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1 Uvod

1.1 Phthiraptera

Phthiraptera je kosmopolitni fad ektoparazitii savel a ptakt sdruzujici historicky Ctyfi
podiady. Amblycera, Trichodectidae a Philopteridae (dfive podiad Ischnocera) s podiadem
Rhynchophthirina predstavuji skupiny vSenek a vSivaki, zatimco podidd Anoplura zahrnuje
vSi (Johnson et al., 2004). V3i 1 vSenky jsou podobné jako jini ektoparazit¢é morfologicky
pfizpisobeny k zivotu na svych hostitelich: nemaji kiidla, jsou dorzo-ventralné zplostélé
a maji drapy, kterymi dokonale ptilnou ke svému hostiteli. Morfologicky se ob¢ skupiny lisi.
Nejnapadnéjsim rozdilem je velikost, tvar hlavy a morfologické adaptace ustniho ustroji
(Marshal, 1981). VSenky, v angli¢tiné¢ znamé jako ,,chewing lice*, disponuji kousacim ustnim
ustrojim. VSi, oznacované anglickym terminem ,,sucking lice®, maji istni Ustroji saci a zivi
se vyhradné krvi savéich hostiteltl, kterou ziskavaji z cév nebo zil (Marcondes et al., 2017).
Vsenky, na rozdil od v$i, parazituji nejen savce, ale primarné ptaky (Price et al., 2003;
Marcondes et al., 2017). Okusovanim télniho pokryvu svych hostitelti ziskavaji smiSenou
potravu. Ta zahrnuje, v zavislosti na hostitelské skuping, pefi nebo srst, kozni Supiny, ptipadné
krev hostitele. V potravé vétSiny vSenek prevazuje pefi, jehoz hlavni slozkou je keratin, ktery
tvoii zhruba 90 % hmoty. Jedna se o strukturni protein charakterizovany vysokym obsahem
cystinu a vyznamnym mnozstvim hydroxylovych aminokyselin, zejména serinu (asi 15 %;
Ramakrishnan et al., 2018). Rezistentni struktura keratinu neni odbouratelnd béznymi
proteolytickymi enzymy, jako je trypsin, pepsin nebo papain. U¢inného odbourani keratinu
jsou schopné jen keratinolytické enzymy, jako jsou keratindzy produkované nékterymi
bakteriemi (Gupta & Rammnani 2006). Z nutricniho hlediska jsou tedy vSenky zavislé

na obtizné rozlozitelném a nevyvazeném zdroji potravy.

Podobné vyzivové omezenou niku vyuzivaji 1 v§i. Krev, kterd je u vsi jedinym zdrojem
potravy, je nutri¢né nedostate¢na. Tato télesnd tekutina dodava do bunck potrebné latky, jako
jsou ziviny, vitaminy, kyslik a transportuje metabolické odpadni produkty. Krev se sklada
z 55 % krevni plazmy, kterd obsahuje bilkoviny, glukdézu, mineralni ionty, hormony, oxid
uhli¢ity a krevni buiiky. Krevni buiiky jsou Cervené (erytrocyty), bilé krvinky (leukocyty)
a krevni desticky (trombocyty; Biggs & Rosemary, 1962). V jejim slozeni spousta potiebnych
latek chybi a slouzi spiSe jako jejich transportér. Je prokazané, ze krevsajicim parazitiim chybi

vitaminy B a nékter¢ kofaktory (Kikuchi et al., 2002; Manzano-Marin et al., 2015).



V ramci hmyzu najdeme mnoho dalSich skupin zavislych na podobné nevyvazenych nebo
vyzivoveé malo bohatych a Spatné€ stravitelnych zdroji potravy. Kromé obligatné krevsajicich
parazitl, jako jsou vSi, kliSt’ata, pijavice a upifi netopyii (Duron & Gottlieb, 2020), zavislych
vyhradné na krvi obratlovctl, se jedna piedev§im o $tavy sajici hmyz vyuZzivajici floem
nebo xylem rostlin. Dal$im nevyvazenym a na zpracovani tézkym zdrojem je celuldza,
ktera piedstavuje hlavni slozku potravy pro dfevokazny hmyz (Breznak
& Brune 1994; Ohkuma 2003). S nutri¢né malo bohatymi zdroji potravy poméhaji takovym
skupindm hmyzu symbiotické mikroorganismy (Kaltenpoth et al., 2009; Blum et al., 2013;
Martinson et al., 2017). Mikroorganismy mohou podporovat kondici hmyzu tim, Ze pfispivaji
k vyzivé, zejména poskytovanim esencialnich aminokyselin, vitamini B a sterold. Nékteré
mikroorganismy chrani hostitele pfed patogeny, parazitoidy a jinymi parazity syntézou
specifickych toxinli nebo ovlivnénim imunitniho systému hmyzu (Kaltenpoth et al., 2009;
Fierer et al., 2012; Blum et al., 2013; Martinson et al., 2017). Podrobné&ji se symbidzou
krevsajiciho hmyzu, véetn¢ symbidzy vSenek, ktera je hlavnim tématem této prace, zabyvam

v kapitole 1.1.1.2.

1.1.1 VSenky

Vzhledem ke své potravni specializaci maji vSenky kousaci ustni Ustroji a zkracené predni
nohy, které slouzi k ptepravé jidla do ust (Marcondes et al., 2017). Jejich dorzoventralné
zplostéla téla s vodorovnou osou hlavy a drapky jim umoziuji se pevné prichytit k pefi nebo
chluptim pobliz zdroje potravy. Tvar velikost hlavy a t¢la se mezi jednotlivymi druhy lisi,
coz je patrné zejména u vSenek ptaka, které jsou schopné se adaptovat na riizné ekologické
niky (¢asti téla) jednoho hostitele. VSenky dosahuji délky od 1 do 12 mm a jejich barevné
zbarveni koreluje se zbarvenim hostitele (Bush et al., 2010; Bush et al., 2019). Ptaci s bilym
opefenim, jako jsou labuté, parazituji druhy vSenek s bilym zbarvenim, zatimco vSenky
na tmavé opefené lysce maji cernou barvu (Bush et al., 2010; Clay, 2017). Cely Zivotni cyklus,
od vajicka (hnidy), které¢ je pfichyceno na pefi nebo chlupech, 3 stadii (instaril) nymf

az po dospélce, probiha na hostiteli (Marcondes et al., 2017).

Na vétsiné ptakll nalezneme vice druhii (4-5) vSenek, které se Casto specificky adaptuji
na konkrétni Casti hostitelova téla (Johnson et al., 2012; Clay, 2017). Nejzajimav¢jSimi
adaptacemi se muze chlubit naptiklad vSenka Tetrophtthalamus sp., ktera cizopasi v hrdelnim
vaku pelikant, nebo Neocolpocephalum flavescens Nitzsch parazitujici uvnitt peti (Grandi
1951; Benelli et al., 2018). Nékteré druhy ptacich vSenek vyuzivaji rizné oblasti téla pro

odpocinek, krmeni a kladeni vajec. Celkova morfologie vSenek je podminéna konkrétnim
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mistem, které vSenka na hostiteli obyva, a jejich télo je ptizptisobené tak, aby se co nejvice
vyhnulo vnéj$im vlivim (ocista hostitele). VSenky ptakli se mohou specializovat na oblast
kiidel, hlavu nebo télo. VSenky, které osidluji kiidla, mivaji protdhlé¢ uzké télo, které jim
umozni skryt se mezi pera (Clayton et al., 2003). Oproti tomu vSenky na téle a hlavé byvaji
mensi a robustnéj$i a maji jiné strategie utéku, vétSinou se rychle pohybuji z pera na pero
a ruzné¢ vchmyti (Clayton & Dale H, 1991). Vedle specializovanych druht existuji
1 generalisté parazitujici na celém povrchu ptacich hostiteli. V soucasné dobé je zndmo
n¢kolik tisic druhli vSenek, jejichz pocty se stile méni a fadime je do podiadiit Amblycera,
Ischnocera a Rhynchophthirina. Z toho cca 12 % parazituje savce a vice nez 85 % druht
nalezneme na ptacich (Price et al., 2003; Marcondes et al., 2017). Zatimco Ischnocera je
nejvetsim podiddem vSenek parazitujicich zejména ptaci hostitele, podidad Rhynchophtirina
se sklada pouze ze tfi druhl. Jednd se o parazity africkych a asijskych slonli, prasat

bradavi¢natych a stétkouna Sedého (Perotti et al., 2008).

