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Abstrakt

Modelovym organismem této prace je je zastupce skladistnich rozto¢t Tyrophagus
putrescentiae. Predpokladali jsme, Ze zmény fyziologickych vlastnosti vlivem
mikroorganismli (predevSim zmény spojené simunitnim systémem) mohou mit za
nasledek i zménu tolerance dané populace roztoCli na pritomnost aktivnich latek.

Nejefektivnéjsi zpiisob kontroly stavu roztocu je aplikace akaricidt.

V této praci byla porovnavana reakce dvou populaci rozto¢t T. putrescentiae, (tj.
symbiotickd populace 5P, ktera hostila bakterie rodu Wolbachia a asymbiotické populace
5Pi) na pritomnost pesticidu. Za pouziti testd na filtracnim papifte, rlistovych testi a
nasledné analyzy mikrobiomu bylo vypozorovano, Ze vSechny druhy testovanych pesticidi

vykazuji negativni vliv na prezivani roztoct i rychlost ristu.

Vysoké Kkoncentrace pesticidii vdieté redukovaly zastoupeni bakterii rodi
Wolbachia, Bartonella a Bacillus u symbiotické populace T. putrescentiae 5P. U asymbiotické
populace byl tento jev méné patrny. Stfedni koncentrace deltametrinu a primifos methylu
zvySily diverzitu v symbiotické populaci 5P, ale ne v asymbiotické populaci 5Pi. Vysledky
ukazaly, ze asymbiotickd populace nema vyznamné odliSnou toleranci viici pesticidim na
rozdil od asymbiotické populace. Ukazaly vsak, Ze pritomnost pesticidl ve stravé ovliviiuje

naslednou skladbu mikrobiomu roztoct a to zejména v symbiotické populaci.

Klic¢ova slova: pesticidy, mikrobiom, skladi$tni roztoci



Abstract

Model organism used in this study is stored product mite specifically Tyrophagus
putrescentiae. Presence of microorganisms may cause physiological changes (especially
changes of immune system) which can result in different pesticide tolerance of tested mite

population. The most effective way how to control mite is by acaricide application.

We compare the reaction of two T. putrescentiae populations to pesticide treatment.
The mite population differ in symbiont composition: symbiotic population 5P containing
Wolbachia and asymbiotic population 5Pi with absence of Wolbachia. We observe negative
effect of all tested treatments to mite reproduction rate. We used filter paper tests, growing

tests and microbiome analyzes.

High concentrations of pesticides in the diet reduced the presence of Wolbachia,
Bartonella, and Bacillus bacteria in the 5P symbiotic population. This phenomenon was less
noticeable in the asymbiotic population. Medium concentration of deltamethrin and
primifos methyl increased diversity in the symbiotic population but not in asymbiotic one.
The results showed that the asymbiotic population did not have a significantly different
tolerance to pesticides compared to the asymbiotic population. However, they showed that
the presence of pesticides in the diet affects the composition of the mite microbiome,

especially in symbiotic culture.

Key words: pesticide, microbiome, stored product mite
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1. Uvod

Roztoc¢i jsou kosmopolitni organismy vyskytujici se v blizkosti Clovéka. Lze je
rozdélit do dvou skupin - skladistni roztoce vyskytujici se predevSim v potravinach
(anglicky tzv. stored product mite) a prachové roztoCe vazané na domacnost clovéka
(anglicky tzv. house dust mite). Pfitomnost roztocu je spojena s nékolika negativnimi vlivy.
Nejvyznamnéjsi je ohroZeni lidského zdravi skrze produkci alergent. Proto je dileZzita
kontrola vyskytu roztoci, ktera spociva nejcastéji v primé aplikaci akaricidd. V této studii
jsme predpokladali, Ze aplikace téchto aktivnich latek muzZe vyvolat zmény fyziologickych
vlastnosti rozto¢i (predevSim zmeény spojené s imunitnim systémem) a zpusobit zménu
tolerance dané populace rozto¢ii na pritomnost pesticidi. Masivni pouZzivani téchto latek
vSak vede u roztoct k vytvoreni tolerance. Zamérili jsme pozornost na vyskyt bakterie rodu
Wolbachia, jednoho z nejbéznéjsich endosymbiontt korysid, hmyzu, nematod a v neposledni

radeé roztocu.

V této praci byly porovnavany rozdily tolerance dvou populaci roztoce zhoubného
(Tyrophagus putrescentiae) na pritomnost rtizné koncentrovanych pesticidi. Porovnavali
jsme symbiotickou populaci, kde byla pfitomna bakterie rodu Wolbachia a asymbiotickou
populaci, u které Wolbachia ptritomna nebyla. Roztoci byli vystaveni tfem druhiim pesticidi
o riznych koncentracich. Konkrétné se jednalo o aktivni latky deltamethrin, deltamethrin +

piperonylbutoxid (PBO) a pirimiphos-methyl.

