamiltonella defensa (Oliver et al., 2003; Oliver et al., 2009; Einat Zchori-Fein & Kostas
Bourtzis, 2012).

Sekundérni symbionti jsou obvykle pfitomni v nespecializovanych buiikéch a tkanich, a to jak
V intracelularnim, tak i v extracelularnim prostiedi (Fukatsu et al., 2000). Nékteti S-symbionti
jsou schopni meénit reprodukéni strategii hostitele. Jedna z nejcastéjSich manipulaci je
tzv. cytoplazmaticka inkompatibilita, studovana nejvice u bakterie Wolbachia pipientis
zpiisobujici nekompatibilitu mezi infikovanymi a neinfikovanymi kmeny. Infikovani samci
sterilizuji neinfikované samice, ¢imz se zvySuje pocet infikovanych samic, a tedy Sifeni
symbionta populaci (Yen & Barr, 1971; Stouthamer et al., 1999; Dobson et al., 1999).

Podobnou reprodukéni manipulaci je naptiklad ,,son-killing*, tj. zabijeni samcich embryi,



znamé u bakterii Arsenophonus nasoniae a Cardinium hertigi (Oliver et al., 2003, Moran et
al., 2008).

Jeden z nejvétSich rozdili mezi sekundarnimi a primarnimi symbionty je zpusob jejich
pfenosu. Primarni symbionti jsou pifendSeni vyhradné vertikdln€, zatimco sekundarni
symbionti se mezi hostitelskymi druhy Casto §ifi horizontdlnim pienosem (Perotti, 2009).
V nékterych piipadech je prokdzan i prenos sekundérnich symbiontd spolu s primarnimi

symbionty vertikalni cestou (Novakova et al., 2015).

1.4.1 Horizontalni pienos symbiontu

Skutecnost, Ze se fylogeneze hostitelt neslucuje s fylogenetickymi stromy jejich symbiontd,
ptipisujeme mezidruhovému horizontalnimu pfenosu symbionti (Russel et al., 2003;
Viljakainen et al., 2008). Mezi symbionty, o kterych je znamo, Ze migruji pomoci
horizontalniho pfenosu patii napiiklad rod Arsenophonus nebo Wolbachia (Chiel et al., 2009).
Horizontalni pfenos symbiontli eliminuje nasledky genetického driftu pfenosem novych
(sekundarnich) symbiontl, kteti mohou poskytnout dulezité vlastnosti danym hostiteliim
(Burke & Moran, 2011). Tato spoluprace mize vést k situaci, kdy se puvodné fakultativni
bakterie stanou zavislymi na hostiteli a bud’ zcela nahradi pivodniho primarniho symbionta,
nebo se stanou dal§im ko-primarnim symbiontem. Pfedpoklada se, ze symbiont much tsetse
(Wigglesworthia glossinidia), se vyvinul pravé z takové fakultativni bakterie (Khachane et al.,
2007). U msice Cinara Cedri naptiklad dopliuje primarniho symbionta (Buchnera
aphidicola), bakterie druhu Serratia symbiotica, ktera se piimo podili na produkci
esencidlnich aminokyselin a predstavuje tak ko-primarniho symbionta tohoto systému
(Sandstrom et al., 2001; Koga et al., 2003). Dalsim ptikladem je u broukt symbiont
Nardonella sp., ktery koexistuje se Sodalis v linii Sitophilus (Conord et al., 2008).

K horizontdanimu pifenosu dochdzi bud’ mezidruhové nebo vramci jednoho druhu, a to
napiiklad pfi pafeni ¢i kanibalismu (Huigens et al., 2000; Moran & Dunbar, 2006). Ke
kompenzaci duasledki genetického driftu dochézi nejen pifenosem celych symbiontt,
ale i pouze horizontalnim pienosem jednotlivych gent ¢i operonti (HGT-horizontal gene
transfer; Kidwell, 1993; Heuer & Smalla, 2007).

1.5 VSi a jejich symbionti
Hmyz je nejrozsifenéjsi a také nejvice rliznorodou tfidou Zivocicht, obsahuje pies tii Ctvrté
milionu popsanych druht, a proto u n¢j nachazime mnoho parazitickych druhti (Volf et al.,

2007). Tato studie se soustfedi zejména na hematofagni zastupce, ktefi jsou vyhradné



obligatné paraziticti, tj. permanentni. Mezi permanentni parazity, jejichz cely zivotni cyklus
probiha na hostiteli, fadime v$i, vSenky a klose (Volf et al., 2007).

1.5.1 Phthiraptera

Vsi a vSenky (Insecta, Phthiraptera) jsou obligdtni a permanentni paraziti fady Zivoc¢ichu.
Podle klasifikace se Phthiraptera déli do ¢ty podiadi: podidd Amblycera (vSenky), Ischnocera
(vSenky), Rhynchohtphirina (vS§ivaci) a Anoplura (v$i; Light & Hafner, 2007). Vsenky
a vsivaci parazituji na ptacich a savcich a maji kousaci ustni ustroji, které pouzivaji ke
zpracovani kiize a n€kdy i ziskdvani krve svych hostiteli (Marshall, 1981). VSi jsou

ektoparaziti pouze savcu (Johnson et al., 2004; Light & Hafner, 2007).

1.5.2 Anoplura

VS§i podiddu Anoplura se déli na Sest odlisSnych linii, tj. Polyplacidae, Pediculidae,
Haematopinidae, Linognathidae, Rhynchophthirina, Haematomyzidae (Hypsa & Kiizek,
2007). Tito paraziti jsou morfologicky piizpisobeny k Zivotu na savéim téle. Jsou bezkiidli,
dorsoventraln¢ zplostéli a maji jeden tarsalni drap na kazdé noze, ktery jim pomaha udrzet se
ve vlasech ¢i v srsti hostitele (Light & Hafner, 2007). VSi prochazi proménou nedokonavou
zahrnujici tfi nymfalni vyvojova stadia (Volf et al., 2007). Vyvoj z nymf po dospé€lce trva
3-5tydnt v zavislosti na druhu (Elsheikha & Khan, 2011). Dospélci kladou vajicka
oznacovana jako hnidy na vlasy nebo na srst hostitele. Pomoci jejich specifického bodavé
saciho ustroji dokazou vsi sat krev pfimo z hostitelskych cév kazdé tii hodiny (Elsheikha
& Khan, 2011). Rozsahlé napadeni veSmi mtize zpusobit hostiteli anémii (Nelson et al., 1975).
Organismy z podfadu Anoplura jsou znamy jako ptrenaseci riznych patogenti clovéka (Kim,
2006). Naptiklad druh Pediculus humanus je pienaseCem bakterie Rickettsia prowazekii
zpusobujici skvrnity tyfus (Andersson et al., 1998; Weinert et al., 2009). Infekéni material se

do téla dostava spolu s trusem pies posSkrabanou klizi nebo ptes sliznici (Lehane, 2005).

1.5.3 Symbionti vsi

Vsi (Anoplura) spadaji do skupiny hmyzu, ktera je zndma svou spolupraci s intracelularnimi
symbiotickymi bakteriemi (Bandi et al., 1995). Primarni symbionti vsi tvoii polyfyletickou
skupinu nékolika vzdalenych linii. Ptfedchozi studie ukazuji, Ze existuje alespon Sest linii
endosymbiontli v§i, znichz vSechny jsou umistény v tfidé Gammaproteobacteria
(gramnegativni bacterie; Sasaki-Fukatsu et al., 2006; Allen et al., 2007; Hypsa & Kiizek 2007,
Allen et al., 2009; Fukatsu et al., 2009; Perotti et al., 2009) a spadaji do fadi Enterobacteriales
a Legionellales (Hypsa & Ktizek, 2007)



Nejvice prozkoumana je symbidza lidskych vsi, Pediculus humanus a Phthirus pubis,
s primarnim symbiontem Riesia pediculicola. Bakterie rodu Riesia je primarnim symbiontem
nejen lidskych vsi, ale i Simpanzi v8i (Pediculus schaeffi) a gorili v8i (Pthirius gorillae;
Sasaki-Fukatsu et al., 2006). Tyto symbiotické baketrie produkuji Kyselinu pantothenovou
(vitamin B5), bez které by nymfa vsi nepiezila (Perotti et al., 2009). Rod Riesia je ¢asto
fylogeneticky spojovan s rodem Arsenophonus (Sasaki-Fukatsu et al. 2006; Allen a kol. 2007).
Symbionti ze skupiny Arsenophonus se vyskytuji v5 % druhd ¢lenoveu, jako sekundarni
i primarni symbionti. Nalezneme je v pavoukovcich, klistatech, $vabech, v polokiidlém
a v blanoktidlém hmyzu, ve vsich, v mouchach a broucich (Duron et al., 2008). Dalsim
ptikladem symbiotickych asociaci vsi jsou bakterie rodu Wolbachia, nalezené u rodu
Haematopinus (Hypsa & Kiizek, 2007), ktera parazituje na praseti divokém. U lachtana
medvédiho se jedna o ves Proechinophthirus fluctus, ktera hosti symbionty z rodu Sodalis
a Rickettsia (Boyd et al., 2016).

Na ziklad¢ ptedchozich studii se ukdzalo, Ze tyto symbiotické bakterie jsou nezbytné pro
pteziti a reprodukci v§i. P-symbionti se ve vSich nachazeji v bakteriomech a jsou hlavnimi
zdroji k doplnéni stravy zejména o vitaminy skupiny B (Aschner, 1934; Griffiths & Beck,
1974). Pro bakterialni symbionty v§i je typicka hostitelska specifi¢nost a jen velmi ziidka

dochazi k pfenosu bakterii na jiny hostitelsky rod vsi (Light & Hafner, 2007).

Tato prace se zabyva linii v§i Polyplacidae a konkrétné druhem Polyplax serrata. Polyplax je
jeden z nejvice druhové bohatych rodt v§i se 78 popsanymi druhy. Vsi rodu Polyplax mizeme
nalézt na hlodavcich a rejscich fadu Rodentia a Soricomorpha (Light et al., 2010). Z pohledu
Sirokého spektra hostiteldl, je tento druh nejéastéji nachdzen u mysic rodu Apodemus (Stefka
& Hypsa, 2008). Tato prace obsahuje data ze v§i ziskanych z mySice kiovinné (A. sylvaticus),

lesni (A. flavicollis), malooké (A. microps) a temnopasé (A. agrarius).

Rod Polyplax obsahuje jako primarniho symbionta bakterii rodu Legionella, ktera spada do
Celedi Legionellaceae (Legionellales; Hypsa & Kiizek, 2007). Nova studie (Rihova, 2015)
roz§ifuje znamou diverzitu v§i o dal§tho primarniho symbionta zfadu Neisseriales

(Betaproteobacteria) a tim tvofi dalsi linii.