Vsenky ptaka se zivi petim, zbytky odumielé kiize, krvi nebo tkanovymi tekutinami. Tekutiny
a krev ziskavaji bud’ kousanim kize, nebo zcentrdlni dutiny pefi. VSenky savcl
se pravdépodobné nekrmi vinou ani chlupy, ale zbytky kaze, sekrety, krvi a tkanovymi
tekutinami. Ischnocernni v§enky ptakil se Zivi pouze pefim, zatimco né€kolik druht podiadu
Amblycera (naptiklad Menacanthus eurystermus, M. stramineus, M. cornutus) se Zivi krvi,
a dokonce 1 jinymi ve$Smi, roztoci, jejich vajicky a houbami (Nelson 1972; Price et al., 2003;
Plerezov a Koinarski, 2007; Atkinson et al., 2009; Marcondes et al., 2017). Hematofagni
vSenky rodu Trochilocoetes (Amblycera), které parazituji na kolibficich, maji dokonce

kousaci ustni ustroji pfeménéno na saci organ (Carriker & Melbourne, 1960).

Jelikoz se jednd o permanentni ektoparazity s zivotnim cyklem probihajicim na jednom
hostiteli (Marshal, 1981), dlouhodobé ptevladal nazor o jejich vyrazné hostitelské specifité.
Predpokladalo se, ze kolonizace novych hostiteld probihd pouze pti pfimém kontaktu dvou
ptékt. Ke specifickému pienosu vSenek dochazi dvéma zptlisoby. Vertikalni cestou, kdy dojde
k pfenosu vSenek zrodicdi na mladata vhnizd¢ (Clayton & Thompkins, 1994;
Janiga & Kubaskova, 2000), nebo horizontalni cestou, tedy pfenosem mezi dospélymi ptaky

(pti kopulaci, v koloniich (Darolova et al., 2001)). Jedna se tedy o ptenos ptakti jednoho druhu.

Predpoklad uzké hostitelské specifity byl vSak postupné vyvracen a dnes je zcela ziejmé,
ze u vSenek dochazi 1 k nespecifickym pifenosim mezi neptibuznymi druhy ptacich hostiteli.

Muze se tak stat v ptipad¢ hnizdnich parazith (kukacek), v chovech ptaka nebo pii kontaktu



dravce a jeho kofisti. Schopnost adaptace na nové hostitele byla potvrzena naptiklad
u nckolika druhti vSenek Ischnocera, a to Neopsittaconirmus gracilis (Guimaraes, 1974;
Sychra, 2005), Columbicola macrourae a Neopsittaconirmus inexpectatus (Guimaraes, 1974;
Lindholm et al., 1998). K ptenosu vSenek mezi dvéma rozdilnymi hostitelskymi druhy mtize
také dojit pomoci forézy, tedy pfenosu na povrchu téla 1étajiciho hmyzu. Nejéastéji vyuzivaji
vSenky ptakotrudek z ¢eledi Hippoboscidae (Keirans, 1975). Foreticky pfenos na télech
ptakotrudek je dokumentovan u nékterych zastupct Celedi Philopteridae, zejména u pétovek
rodu Brueelia (Johnson et al., 2002). Pohybliv¢jsi vSenky (Amblycera) se na neptibuzné
hostitele s nejvétsi pravdépodobnosti dostavaji aktivné samy, protoze se nedokdzou udrzet
delsi dobu na téle ptakotrudek (Bartlow et al., 2016). Schopnosti aktivniho nebo pasivniho
hostitele u v§i a obecné u parazitii (Bueter et al., 2009). Napfi¢ fylogenezi vSenek najdeme

jak hostitelsky tizce specializované druhy, tak i generalisty.

Vsenky maji, zejména pfi intenzivnich nadkazach, negativni vliv na zdravi a kondici svych
hostitelt (Booth et al., 1993). Snizuji kvalitu télniho pokryvu, mohou slouzit jako
zprostiedkovatel¢ bakterialnich infekei (Bartlett & Cheryl, 1993) a ovliviiuji socidlni interakce
hostitele (Kose et al., 1993). Obrana hostitele ma velky vliv na potlaceni populaci vSenek.
Jedna se jak o mechanickou obranu, pfedev§im o péci o pefi, jako je koupani a preening
(vyCesavani peti), tak i imunitni reakce. Kromé péce hostitele mohou byt vSenky a jejich
vajicka ovlivnény interakci s dalSimi ektoparazity, zejména roztoci (Rozsa, 1997). Naopak
velky naruast populace vSenek byl zaznamenan v ptipadech, kdy dojde u ptaki k patologickym
modifikacim zobaku, ktery jim znesnadni preening. Celkové u nezdravych jedinct je vyskyt
vSenek vétsi (Moyer & Clayton, 2004; Clayton et al., 2005). Krom¢& hostitele je mira
parazitismu ovlivnéna i1 abiotickymi faktory jako je teplota a vlhkost (Naz et al., 2021).
K nartistu populace vSenek v zimnim obdobi ptispiva i chovani ptakd, kteti se zdrzuji v tésném
vzajemném kontaktu a umoziluji tak prenos vSenek mezi jedinci (Chen & Mullens, 2008;

Naz et al., 2010, 2016 a; Sarba et al., 2019; Tizzani et al., 2020).

1.1.1.1 Amblycera: Menoponidae: Menacanthus

Podiad Amblycera je velice rozmanity. Pfiblizné 1200 druht zije na ptacich a dalsich 200
druhli parazituje na hlodavcich, vacnatcich a jinych savcich (Perotti, 2008). Amblycera
zahrnuje Sest Celedi: kosmopolitni Menoponidae, Laemobothriidae a Ricinidae parazituji

ptactvo, a 3 sav¢i Celedi s omezenéjSim geografickycm rozsifenim, kdy Boopiidae se pfevazné



vyskytuji u va¢natcti v Australii a Papuy Nové Guiney, zatimco Gyropidae a Trimenoponidae

jsou parazité jiho a sttedoamerickych hlodavct (Johnson & Clayton, 2003; Marshal, 2003).