Cilem této prace bylo zjistit, zda maji tyto dvé studované populace rozdilnou
toleranci na pritomnost pesticidii; zda ovliviiuje pritomnost pesticidu skladbu mikrobiomu
roztoCl. Dale bylo cilem zjistit, jestli je mikrobiom zodpovédny za rozdilnou toleranci
roztoCl vici pesticidim a zda ma rozdilnd skladba mikrobiomu vliv na celkové fitness

roztoci zjistovanou jako populac¢ni rist.



2. Literarni prehled

2.1 Roztoci v prostredi clovéka

RoztocCi se mohou v prostiedi clovéka vyskytovat dvéma zplisoby. Nékteii se mohou
vazat na prach vdomadcnostech - tzv. prachovi roztoci (house dust mite). Mezi nejbéznéjsi
zastupce této skupiny roztoc¢l radime napiiklad prachovka americkd (Dermatophagoides
farinae Hughes, 1961) a prachovka prachova (Dermatophagoides pteronyssinus (Trouessart,
1897)). Ti se vyskytuji nejcastéji v matracich, v prachu pobliZ posteli, kde je udrZovana
optimalni teplota a vlhkost pro preziti roztoct, zaroven je zde dostatek potravy pro roztoce
(Colloff 2009b). Druhou skupinou jsou pak roztoci, ktefi jsou vazani na lidské potraviny tzv.
skladisStni roztoci (stored product mite). Mezi nejznaméjsi skladiStni roztoce patii syrohub
zhoubny (Tyrophagus putrescentiae (Schrank, 1781)), skladokaz moucny (Acarus siro
Linnaeus, 1758) perickovec zhoubny (Lepidoglyphus destructor (Schrank, 1781)) (Hughes
1976). Zastupce skladistnich roztoc¢a T. putrescentiae je hlavnim modelovym organismem

této prace.

2.2 Rizika vyskytu roztoct

RoztoCi svou pritomnosti mohou lidskému zdravi zplisobovat pifima rizika, kam
spadaji fyzikalni rizika (kontaminace komodit), chemickd rizika (produkce alergent,
mutagenli a karcinogenli do napadenych produkti) a psychologické Skody (disgust,
uzkosti). Dale mohou roztoc¢i svou piitomnosti zplisobovat nepirima rizika, mezi ktera
fadime ekonomické a biologické skody (Hubert et al. 2018). Tyto kategorie vSak nemaji

pevné hranice. Komplikace vyvolané piitomnosti rozto¢ti se mohou vzajemné piekryvat.

Nejvétsi riziko vyskytu roztoct je spojeno s produkci alergent v kontaminovanych
potravinach. Jako zdroj alergenti mohou pusobit i exkrementy, svlecky nebo mrtva téla
roztoCl (Erban et al. 2016a). Dale pak rozto¢i mohou produkovat mutageny a karcinogeny
do potravin (Hubert et al. 2018). Roztoc¢i produkuji 9 % vSech dosud znamych alergenii
(WHO/IUIS 2021). Zdravému clovéku by pritomnost roztocti neméla zplisobovat zadné
komplikace. V dneSni dobé vSak nartista pocet lidi, ktefi jsou viici témto latkdm citlivi (tzv.

hypersenzitivni). U takovych jedinca alergeny aktivuji buriky imunitniho systému IgE, coz



zpusobuje fadu zdravotnich komplikaci (Green & Woolcock 1978). Nejcastéji se komplikace
projevuji v podobé kozZnich reakci (ekzémt, dermatitid atd.) (Arlian et al. 1997; Jeong et al.
2008). V ojedinélych pripadech se pak mohou objevit i dychaci problémy, jako je astma
nebo rhinitida (ryma) (Miller 2019). U nékterych tzv. hypersenzitivnich lidi mohZe kontakt
s alergeny (jako je napf. pozieni kontaminované potraviny), zplisobit az zivot ohrozujici
anafylakticky Sok. Jedna se o neprimérenou reakci imunitniho systému na pritomnost
alergenu (Blanco et al. 1997). Pritomnost alergeni v prostfedi neni mozné odstranit
kontrolou vyskytu roztoct, protoZe alergeny v prostiedi pretrvavaji i po usmrceni roztoce.
A7z 95 % veskerych alergeni spojenych s vyskytem roztocd je vdzano na vykaly roztoct
(Tovey , Chapman & Platts-Mills 1981). Alergeny se mohou byt uvoliiovat i z mrtvych tél
roztocu a svlecek, které se v prostiedi vyskytuji i po usmrceni roztoc¢ti. Odstranéni alergenti
z prostiedi lze docilit bud’ fyzickou likvidaci (vysavani kontaminovanych prostor, ¢isténi
vzduchu atd.), nebo pockat, aZ alergeny samovolnou degradaci prestanou byt aktivni
(Sidenius et al. 2002). Degradaci alergent lze urychlit napft. aplikaci tanind, horké vody

nebo pouzivanim vodni pary (Colloff 2009Db).