1.6 Modelovy systém: hostitel Apodemus vs. Polyplax serrata
Systém Apodemus-Polyplax se jevi jako dobry model pro zkoumani rozmanitosti genetické
struktury symbiontli na populacni Grovni. Geneticka struktura a rozmanitost populace hraji

velkou roli v souziti parazitd, jejich evoluci a vzniku novych druhli. Tvorba genetické


http://aem.asm.org/search?author1=Kayoko%E2%80%89+Sasaki-Fukatsu&sortspec=date&submit=Submit

struktury zavisi na fad€ faktord, jako je naptiklad historie populace, zZivotni prostiedi a Zivotni
strategie. Z piedchozich studii vime, ze diverzita paraziti a struktura populace je ovlivnéna
nekolika faktory, pfedevsim spole¢nou demografickou historii (Niebergin et al., 2004; van
Shaik et al., 2014) a naptiklad hostitelskymi rozptylovymi schopnostmi (Stefka & Hypsa,
2008; van Shaik et al., 2014).

Tento model uZ byl diive zkouman a popsan ve studii Jana Stefky a Vaclava Hypsi v roce
2008 a Jany Martint v roce 2016 (Stefka & Hypsa, 2008; Martinu et al., 2016). Na obecné a
fylogenetické tirovni jsou v§i rodu Polyplax jasné spojeny s evolu¢ni historii a distribuci
mysice rodu Apodemus. Avsak specificita a fylogeografie se méni ve tfech liniich na zakladé
rozdilnosti mtDNA parazita. V§i rodu Polyplax se déli na linii specifickou, obsahujici v§i z
druhu Apodemus flavicollis (S-linie), nespecifickou, obsahujici v8i z druhti Apodemus
sylvaticus a Apodemus flavicollis (N-linie) a linie v§i z druhti A. agrairus (Aa-linie) (viz
Obr.1). Dale se specificka linie déli podle haplotypt na vychodni a zapadni. Haplotypové testy
a testy neutrality pro S a N linii naznacuji, Ze v§i vstoupily do refungia v severnich oblastech
spole¢né s jejich hostiteli. Byly potvrzené podstatné rozdily v genetické diverzité mezi liniemi
Sa N, ¢imz se stvrdila rozmanitost dvou parazitickych linii s riznym stupném hostitelské
specificity (Martinu et al., 2016). V této praci se zabyvam otazkou, do jake miry se pozorované
fylogeografické paterny v hostitelskych populacich vsi odraZeji na podobé mikrobiomt druhu

Polyplax serrata.



2 Cile prace

Tato prace je soucasti velkého projektu, ktery se zabyva populacni diverzitou vsi rodu

Polyplax parazitujici mySice rodu Apodemus, konkrétné A. flavicollis, A. agrarius,

A. sylvaticus a A. microps.

Prvnim cilem je identifikovat primarni a ko-primarni symbionty z NGS (Next generation
sequencing) dat dostupnych pro vybrané populace vSich hostitelt. Z ptedchozich studii
byla ziskana data o popula¢ni diverzité v§i rodu Polyplax napii¢ Evropou. Prvni cil je tedy
ziskand data zpracovat a ziskat vhled do symbiotickych vztahli napti¢ populacemi
hostitele. Tato data obsahuji informace o pfitomnosti a relativni abundanci symbiontl v
jednotlivych hostitelich-vzorcich.

Dal$im cilem je interpretovat diverzitu a populacni strukturu symbiontl na pozadi
popula¢ni struktury hostitelt (ves, mysice). Konkrétné je analyzovan vliv geografického
a fylogenetického pivodu hostitele na mikrobiomové profily.

V amplikonovych datech jsme detekovali sekvence neznamého symbionta (v textu
referovan jako ,,coP-symbiont®), ktery se nachazi ve velkém zastoupeni v populacich
Polyplax serrata z A. flavicollis. Vzhledem k velikosti sekvenci z amplikonovych dat (cca
250bp) je velice obtizné navrhnout specifické primery. Cilem je s pomoci obecnych
primert ziskat delsi sekvenci pro 16S rRNA tohoto symbionta a objasnit jeho

fylogeneticky ptivod.



3 Material a metodika

3.1 Material urceny k amplikonovému sekvenovani

Tato prace je soucasti komplexniho vyzkumného projektu zaméieného na populacni genetiku
mysic (rod Apodemus) a jejich parazitd. V predchozich fazich projektu byl proveden sbér
materialu a popsany genealogické vztahy mezi jednotlivymi liniemi v§i rodu Polyplax, které
vykazuji riznou miru specificity napfi¢ analyzovanymi druhy hostitelti (viz Obr. 1). Material
pochazejici z riznych evropskych lokalit a ¢ty druhi mySic (A. flavicollis, A. sylvaticus,
A. agrarius, A. microps; viz Obr. 2), byl v podobé DNA templata (izolovanych z celych
jednotlivych v§i RNDr. Janou Martini) poskytnut Skolitelem. Za ucelem studia bakterialnich
spolecenstev, vcetn¢ vnitrobunénych symbiontl vs$i, byly DNA templaty odeslany na
amplikonové sekvenovani 16S rRNA provedené spolupracujici laboratofi (Prof. Noah Fierer,
CU Boulder, CO, USA). V jednom multiplexovém runu platformy Illumina MiSeq bylo
osekvenovano 367 barcodové odliSenych vzorkl. Konkrétn€ bylo provedeno cilené
sekvenovani 291bp V3-V4 regionu 16S rRNA, pomoci 515f-806r primert dle protokolu EMP
(Earth  Microbiome Project, http://press.igsb.anl.gov/earthmicrobiome/protocols-and-
standards/16s). Hruba amplikonova data v podobé pair-end readti o délce 291bp byla dale

zpracovana pomoci nize popsanych bioinformatickych postupi.
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Obr. 1: Genetické pozadi hostitelskych v§i Polyplax serrata: S-linie (zlutd) parazitujici pouze druh Apodemus flavicollis, N-linie (modra) linie parazitujici jak A. flavicollis, tak
A. sylvaticus a Aa-linie z mySic druhu A. agrarius (zelend). V obrazku je znazornéno rozdéleni specifické linie na W-zapad (modra) a E-vychod (riizova). Obrazek je pievzat

z prace: Martinu et al., 2016.
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Obr. 2: Odchytové lokality v Evropé a v Ceské republice
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Tab. I: Piehled vzorki odeslanych na amplikonové sekvenovani

Staty Pocet Apodemus Apodemus Apodemus Apodemus
vzorki sylvaticus flavicollis agrarius microps

Ceska Republika 159 12 117 15 0
Francie 29 21 7 0 0
Némecko 47 7 40 0 0
Italie 26 9 17 0 0
Makedonie 33 0 33 0 0
Slovensko 38 0 22 7 7
Velka Britanie 33 22 11 0 0
Bulharsko 1 0 0 1 0
Spanélsko 1 1 0 0 0
celkem 367 72 247 23 7
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3.2 Zakladni zpracovani amplikonovych dat

Krok 1: Primarni zpracovani

Demultiplexing: prep fastq for uparse paired. py

Pdrovani: fastq_mergepairs

Krok 2: Pfiprava de novo databaze
Kontrola kvality: fastq_stats
Filtrovani: fastq filter
Dereplikovani: derep_fullength

Odstranéni jednotlivych sekvenci: sorthysize

Krok 3: Vytvoreni de novo databaze
Klastrovani: cluster otus

Cislovani OTU: fasta_number.py

Formatovani: fastq_filter

Krok 4: Mapovani dat
Mapovani: usearch_global

Vytvoieni OTU matrix: create_otu_table from_uc_file.py

Krok 5: Taxonomicka klasifikace
Prevod do formatu biom: biom convert
Pfifazeni taxonomie Kk sekvencim: assign taxonomy.py

Piifazeni taxonomie do biom formatu: biom add-metadat

Krok 6: Filtrovani nebakteridlnich sekvenci

Chloroplastii+mitochondrii+archea+no_hit:
filter taxa from otu table.py
Kontrola poétu sekvenci u vzorkii: biom summarize-table

Obr. 3: Shrnuti postupu pfi bioinformatického zpracovani amplikonovych dat. Program Qiime byl pouzit
u ptikazi oznacenych cervené a Usearch u ¢ernych piikazi.

Soubor hrubych Illumina pair-end dat byl zpracovan do podoby OTU (Operation Taxonomic

Unit)

matrix ptikazy programu Usearch

(http://drive5.com/usearch/) a

Qiime

(http://qiime.org/) podle schématu prezentovaného na Obr. 2.

Krok 1: Prvni krok obsahuje ptikaz demultiplexovani. Doslo k rozttidéni dat a jejich

pfifazeni ke konkrétnim vzorkim. Pfifazeny byly na zadkladé barcodl, které byly

pouzity pro ptipravu knihoven. Kazdy vzorek ma sviij barcod, ktery slouzi jako kli¢

k tiidéni dat v demultiplexovani. Dale prvni krok zahrnoval parovani readi. Piikazem

fastq_mergepairs se spojily forwardové a reverzni ready tak, aby piekryv sekvenci

¢inil nejméné 20bp a zaroven minimalni vyslednéa délka sekvence byla 200 bp.

Krok 2: Tento krok obsahuje filtrovani dat dle kvality, které bylo provedeno

S nastavenim parametru ,,maxee* na hodnotu 0,5. Za ucelem sniZzeni komplexity dat

ptred vytvofenim databaze byly sekvence dereplikovany, tedy roztiidény do skupin na

zaklad¢ absolutni shody. Jedine¢né sekvence byly z dereplikovaného setu odstranény.
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e Krok 3: De novo databaze byla vytvofena na zakladé 97 % sekvencni shody.
Jednotlivym sekvencim, piedstavujicim takovy klastr, bylo pfifazeno oznac¢eni OTU1-

OTUn. Hrubé sekvence byly pfeformatovany do fasta format.

e Krok 4: Demultiplexované a sparované sekvence, které proSly v druhém kroku
kontrolou kvality byly zpétné mapovany na de novo databazi (Krok 3) ptikazem
usearch global. Vysledkem tohoto kroku byla OTU matrix obsahujici informace
0 poctu jednotlivych OTU pro kazdy vzorek.

e Krok 5: Po vytvoreni OTU matrix jsme ptevedli data do formatu biom. Jednotliva OTU
byla ~ spomoci  blast algoritmu  (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
implementovaného do programu giime taxonomicky zafazena. Zdrojem
taxonomickych informaci byla databaze SILVA 123 (May 2016, https://www.arb-

silva.de/download/archive/qiime/).

e Krok 6: ZOTU matrix, v podobé biom souboru, byly odstranény v§echny nebakterialni
sekvence, tj. chloroplasty, mitochondrie, Archea a také sekvence oznacené jako

,»ho blast hit“, které nebylo mozno taxonomicky zaradit.