V této studii se zabyvame vSenkami rodu Menacanthus z ¢eledi Menoponidae. Rody v ¢eledi
Menoponidae jsou identifikovatelné pomoci kratkych tykadel ukrytych v drazkach za o¢ima
(Clay, 1969). Ne¢kolik druhii z celedi Menoponidae (M. eurystermus, M. stramineus,
M. cornutus) se zivi 1 krvi a miizeme je nalézt na vSech Castech t¢la hostitele (Ash, J. S. 1960;
Trivedi et al., 1991; Plerezov & Koinarski, 2007). Rod Menacanthus zahrnuje 98 druht
parazitujicich na piiblizné¢ 460 druzich ptakl patiicich do sedmi fada. I pies relativné Siroké
spektrum hostitelii najdeme vSenky rodu Menacanthus nej€astéji u hrabavych ptaki, Splhavct
apévceti (Cicchino, 2003; Price et al., 2003; Palma & Price, 2005; Bansal et al., 2012). U pévcii
je doposud znamo 10 monoxennich druhii (z36 popsanych) rodu Menacanthus
specializovanych na jediny hostitelsky druh, a 25 druhti stenoxennich parazitujicich 2 az 22
blizce ptibuznych ptacich druht patficich do 1 celedi (Price et al., 2003). Euryxennim
(s Sirokym spektrem hostitelll) a zarovenn kosmopolitnim druhem je M. eurysternus.
M. eurystermus Casto vykazuje relativné vysokou prevalenci a mize také dosdhnout vysoké
intenzity zamoteni (Boyd, 1951, Chandra et al., 1990). Jelikoz se jedna o jeden z krevsajicich
(hematofagnich) druhli, mize tak nepfiznivé ovlivnit fyziologicky stav svych hostitelli
(Agarwal et al., 1983). Evoluce rodu Menacanthus nekopiruje evoluci ptacich hostitelt,
namisto toho je provazena Cetnymi preskoky mezi nepfibuznymi celedémi ptakd (Martind
et al., 2015). U vSenek rodu Menacanthus je castecné patrna tendence postupného piechodu
z hostitelsky uzce specifickych druhl ke generalistovi (M. eurysternus) navzdory tradini
Z genealogie M. eurysternus je patrné, ze geografie ma veétsi vliv na populacni strukturu
vSenek nez ptibuzenské vztahy hostitelti. Mnoho haplotypt je specifickych pro urcité oblasti

nebo lokality, ale jen ziidka pro konkrétni hostitelské druhy (Martinti et al., 2015).

1.1.1.2 Symbiotické vztahy vSenek s bakteriemi

Symbioza, ve smyslu souZziti organismi riznych druhti miiZze mit Sirokou Skalu podob (Frank,
1877; Klepzig et al., 2011) od parazitismu po obligatni mutualismus (Paracer & Ahmadiian,
2000). V tomto kontinuu vztahi najdeme jak jednoho ¢i nékolik vyrazné profitujicich
partnerd, tak partnery ¢aste¢né nebo pln€ vyuzivané jako Zivotni niku a zdroj Zivin (Szathmary
& Smith, 1995; Leung & Poulin, 2008; Einat Zchori-Fein & Kostas Bourtzis, 2011). Modelovy
systém této studie se zabyva symbiotickymi vztahy na dvou hostitelskych trovnich a snazi

se zodpovédet otazku, do jaké miry ovliviiuji riizné specializované parazitické vztahy mezi
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vSenkami rodu Menacanthus a ptaky symbiozu téchto vSenek s bakteriemi. Vzhledem k velmi
uzké potravni specializaci menacanthii a zejména hematofagni preferenci M. eurysternus
a M. stramineus, ptepokladame, Ze symbiotické bakterie zde plni nutriéni funkci a jejich
druhové slozeni, ptipadné fylogeneticky ptivod, se mize na zdkladé potravni specializace
jednotlivych hostitelskych druht lisit. Molekularn¢ zaméfené studie bakterialnich symbiontt
rodu Menacanthus v podstaté neexistuji. Historické zaznamy mikroskopického zkoumani
spojuji druh Menacanthus stramineus s ,,Rickettsia-like ““ bakteriemi (Ries, 1931). Na zaklad¢
molekularnich charakteristik byly tyto bakterie zatazeny do S$iroce rozsifené skupiny
symbionti rodu Wolbachia, ktery neni mozno morfologicky od ricketsii odlisSit

(Covacin & Barker, 2007).

Podobné jako v pripade vsenek rodu Menacanthus je dosavadni poznani bakterialni symbidzy
vramci celé skupiny Phthiraptera znacné¢ omezené. Nejvice informaci o symbiontech
je dostupnych pro skupinu Anoplura. Primarni symbionti této hematofagni skupiny osidluji
specializované symbiotické organy neboli bakteriomy (Braendle et al., 2003) a poskytuji
hostitelim vitaminy B, které chybi v krvi jako vyhradni zdroj potravy (Hypsa & Kiizek, 2007;
Fukatsu et al., 2009; Allen et al., 2016). Bakteriomy byly detekovany také u malé skupiny
vSenek podfddu Rhynchophthirina a u nékterych skupin Ischnocer. U vSenek podiadu
Amblycera bakteriomy pravdépodobné zcela chybi (Perroti, 2008; Boyd & Reed, 2012).
Na zaklad¢ molekularnich analyz je skupina Anoplura hostitelem symbiotickych bakterii
velké rozmanitosti. Ve srovnani s fytofagnimi skupinami je prozkouman pouze maly zlomek
zastupct této skupiny, cca pét procent. Prvni fylogenetické studie na genech 16S rRNA
odhadovaly 5-6 nezavislych vzniki symbiotickych asociaci (Hypsa & Kiizek, 2007). Recentni
studie poukazuji na vysokou dynamiku vzniku a zaniku symbiéz vsi s bakteriemi patficich
do skupin Gammaproteobacteria a Betaproteobacteria (Rihova, et al., 2021). Komplexni
genomové charakteristiky jsou zatim dostupné pro Ctyfi linie primarnich symbiontli Riesia
spp, Puchtella pedicinophila, Candidatus Legionella polyplacis a bakteriim ptibuznych rodu
Neisseria (HypSa & Kiizek, 2007, Rihova, et al., 2021). V porovnani naptiklad s mouchami
tse tse (Glossinidae), které maji bakterii Wigglesworthia jako univerzalniho primarniho
symbionta (Moran et al., 1993; Chen et al., 1999), je diverzita primarnich symbiont v§i

neporovnatelné vyssi.

V ptipad¢€ ischnocernich vSenek jsou dosavadni informace extrémné utrzkovité. Prvni popis
symbiotickych bakterii zalozeny na molekuldrnich datech existuje pouze z jediného druhu

ey

Columbicola columbae parazitujici holuby. Bakterie zijici v symbioze s touto vSenkou jsou
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fylogeneticky blizké druhu Sodalis glossinidius (Gammaproteobacteria), tedy sekundarnimu
symbiontu mouchy tse tse a piedpokladd se jejich podil na syntéze kofaktori nebo

aminokyselin (Fukatsu et al., 2007; Smith et al., 2010; Wang et al., 2012).

Existuje minimum systematickych studii symbiotickych asociaci v§i a vSenek ftadu
Phthiraptera. Doposud publikované studie se zaméiuji téméf vyhradné na screening
konkrétnich symbiontii, zejména bakterie rodu Wolbachia. V ramci skupiny Phthiraptera,
s diverzitou cca 4900 popsanych druhi, bylo studovano jen 25 druhi, ve kterych byly bakterie
Wolbachia detekovany nejméné jednou. U nékterych z hostitelskych druhti  byly
identifikovany dokonce az Ctyfi rizné linie tohoto bakteridlniho rodu (Covacin & Barker,
2002; 2007). Tradi¢ni pojeti studia bakterialni symbidézy hmyzu, zamétujici se na jednu
¢1 n€kolik malo symbiotickych bakterii, bylo diky technologickému rozvoji transformovano
do SirSitho vnimani ekologickych interakci kompletni mikrobidlni komunity osidlujici

hostitelsky organismus (koncept mikrobiomu, Berg et al., 2020).