Psychologické Skody patfi mezi dalSi primé negativni efekty, které mohou roztoci (a
jini skladiStni Sklidci) zpiisobit. V dnesni dobé nartistd mnoZzstvi lidi, ktefi trpi uzkostnymi
stavy nebo dokonce depresemi vduasledku predstav zakoupeni nebo pozieni
kontaminovanych potravin (Scandola et al. 2010). Chorobny strach z pozieni skiidci miize
mit za nasledek tzv. disgust, tedy nechutenstvi viici urcitym typim potravy (Curtis & Biran

2001).

Druhou kategorii $kod, které roztoci zptisobuji, jsou neprimé skody. Sem spadaji dvé

kategorie: ekonomické a biologické Skody.

Rozto¢i mohou zplsobit ekonomické Skody skrze poruSeni a snizeni kvality
napadené komodity (Colloff 2009b). PoZerem skladovanych komodit roztoc¢i zptlisobuji
hmotnostni Skody, snizuji kli¢ivost a kvalitu semen, coZ se miliZe negativné projevit ve
financnich ziscich prodejcti. Rozto¢i mohou firmam zptsobovat finan¢ni ndklady, které je
nutné vydat za kontrolu vyskytu roztoc¢t a vycisténi veskerych prostor, aby se predeslo

opétovné kontaminaci (Malik et al. 2018).



Posledni kategorii jsou biologické Skody, kdy vyskyt $klidcti narusi podminky, které
napadend komodita vykazuje (nejcastéji teplotu a vlhkost), coz mlize mit negativni vliv na
trvanlivost potraviny a zaroven to miiZe usnadnit kolonizaci komodity dal$imi patogennimi
organismy (Hubert et al. 2018). Rozto¢i mohou dale hrat klicovou roli jako vektor hub
(Hubert et al. 2012) a bakterii (Hubert et al. 2017), které také produkuji zdravi Skodlivé
latky, coZ mlzZe mit za nasledek mnohonasobné vétsi toxicitu napadeného produktu, s ¢imz

jsou nasledné spojena vétsi zdravotni rizika v pifipadé konzumace (Malik et al. 2018).

2.3 Tyrophagus putrescentiae

Jako modelovy druh pro tuto studii byl zvolen zastupce skladiStnich roztoct - rozto¢
zhoubny, Tyrophagus putrescentiae (Schrank, 1781). Taxonomicky ho radime do kmene

Arthropoda, tridy Arachnida, fadu Astigmata, ¢eled’ Acaridae (Hughes 1976).

Roztoci maji télo ¢lenéné na hlavohrud' (cefalothorax) a zadecek (abdomen). Télo je
vétSinou bilé s riizné rozlozenymi a dlouhymi chloupky, coZ je vyznamny taxonomicky znak
pro urcovani druhl roztoCi. Rozto¢i se rozmnoZzuji pomoci vajicek proménnou
nedokonalou, kdy larvy jsou podobné dospélcim a chybi stddium kukly. Dospélci se od
larev li8i pouze poctem koncetin. Zatimco dospélci maji ¢tyti pary koncetin, larvy jen tri
pary (Barto§ & Werner 1979). Jednotliva stadia vyvoje jsou vajicko, larva, protonymfa,
deutonymfa, trytonymfa a dospélec. Rozto¢i umi vytvaret v nepriznivych podminkach
z deutonymfy dormantni stddia nazyvand hypopus, ktery se po preckani nepiiznivych

podminek vyviji v dospélce (Corente & Kniille 2003).

Rozto¢ zhoubny dortista do velikosti okolo 0,3 mm,
kdy samice dorlsta vétSich velikosti nez samec
(Hagstrum, Phillips, & Cuperus 2012). T. putrescentiae ma

typické rozmisténi chloupkli na zadni c¢asti zadecku

(obvykle 7 pari), jak je vidét na obrazku (Obrazek 1)
(BartoS & Werner 1979). Rozto¢ zhoubny ma vysokou ] o o .

Obrazek 1 Typické rozmisténi chloupk
toleranci vii¢i vykyvlim teploty. RozmnoZovani probihd i na téle dospélého jedince T

v . N~ y . y . t ti
pri teplotach nizSich nez 10 °C, je to vSak spojeno putrescentiae



s prodlouZenim generacni doby. Idealni teplota pro rozmnoZovani je 25-30 °C, kdy samice
klade v jedné sntiSce az 500 kust vajicek a generacni doba je v takovych podminkach okolo
100 dni (Bartos & Werner 1979). Tento druh roztoce je velmi citlivy na kolisani vzdusné
vlhkosti (limitujici hodnota vlhkosti je 14 %) (Green & Woolcock 1978). Rozto¢ zhoubny
Skodi zejména na syrech, suSenych Sunkach (Abbar et al. 2017), pripadné suSenych
zvitecich granulich (Nayak 2006). Dale se miiZe vyskytovat v semenech, mouce a moucnych
vyrobcich (Hughes 1976). T. putrescentiae produkuje 14 alergenti vici kterym je clovék
citlivy. Jedna se o alergeny Sifené vzduchem. Konkrétné cystein proteazy (Tyr p 1), alergeny
zrodiny NPC2 (Tyr p 2), trypsin (Tyr p 3), Bactericidal permeability increasing proteiny
(Tyr p 7), glutathion S transferazy (Tyr p 8), tropomyosin (Tyr p 10), paramyosin (Tyr p
11), protein vazajici mastné kyseliny (Tyr p 13), arginin kinazy (Tyr p 20), heat shock
proteiny (Tyr p 28), pyrofosfat (Tyr p 32), troponin C (Tyr p 34), aldehyd dehydrogenazy
(Tyr p 35) a profilin (Tyr p 36) (WHO/IUIS 2021).