V poslednim kroku doslo k znahodnéni dat. Kazdému vzorku nélezi jiny pocet readl a pro
jakékoli komparativni analyzy je nutné data normalizovat. Vzhledem krozsahu 117-
835386 readl o priméru 19893, jsme pro hladinu zndhodnéni zvolili 2500 readi. Aby bylo
mozné ziskand data ¢ist a identifikovat primarni symbionty, prevedl se OTU matrix biom do
tabulatorové podoby. Analyza 8 negativnich kontrol zahrnutych do amplikonového
sekvenovani vyloucila kontaminaci analyzovanych vzorkt. Negativni kontroly obsahovaly
minimalni mnoZstvi readt (v fadu stovek) a jednotlivd OTU z negativnich kontrol nebyla

u vsich mikrobiomi zastoupena.

3.3 Analyzy amplikonovych datasetii

Nasledné analyzy znahodnéného setu byly provadény v programu R studio, ktery disponuje
moduly vhodnymi pro analyzy bakterialnich spolecenstev (https://www.rstudio.com/). Na
statistické testovani byla pouzita permutativni vicerozmérma ANOVA realizovand v R
(Funkce adonis v bali¢ku vegan, Oksanen, 2011). Modul vegan obsahuje nastroje pro analyzu
diverzity, metody koordinace a néstroje pro analyzu odliSnosti (Oksanen, 2011). Na analyzy
jsme pouzili funkce dalsich 16 modult jako jsou naptiklad: datasets, biom, ggplot2, permute,

rjson, a dalsi.
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Do R studia jsme nacetli metadata z pfedem vytvotené mapy a OTU matrix v podob¢ biom
formatu. Bray-Curtis distance byly pouzity pro vypocet matice nepodobnosti mezi
analyzovanymi vzorky. Metoda NMDS (Non-metric multidimensional scaling) byla pouzita
za ucelem vyhodnoceni vlivu vybranych faktorti, zejména hostitelského nebo geografického
pozadi, na mikrobiomové profily. Konkrétné jsme analyzovali mikrobiomy v§i rodu Polyplax
serrata z A. agrarius, A. flavicollis, A. sylvaticus, A. microps a jejich ptfipadnou hostitelskou

specifitu.

S cilem odhalit, do jaké miry maji primarni symbionti vliv na zjisténé odliSnosti, jsme
specifickou linii analyzovali pro dva odlisné datasety. Prvni piedstavoval kompletni dataset
zahrnujici vSechna OTU. Za ucelem posouzeni vlivu horizontdlné pienasené slozky
mikrobiomu jsme z druhého datasetu odstranili nejvice zastoupené symbionty (Legionella
OTU1 a,,Buchnera aphidicola “ OTU3). Pro oba datasety jsme analyzovali vliv geografického
pozadi na Grovni zemi (205 vzorkd, 6 evropskych zemi; viz Obr. 10 a 11) a lokalit (95 vzorki,
6 lokalit; viz Obr. 12 a 13), rozd¢€leni S-linie na vychodni a zapadni vétev (188 vzorka z toho
80 vzorku z vychodu a 108 vzorki ze zapadu; viz Obr. 14 a 15). Se stejnym cilem jsme
analyzovali nespecifickou linii, ze které jsme odstranili Legionella OTU1 a Staphylococcus
OTU2 (50 vzorku, 5 evropskych zemi; viz Obr. 16 a 17).

3.4 Testovani specifickych primeri a detekce symbionti

Na zakladé vysledkli amplikonového sekvenovani bylo k detekci symbiontl v populacich vsi
a testovani specificky navrzenych primert vybrano 18 vzorki DNA. Amplikonova data pro
tyto vzorky obsahovala konkrétni OTU s vysokym poctem sekvenci (5-49,83 %) se snizenym
GC obsahem. Krom¢ DNA templati z amplikonového datasetu byly na testovani primert
a detekci symbiontl pouzity také celé vsi (uchované v etanolu, -20 °C) pochazejici ze stejnych
jedincti mysic pouzitych k amplikonovému sekvenovani (viz Tab.ll). Izolace DNA vsi byla
provedena podle navodu izola¢niho kitu Blood & Tissue kitu (Qiagen). Nasledné byla
koncentrace DNA zméfena na nanofotometru (NanoPhotometer P-Class, IMPLEN).
V ptipad€ nizkych hodnot nebo nedostatecného mnozstvi daného vzorku u ptivodnich DNA
templati (vzorek NJ27A a StrAF36a), byl pouzit amplifika¢ni kit (Illustra GenomiPhi V2
DNA Amplification Kit). Takto pfipravena DNA byla dale pouzita pro PCR (Polymerase
Chain Reaction).
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Tab. II: Zakladni informace o pouZitych vzorcich z amplikovanych dat. Na zakladé analyz amplikonovych dat

(¢isla udavaji pocty sekvenci) poskytuje tabulka piehled o pfitomnosti tiech symbiontickych linii (OTU) ve

vzorcich DNA, které byly ndsledné pouzity pro testovani specifickych primert na PCR diagnostiku.

Vzorky Hostitel Lokalita P-symb  LegA LegB Izolace Ukel
cz (OTU3) (OTUL) (OTU4) 2016
Str22 A. sylvaticus Struzna 0 597 1 ne X
NJ27A A. agrarius Novy 1 0 1932 ne test prim*+Psymb?
Ji¢in
NJ60A A. agrarius Novy 0 1 2342 ne test prim
Ji¢in
NJ60B A. agrarius Novy 0 1 2377 ne test prim
Ji¢in
NJ58B A. agrarius Novy 5 2 2294 ne test prim
Jic¢in
StrAF36b A flavicollis Struzna 2400 74 0 ne test prim+Psymb
StrAFla A. flavicollis Struzna 2190 210 0 ne X
StrAF16d A flavicollis Struzna 2037 218 0 ne X
StrAF16 A. flavicollis Struzna X X X ano test prim
StrAF20a A flavicollis Struzna 2006 231 0 ne X
StrAF20 A. flavicollis Struzna X X X ano test prim
StrAF36a A flavicollis Struzna 1917 217 0 ne test prim+Psymb
StrAF16b A flavicollis Struzna 1887 406 1 ne X
StrAF16 A. flavicollis Struzna X X X ano test prim
StrAF15a A flavicollis Struzna 1849 540 0 ne X
StrAF20b A flavicollis Struzna 1793 547 0 ne X
StrAF36c A flavicollis Struzna 1591 456 0 ne test prim
StrAF36 A. flavicollis Struzna X X X ano test prim+Psymb
StrAF1c A. flavicollis Struzna 1536 704 0 ne X
StrAF15b A flavicollis Struzna 1427 641 1 ne X
StrAF15 A. flavicollis Struzna X X X ano test prim
StrAF20c A flavicollis Struzna 1282 397 0 ne X
StrAF20 A. flavicollis Struzna X X X ano test prim+Psymb
StrAF15c A flavicollis Struzna 1157 779 0 ne test prim
StrAF19b A flavicollis Struzna 130 2004 0 ne X
StrAF1b A. flavicollis Struzna 49 1973 2 ne X
StrAF19c A flavicollis Struzna 163 1870 0 ne test prim
StrAF13a A flavicollis Struzna 1 1471 1 ne X
StrAF13c A flavicollis Struzna 1 909 0 ne X
StrAF13 A. flavicollis Struzna X X X ano test prim
StrAFl16a A flavicollis Struzna 110 857 0 ne X
StrAF39b A flavicollis Struzna 792 0 ne X
StrAF39b A flavicollis Struzna X X X ano test prim
StrAF21 A. flavicollis Struzna X X ano test prim

! test prim - zkratka ugelu, pti kterém byly dané vzorky pouZity k testovéani specifickych primerti
2 psymb - zkratka ugelu, pti kterém byly dané vzorky pouzity k detekci CoP-symbionta
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3.5 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Polymerazova fetézova reakce byla provedena za tcelem testovani primera specifickych na
dv¢ linie bakterii Legionella identifikovanych v amplikonovych datech. PCR byla dale pouzita
k ziskani delsiho tseku sekvence 16S rRNA primarniho symbionta (,,coP-symbiont®) nové
identifikovaného v amplikonovém datasetu. Specifické primery byly navrzeny tak, aby
nasedly na dany tsek DNA sekvence 16S rRNA u primarniho symbionta Legionella
a rozpoznaly dvé linie Legionella, zde pojmenovany jako LegA a LegB. Z OTU matrix vime,
jaké vzorky jsou pozitivni na LegA a LegB a diky tomu jsme mohli testovat rtizné kombinace
téchto primert. Testovani specificky navrzenych primert a detekce coP-symbionta se
provadéla s HotStar DNA polymerazou (Qiagen) nebo s Plain PP Master Mixem (TopBio).
Testovani primerd zahrnovalo jak klasickou PCR, tak gradientové reakce. V rdmci
gradientové reakce, pouzité pro optimalizaci podminek PCR s konkrétnim parem primerd,
bylo testovano pét nasedacich teplot (45 °C, 49,7 °C, 53,4 °C, 57,3 °C a 60 °C). PCR reakce

se uskutecnila v pfistroji Mastercycler (Eppendorf) s pouzitim vhodnych programd.

Tab. I1I: Specifické primery, nespecifické primery a jejich sekvence, které byly pouzity na detekci dvou linii
Legionella. VSechny pary amplifikuji malou ribosomalni podjednotku 16S rRNA.

Primery LegA  LegB Sekvence (5-3) Zdroj

Leg22F ano ano TGGCTCAGATTGAACGCTGG Nové navrzeny
Legl557R ano ano GTTCCCCTAYGGCTACCTTG Nové navrzeny
LegAG6O3F ano ne GTGCGTAGGTTGTATGGTAA Nové navrzeny
LegA695R ano ne CCCTATCCCATACTCTAGTTTGGT Nové navrzeny
LegB622R ne ano TTACCACACCACCTACGCAC Nové navrzeny
LegB695R ne ano CCCTATCCTATACTCTAAGTCTGGCA Nové navrzeny

DR nesp. nesp. CRACACGAGCTGACGACA (Hypsa & Kiizek, 2007)
DF nesp. nesp. CACACTGGAACTGAGAYACG (Hypsa & Kiizek, 2007)
R1060 nesp. nesp. CTTAACCCAACATTTCTCAACACGAG (Hypsa & Kiizek, 2007)
F40 nesp. nesp. GCGGCAAGCCTAACACAT (Hypsa & Kiizek, 2007)
Leg 16 R3 nesp. nesp. AGCCGGTGCTTATTCTTT Nové navrzeny

Leg 16 F3 nesp. nesp. ACTATYKACTTCTGGTGC Novée navrzeny
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EMP (515f) nesp.
EMP (806r) nesp.
L4 nesp.
EUB 16S nesp.

nesp.

nesp.

nesp.

nesp.