1.2 Mikrobiom hmyzu

Pojem mikrobiom pfedstavuje souhrnné oznaceni vSech mikroskopickych organismii
nachdzejicich se v téle a na povrchu daného hostitele (Weiss & Aksoy, 2011; Christian et al.,
2015). Mikrobiomy hmyzu jsou Caste¢né zodpoveédné za evolucni uspéch této rozsahlé
skupiny bezobratlych (Engel & Moran, 2013). Prokazateln¢ pfispivaji k doplnovani stravy
chudé na ziviny, které hmyz nedokéze syntetizovat, véetn¢ esencidlnich aminokyselin,
vitamind B a steroll, a pomahaji hmyzu se stravou bohatou na vldkninu degradaci
komplexnich rostlinnych polysacharidt. Mikrobiomy hmyzu hraji rovnéz roli ve fixaci dusiku,
chrani pied predaci, parazity, patogeny, ptispivaji k mezidruhové a vnitrodruhové komunikaci,
maji vliv na vektorovou kapacitu hostitele a mohou ovliviiovat jeho pafeni a rozmnozovani

(Kaltenpoth et al., 2009; Fierer et al., 2012; Blum et al., 2013; Martinson et al., 2017).

Hmyz ptedstavuje komplexni prostfedi pro Sirokou Skalu specifickych mikroorganismt.
NejcastéjsSim  stanovistém pro mikrobialni kolonisty jsou wvnéj$i kutikula a stieva.
Mikroorganismy, které dokazou narusit exoskeleton nebo stfevni sténu, mohou ziskat ptistup
k hemocoelu a dalsi fadé mist poskytovanych buitkami hmyzu. Exoskeleton hmyzu je sice
dilezita fyzicka bariéra proti mikrobidlnim infekcim, ale funguje i jako substrat, ktery mtize
byt kolonizovan riznymi mikroorganismy (Douglas, 2015; Engel & Moran, 2013). Zejména
sttevo hmyzu, které poskytuje mnozstvi zivin a ochranu pted neptizni vnéjSiho prostredi
(vysychani, zafeni), vytvaii ptiznivé prostiedi pro mikroorganismy. Na druhou stranu se zde
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musi mikroorganismy vyrovnat scelou fadou problematickych vlastnosti, jako jsou
fyzikélné-chemické podminky (napt. obsah kysliku, pH, redoxni potencial), pfitomnost
travicich enzymi, ptipadné patologické zmény tohoto prostiedi. U vétSiny druht hmyzu je
proto zadni Cést stfeva, ktera jiz neobsahuje travici enzymy, hlavni nikou pro pocetné

mikrobialni populace (Douglas, 2015; Engel & Moran, 2013).

Pravé vySe zminéné podminky jako jsou struktura stfev, pH, redoxni podminky, zazivaci
enzymy, ale i konkrétni ekologické a biologické charakteristiky hostitele zahrnujici typ
piijimané potravy, zivotni stadium a zZivotni prostfedi patii k hlavnim faktoram
determinujicim vlastnosti mikrobiomt (Dillon & Dillon, 2004; Kikuchi et al., 2007;
Yun et al., 2014; Pérez-Cobas et al., 2015). Mikrobiom kazdého organismu, jak lidského, tak
parazitického Uzce souvisi s potravni specializaci daného hostitele. Hmyz s jednoduchym
travicim traktem pravdépodobné obsahuje méné rozmanitou mikrobiotu, zatimco u hmyzu se
housenky maji relativné¢ jednoduché stfevni mikrobiomy, protoze se Zivi pouze jednim
hostitelskym druhem rostlin (Hammer et al., 2017). Naopak saprofyticky hmyz, naptiklad
termiti, maji prokazateln¢ velké a rozmanité sttevni mikrobiomy, které obsahuje vice nez 1000
druhil bakterii potiebné k traveni rozpadajiciho se dieva, predev§im celuldzy, travy i pudy

(Yamada et al., 2007; Bourguignon et al., 2018).

Dalsim zasadnim faktorem formujici slozeni mikrobiomt je identita hostitelskych druht
(Brooks et al., 2016, Mazel et al., 2018). Tento vzorec je pravdépodobné vysledkem filtrovani
mikrobidlnich taxonl hostitelem (napf. prostfednictvim stravy hostitele, stanovi§té¢ nebo
imunitniho systému) nebo vysledkem koevoluce hostitele a mikrobidlnich spolecenstev (Adair
& Douglas, 2017, Lim & Bordenstein, 2020). U parazitd sajicich krev, jako jsou napftiklad
klist’ata, v§i a triatomy, je slozeni mikrobiomu determinovano pravé druhem hostitele (Zhang
et al., 2014; Zolnik et al., 2018; Landesman et al., 2019; Lee et al., 2019). U klistat, jeste
(Landesman et al., 2019; Doia et al., 2020). U vétSiny druhti ¢lenovctl, zejména u parazitl
sajicich krev, vSak zlstava povaha vnitrodruhové variace mikrobiomil a relativni dulezitost

faktort formujicich tuto variaci nedostate¢né objasnéna.

Formovani mikrobidlnich komunit se velmi li$i mezi otevienymi systémy (podléhajici invazi
vnéjSich mikroorganismu a uzavienymi systémy (izolované lokalizaci a hostitelskymi faktory

od pfichozich mikroorganismi)). Mikrobidlni komunity na pokoZce a ve stfevech jsou


https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.05.27.118331v3.full#ref-12
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.05.27.118331v3.full#ref-54
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.05.27.118331v3.full#ref-1
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.05.27.118331v3.full#ref-1
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.05.27.118331v3.full#ref-51

oteviené systémy, zatimco intraceluldrni symbidzy jsou prevazne uzaviené (Douglas, 2015).
Existuje fada hostitelskych systémt, u kterych se tyto systémy prolinaji. Naptiklad az jedna
tretina druhlt komard (Culicidae) interaguje kromé bakterii stfevniho mikrobiomu
1 s vnitrobunéénymi symbionty rodu Wolbachia (In4cio da Silva et al., 2021). Zatimco ptenos
bakterii v uzavienych systémech probihd zpravidla vertikdlni cestou, tedy =z matky
na potomstvo, dynamika a diverzita otevienych systémi (zahrnujicich stifevni mikrobiomy)

je determinovana piedevsim horizontalnim pienosem bakterii (Gauthier et al., 2015).