2.4 Kontrola vyskytu roztoct

Lidé se snazi kontrolovat vyskyt skladiStnich roztocti ve svém okoli, aby predesli
vSem vySe zminénym komplikacim, které jsou s kontaminaci potravin spojené. Stav roztoct
se kontroluje tremi hlavnimi zplisoby: fyzikdlni kontrolou, chemickou kontrolou a

biologickou kontrolou stavu roztoct (Colloff 2009b).

2.4.1 Fyzikalni kontrola roztoct

Problém kontaminace potravin je mnohonasobné vyssi v rozvojovych zemich. Ve
vétSiné vyspélych stati I1ze riziko kontaminace produktili eliminovat pouZivanim obalovych
materialli (Hubert et al. 2011). V takovém pripadé hraje klicovou roli material a jeho
tloustka. Diilezitou roli hraje i cena, kterd musi odpovidat cené balené komodity. Vyrobci
levnych produktii si nemohou dovolit nejvice odolné obalové materidly, protoZe by tim cena

vyrobku mohla mnohonasobné stoupnout (Hagstrum, Phillips & Cuperus 2012).

Dalsim zptlisobem fyzikalni kontroly roztoti muze byt usmrceni roztoct skrze
zmény optimalnich podminek pro zivot skiidcti (Hart 1998). Nejcastéji se pouziva zména
teploty. Pro vétsSinu skladistnich roztoci je teplotni optimum mezi 25-30 °C. V takovém
piipadé je riistova rychlost populace nejvyssi. Naopak limitujici jsou teploty vyssi 45 °C a
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teploty nizs8i nez 5 °C (Fields 1992). Dale se miiZe vyuzivat pro kontrolu zména atmosféry,
kterd miiZe nasledné usmrtit roztocCe. Jedna se o tzv. vykutrovani. Nejcastéji se vyuziva fosfid
hotecnaty (Campbell, Perez-Mendoza & Weier 2012). Dilezitou roli ve vyvoji rozto¢t m3 i
relativni vlhkost prostiedi. S poklesem vlhkosti prostiedi nartsta délka generacni doby a
zarovei se snizuje plodnost rozto¢ti (Sanchez-Ramos, Alvarez-Alfageme & Castafiera 2007).
Limitujici vlhkost pro kontrolu roztoct je druhové specificka a obecné plati, Ze ¢im vétsi je

tolerance roztocu vici nizké vlhkosti, tim zavaznéjsi skiadci jsou (Bartos & Werner 1979).

Obecné fyzikalni ochrana neni tak efektivni jako jiné typy kontrol a mnohdy nestaci
na uplné a trvalé odstranéni roztoct. MliZe se vsak vyuzivat jako efektivni prevence. Nékteri
roztoCi totiZ umi v nepriznivych podminkach vytvorit odolné dormantni stddium, které
nazyvame hypopus (Barto$S & Werner 1979). Vyskyt dormantnich stadii vyrazné ztéZuje
kontrolu stavu roztocl v prostiredi ¢lovéka, protoZe v priznivych podminkach se hypopus

vyviji v dospélce a kontaminace se mize opakovat.

2.4.2 Biologicka kontrola roztoc¢i

Biologickd kontrola je zaméfena na redukci vyskytu SkGdct skrze prirozené
interakce sjinymi organismy. Velkd vyhoda této metody je neznecistovani prostiredi
toxickymi chemikaliemi (Perdikis, Kapaxidi & Papadoulis 2008). Pro eliminaci Sklidct se
mohou do prostiedi vysazovat predatofi, paraziti, nebo parazitoidi, ktef{ zptisobi usmrceni
(nebo alespon zpomaleni reprodukéni rychlosti) skidci. Jako predator skladiStnich roztoct
miiZe plisobit i jiny druh dravého roztoce. Napriklad druh dravcik Spizni (Cheyletus eruditus
(Schrank, 1781)) zabiji roztoce zceledi Acaricidae a Glyciphagidae. Nejvyznamné;si

potravou jsou rozto¢i A. siro, T. putrescentiae a L. destructor (Zd'arkova & Horak 1990).

Druhd moznost je vyhubeni symbiotickych organismi, bez kterych by Sktdci
neprezili. V pripadé roztoci se jedna predevsim o symbiotické houby a bakterie (Hubert et

al. 2020).