GTGYCAGCMGCCGCGGTAA

GGACTACNVGGGTWTCTAAT

GACCAACAGCTAGTTGA

CCATTGTAGCACGTGT

(Parada et al., 2015)
(Parada et al., 2015)
(Hypsa & Kiizek, 2007)

(O'Neill et al., 1992)

Tab. IV: Slozeni reakce s HotStar polymerazou

Tab. V: Slozeni reakce s Master mixem

Slozky (kD) Slozky (u)
H.O 18,2 H,0 7
dNTPs (deoxynukleotidova smés) 1
Pufr 2,5 MM 10
Forward primer 1 Forward primer 1
Reverse primer 1 Reverse primer 1
polymeraza 0,3 DNA
DNA 1
Tab. VI: Podminky PCR s Hot Star polymerazou a Master mixem
Hot Star polymeraza Master mix
Uvodni denaturace 15 min 95°C 5 min 94 °C
Denaturace 1 min 94 °C 20s 94 °C
Nasedani primert 1 min 53°C 10s 57 °C
Extenze 1 min 72 °C 30s 72°C
Finalni extenze 10 min 72 °C 7 min 72 °C
Pocet cykli 35X 35x

(denaturace-extenze)

3.6 Gelova elektroforéza

Vysledky polymerazové fetézové reakce byly vyhodnoceny podle velikosti pomoci gelové

elektroforézy. Do ptipravené¢ho 1% agarazového gelu bylo napipetovano ptiblizné 2 pul PCR

produktu smichanym s fluorescen¢nim barvivem SYBR GREEN (Invitrogen) a se stejnym

mnozstvim smési 6x DNA Loading Dye (Thermo Scientific). Déle byl pouzit 1 kb DNA

Ladder pro urceni piiblizné délky DNA fragmentl. Gely byly nasledné vizualizovany UV

zéatenim v zatizeni UVITEC s pomoci programu Alliance.

3.7 Klonovani a transformace

Produkty ziskané z PCR reakci s nespecifickymi primery DR a DF byly klonovany pomoci

NEB PCR Cloning kitu, do pMini T Vectoru. Nejprve byla pfipravena ligacni smés slozena

z 1ul PCR produktu, 1ul pMiniT Vectoru, 3pl H20, 4ul Cloning Mixu 1 a 1ul Cloning Mixu
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2. Smés byla inkubovana 15 minut pti pokojové teploté (25 °C). Déle byla smés umisténa na
2 minuty na led. 2,5 pl ligaéni smési bylo smichdno s 25 pl kompetentnimi bunikami
(NEB 5 - alpha Competent E. coli) a nechana na ledu po dobu 20 minut. Transformace byla
provedena tepelnym Sokem pii 42 °C v termobloku (30 s). Nasledné byla smés pfesunuta
zpatky na 5 minut na led. Poté bylo k smési piipipetovano 300 ul SOC (Super Optimal broth
with Catabolite repression) média a tento mix byl umistén na 60 minut do ttepacky (250 rpm)
a inkubovan pii teploté 37 °C. Bunky byly rozetieny na SOC plotny Zehlickou a uchovany

pies noc v inkubatoru (37 °C).

Druhy den byla provedena selekce narostlych kolonii, které byly zbarveny do bilé barvy.
Z kazdé Petriho misky bylo odebrano 5 kolonii. ,,Colony PCR* byla provedena s primery
Cloning F a Cloning R (NEB PCR Cloning Kit).

Tab. VII: Colony PCR

Uvodni denaturace 2 min 94 °C
Denaturace 15s 94 °C
Nasedani primert 15s 53 °C
Extenze 60 s 68 °C
Finalni extenze 5 min 68 °C
Pocet cykli 30x

(denaturace-extenze)

3.8 Sangerovo sekvenovani

Pied sekvenovani je nutné z produkti PCR odstranit zbylé primery a neinkorporované
nukleotidy. PCR z narostlych kolonii (23 vzorku) bylo enzymaticky piecisténo pfidanim
0,2 ul fosfatazy (Fast Up, vyrobce) a 0,2 pl exonukledzy (EXO 1, vyrobce). Podminky
enzymatického piecisténi byly: inkubace pfi teploté 37 °C na 15 minut a inaktivace enzymu
pti teploté 80 °C po dobu 15 minut. Z takto upravenych vzorki se odpipetovalo 5 pl roztoku

a smichalo se s 5 pl primerem (Cloning F) a smés byla posldana na Sangerovo sekvenovani.

3.9 Zpracovani Sanger sekvenci a fylogeneze

Sestaveni datasetu a nasledna rekonstrukce fylogeneze pro linii coP-symbionta byla provedena
pod vedenim doktorandky Evy Sochové. Sekvence coP-symbionta ziskané sekvenaci
z narostlych kolonii byly zpracovavany pomoci programu Geneious. V prvnim kroku byly
odstranény sekvence vektori, primert a ptipadné Spatné¢ osekvenované konce. Primarni
identifikace  sekvenci byla provedena pomoci serveru NCBI  BlastSearch
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi),  ktery  vyhledal  nejpodobnéjsi  sekvence

v nukleotidové databdzi nr. V taxonomickém zafazeni representativnich sekvenci
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jednotlivych OTU dle databaze Silva, byl coP-symbiont uréen jako Buchnera aphidicola. Za
ucelem urceni ptiblizné fylogenetické pozice coP-symbionta byl sestaven dataset 395 sekvenci
16S rRNA o délce 790 bp. K vytvofeni alignmentu byl pouzit program Mafft s pouzitim
E-INS-i algoritmu implementovany do platformy Geneious. K rekonstrukci fylogenetického
stromu byla pouzita metoda Maximum likelihood (ML) s pomoci programu PhyML v 3.0
(Guindon et al., 2009). Pro vybér modelu substituce nukleotidii byl pouzit jModelTest
(Santorum, 2014), na jehoz zakladé byl pouzit GTR model (General Time Reversible;
Rodriguez et al., 1990) s gamma distribuci se 4 rychlostmi substituce a s parametrem alpha.
Déle byla pouzita metoda Subtree prunning a regrafting (SPR), kterd prohledava topologii
a vzdalenosti vétvi. Vytvoreny fylogeneticky strom byl upraven v programu FigTree v1.4.2

ajeho vysledna graficka podoba byla provedena v programu InkScape v0.91/Adobe
[lustrator.
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4 Vysledky

4.1 Identifikace primarnich a koprimarnich symbiontii z amplikonovych dat

Zpracovanim amplikonovych dat jsme ziskali OTU matrix pro 367 odliSnych vzork, kde byl
primérny pocet amplikonti ziskanych pro jeden vzorek 19893 readl. Vysledny dataset byl
zndhodnén na 2500 readl. Na zaklad¢é pocetnosti jednotlivych OTU a GC obsahu byly
identifikované symbiontické linie, ze kterych byla vytvofena tabulka, kterd ukazuje
procentualni zastoupeni symbiontli v jednotlivych mikrobiomech mysic a jejich GC obsah
nukleotid (viz Tab. VIII, zahrnuty jsou bakterie, které v mikrobiomu zaujimaly vice nez
0,5 %). Na pozadi GC obsahu sekvenci pro jednotliva OTU (viz Tab. VIII) a genealogie P.
serrata jsme zrekonstruovali pravdépodobné evolucni schéma symbiotickych vztaht této vsi

s bakteriemi (viz Obr. 4).

Bakterie rodu Legionella byla identifikovana ve vSech analyzovanych mikrobiomech v§i
druhu Polyplax serrata ze ¢tyt druhG mysic (viz Tab. VIII). Na zaklad¢ této distribuce
a nizkého GC obsahu ziskanych sekvenci, povazujeme OTU1 a OTU4 pro rod Legionella za
primarni symbiony. Zatimco hlavni slozkou mikrobiomu vs§i druhu Polyplax serrata z
A. agrarius je OTU4, dale referovana jako Legionella B, ve vsich z A. flavicollis a
A. sylvaticus nachazime ve velkém poctu Legionella A OTU1. Ptitomnost téchto dvou linii
naznacuje kodiverzifikaci symbionta se v§im hostitelem parazitujicim na geneticky odliSnych
liniich mysSic, viz evolu¢ni schéma Obr. 4. Dalsiho, pravdépodobné primarniho symbionta,
predstavuji sekvence OTU3, které byly identifikovany dle blast vyhledavani v databazi
SILVA jako symbiont Buchnera aphidicola. OTU3 nalezneme pouze v mikrobiomech vsi
z A. flavicollis a v této praci ho znacime jako coP-symbionta (viz Obr. 4). Zajimavy je
mikrobiom v§i z A.microps, ve kterém nalezneme Legionella B advé linie bakterii
Arsenophonus. Arsenophonus OTU13 ma GC obsah 53,7 %, takze se pravdépodobné jedna o
recentné ziskaného sekundarniho symbionta. Sekvence Arsenophonus OTU18 ma GC obsah
pod 49,4 %, z ¢ehoz usuzujeme, Ze jde spiSe o primarniho symbionta. V linii P. serrata

z A. agrarius potvrdila amplikonova data ptitomnost bakterie ze skupiny Neisseriales.

22



Tab. VIII: Vyhodnoceni dominantnich zastupcti v mikrobiomech v§i rodu Polyplax ze étyt druhtt Apodemus
a GC obsah nukleotidl jejich sekvenci. Do tabulky jsme zahrnuli symbionty, ktefi méli zastoupeni v daném

mikrobiomu nad 0,5 %.
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Polyplax spinulosa (Hypga & KFizek, 2007)

coP-symbiont ———>

Legionella == S-linie (A. flavicolis) (Hyp3a & Kizek, 2007)

Legionella OTU1

N-linie (A. sylvaticus, A. flavicolis) (Hyp3a & Kizek, 2007)

Polyplax serrata

(Rihova, 2016) Neisseria like =
e Aa-linie (A. agrarius) (Hyp3a & Kiizek, 2007)

Legionella OTU4

A. microps
Arsenophonus OTU 18 ——>
Arsenophonus OTU 30—

Obr. 4: Schéma evoluce bakterialni symbidzy u v§i rodu Polyplax. llustrace, zalozena na vysledcich amplikonovych
dat, zobrazuje primarniho symbionta Legionella a jeho evoluci s druhy Polyplax spinulosa a Polyplax serrata.
V ramci druhu Polyplax serrata sleduje Legionella (OTU1 a OTU4) diverzifikaci v$i na linie S, N, Aa a Am, vazané
na rizné druhy mysSic. Vstup dal$ich symbiontl (COP-symbiont, primarni a sekundarni linie Arsenophonus,
a Neisseria-like symbiont) je naznacen pro ptislusné linie P. serrata barevnymi Sipkami.