1.3 Horizontalni a vertikalni prenos bakterii

Horizontalni pienos bakterii je zprostfedkovan prostiednictvim kontaktu mezi hostiteli nebo
kontaktem hostitele a jeho ptirozeného prostredi. Pfesné mechanismy nejsou pfili§ znamy,
ale obecné se ptedpoklada, Ze horizontélni ptenos je klicovym zpiisobem rozptylu symbionth
v uzavienych i otevienych symbiotickych systémech. (Henry et al., 2013). Dlkazem této
domnénky je distribuce nékterych symbiotickych rodi v Siroké Skale neptibuznych
bezobratlych hostiteltl. Jedny z nejvice prozkoumanych endosymbiotickych bakterii u hmyzu
jsou Dbakterie rodu Wolbachia, jejichz distribuce CcCasto nekopiruje fylogenetické
ani geografické pozadi hostitelského organismu (Smith et al., 2012). Zachyty blizce
ptibuznych linii rodu Wolbachia u vzdalené¢ ptibuznych druhti hostiteld naznacuji,
ze horizontalni prenosy mohou pokryt velké fylogenetické vzdalenosti (Stouthamer et al.,
1999; Noda et al., 2001; Sanaei et al., 2021). Bakterie Wolbachia je ukazkovym piikladem
bakterie, kterd vyuziva horizontalni ptenos k disperzi mezi nepiibuznymi hostiteli. V jejich
populacich se pak udrzuje pomoci vertikdlniho pfenosu a v nékolika skupinach ¢lenovci, jako
jsou Sténice a hlistice (Nikoh, et al., 2014, Pietri et al., 2016, Fisher et al., 2018), 1ze sledovat
jeji koevolucni historii s hostitelem (viz nize). Parazitické organismy jsou schopny ziskat
bakterie od infikovanych hostiteld. Naptiklad parazitické vosy rodit Trichogramma
a Leptopilina nebo suchozemsti stejnonozci druhu Armadillidium vulgare jsou schopni ziskat
bakterii Wolbachia, kdyz parazituji na Wolbachia pozitivnich hostitelich (Rigaud & Juchault
1995; Heath et al. 1999; Huigens et al. 2004). Tento jev byl detekovan u obligatni
endosymbiontické bakterie Rickettsia, coz je monofyleticky piibuzna bakterii Wolbachia
a byva horizontalné¢ pfenaSena na savce prostfednictvim klistat, kteti slouzi jako vektofi.
Je tedy mozné, ze paraziti mohou nejen ziskat bakterii, ale také ji ptenaset (Anderson & Karr
2001; Brown & Vett, 2015). Dalsi Castou bakterii, kterou lze nezavisle ziskat pomoci
horizontalniho ptenosu jsou bakterie Arsenophonus. Rod Arsenophonus stejné jako Wolbachia

vykazuje fadu fenotypt zahrnujici i horizontaln¢ pfenasené patogeny rostlin, jejichz vektory



jsou zilnatky (Cixius wagneri). Tato konkrétni linie Arsenophonus je nejen schopna
horizontalni disperze prostiednictvim fytofagnich vektorti, ale i vertikalniho pfenosu
z matefské na dcefinné rostliny (Dittmer et al., 2021). Detailnéji studovan je pfenos symbiontii
Arsenophonus zejména u hospodaisky vyznamnych sktidct, napiiklad molice bavinikové
(Bemisia tabaci), kde zastavaji bakterie Arsenophonus funkci sekundarniho symbionta
ovliviiujiciho tepelnou toleranci a odolnost hostile vii¢i parazitoidim (Paredes-Montero et al.,

2020).

V obou rodech bakterii, Wolbachia a Arsenophonus, jsou znamé 1 koevolujici linie, které se
v rdmci svych hostitelskych druhi pfenaSeji vyhradné vertikalni cestou, tj. ze samic
na potomky. V takovém piipadé jsou tyto bakterie pro hostitele nepostradatelné a zastavaji
funkci primarniho nutricniho symbionta, napiiklad Wolbachia u $ténic Cimex lecticularius
(Moran et al., 2008; Nikoh et al., 2014) nebo Arsenophonus u klose (Lipoptena cervi, Diptera:
Hippoboscidae; Novakova et al., 2009; Morse et al. 2013; Novéakova et al., 2016). Trasy
vertikalniho pfenosu se u symbiotickych systému 1iSi. Primarni symbionti mSic, mravenct
a n¢kolika dal$ich hmyzich taxonii nejsou schopné ptezit mimo buiiky a musi byt pieneseny
transovarialné, tedy ptes vajicka (Buchner, 1965; Douglas, 1998;) nebo pfes mlécné zlazy
k vyvijejicim se larvam, jak je to napiiklad u much tse tse a jim ptibuznych zastupci skupiny
Hippoboscidae (Buchner, 1965; Aksoy et al., 1997). U hmyzu ze skupiny Hemiptera bylo
popsano né€kolik mechanismti nepiimého vertikdlniho pfenosu. Nymfy nékterych druht
mohou ziskavat symbionty pozitim exkrementti od dospélych jedinct (Baines, 1956; Buchner,
1965; Beard et al., 2002), jini pfijimaji symbiotické bakterie tak, Ze matky pfi kladeni vajicek
potiraji sekrety s bakteriemi povrch svych vajicek. (Rosenkranz, 1939; Buchner, 1965;
Kaltenpoth et al., 2009). Obzvlast’ zajimavy mechanismus pienosu vyuziva ¢eled’ knézicoviti
(Pentatomidae), kteti vytvori specialni kapsli se symbionty a ulozi ji k nakladenym vajicktim
tak, aby ji Cerstv€é vylihld mldd’ata nasla a jejim pozienim ziskala symbiotické bakterie
(Fukatsu & Hosokawa, 2002; Hosokawa et al., 2005). Ve srovnani se savci €i ptaky je ptimy
prenos hmyzich stfevnich symbionti mnohem omezen¢jsi vzhledem k tomu, ze po nakladeni
vajicek samice zpravidla opousti své budouci potomstvo. To neplati pro nékteré socialni druhy
hmyzu, jako jsou §vaby, termiti, mravenci, vosy a vcely, jejichz potomstvo ziskava stfevni
mikrobiom pomoci tropholaxe nebo koprofagie (Hongoh et al., 2005; 2006; Martinson et al.,
2012).

Mikroorganismy jsou piitomny vSude kolem nds. Prostfedi, ve kterém organismus Zije,

obsahuje specifické bakterie souvisejici s danym mistem. Diky modernim metoddm
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molekularni biologie je mozné charakterizovat komplexni bakteridlni komunity spojené
s riznymi environmentalnimi stanovisti ¢i hostitelskymi organismy. Pldni mikrobiomy
obsahuji mimofadné bohatd a rozmanitd spolecenstvi bakterii (Lozupone & Knight, 2019).
Rostliny maji také specifické mikrobiomové slozeni (Bulgarelli et al., 2012). Bylo dokonce
potvrzeno, ze housenky herbivorniho hmyzu mohou ziskavat bakterie nejen z rostliny, kterou
se zivi, ale 1 z pudy, v které zije dana rostlina (Hannula et al., 2019). Specifické prostiedi,
ze kterého mohou zejména parazitické organismy vcetné vSenek pfijimat bakterie, je pefi.
Mikrobiom pefi, konkrétn¢ z roryst obecnych (Apus apus), uz byl také molekularné
analyzovan (Musitelli et al., 2018). Otevienost velké vétSiny symbiotickych systémil nabizi
hostitelskym organismiim nespocet cest a moznosti, jak ziskat Sirokou Skalu symbiontt, ktefi

pfindsi fadu vyhod a mohou zasadné ovliviiovat jejich evoluci.