2.4.3 Chemicka kontrola roztoc¢u

Chemicka kontrola je zaloZzena na aplikaci pesticidl, které lze pouzit pro usmrceni

roztoCl. Podle pilisobeni na roztoce rozliSujeme pesticidy primé - tzv. akaricidy (cilené



piimo na roztoce) a neptimé pesticidy - predevsim fungicidy (zptGsobuji usmrceni roztoce
skrze zabiti jinych organismi, bez kterych rozto¢i nepreziji). Chemickd kontrola je
povazovana za nejefektivnéjsi a nejucinnéjsi typ kontroly stavu roztoct (Colloff 2009b).
Presto je zde riziko vytvoreni tolerance viici pesticidiim v ptipadé, Ze jsou roztoci vystaveni

nizkym koncentracim aplikovaného pesticidu (tzv. hormoligéza) (Luckey 1968).

Komercné pouzivanych pesticidi je cela fada. V této praci se zabyvame tremi druhy
pesticidd s riznymi aktivnimi latkami: Actellic 50EC s aktivni latkou pirimiphos-methyl; K-
OBIOL EC 25 s aktivni latkou deltamethrin a K-Othrine s aktivni latkou piperonylbutoxid
(Tabulka 3).

Actellic je insekticid, ktery se vyuziva pro hubeni veskerych skladistnich skidct.
Aplikuje se zfedény vodou postfikem primo na napadené produkty. Hlavni aktivni sloZkou
je pirimiphos-methyl, ktery plisobi jako dotykovy, poZerovy a dychaci jed pro skladistni
Skidce. Roztoci si mohou vytvorit na tuto latku toleranci (Szlendak et al. 2000). Proto by se
aplikace tohoto insekticidu méla prokladat i jinym insekticidem, jehoZ aktivni latka neni

organofosfatového typu.

K-OBIOL EC a K-Othrine jsou kontaktni insekticidy, které se aplikuji postfikem na
napadené produkty. Pripravky obsahuji aktivni latku [S]-a-cyano-3-phenoxybenzyl-
(1R,3R)--3-(2,2-dibromovinyl)-2,2-dimethylcyclopropanecarboxylat, béZzné oznacovany
jako deltamethrin. Ma dlouhou rezidualni ti¢innost. Pesticid mtiZe byt aktivni az 3 mésice po
aplikaci, v zavislosti na aplikované koncentraci (pesticid se redi vodou). Hubi dospélce a
jina pohybliva stddia hmyzich $kldcl. Zpisobuje jedincim oxidativni stres a poruchy
metabolismu, které konci smrti (Lu et al. 2019). K-OBIOL EC je oproti K-Othrine dale
obohacen o piperonylbutoxid, ktery sdm o sobé nema funkci insekticidu, ale vyrazné

zvySuje toxicitu insekticidnich smési.

Aplikace pesticidii mlize mit negativni vliv na Zivotni prostiedi (Kim, Kabir & Jahan
2017). Vice jak 95 % pouzivanych pesticidii usmrcuje i necilené skupiny vlivem znecisténi
prostfedi (Simeonov, Macaev & Simeonova 2014). To ma za nasledek pokles diverzity a

celkové narusSeni ekosystému. Zaroven s mnoZstvim pesticidu vkrajiné roste



pravdépodobnost selekce populaci svytvorenou toleranci vic¢i danému pesticidu

(Mahmood et al. 2016).

Pesticidy mohou mit negativni vliv i na lidské zdravi. Mezi hlavni komplikace spojené
s kontaktem s pesticidy patii rakovina, diabetes, astma a dal$i onemocnéni dychacich cest
(Hernandez, Parrén & Alarcéon 2011). Dale mohou pesticidy zplisobovat neurologické
problémy spojené se snizenim IQ a zhorSenim funkce paméti (Baldi et al. 2011). Pesticidy
mohou mit negativni vliv na plodnost lidi a spravny vyvoj ditéte béhem téhotenstvi
(Wickerham et al. 2012). Clovék se miZe pesticidy infikovat ¢tyfmi hlavnimi zptisoby:
oralni cestou; pres sliznice (hlavné oci); respiraci (vdechnutim) nebo kontaminaci skrz kazi.
Infikace je nejcastéji spojena s nedodrzovanim hygieny pti a po aplikaci pesticidu (Kim et al.
2017). Velky problém toxicity pesticidi na clovéka je jeho zneuzivani k sebevrazdam.
Omezeni prodeje pesticidi miize vyrazné snizit sebevrazednost vdané oblasti

(Vijayakumar & Satheesh-Babu 2009).

2.5 Mikrobiom roztoc¢ua

Mikrobiom je souborné oznaceni pro mikroorganismy vyskytujici se v daném
organismu. Clenovci (tedy i rozto¢i) hosti fadu mikroorganismé. Zejména se jednad o
skupiny bakterii, hub, kvasinek a prvokii (Hubert et al. 2020). Tato studie byla zaméiena na

bakterialni mikrobiom roztocu.