4.2 Testovani specifickych primeri a detekce cOP-symbionta

Testy specifickych primerti prokdzaly funkcnost paru Leg22F a LegA695R, ktery detekuje
Legionella A (OTUL).

Ve vzorcich z klonovéani, které byly poslané na Sangerovo sekvenovani, bylo detekovano ve
22 vzorcich 6 riznych bakterii. Podatilo se detekovat Legionella A (2 vzorky), Neisseria-like
OTU8 (4 vzorky), Escherichia OTU10 (1 vzorek), Acinetobacter OTUS5 (2 vzorky),
a Bartonella OTU20 (5 vzork®). V osmi vzorcich byl osekvenovan neznamy CoP-symbiont
OTUS3, z kterého jsme ziskali sekvenci dlouhou 790bp. Sekvence byly rozpoznany pomoci
serveru NCBI BlastSearch (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

4.3 Fylogeneze

Fylogeneticka analyza vytvofena z 395 sekvenci z Gammaproteobacteria 16S rRNA zatadila
sekvence symbiotickych OTU identifikované v amplikonovém datasetu do dvou fadu, tj.
Legionellales a Enterobacteriales. CoP-symbiont se klastroval do rodu Enterobacteriaceae
s dal$imi symbionty much, mravenct, msic a dalSich. Sesterskou skupinou je fylogeneticka
vétev symbionti pijavic (Placobdeloides siamensis a Parabdella sp.). Bakterie z fadu

Nesseriales nebyla do databaze zatazena, protoze nespada do Gammaproteobacteria.

24


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Gammaproteobacteria

03

Legionella OTU4 (B)
[IEndosymbiont of Polyplax serrata

L‘r Legionella OTU1 (A)
Endosymbiont of Polyplax spinulosa

| Fluoribacter dumoffiNY 23
L

eionella pneumophila

r— Vibrionales

= ]. Aeromonadales

v

Enterobacteriales

Obr. 5: Fylogeneticka kostra tfidy Gammaproteobacteria, ve které jsou vyznaceny nékteré vyznamné skupiny bakterii,
véetné zvyraznéné Legionellales, kam se fadi nami detekované Legionella OTU1 (A) a Legionella OTU4 (B). V Celedi
Enterobacteriaceae (Enterobacteriales) je Cervené zvyraznénad fylogeneticka vétev determinujici neznamého cOP-

symbionta.
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Uncultured bacterium clone Pdhum 519052
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Obr. 6: Fylogeneticka rekonstrukce fadu Enterobacteriales s vyzna¢enim monofyletickych skupin Enterobacteriaceae
a Enterobacteriaceae-Arsenophonus. V prvni skupiné je vyznacen COP-symbiont. Druha skupina je vyznacena pro
ilustraci umisténi bakterii rodu Arsenophonus véetné nami detekovanych Arsenophonus OTU13 a OTU18, které byly
nalezeny v datech amplikonového sekvenovani (viz. Vysledky a Diskuze).
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4.4 Mikrobiomy vsi rodu Polyplax z A. agrarius

V mikrobiomu v§i P. serrata z A. agrarius dominuje Legionella OTU4, ktera zaujima
49,83 %. NMDS (Non-metric multidimensional scaling). Analyzy prokazaly jasné odd¢leni
mikrobiomu linie Polyplax z A. agrarius od mikrobiomu ostatnich hostitelt (viz Obr. 7, 8, 9).
Odlisnost mikrobiomovych profilli je determinovana linii P. serrata parazitujici mySice
A. agrarius, nikoliv geografickym ptvodem vzorkt (viz Obr. 8 a 9). Vzhledem k celkové
nizkému poctu analyzovanych vzorki (22) pochazejicich z 6 lokalit, nebyly mikrobiomy linie
v§i z A. agrarius a A. microps (6 vzorku, 2 lokality) podrobné&ji analyzovany. Vysledky
mikrobiomovych analyz pro linie P. serrata z druhti A. flavicollis a A. sylvaticus jsou
prezentovany na zéklad¢ genealogie vSich hostitelll, kterd je znidzornéna v Casti Material

a metody na Obr. 1.

®
0.4-
0.34 ® A.agrarius (22)
° ® A.flavicollis (240)
0.2- ° A.microps (6)
® o A.sylvaticus (68)

0.1- .
-0.0

°

°
-0.1

o
-0.2
-0.3

058 04 -03 -02 01 00 0.1 02 03 0.4
Obr. 7: Znazornéni mikrobiomi v§i druhti Polyplax serrata z A. agrarius, A. flavicollis, A. microps a A. sylvaticus

na zakladé podobnosti slozeni mikrobiomt. Kazda tecka znazorfiuje mikrobiom jednoho jedince rodu Polyplax
a barvami jsou odliSeny jednotlivé druhy hostitelt.
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Obr. 8: Znazornéni mikrobiomu v§i Polyplax serrata z A. agrarius
a z A. flavicollis pochazejici z Radvanovskych skalek
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Obr. 9: Znazornéni mikrobiomu v§i Polyplax serrata z A. agrarius
a z A. flavicollis pochézejici z Nového Ji¢ina
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4.5 Analyzy specificka linie Polyplax serrata

4.5.1 Geografie jako determinant mikrobiomového profilu

Vliv geografického ptivodu vzorkti na mikrobiomy profil byl posuzovan na dvou odli$nych
datasetech (viz Material a metody 3.3) a dvou geografickych Grovnich: v ramci evropskych
statti (205 vzorkd, Obr 2) a v ramci odchytovych lokalit v jednotlivych statech (95 vzorka,
Obr.2)

NMDS analyza slozeni mikrobiomi u specifické linie v§i P. serrata (A. flavicollis) potvrdila
signifikantni rozdily mezi vzorky pochézejicimi z riiznych statii, a to jak v kompletnim
datasetu (viz Obr. 10, Tab. IX), tak datasetu bez hlavnich symbiotickych OTU (viz Obr. 11,
Tab. X). Odlisnost mikrobiomil byla dale testovana pro jednotlivé pary statt. Z 15 part statt
za pritomnosti vSech symbiontd (tj. plny dataset) vyslo 13 part signifikantné odlisnych
(viz Tab. IX, obrazova piiloha 8.1). Po odstranéni Legionella OTU1l (A) a Buchnera
aphidicola OTU3 (coP-symbiont) bylo signifikantné odlisnych 12 pari (Tab. X, obrazova
ptiloha 8.1). Signifikatni vysledky statistickych analyz provedenych funkci adonis jsou
uvadéné v jednotlivych tabulkach a obrazcich jako hodnota R? s oznagenim *** pro hladinu
vyznamnosti 99 % a ** pro 95 %. VSechny prezentované grafy jsou vysledkem NMDS analyz

matic (ne)podobnosti a osy grafil urcuji pouze jeho orientaci.
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Obr. 10: Znazornéni mikrobiomi v§i Polyplax serrata
(S-linie) z evropskych statli se v§emi symbionty.
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Tab. IX: Vysledky statistické analyzy odli§nosti mikrobiomt v§i Polyplax serrata (S-linie) z evropskych stat v plném datasetu.

All Ceska Republika  Itilie Némecko UK Makedonie

Italie 0,042 0,001 ***

Némecko 0,0732 0,001 *** 0,13185 0,001 ***

UK 0,01622 0,098. 0,08159 0,061. 0,08242 0,001 ***

Makedonie 0,04225 0,001 ***  0,11995 0,001 *** 0,0895 0,001 *** 0,07624 0,001 ***

Slovensko 0,09849 0,001 ***  0,20384 0,001 *** 0,27216 0,001 *** 0,14535 0,001 *** 0,24871 0,001 ***

Tab. X: Vysledky statistické analyzy odli§nosti mikrobiomu v§i Polyplax serrata (S-linie) z evropskych stati po odstranéni dominantnich Symbiontu.

Ceska Republika Italie Némecko UK Makedonie
Itilie 0,05399 0,001 ***
Némecko 0,08859 0,001 *** 014631 0,001 ***
UK 0,021192 0,025 * 0,0965 0,012 * 0,09121 0,001 ***
Makedonie 0,03978 0,001 *** 0,11675 0,001 *** 0,08507 0,001 *** 0,08625 0,001 ***
Slovensko 0,12466 0,001 ***  0,22052 0,001 *** 0,27587 0,001 *** 0,004 ** 0,2468 0,001 **=*
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MDS2

Signifikantni rozdily mezi mikrobiomovymi profily byly nalezeny i na urovni lokalit pro oba
analyzované datasety (Obr. 12 a 13). Pro Ceskou republiku bylo parové porovnano 15 part
lokalit. V ptipad¢ plného datasetu byly signifikantné odlisné mikrobiomy z 10 part lokalit. Po
odstranéni hlavnich symbiontt, byly signifikantni rozdily nalezeny pro 8 paru (Tab. X1 a XI|,

obrazova priloha 8.2).

2 — % %k %k
R?=0,23797 0,001 *** R?=0,24672 0,001
0.501 -
0.2
* L
0.25 .
Doupov ]
*
0.01 Jachymow o~ -
# Litvinov_Sumny_L 8
# Podebrady = 0007
L
02 » og Struzna
e - Vykmanov
L
-0.251
-0.4 *
-0.6 -0.4 -0.2 0.0 02 -0.4 -0.2 0.0 0.z
MDS1 MDS1

Obr. 13: Znazornéni mikrobiomu vsi
Polyplax serrata z A. flavicollis (S-linie) bez
hlavnich symbiont.

Obr. 12: Znazornéni mikrobiomu v§i
Polyplax serrata z A. flavicollis (S-linie)
V plném datasetu.
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Tab. XI: Vysledky statistické analyzy odlignosti mikrobiomi specifické linie vii Polyplax serrata z lokalit v CR se viemi symbionty.

All Doupov Jachymov Litvinov Sumny Diil Vykmanov Struzna
Jachymov 0,29592 0,001 ***

Litvinov Sumny Dil ~ 0,25557 0,001 *** 0,17678 0,001 ***

Vykmanov 0,15053 0,001 *** 0,23696 0,001 *** 0,21749 0,001 ***

Struzna 0,10928 0,001 *** 0,12247 0,001 *** 0,08865 0,001 *** 0,07864 0,001 ***

Podébrady 0,25333 0,003 ** 0,23692 0,002 ** 0,19947 0,006 ** 0,20703 0,003 ** 0,7779 0,003 **

Tab. XII: Vysledky statistické analyzy odlignosti mikrobiomi specifické linie vii Polyplax serrata z lokalit v CR bez hlavnich symbiontii.