1.4 Diverzita vnitrobunéénych bakterialnich symbionti

Prevéazna vétSina diverzity vnitrobunécnich bakteridlnich symbionti se nachdzi v uzavienych
symbiotickych systémech. Nékteré z nich, jako jsou zastupci rodt Wolbachia, Cardinium,
Spiroplasma ale i Arsenophonus l1ze ovsem nalézt 1 v otevienych symbiotickych systémech,
u kterych mohou do rizné miry ménit strukturu populaci. N&kteti zastupci vySe zminénych
rodl jsou znami jako reprodukéni manipulatofi, ktefi dokdZou zménit poméry pohlavi
v hostitelské populaci. Bakterie Wolbachia je nejen nejcastéjSim reprodukénim
manipulatorem, ale také jedinou skupinou bakterii schopnou indukovat vSechny Ctyii znamé
typy reprodukénich manipulaci (Werren et al., 2008; Cordaux et al., 2011; Sanaei et al., 2021),
kterymi jsou: zabijeni samcii, geneticka feminizace, cytoplazmaticka inkompatibilita
a parthenogeneze (Harcombe & Hoffmann, 2004; Mateos et al., 2006; Duron et al., 2008;
Werren et al., 2008; White et al., 2011; Sanaei et al., 2021).

Podobné mohou fitness hostitele, za urcitych ekologickych podminek, zvySovat i takzvani
fakultativni neboli sekundérni symbionti, ktefi nejsou pro hostitele Zivotné nezbytni
a v populaci hostitele nejsou fixovani. Fakultativni symbionti poskytuji naptiklad ochranu
pred parazitoidy, houbami, nematodami, reguluji imunitu i tepelnou toleranci svych hostiteld
(Fytrou et al., 2006; Vorburger et al., 2010; Xie et al., 2010; Brumin et al., 2011; Parker et al.,
2013; Xie et al., 2014; Haselkorn et al., 2015). Zajimavym ptikladem je bakterie Hamiltonella
defensa, u které bylo prokazano, ze poskytuje msicim ochranu pted parazitoidy (Oliver et al.,
2003) uvoliiovanim tékavych latek z rostlin (Parker et al., 2013; Imler Jean-Luc, 2014). Dalsi
fakultativni endosymbionti, jako je Regiella insecticola a razné linie rodi Wolbachia,
Spiroplasma a Rickettsia, také poskytuji svym hostitelim ochranu pied parazitoidy, houbami
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a nematody (Fytrou et al., 2006; Vorburger et al., 2010; Xie et al., 2010; Parker et al., 2013;
Xie et al., 2014; Haselkorn et al., 2015). Zmény ve slozeni vnitrobunécné mikrobioty maji
za nasledek prokazatelné snizeni ¢i zvySeni imunity a rezistence hostitele vii¢i parazitoidim
(Chaplinska et al., 2016; Ferguson et al., 2018). U molice Bemisia tabaci (Hemiptera:
Aleyrodidae) dochazi k toleranci tepelného Soku snizovanim poctu Rickettsii a expresi gend

symbionta spojenych se stresovou reakci (Brumin et al., 2011).

Primarni nebo také obligatni symbionti, vyskytujici se ve specializovanych symbiotickych
organech u kazdého jedince hostitelské populace, jsou vertikalné prenasené bakterie, které pro
hostitele zajistuji Zivotné dalezité funkce (Lo et al., 2016; Amparo & Manzano-Marin, 2017).
Obligatni symbionti jsou podminkou pro fungovani mnoha skupin hmyzu zavislych na
nevyvazené potrave, se kterymi sdili evolu¢ni historii. Mohou byt vnimani jako analogie
mikrobidlnich komunit otevienych symbidz, jelikoz plni jak nutri¢ni, tak imunitni funkce,
respektive se na imunité svych hostiteli mohou zasadné podilet (Shigenobu et al., 2000;
Akman et al., 2002). Mezi nutricné¢ nevyvazené zdroje potravy patii dievéné materidly,
rostlinné §tavy a krev obratlovcii. Zatimco u dfevokazného hmyzu pomahaji bakterie
v mikrobiomu stfeva travit rostlinné polysacharidy a doplnovat dusik (Breznak & Brune 1994;
2003), u hmyzu pfijimajiciho pouze rostlinné stavy (fytofdgové) nebo krev (hematofagové)
zajist'uji nutriéni funkci obligdtni intracelularni symbionti. Floem a xylem je chudy zejména
na esencialni aminokyseliny. Krev obratlovci, jako vyhradni zdroj potravy hematofagnich
Clenovct, je typicka nizkym obsahem vitamini skupiny B. Pravé tyto latky syntetizuji
obligatni (primarni) symbionti a poskytuji je svym hostitelim (Campbell & Bernays, 1990;
Douglas, 2013). Jeden z nejvice prozkoumanych endosymbiotickych vztahi je mezi mSicemi
a bakteriiemi druhu Buchnera aphidicola. Tato bakterie produkuje esencidlni aminokyseliny,
které chybi ve stravé msic, pomoci dopliitkovych enzymii kdédovanych msicemi. Neesencialni
aminokyseliny, které nejsou syntetizovany Buchnera aphidicola, jsou syntetizovany
bakteriocyty msic. Jedna se o piiklad vzajemné zavislosti metabolickych aktivit hostitele
a jeho endosymbiontl (Liadouze et al., 1996; Shigenobu et al., 2000, Zientz et al., 2004;
Hansen et al., 2011). Typickym piikladem obligatni symbidézy hematofagniho hmyzu jsou
mouchy tse tse a jejich endosymbiotické bakterie Wigglesworthia glossinidia, které dopliuji
hostiteli vitaminy B1, B2, a B6 Noggi, 1981; Akman et al., 2002, Bing et al., 2017).
U Phthiraptera je nejznam¢jSim piikladem vztah mezi v§i rodu Pediculus a bakterii Riesia
pediculicola, ktera doplituje predevsim kyselinu pantothenovou (vitamin BS5; Perotti et al.,

2008).
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Nejen v ramci diverzity bakteridlnich symbiontt, ale i v ramci jednotlivych bakteridlnich rodi
najdeme Sirokou Skalu symbiotickych fenotypu, pro které jsou dvé vyse popsané kategorie
primdrnich a sekundarnich symbiontl ¢asto nedostacujici. Typicky diverzifikovanymi jsou
bakterie z rodt Wolbachia a Arsenophonus. U vétSiny ¢lenovci je vztah s témito symbionty
fakultativni ptipadné az paraziticky (reprodukéni manipulétoti). Bakterie Wolbachia jsou
symbionty mnoha skupin ¢lenovci a hlistic, které nalezneme az v 66 % hostitelskych druhti
po celém svété (Zug & Hammerstein, 2012). Jedna se o velmi riznorodou bakterii, ktera je
fylogeneticky rozdé€lena na 17 ,,superskupin® (Wang et al., 2016). Rozmanitost fenotypti
téchto skupin zahrnuje reprodukéni manipulace (Hurst et al., 2000), vlivy na zmény
fyziologické i behaviordlni (Beltran-Bech & Richard, 2014, Truitt et al., 2019) zmény
citlivosti na patogeny (Hedges et al., 2008; Kambris et. al., 2009; Ekwudu et al., 2020)
1 obligatni vztahy se syntézou zivin (Moriyama et al., 2015), naptiklad u hlistic a §ténic si
bakterie Wolbachia vytvotily obligatni vztah se svym hostitelem. U krevsajicich $ténic zastava
Wolbachia nutri¢ni funkci dopliiovanim vitamina skupiny B (Nikoh, et al., 2014, Pietri et al.,
2016, Fisher et al., 2018). Podobn¢ jako Wolbachia ma 1 rod Arsenophonus nékolik roli od
obligatnich aZ po parazitické. O obligadtniho symbionta se jedna u celedi Hippoboscidae
s nutricni funkei (Trowbridge et al., 2006; Novakova et al., 2009). Na rozdil od bakterie
Wolbachia, Arsenophonus nevykazuje vSechny c¢tyfi formy reprodukéni manipulace,
ale zaméfuje se pouze na zabijeni samci (Cordaux et at., 2011). Sirok4 distribuce t&chto
bakterii mize byt zpltisobena pravé schopnosti ménit reprodukci hostitele (Novakova et al.,
2009; Zug & Hammerstein, 2012). Tyto dva Siroce distribuované symbiontické rody mohou
byt pfitomni ve stejném hostiteli. Naptiklad v hmyzu Nilaparvata lugens je vysoké zastoupeni
obou téchto bakterii (Guo et al., 2021). Interakce mezi koexistujicimi symbionty miize ovlivnit
mikrobidlni komunitu daného hostitele, protoZze bakterie mohou soutéZzit o zdroje potravy ¢i
prostor v hostitelském téle (Koga et al., 2003; Choisy et al., 2010). U mSic je hustota
obligatniho symbionta Buchnera aphidicola snizena, kdyz je v hostiteli zastoupena bakterie
Serratia symbiotica nebo Rickettsia (Koga et al., 2003; Sekurai et al., 2005), ale v ptipad¢ vyse
zminéné koexistence linii Wolbachia a Arsenophonus v N. lugens (Guo et al., 2021) nebyla