Mluvime-li o mikroorganismech sidlicich v téle roztoc, pak pouZivame nejcastéji
oznaceni endosymbiont. Endosymbionti pak mohou vic¢i svému hostiteli vykazovat
mutualistickou, komenzalni nebo parazitickou interakci. Mutualistické skupiny
mikroorganismi piinaseji roztoclim uzitek nejcastéji prostrednictvim usnadnéného traveni
a rozklad - bakterie mohou pomahat stépit slozité latky, jako napf. proteiny, chitinové
struktury atd. (Cohen 1993; Erban et al. 2016b). Zarovenn symbionti mohou meénit
fyziologické vlastnosti rozto¢ a tim poskytnout tieba vyssi odolnost vii¢i patogenim a
nemocem (Zug & Hammerstein 2015). Komenzalni skupiny vétSinou nemaji pro své
hostitele Zadny pozitivni ani negativni vyznam. Parazitické skupiny pak svou pritomnosti
hostitelim Skodi. Véc vSak neni tak uplné jednoduchd, rada skupin bakterii vykazuji

parazitickou a mutualistickou funkci zaroven. Prikladem jsou bakterie rodu Wolbachia,
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kterd dokaze stimulovat rozto¢iim imunitni systém a tim zvySovat jejich odolnost (Zug &
Hammerstein 2015) na druhé strané ma také roli pohlavniho parazita, kdy zpisobuje
snizenou fekunditu neinfikovanych samcii (Breeuwer & Werren 1990). Podobny pripad Ize
pozorovat i u bakterii rodu Bacillus, ktery snizuje popula¢ni rist u infikovanych populaci
roztoCli, ale na druhou stranu jim usnadiiuje traveni téZzko rozloZzitelnych chitinovych

struktur (Erban et al. 2016b).

Endosymbiontické bakterie se mohou specificky vyskytovat v télnich dutinach,
nejcastéji ve stievech, popripadé jinych specializovanych strukturach zvanych mycetocyty,
které se mohou shlukovat a vytvaret samostatny organ zvany mycetom, popt. bakteriom
(Buchner 1965). Tyto struktury poskytuji bakteriim lepsi ochranu pred imunitnim
systémem hostitele. Druha skupina bakterii se vyskytuje zpravidla uvnitf bunék. V takovém

pripadé hovoiime o intracelularnich endosymbiontech.

v/

Mezi nejvyznamnéjsi intracelularni symbionty roztoc¢l patii Cardinium a Wolbachia
(Hubert et al. 2020). Wolbachia je intracelularni endosymbiont roztoct, koryst, nematod a
hmyzu, ktery dokdze modifikovat reprodukéni cyklus svého hostitele tak, aby dosahli co
navySovat svou schopnost Sifeni: (i) feminizace samci (infikovani samci se vyvijeji jako
samice) (Werren, Baldo & Clark 2008) (ii) cytoplazmaticka inkompatibilita, kdy infikovani
samci nejsou schopni uspéSného rozmnoZeni s neinfikovanou samici, coZ snizuje
reprodukéni dspéch neinfikovanych samic (Breeuwer & Werren 1990). Molekularni
mechanismy, kterym dokaze Wolbachia ménit samci pohlavni chromosomy jsou vsak stale
nezndmé (iii) zména poméru pohlavi ve prospéch samic, které funguji jako prenasec
Wolbachia do dalsi generace (Hurst et al. 1999) (iv) partenogeneze, kdy infikovana samice
pro své rozmnoZeni nepotiebuje samce. Pro rlzné taxonomické skupiny vyuzivaji
Wolbachia jiné strategie. U roztocd se nejcastéji setkdvame s mechanismem partenogeneze

(Werren, Baldo & Clark 2008).

Druhd skupina endosymbiotickych mikroorganismt sidli ve stievech roztoci, kde
prezivaji ve specializovanych strukturdch - mycetocytech. Stievo lze rozdélit na tfi ¢asti:

predzaludek (tzv. foregut), kam spada hltan a jicen, stfedni stievo (tzv. midgut), ktery se



dale déli na ventriculus, caeca, tlusté stievo, intercolon, postcolonic, diverticula postcolon a
zadni stfevo tvofeno analnim atriem (Sobotnik et al. 2008). Zhlediska vyskytu
symbiotickych bakterif je klicova oblast postcolonic diverticula, kde sidli fada vlaknitych
bakterii, které pravdépodobné maji exoenzymatickou aktivitu (Kopecky, Nesvorna &

Hubert 2014).

Mezi nejvyznamnéjsi bakterie radime bakterie rodu Solitalea, Bartonela a Sodalis
(Hubert et al. 2020). Tyto bakterie se vyskytuji nejen ve stievech roztoct, ale i ve vykalech a
pohlavni soustavé. Bakterie rodu Bartonella jsou zndmé jako patogeny velkych savci, které
napadaji erytrocyty a jsou pienaSeny krevsajicim hmyzem (Kopecky, Nesvorna & Hubert
2014). Spadaji sem tti hlavni druhy: Bartonella quintana (Schmincke, 1917), Bartonella
bacilliformis (Strong et al., 1913) a Bartonella henselae (Regnery et al., 1992). Vyjimku tvori
nové objeveny druh Bartonella apis (KeSnerova et al.,, 2016), coZ je symbioticka bakterie
vCely medonosné (KeSnerova, Moritz & Engel 2016). O vztahu Bartonella s roztoci se toho vi

jen malo (Kopecky, Nesvorna & Hubert 2014).