Doupov Jachymov Litvinov Sumny Diil Vykmanov Struzna
Jachymov 0,3073 0,001 ***
Litvinov Sumny Dil ~ 0,22028 0,003 ** 0,19214 0,002 **
Vykmanov 0,18397 0,001 *** 0,25213 0,001 *** 0,18231 0,001 ***
Struzna 0,10989 0,001 *** 0,14399 0,001 *** 0,08284 0,001 *** 0,05851 0,002 **
Podébrady 0,26334 0,003 ** 0,26581 0,007 ** 0,25114 0,029 * 0,22455 0,005 ** 0,09756 0,001 ***
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4.5.3 Genealogie jako determinant mikrobiomového profilu

Specificka linie, délici se dle haplotypli na vychodni a zapadni vétev (viz Obr. 1), umoznila
posouzeni rozdili mezi mikrobiomy na populacni Grovni (podlozené genealogii). Analyza
80 vzorkl z vychodni a 108 vzorkl ze zapadni vétve odhalila signifikantni rozdily mezi

mikrobiomy z téchto dvou skupin jak v plném datasetu (viz Obr. 14) tak bez hlavnich
symbiontt (viz Obr. 15).
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Obr. 14: Zobrazeni mirkobiomu v§i Polyplax serrata specifické linie rozdélené na zapad a vychod
v plném datasetu (R?= 0,06175***).
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Obr. 15: Zobrazeni mirkobiomu v§i Polyplax serrata specifické linie rozdélené na zapad a vychod bez
hlavnich symbionti (R?= 0,0247 ***).
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4.6 Analyzy nespecifické linie

Analyzy z nespecifické linie obsahovaly 50 vzorkl z 5 stati. Mikrobiomy vs§i P. serrata z
A. flavicollis byly zastoupeny deseti vzorky a mikrobiomy vs$i P. serrata z A. sylvaticus ve
zbylych 40 vzorcich. Analyza nepodobnosti mezi mikrobiomy vS§i z riznych statd Evropy
poukazala na signifikantni rozdily v plném datasetu i datasetu bez symbiotickych linii. Parové

porovnani ale ukdzalo signifikantni rozdily v plném datasetu pouze pro Némecko s UK a po

odstranéni dominujicich symbiontu i pro Italii a UK (viz Tab. XIII a XIV).
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Obr. 16: Nespecificka linie mikrobiomu
v§i Polyplax serrata v plném datasetu.

R?=0,17641 0,001 ***
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Obr. 17: Nespecificka linie mikrobiomu v§i
Polyplax serrata bez dominantnich symbionti.

Tab. XIlI: Vysledky statistické analyzy odli§nosti mikrobiomu v§i Polyplax serrata (N-linie) z evropskych
statti v plném datasetu.

all Ceska Republika  Francie Némecko Italie

Francie 0,13889 0,067.

Némecko 0,12156 0,039 * 0,38 0,032 *

Italie 0,09046 0,038 * 0,19394 0,018 *  0,11994 0,043*

UK 0,05398 0,017 * 0,08008 0,12 *  0,09158 0,001 *** 0,05937 0,015 *

Tab. XIV: Vysledky statistické analyzy odli$nosti mikrobiomt v§i Polyplax serrata (N-linie) z evropskych
statd bez hlavnich symbionta.

Ceska Republika  Francie Némecko Italie
Francie 0,19205 0,183
Némecko 0,12146 0,17 0,31756 0,03 *
Italie 0,11487 0,012 * 0,15708 0,023 *  0,12804 0,007 **
UK 0,07258 0,014* 0,06781 0,154 0,12532 0,001 *** 0,07671 0,001 ***
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5 Diskuze

5.1 Diverzita vsi rodu Polyplax

Endosymbiotické bakterie v§i dopliuji pfedevsim skupinu vitamina B, které jsou nedostatecné
zastoupené ve stravé a jsou proto nezbytné pro zivot vsi (Douglas, 1989). Piedchozi studie
ukdzaly, Ze existuje minimaln¢ Sest odliSnych linii endosymbionti v§i, které se fadi do
Gammaproteobacteria do skupiny gramnegativnich bakterii (Sasaki-Fukatsu et al., 2006;
Allen et al., 2007; Hypsa & Kiizek, 2007). Tato prace piinasi novou symbiotickou linii v§i,
ktera se fadi do Enterobacteriales a nikoliv jiz do Legoinellales a Neisseriales (coP-symbiont;
Obr. 4). Kvili nedostatku informaci z 16S rRNA sekvenci v Enterobacteriaceae, nejsou

vztahy v této skupiné ptesné uréené (Hypsa & Kitizek, 2007).

Na zéklad¢ vysledkdi z amplikonovych dat jsme vytvorili schéma (viz Obr. 4), které
predstavuje koexistenci n€kolika primarnich symbionti v mikrobiomech v§i Polyplax serrata.
Ve specifické linii pravdépodobné dochazi ke kooperaci Legionella OTUL (A) snové
detekovanym coP-symbiontem. U linie vs§i Polyplax serrata z A. agrarius dopliiuje symbionta
Legionella OTU4 (B) nedavno detekovany primarni symbiont z Neisseriales (Rihové, 2015).
V mikrobiomech vsi druhu Polyplax Serrata z A. microps dominuji vedle Legionella OTU4
(B) dva druhy Arsenophonus (viz Tab. VIII). Kompenzace pomoci sekundarnich ¢i ko-
primarnich symbiontli je bézny mechanismus, jak se vyrovnat s ,rabbit hole”, ktera
piedstavuje disledky nevratitelné obligatni symbidzy, pii které se ztraci geny a zmensuji se
genomy (Wernegreen, 2002; Moran et al., 2008). Hostitelé symbionty vyzaduji pro nutri¢ni
a spravny vyvoj primarniho symbionta, ale genom symbionta z diisledku akumulace mutaci
z vertikalniho pfenosu ztraci geny a dochazi k jeho celkovému zmenSeni (Moran, 1996).
V momenté¢, kdy hostitel uzZ nema dostatek genli ze svého primarniho symbionta, dochazi ke
kompenzaci téchto genli ze sekundarniho symbionta, ktery mize doplnit priméarni symbionty
ve funkci ko-primarniho symbionta a ¢asem miiZe zastat misto primarniho symbionta uplné
(Koga et al., 2003; Allen et al., 2010). Naptiklad u jiz zminéné msice Cinara cedri nalezneme
primarniho symbionta Buchnera, ktera koexistuje s druhym symbiontem Serratia symbiotica
(Lamelasetal., 2011). K aplnému nahrazeni primarniho symbionta doslo napiiklad ve skupiné
Auchenorrhyncha v liniich vcetné cikad, ostrostfelct a pénod¢lek, kde byl hlavni symbiont
Sulcia muelleri, ktery byl nahrazen novym typem symbionta pfenesenym horizontalnim

prenosem (Bennett et al., 2015).

Tato skutecnost vysvétluje, pro¢ primarni symbionti maji nejmens$i genomy ze vSech

bunéénych organismt (McCutcheon & Moran, 2012). Nejvice prostudovany genom je
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z Buchnera aphidicola, ktery vykazuje znamky genetického driftu (Shigenobu et al., 2000).
Server NCBI BlastSearch (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) urcil nejvétsi podobnost
s coP-symbiontem pravé se symbiontem Buchnera aphidicola (90 %). Je mozné, Ze u coP-
symbionta doslo také k redukci genomu, a to miize byt jednim z diivodl, pro¢ BlastSearch

fadi coP-symbionta pravé k Buchnera aphidicola.

Fylogeneticky se coP-symbiont ftadi k symbiontim pijavic. Fylogeneticka pozice
v Enterobacteriaceae mutize byt lehce zavadé&jici. Piesné stanoveni evolu¢nich vztaht se potyka
sledovanym horizontalnim pfenosem symbiotickych forem mezi hostiteli v rdmeci této skupiny
(Naum et al., 2008; Raychoudhury et al., 2009). Prozatim zadna z pouzivanych metod, jako je
ML (maximum likelihood) a Bl (Bayesian interference) srtuznymi modely pouzité na
nukleové (GTR+I+T") a aminokyselinové (GTR/LG/WAG+I+T") data, nebyly schopné vyftesit
hlubsi fylogenetické vztahy a spravné umisténi symbiotickych taxonti. Pfikladem je zahrnuti
bakterie Riesia do P-symbiotické linie nebo zkreslené umisténi Wigglesworthia v klastru
Buchnera (Husnik et al., 2011). Uspotradani fylogenetickych stromii naznacuje, Ze jsou
symbionti tfidéni podle jejich délek vétvi ¢i AT obsahem nukleotidi. Placobdeloides
siamensis a Parabdella sp. jsou primarni symbionti pijavic, ktefi se znac¢i pravé vysokym AT
(53,7 %) obsahem nukleotidii na 16S rRNA genu (Kikuchi & Fukatsu, 2002). CoP-symbiont,
kterého jsme detekovali, mad AT obsah nukleotidii vysoky 55 %. Je mozné, Ze zrovna znamy
fylogeneticky artefakt, pfi kterém se pfitahuji symbionti se zvySenym AT obsahem nukleotidi
muze tady hrat dtlezitou roli (Husnik et al., 2011).

Vzhledem k nedostate¢nému mnozstvi vzorkt ziskanych z mikrobiomi v§i Polyplax serrata
z A. microps nelze vyvozovat ptesné zavery, ale detekce kooperace dvou druhtit Arsenophonus
s Legionella OTU4 (B) se jevi jako zajimavy cil dal§iho vyzkumu. Rod Arsenophonus
pfedstavuje jednu z nejbohatSich a nejvice rozsifenych rodii symbiotickych bakterii. Jedinci
zrodu Arsenophonus se objevuji jako sekundarni symbionti, kdy vykazuji schopnost
horizontalniho vstupu do hostitelskych linii, ale miZeme je najit 1 jako primarni symbionty
Vv obligatnim vztahu se svym hostitelem a schopni vertikalniho ptenosu (Gherna et al., 1991,
Novakova et al., 2009). V naSich datech se Arsenophonus lisi pfedev§im rozdilnym GC
obsahem nukleotidi. Arsenophonus OTU13 (zastupuje 20,67 % mikrobiomu z A. microps)
obsahuje 53,7 % GC nukleotidu, takze predpokladame, ze tato linie, zastava roli sekundarniho
symbionta. Arsenophonus OTU18 (zastupuje 17,5 % mikrobiomu z A. microps) ma GC obsah

49,4 % coz uz miZe naznacovat, Ze se jedna o primarniho symbionta. Na zéklad¢ pfedchozich
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analyz, chceme také upozornit, ze rod Arsenophonus je v soucasné dobé parafyleticky, a to
kvuli dvéma liniim, které jsou popsané jako rody Riesia a Phlomobacter, ale spadaji do rodu
Arsenophonus (Novakova et al., 2009). Pravé bakterie Riesia je primarnim symbiontem nejen
lidskych vsi, ale i Simpanzi v$i a gorili v§i (Sasaki-Fukatsu et al., 2006). Otazkou dalsiho
vyzkumu by mohlo byt upfesnéni pozice Arsenophonus, jakozto bakterie Riesa v pozici ko-

primarniho symbionta v mikrobiomu vsi Polyplax serrata z A. microps.