zjisténa zadna negativni interakce.
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2 Cile prace

1. Determinovat hlavni funkéni slozky mikrobiomti vybranych druhd vSenek rodu
Menacanthus s odliSnou potravni preferenci.
2. Posoudit moznou konvergenci mezi mikrobiomy vSenek zivicich se krvi hostitele

(Menacanthus eurysternus) a vybranych druhii v§i.
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3 Material a metody

3.1 Material

Tato studie je soucasti komplexniho vyzkumného projektu zaméfeného na vSenky rodu
Menacanthus (Menoponidae). V ptedchozich fazich projektu byl proveden sbér, izolace
a identifikace materidlu. Analyzované vzorky pouzité v této studii pochdzi ze 17 statd napfic
¢tyfmi svétadily (viz Tab. I a Obr. 1). Jedna se o 157 jedinct ziskanych z 65 druht ptacich
hostitelt (viz sekce ptilohy Obr. P1). Z 98 popsanych druhi rodu Menacanthus bylo
analyzovéno 15 druht s odlisSnou hostitelskou specifitou (viz Tab. II) 1 potravni specializaci
a nckolik fylogenetickych linii vSenek rodu Menacanthus, souhrnné oznacenych jako
Menacanthus sp., u kterych neni jasné druhové zarazeni. Druhové zafazeni vzorku
se v n¢kterych ptipadech neshoduje s dosud publikovanym fylogenetickym pozadim (Martina
et al., 2015; Priloha Obr. P2). Druhy M. orioli, M. currucae a M. takamayai jsou
pravdépodobné parafyletické (rozpadaji se do hostitelsky ¢i geograficky specifickych linii, viz
sekce prilohy Obr. P2; Martini et al., 2015). Nejpocetnéji zastoupenym druhem v datasetu byl
Menacanthus eurysternus, zahrnujici 56 jedincti. Vzorky tohoto druhu, jakozto hostitelského
generalisty, pochazeji z Sirokého spektra hostitelti (27 druhii ptakd, viz sekce ptilohy Obr. P1).
V datasetu jsou rovnéz zastoupeni hostitel$ti specialisté a druhy parazitujici nékolik malo
hostitelti (viz Tab. II). VétSina z analyzovanych druhd jsou okusovaci zivici se prevazné
petim. Dva druhy, M. eurysternus a M. stramineus jsou povazovany za hematofagy (Atkinson
et al., 2009; Marcondes et al., 2017). Material v podobé DNA templatt (sesbirdn a pour¢ovan
Danielem L. Gustafssonem a Oldfichem Sychrou a izolovan Janou Martint) byl poskytnut

Skolitelem.

3.2 Amplikonové knihovny genu pro 16S rRNA

DNA templaty byly jednotlivé amplifikovany pomoci fuznich barcodovanych primeri dle
zavedené¢ho protokolu (Brown et al. 2020). Spolu s DNA vSenek byly amplifikovany
1 4 vzorky uméle vytvofenych mikrobidlnich komunit slouzici jako pozitivni kontrola.
Takzvané ,,mock community” jsou komunity se zndmym sloZzenim pochazejici ze smési
bakteridlnich kultur. Zahrnuti téchto kultur do faze amplifikace umoziuje vyhodnotit piipadny
amplifikacni bias, kvalitu a citlivost sekvenace zejména u bakterii s minimalnim zastoupenim
(Bakker, 2018). Vzorky s mock komunitami jsou obvykle klasifikovany jako ,.even®
a ,stagerred”, coz odpovida pomérim jednotlivych druha bakterii. U ,,even” komunit je

koncentrace vSech sloZek rozvrzena rovnomérné. ,,Stagerred” komunity maji koncentraci
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nékterych bakterii velmi nizkou a poskytuji tak lepsi test citlivosti sekvenovani

(https://drive5.com/usearch/manual/otu_qc_controls.html). Knihovna obsahovala 2 vzorky

mock komunit even (ATCC MSA1000) a 2 vzorky mock komunit stagerred (ATCC

MSA1001) s deseti druhy bakterii. Do amplifikace byly zahrnuty i dvé negativni kontroly

v podobé¢ chybéjiciho templatu, diky kterym jsme mohli identifikovat piipadné kontaminace.

PCR produkty byly nasledné pteciStény, ekvimolarn¢ smichdny do spolecné multiplexoveé

knihovny, a odeslany na sekvenovani na platformé Illumina MiSeq s pouzitim v2 sekvenacni

chemie a 500 cykll ¢teni. Knihovna byla vytvofena technickym pracovnikem laboratofe,

Janem Zimou.

Tab. I: Piehled piivodu vSech vzorka rozdélenych podle druhu (Cisla u ndzvi predstavuji
pocty vzorki).

M. M. M. M. M. M. M. M. M. M. M. M. M. M. M. M.
eurysternus camelinus orfoli currucae sinuatus stramineus brelihi chrysophaeus tokayamai obrteli aloudae nogoma pici pusillus gonophaeus sp.
56 11 15 20 5] 4 4 3 B 4 z B 2 2 1 15
Bulharsko 3 o 3 o o o o o o o o o o o o o o
Svédsko 43 17 7 o ] 3 o o o o o o o 2 2 1 3
¢ 3 o o o o 3 o o o o o o o o o o o
republika
Recko 5 o 1 o 4 o 4 o o o o o o o o o o
Francie 2 2 o o o o o o o o o o o o o o o
5. 11 o o o 4 o o 3 o o 4 o o o o o o
republika
Keiia 5 o o 5 o o o o o 3 o o o o o o 1
Kamerun 8 3 ] 2 1 o o o o o o o o o o o 2
liini 12 5 o 4 o o o o o o o 2 1 o o o o
Afrika
Azory B B o o o o o o o o o o o o o o o
Paraguay 3 o o o o o o o o o o o o o o o 3
Kostarika 10 7 o o 2 o o 1 o o o o o o o o 3
Mexiko 3 o o o o o o o o o o o o o o o 3
Honduras 1 o ] o o o o o o o o o o o o o 1
lapansko 17 =] o o o o o o 3 3 o o 2 o o o o
Vietnam B o o 3 o o o o o o o o 3 o o o o
Cina 10 7 o o 2 o o 1 o o o o o o o o o
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Obr. 1: Geograficky ptehled piivodu analyzovanych jedinct (Cisla v zdvorce jsou pocty
jedinct pochazejici z dané zemg).
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Tab. II: Pfehled analyzovanych druhti rodu Menacanthus a jejich hostitelské spektrum (¢isla
u nazvi jsou pocty jedincii z daného hostitelského spektra, v tabulce neni M. gonophaeus,

kviili nizkému poctu vzorka (1)