Bakterie rodu Solitalea jsou u roztoCe T. putrescentiae bézné se vyskytujici druh a
predpoklada se, Ze se jedna o parazita nebo symbionta daného roztoce. Vyskytuje se nejen
v dospélcich, ale i ve vajickach (Erban et al. 2016a). Takové bakterie mohou roztoci ziskat
vertikdlnim prenosem, vétSinou pies maternalni linii a pro dalsi prenos neni nutné jejich

usidleni ve strevé (Ferrari & Vavre 2011).

Svykaly jsou pak asociované bakterie rodu Bacillus, Staphylococcus, popiipadé
Kocuria (Hubert et al. 2012). Bacillus syntetizuje do stfeva roztocl latky (exoproteazy a
exochitindzy), které dokazi Stépit proteiny a struktury tvorené chitinem (Erban et al.
2016b). Diky tomu se urychluje rozklad mrtvych roztoct, svlec¢ek a vykalti (Cohen 1993).
Zaroven se reguluje vyskyt hub v prostredi, coZ je pro roztoce vyhodné. Bacillus vSak
snizuje rastovou rychlost roztocl, presto je vyskyt této bakterie pro roztoce nezbytny

(Erban et al. 2016Db).

Pro tuto studii byly vybrany dvé populace roztoce T. putrescentiae. Porovnavali jsme
symbiotickou populaci, ktera hostila bakterie rodu Wolbachia a asymbiotickou populaci, u

které Wolbachia pritomna nebyla. U obou téchto populaci byly detekovany bakterie rodu
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Bacillus a Bartonella (Hubert et al. 2020). OdliSny mikrobiom jednotlivych populaci
sledovaného druhu roztoce byl zplisoben jinym mistem odbéru a plivodu dané populace.
V ramci populace je pak dany mikrobiom celkem stabilni. Pfitomné mikroorganismy casto
konkuruji jinym skupindm mikroorganismt, kterym znemoziiuji vstup do téla hostitele.
Pozornost jsme zamérili pravé na rod bakterii Wolbachia, protoZe je o ni znamo, Ze dokaze
vyznamné meénit fyziologické vlastnosti svého hostitele (Zug & Hammerstein 2015).
Predpokladali jsme tedy, Ze dokaze zptisobovat zmény i na trovni imunitniho systému, coZ
by mohlo mit za nasledek odliSnou odpovéd na pritomnost pesticidu oproti asymbiotickym

populacim.

2.6 Vliv mikrobiomu pro tuspésnou kontrolu roztoct

Skladba mikrobiomu miiZze byt klicova pro dspésnou kontrolu roztoct. Dodnes je to
vSak podcerniované téma a je malo studii, které by se této problematice vénovalo (Hubert et
al. 2018). Nékteré bakterie mohou roztoci ziskat vertikdlnim pienosem, vétSinou pres
materndlni linii (Ferrari & Vavre 2011). V takovém pripadé jsou bakterie obsazené jiz ve
vajicku roztocl (Erban et al. 2016a). VétSinu bakterii prijimaji roztoci z prostiredi v podobé
potravy (Smrz 2003). Roztoci maji bakteriolytické enzymy, umi tedy vyuzivat bakterie jako
zdroj potravy. Presto je fada bakterii, které roztoCi netravi, a naopak je vyuzivaji jako své
endosymbionty (Erban & Hubert 2008). Jednotlivé bakterie mohou ovliviiovat radu
fyziologickych vlastnosti daného jedince. Konkrétné mohou byt zodpovédné za zmény
v populacnim riistu roztocli, usnadnuji traveni roztoct, coz ovliviiuje celkovou koncentraci
sacharidii, glykogenu a lipidi v téle roztoct (Hubert et al. 2020). Dale endosymbionti
zprostiedkovavaji ochranu rozto¢i pred patogeny a parazity (Ferrari & Vavre 2011).
V neposledni fadé pak milize zména mikrobiomu zptsobovat i riznou toleranci, nebo
nachylnost rozto¢di na piritomnost pesticidii v prostfedi (Gressel 2018). Rada bakterif
dokaze degradovat pesticidy, coZ mize sniZovat efektivitu ochrannych opatreni nachylnych
pesticidi, které necili pfimo na roztoce, ale na organismy, ktefi jsou s roztoci tizce spjaté
(napft. jejich endosymbionty). Prikladem mohou byt pesticidy, které funguji na principu

sniZeni produkce exochitinaz v prostiedi (Cohen 1993).
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2.7 Role mikrobiomu v degradaci pesticidi