5.2 Mikrobiomy na pozadi genetické struktury hostiteli

Mikrobiomy hmyzu, a tedy i mikrobiomy v§i maji oproti obratlovcim podstatné nizsi
diverzitu a jsou do zna¢né miry ovlivnény potravou hostitele (Cohen et al., 2015).
Identifikovali jsme 19 rGznych symbionti (OTU), které zaujimaji vice nez 0,5 % z celého
mikrobiomu vs§i Polyplax serrata (63 % Gammaproteobacteria, 10,5 % Betaproteobacteria,
5,3 % Alphaproteobacteria 10,5 % Actinobacteria, 5,3 % Flavobacteria, 5,3 % Bacili).
V mikrobiomu vs§i Polyplax serrata dominuji v 37,9 % bakterie Legionella OTU1 (A),
v 7 % Staphylococcus, v 3,9 % Legionella OTU4 (B) a v 3,8 % Buchnera aphidicola (coP-
symbiont). Velice podobné jsou v tomto ohledu naptiklad mikrobialni spolecenstva msic,
Ktera také zahrnuji obligatni symbionty a nékolik malo dalSich bakterii. U msic bylo
detekovano 21 bakterii (OTU), pro které vice nez 98 % sekvenci pochdzi ze znamych
symbiontli m$ic (Gauthier et al., 2015). Pravé u fytofagniho hmyzu se setkavame s nejchudsi
mikrobialni rozmanitosti, kde se ve vzorku vyskytuje i méné nez 12 bakterii (OTU; Russel et
al., 2013; Jink et al., 2014). Na Grovni jednotlivce, mize byt rozmanitost mikrobidlni diverzity
obohacena o riizné jiné bakterialni taxony ¢i viry a houby atd. V nasich datech jsme naptiklad
zaznamenali pfitomnost Staphyloccocus ¢i Geobacillus a mnoha dalsich. Podobné jako u msic
je proto u v§i P. serrata ekologicky a evolu¢ni vyznam téchto dalSich mikrobidlnich
spolutiCastniki pravdépodobné zanedbatelny v porovnani s primarnimi a sekundarnimi

symbionty.

Rozmanitost a genetickd struktura mikrobioml jsou zékladnimi pfedpoklady pro pteziti
a evoluci populaci (Price, 1980; Banks & Paterson, 2005). Geneticka struktura sdruzeni
Polyplax-Apodemus jako parazit-hostitel se jevi jako dobry model pro studiium ko-evoluce
na urovni populace. V obecné rovin¢ genealogie jsou v$i rodu Polyplax jasné spojené
s evolu¢ni historii a distribuci Apodemus a déli se na tfi linie (tj. specificka, nespecificka a linie

z A. agrarius; Stefka & Hypsa, 2008).

Analyzovali jsme nejprve vsechny vzorky, s cilem prokazat odlisnost mikrobiomu vsi

P.serrata z A. agrarius od specifické a nespecifické linie, coZz se potvrdilo na Obr. 7.
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Zaucelem zjistit, zda je mikrobiom vs$i rodu Polyplax z A. agrarius odlisny ve spojitosti
s hostitelem nebo geografii jsme analyzovali dvé lokality (Radvanovské skalky a Novy Ji¢in),
ve kterych dominuje A. agrarius. Podoba mikrobiomu byla jasné zavisla na hostitelské
taxonomii (viz Obr. 7, 8, 9). Z vysledku (viz Obr. 7) této analyzy lze vycist velkou podobnost
mikrobiomt P. serrata z A. sylvaticus a z A. flavicollis, jakozto specifické a nespecifické linie,

které byly oznaceny ve studii Jany Martinti (Martinu et al., 2016) jako monofyletické sestry.

Piedpokladame, Ze bakterie diskutované v oddilu 5.1, tedy piedevsim Legionella (A a B), jsou
pfenaseny v mikrobiomech jednotlivych linii Polyplax vertikdlné. Zajima nas tedy, jaka je
hlavni determinujici sila pfi formaci struktury mikrobiomd, jestli jde o vliv vertikalni €I
horizontalni slozky. V mikrobiomech msSic jsou hlavnimi determinanty, které formuji
mikrobidlni strukturu, ekologické sily (napf. tlak neptatel) a horizontdlni pienos symbiontl

(Gauthier et al., 2015).

5.3 Mikrobiom vsi rodu Polyplax z A. flavicollis (Specificka linie)

Za ucelem zjistit vliv vertikalni ¢i horizontalni slozky u v8i Polyplax serrata, jsme
z mikrobiomu vsi specifické linie odstranili primarni symbionty (Legionella OTU1 a CoP-
symbiont OTU3) a porovnavali vysledky analyz mikrobiomy v plném datasetu s mikrobiomy
bez dominantnich symbionti. Nejdiive jsme porovnavali evropske staty, kdy mikrobiomy v§i
vysly signifikantné odlisSné témét ve vSech parech. Vysledky analyz provedenych jak
u evropskych stati, tak v ptipadé jednotlivych lokalit Ceské republiky prokazaly téméf u ve
vSech porovnanych parti signifikantni rozdily. Nejpodobné&jsi si byly mikrobiomy vsi
z Podébrad se vSemi lokalitami (viz Tab. X1 a XII). Tyto vysledky ukazuji, Ze mikrobiomy vsi
jsou zavislé na fylogeografii svych hostitell a Ze primarni symbionti nejsou hlavni hnaci silou
(1 po jejich odstranéni z dat jsou zachované signifikantni rozdily). Mikrobiomy vsi P. serrata,
podobné jako msic (Gauthier et al., 2015), jsou tedy pfevazné ovlivnény-formovany
horizontalni sloZkou, tedy bakteriemi z prostfedi. Ve studii, kterd se zabyvala mikrobiomy
hostitelsky nespecifikych blech (Ctenocephalides f. felis) z kocek a pst v porovnani
s mikrobiomy blech (Echidnophaga ambulans ambulans), které jsou hostitelsky specifické,

byl rovnéz prokazan vliv hostitelského prostiedi (Lawrence et al., 2015).

Parové porovnavani mikrobiomli v plném datasetu s mikrobiomy bez dominantnich
symbiontl jsme pouzili také s cilem zjistit, zda jsou mikrobiomy signifikantné odli$né 1 mezi
dvéma geneticky odlisnymi liniemi specifické linie v§i P serrata (vychod/zapad viz Obr. 1).
Vysledky 1 v tomto piipadé poukézaly na signifikantni rozdily, potvrzujici rozdélenni vsi ze

specifické linie i na urovni mikrobiomu.
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5.4 Mikrobiom vsi rodu Polyplax z A. sylvaticus a A. flavicollis (Nespecificka linie)
Mikrobiom vsi Polyplax serrata z A. sylvaticus obsahuje 40,07 % Legionella A OTU1
(Legionellaceae) s GC obsahem nukleotidii 47 %. Druhym nejvice zastoupenym OTU je
Staphylococcus (Staphylococcaceae) v 4,63 % a GC obsahem nukleotidd 50,99 %. U analyz
nespecifické linie jsme opét porovnavali rozdily mezi evropskymi stity na trovni
mikrobiomu. Vzhledem k tomu, Ze nespecificka linie v§i Polyplax serrata parazituje dva
druhy hostitele (A. sylvaticus a A. flavicollis) a nema jasnou genetickou strukturu,
predpokladali jsme, Zze ani mikrobiomy z této linie nebudou tolik specifické. Minimum
signifikantné odlisnych part pro porovnani mikrobiomti nespecifické linie z riznych lokalit

tento pfedpoklad potvrzuji.

6. Zavér

Markerové amplikonové sekvenovani umoznilo studium diverzity symbidzy v populacich
hostitelti v§i Polyplax serrata. V této studii jsem detekovala pét nezavislych symbiotickych
linii vazanych na rizné hostitelské populace, tj. Legionella, Neisseria-like, dvé linie rodu
Arsenophonus, a ,,coP-symbiont“. Zatimco symbionti rodu Legionella a Neisseria-like
bakterie byly jiz diive popsany, nové jsem v populacich P. serrata z lokality Struzna
identifikovala coP-symbionta ze skupiny Enterobacteriaceae. Z pohledu evolu¢ni historie
symbiotickych vztahtt v8i Polyplax s bakteriemi, piedstavuje Legionella s velkou
pravdépodobnosti pivodniho symbionta rodu Polyplax, identifikovaného u druhu Polyplax
spinulosa a vsech genetickych liniich druhu Polyplax serrata. Bakterie ptibuzné tadu
Neisseriales, Arsenophonus a coP-symbiont jsou pravdépodobné mlad$imi symbionty

vazanymi na odliSné genetické linie P. serrata.