Monoxenni Monoxenni/ Stenoxenni Stenoxenni/ Euryxenni

(specialisti) stenoxenni euryxenni (generalisti)
43 7 14 3 68
M. eurysternus 0 0 0 0 56
M. alaudae 2 0 0 0 0
M. brelihi 2 0 0 0 0
M. camelinus 11 0 0 0 0
M. currucae * 2 7 0 3 7
M. chrysophaeus 3 0 0 0 0
M. nogoma 4 0 0 0 0
M. pici 2 0 0 0 0
M. pusillus 2 0 0 0 0
M. sinuatus 6 0 0 0 0
M. stramineus 4 0 0 0 0
M. takayamai 5 0 0 0 0
M. orioli * 0 0 14 0 1
M. obrteli 0 0 0 0 4

* Druhy M. currucae a M. orioli jsou parafyletické a rozpadaji se na jednotlivé fylogenetické

linie s odlisSnou hostitelskou specifitou, viz sekce ptilohy (Obr. P2).

3.3 Zpracovani 16S rRNA amplikonovych dat
Soubor hrubych dat byl zpracovan do podoby taxonomické tabulky OTU (Operation

Taxonomic Unit) pomoci vybranych piikaz programu Usearch (http://driveS.com/usearch/)
a Qiime (http://qiime.org/). Zpracovani dat zahrnovalo n¢€kolik krokd. Prvnim krokem bylo
demultiplexovani, kdy doslo k roztfidéni dat a rozdé€leni jednotlivych readli ke konkrétnim
vzorkim na zdkladé¢ unikdtniho barcodu. Dal§im krokem bylo parovani forwardovych
a reverznich readu, které se prekryvaly usekem o minimalni délce 20bp tak, aby minimalni
délka vysledné sparované sekvence byla alespon 400bp. V dal$im kroku probé¢hlo filtrovani

sekvenci dle kvality. Déle byla vytvotena na zaklad€ 100% sekvenéni shody de novo databaze,

18



tzv. representativni set, vnémz kazda sekvence byla oznacena jako unikatni OTU.
Demultiplexovana data byla nésledné ptifazena k representativnimu setu sekvenci na zékladé
97% sekvencni shody. Vysledkem tohoto kroku byla OTU tabulka, ktera obsahovala
informace o poctu jednotlivych OTU pro kazdy vzorek. S pomoci blast algoritmu
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

a databaze SILVA 138 (February 2021, https://www.arb-silva.de/download/archive/qiime/)
byla jednotliva OTU taxonomicky zafazena. V poslednim kroku doSlo k odstranéni vSech
sekvenci, které byly taxonomicky identifikovany jako nebakteridlni, tj. chloroplasty,

mitochondrie a Archea.

Krok 1: Primarnizpracovani Krok 4: Mapovani dat
Demultiplexing: prep_fastq_for_uparse_paired. py * Mapovani: usearch_global
Parovani: fastgq_mergepairs * \Vytvoreni OTU matrix: create_otu_table_from_uc_file.py
Krok 2: Pfiprava de novo databaze Krok 5: Taxonomicka klasifikace

Kontrola kvality: fastq stats Prevod do formatu biom: biom convert

Filtrovani: fastq_filter :
Pfifazeni taxonomie k sekvencim: assign taxonomy.py
Dereplikovani: derep_fullength

o - i ; Pfifazeni taxonomie do biom formatu: biom add-metadat
Odstranéni jednotlivych sekvenci: sortbysize

Krok 3: Vytvoreni de novo databaze Krok 6: Filtrovani nebakterialnich sekvenci
Klastrovéni: cluster_otus + Chloroplasti+mitochondrii+archea+no_hit:
Cislovani OTU: fasta number.py filter_taxa_from_otu_table.py

el e o Kontrola poétu sekvenci u vzorkfi: biom summarize-table

Obr. 2: Znézornéni postupu bioinformatického zpracovani amplikonovych dat. Program

Qiime byl pouzit u piikazi oznacenych &ervend a Usearch u éernych piikazi (Zizkova, 2017).

3.4 Dekontaminace dat

Negativni kontroly obsahovaly nezanedbatelné mnozstvi readit (NK3 obsahovala 4051 reada
a NK4 2705 readll). Z datasetu bylo odstranéno celkem 12 OTU, které se vyskytovaly u obou
negativnich kontrol, a jedno OTU nalezené ve vzorku mock komunit, které neodpovidalo
origindlnimu slozeni pouzit¢ho DNA templatu. Taxony kontaminovanych OTU patii do roda
Massilia, Sphingomonas, Arthrobacter, Brevundimonas, Cutibacterium, Methylobacterium-
Methylorubrum OTUI150 1 OTU142, Micrococcus, Pusillimonas, Sphingomonas,

Rhodococcus, Cedecea, Granulicatella.
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3.5 Analyzy v R studiu
Analyzy dekontaminovaného datasetu v podob&é OTU tabulky byly provadény v R studiu

(https://www.rstudio.com/). K vyhodnoceni mikrobiélni diverzity na rGznych urovnich byly
pouzity moduly vegan a phyloseq navrzené pro ucely mikrobidlni ekologie (McMurdie
& Holmes, 2013, https:// www.rdocumentation.org/ packages/ vegan/ versions/ 2.4-2/ topics
/vegan-package). K vyhodnoceni alpha diverzity byly pouzity kvantitativni indexy Richness
a Shannon. Pro ucely analyzy podobnosti mezi riiznymi skupinami mikrobioma byly
vypocitany Bray-Curtis vzdalenosti mezi jednotlivymi vzorky, s kterymi byly nasledné
provedeny klastrovaci analyzy NMDS (Non-metric multidimensional scaling) a PCoA
(Principal Coordinate(s) Analysis). S pomoci funkce Adonis byla posouzena signifikance
rozdili mezi skupinami mikrobiomti sdruZenych jednotlivymi faktory. Konkrétn¢ byly
testovany vlivy druhového zatazeni vSenek a jejich geografického plvodu, potravni
preference vSenek, rozsahu spektra ptacich hostitelt, které vSenky ptirozené parazituji, a vliv
taxonomické identity ptaciho hostitele. Potencidlni rozdily v homogenité¢ analyzovanych
skupin byly testovany pomoci funkce beta, dostupné v modulu phyloseq. Grafickd podoba
vysledka byla vytvotfena pomoci modulu ggplot

(https://rstudio.com/wpcontent/uploads/2015/03/ggplot2-cheatsheet.pdf).
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4 Vysledky

Vysledky této prace budou zahrnuty v publikaci, ktera vyjde do konce roku 2021.
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Niltava davidi
3
Panurus biarmicus
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subcaeruleum
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Obr. P1: Druhy vSenek rodu Menacanthus a hostitelé, ze kterych pochézeji.
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Obr. P2: Fylogeneticky strom druhti vS§enek Menacanthus (Martini et al., 2015)
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