Geneticka struktura P. serrata byla identifikovana jako hlavni faktor ovliviiyjici podobu
mikrobiomi. SloZeni mikrobioma P. serrata z hostitelskych druht A. agrarius a A. microps
je zasadné odlisné od mikrobiomt v§i u mySic druhu A. sylvaticus a A. flavicollis.
Fylogeografické patterny nalezené pro populace P. serrata se promitaji i do podoby
mikrobidlnich spoleCenstev. Mikrobiomy vsi z riznych lokalit a genealogickych linii jsou
signifikantné odlisné. Rozdily na populaéni Grovni hostitele nejsou determinovany hlavnimi
symbiotickymi liniemi, ale horizontalni, pravdépodobné environmentéalné ziskanou, slozkou

mikrobiomu.
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8. Prilohy
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Obr. 1:_ Zn-azornem .mlkrobu.)n.lu vsi rodu POIyp_IaX Obr. 2: Znazornéni mikrobiomt v3i rodu Polyplax z A. flavicollis
z A flavicollis  (specifické  linie) Ceské republiky  (ghecifické linie) Ceské republiky a Némecka bez hlavnich
a Némecka v plném datasetu. symbiontt.
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Obr. 3: Znézomnéni mikrobiomé v§ rodu Polyplax Obr. 4: Znazornéni mikrobiomii v8i rodu Polyplax

z A. flavicollis (specifické linie) Ceské republiky a Italie
V plném datasetu.
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Obr. 5: Znadzornéni mikrobiomi v§i rodu Polyplax

z A. flavicollis  (specifické Ceské

a Makedonie v plném datasetu.

linie) republiky
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z A flavicollis (specifické linie) Ceské republiky a Italie bez
hlavnich symbiontt.
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Obr. 6: Znazornéni mikrobiomt vsi rodu Polyplax
z A. flavicollis (specifické linie) Ceské republiky
a Makedonie bez hlavnich symbiontd.
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Obr. 7: Znazoméni mikrobiomu v§i rodu Polyplax Obr. 8: Zndzorméni mikrobiomd v§i rodu

z A flavicollis (specifické linie) Ceské republiky

Polyplax

z A flavicollis (specifické linie) Ceské republiky a Slovenska

a Slovenska v plném datasetu.

bez hlavnich symbiontd.
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Obr. 9: Znazorméni mikrobiomd v&i rodu Polyplax Obr. 10: Znazornéni mikrobiomi v§i rodu Polyplax

z A. flavicollis (specifické linie) Ceské republiky
a UK v plném datasetu.

z A flavicollis (specifické linie) Ceské republiky a UK
bez hlavnich symbiontd.
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Obr. 11: Znazornéni mikrobiomi v§i rodu Polyplax Obr. 12: Znazornéni mikrobiomi v$i rodu Polyplax

z A. flavicollis (specifické linie)
linie Makedonie a Némecka v plném datasetu.

specifické
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z A. flavicollis (specifické linie) Makedonie a Némecka
bez hlavnich symbiontt.
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Obr. 13: Znazornéni mikrobiomt v§i rodu Polyplax Obr. 14: Znézornéni mikrobiomti v§i rodu Polyplax
z A. flavicollis (specifické linie) Italie a Némecka z A. flavicollis (specifické linie) Italie a Némecka bez
v plném datasetu. hlavnich symbiontd.
- .
021
0.259
.
00 ? e ooo@ s o,
o & g ™ o - [ ]
8 C;O L tlaty 8 000 . Cb% % .
= L] . @ Republic_of_Macedonia = * o * L]
. .
02 s s
025
0.44
L]
.
-0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 -UI2 U.ID D.‘2
MDS MDS1
Obr. 15: Znazornéni mikrobiomt vsi rodu Polyplax Obr. 16: Znéazornéni mikrobiomli v§i rodu Polyplax
z A. flavicollis (specifické linie) Italie a Makedonie z A. flavicollis (specifické linie) Italiie a Makedonie bez
V plném datasetu. hlavnich symbiontu.
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Obr. 17: Znazornéni mikrobiomi v§i rodu Polyplax Obr. 18: Znazornéni mikrobiomti v8i rodu Polyplax
z A. flavicollis (specifické linie) Italiie a Slovenska z A. flavicollis (specifické linie) Itilie a Slovenska bez
V plném datasetu. hlavnich symbiontt.
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Obr. 19: Znazornéni mikrobiomt v§i rodu Polyplax Obr. 20: Znazornéni mikrobiomt v§i rodu Polyplax
z A. flavicollis (specifické linie) Italie a UK v plném z A. flavicollis (specifické linie) Itdlie a UK bez
datasetu. hlavnich symbiontt.
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Obr. 21: Znazoméni mikrobiomi vsi rodu Polyplax Obr. 22: Znazornéni mikrobiomtt v§i rodu Polyplax
z A. flavicollis (specifické linie) Slovenska a Némecka z A. flavicollis (specifické linie) Slovenska a Némecka
V plném datasetu. bez hlavnich symbiontt.
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Obr. 23: Znézornéni mikrobiomd v&i rodu Polyplax Obr. 24: Znazornéni mikrobiomd v8i rodu Polyplax

z A. flavicollis (specifické linie) Makedonie a Slovenska
bez hlavnich symbiontd.

zA. flavicollis  (specifické Makedonie

a Slovenska v plném datasetu.

linie)
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Obr. 25: Znazornéni mikrobiomt v§i rodu Polyplax Obr. 26: Znazornéni

z A. flavicollis (specifické linie) Slovenska a UK
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z A. flavicollis (specifické linie) Slovenska a UK bez hlavnich

V plném datasetu. symbiontd.
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Obr. 27: Znazornéni mikrobiomd v§i rodu Polyplax Obr. 28: Znazornéni mikrobiomi v§i rodu Polyplax

z A. flavicollis (specifické linie) UK a Némecka v plném

z A flavicollis (specifické linie) UK a Némecka bez

datasetu. hlavnich symbiontu.
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Obr. 29: Znazornéni mikrobiomd v§i rodu Polyplax Obr. 30: Znazornéni

z A. flavicollis (specifické linie) UK a Makedonie

V plném datasetu. symbionti.
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8.2 Specificka linie — parové porovnani lokalit v Ceské republice
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Obr. 31: Znazornéni mikrobiomt v§i rodu Polyplax
z A. flavicollis (specifické linie) Doupova a Jachymova
V plném datasetu.
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Obr. 32: Znazoméni mikrobiomi v8§i rodu Polyplax

z A. flavicollis (specifické linie) Doupova a Jachymova bez
hlavnich symbiontt.
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Obr. 33: Znazornéni mikrobiomd v§i rodu Polyplax
z A. flavicollis (specifické linie) Doupova a Litvinova
V plném datasetu.
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Obr. 35: Znazorméni mikrobiomu vs§i rodu Polyplax
z A. flavicollis (specifické linie) Doupova a Podébrad
V plném datasetu.
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Obr. 34: Znazornéni mikrobiomi v§i rodu Polyplax
z A. flavicollis (specifické linie) Doupova a Litvinova
bez hlavnich symbiontd.
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Obr. 36: Znéazornéni mikrobiomd v§i rodu Polyplax

z A. flavicollis (specifické linie) Doupova a Podébrad bez
hlavnich symbiontd.
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Obr. 37: Znazornéni mikrobiomid v$i rodu Polyplax
z A. flavicollis (specifické linie) Doupova a Struzné
V plném datasetu.
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Obr. 39: Znazornéni mikrobiomd v§i rodu Polyplax

z A. flavicollis (specifické linie) Doupova a Vykmanova

V plném datasetu.
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Obr. 41: Znazornéni mikrobiomu v§i rodu Polyplax

z A. flavicollis (specifické
a Jachymova v plném datasetu.

linie) Litvinova
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Obr. 38: Znazornéni mikrobiomid v§i rodu Polyplax
z A. flavicollis (specifické linie) Doupova a Struzné bez
hlavnich symbiontt.
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Obr. 40: Znazornéni mikrobiomd v$i rodu Polyplax

z A. flavicollis (specifické linie) Doupova a Vykmanova
bez hlavnich symbiontd.
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Obr. 42: Znazornéni mikrobiomt v§i rodu Polyplax

z A. flavicollis (specifické linie) Litvinova a Jachymova bez
hlavnich symbiontd.
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Obr. 43: Znazornéni mikrobiomd v§i rodu Polyplax
z A. flavicollis (specifické linie) Podébrad a Jachymova

V plném datasetu.
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Obr. 45: Znazornéni mikrobiomd v§i rodu Polyplax
z A. flavicollis (specifické linie) Struzné a Jachymova

V plném datasetu.
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Obr. 47: Znazornéni mikrobiomua v§i rodu Polyplax
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Obr. 44: Zndzorméni mikrobiomi vS§i rodu Polyplax

z A. flavicollis (specifické linie) Podébrad a Jachymova bez

hlavnich symbiontt.
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Obr. 46: Znazornéni mikrobiomi v§i rodu Polyplax
z A flavicollis (specifické linie) Struzné a Jachymova bez
hlavnich symbiontt.
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Obr. 48: Znazornéni mikrobiomi v§i rodu Polyplax

z A. flavicollis (specifické linie) Vykmanova a Jachymova

bez hlavnich symbiontt.



MDS2

0.2
0.1
0.0
L]
-0.14
L
0.2
[
0.25 0.00 0.25
MDSH

Obr. 49: Znazoméni mikrobiomt v§i rodu Polyplax
z A. flavicollis (specifické linie) Litvinova a Podébrad
V plném datasetu.
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Obr. 51: Znazornéni mikrobiomi v§i rodu Polyplax
z A. flavicollis (specifické linie) Litvinova a Struzné
V plném datasetu.
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Obr. 50: Znazornéni mikrobiomit v§i rodu Polyplax

z A. flavicollis (specifické linie) Litvinova a Podébrad bez

hlavnich symbiontu.
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Obr. 52: Znazornéni mikrobiomi v§i rodu Polyplax

z A. flavicollis (specifické linie) Litvinova a Struzné bez

hlavnich symbiontt.

MDs2

Litvinov_Sumny_Dul

MDS2

0.44
L]
0.29
. L] @ Vykmanov
0.0 * g
L
L]
029 » ®
25 0.00 25
MDS1

0.44
0.2 =
™

0.0 e »
) s

® e

L ]

L ]
024 *®
0.2 0.00 0.25 0.50
MDS1

Obr. 54: Zndzornéni mikrobiomu v§i

Obr. 53: Znazornéni mikrobiomd v§i rodu Polyplax
z A. flavicollis (specifické linie) Litvinova a Vykmanova
V plném datasetu.
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rodu Polyplax

z A. flavicollis (specifické linie) Litvinova a Vykmanova bez

hlavnich symbiontt.
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Obr. 55: Znazornéni mikrobiom vii rodu Polyplax Obr. 56: Znazornéni mikrobiomd vsi rodu Polyplax

z A. flavicollis (specifické linie) Podébrad a Vykmanova

z A. flavicollis (specifické linie) Podébrad a Vykmanova

V plném datasetu.

bez hlavnich symbionti.
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Obr. 57: Znazornéni mikrobiomt v§i rodu Polyplax Obr. 58: Znazornéni mikrobiomi vs§i rodu Polyplax
z A. flavicollis (specifické linie) Podébrad a Struzné z A. flavicollis (specifické linie) Podébrad a Struzné bez
V plném datasetu. hlavnich symbiontu.
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Obr. 59: Znazornéni mikrobiomd v§i rodu Polyplax
z A. flavicollis (specifické linie) Struzné a Vykmanova

V plném datasetu.
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Obr. 60: Znazornéni mikrobiomi v§i rodu Polyplax
z A. flavicollis (specifické linie) Struzné a Vykmanova

bez hlavnich symbiontt.