Nejnovéjsi studie prokazaly, Ze nékteré skupiny mikroorganisml dokaZzi degradovat
pesticidy a sniZovat jejich toxickou ucinnost. Kviili tomu mohou byt symbiotické populace
Skiidct vice tolerantni vii¢i komercné pouzivanym pesticidim a insekticidim (Gressel
2018). Vliv mikrobiomu na degradaci a uc¢innost aplikovanych pesticidli u roztoct je malo
studovanym tématem. Nejvice studii bylo provadéno na komarech, konkrétné komaru
tygrovaném (Aedes albopictus (Skuse, 1894)), Anopheles coluzzii (Coetzee & Wilkerson,
2013); komaru pisklavém (Culex pipiens (Linnaeus, 1758)) a na motylu zaprednickovi
polnimu (Plutella xylostella (Linnaeus, 1758)). Dalsi studie byla provadéna na msSici
bavinikové (Aphis gossypii (Glover, 1877)), ktera se vyskytuje ve dvou morfach - letni, Zluta
morfa, ktera vykazuje vyssi abundanci symbiotickych bakterii rodu Buchnera. Druh4, zimni
morfa, je zelend, vykazuje nizsi abundanci symbiotické bakterie a zaroven niZsi toleranci

vici testovanému insekticidu, konkrétné byl testovan imidacloprid (Guo et al. 2020).

Tolerance roztocl vici pesticidim je malo studované téma. Bylo provadéno par
studii, kdy byla pozorovana tolerance roztoce A. siro vici aplikaci pesticidu lindan, coz je
chlorovany uhlovodik (Wilkin 1973) a na latku pirimiphos-methyl, coZ je organofosfat
(Szlendak et al. 2000). Laboratorni testy prokazaly rozdilnou odolnost rozto¢i na
aplikované pesticidy v zavislosti na vyskytu bakterii, které se vyskytuji nejen v mikrobiomu
roztocd, ale mohou se vyskytovat i ve vykalech, svleckach, zbytcich potravy atd. (Erban et
al. 2016a; Nesvorna et al. 2021). Na zakladé téchto studii jsme predpokladali rozdilnou

toleranci symbiotické a asymbiotické populace roztoci viici testovanym pesticidim.
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3. Metodika

3.1 Modelové druhy roztoct a jejich chov

V této praci byly porovnavany dvé populace roztoce zhoubného (T. putrescentiae), které
se liS{ mistem ziskani (Hubert et al. 2020) (Tabulka 1) a skladbou jejich intracelularnich
symbiont (Tabulka 2) (Erban et al. 2016a). VSechny studované populace roztocu T.
putrescentiae byly chovany v plastovych komtrkach (IWAKI flasks; katalogové ¢islo 3100-
025; Sterilin, Newport, Spojené kralovstvi). Do téchto komiirek bylo vloZeno 0,5 g chovné
diety (oznacena jako SPMd), jedna se o smés pSenicnych Kklicki (30 g), krmiva pro psy (30
g), rybi potravy (10 g), suSeného drozdi - mauripan (6 g) a 3 g Zelatiny. Do kazdé komurky
s 0,5 g diety bylo pak vloZeno cca 5000 dospélych nesexovanych jedincii roztoct. Komurky
s chovnymi populacemi byly uloZeny v exsikatoru, ktery udrzuje stalé teplotni (25 °C) a
vlhkostni podminky (relativni vlhkost 75 %, pomoci nasyceného roztoku NaCl). Obnovy
chovti probihaly vzdy po mésici, kdy bylo do nové komiirky odvazeno 0,5 g Cerstvé diety a

ze starého chovu pireneseno cca 5000 jedinct roztocu.

Populace Nalezl Rok nalezu Misto ndlezu Chovna dieta
5P T. W. Phillips 2014 laboratorni sito, Manhattan, Kansas, USA SPMd
5Pi M. Nesvorna 2015 kontaminované susenky, Praha, Cesko SPMmd

Tabulka 1: Seznam testovanych populaci T. putrescentiae, jejich plGvod a typ chovné diety SPMd oznacuje stored
product mite diet, konkrétné se jedna o smés psenicnych klicka (30 g), krmiva pro psy (30 g), rybi potravy (10 g),
suseného drozdi — mauripan (6 g) a 3 g Zelatiny.

Oznaceni PUvod Wolbachia Bacillus Bartonella
T. W. Phillips,
5P Kansas, USA +
5Pi Praha, Cesko - + +

Tabulka 2: Seznam studovanych populaci T. putrescentiae a jejich mikrobialni symbionti. Obé dvé populace (5P i 5Pi)
hostily bakterie rodu Bacillus a Bartonella. Rozdil je v pfitomnosti bakterie rodu Wolbachia. Zatimco populace 5P je
symbiotickd a Wolbachia je zde pfitomna, u populace 5Pi neni Wolbachia pfitomna, a tak je tato populace
oznacovana jako asymbioticka.

13



3.2 Studované pesticidy

Celkem byly studovany tii druhy pesticidii pod obchodnim ndzvem ACTELLIC 50 EC;
K-Othrine 25 SC; K-Obiol EC25 s aktivnimi latkami: pirimiphos-methyl; deltamethrin a
deltamethrin + piperonylbutoxid (Tabulka 3). Tyto pesticidy byly zfedény destilovanou
vodou do Sesti koncentraci (0,01; 10-3; 10-4; 10-5; 10-¢ a 108 roztok pesticidu). Byly redény

vychozi pesticidy a vychazelo se z koncentraci udanych na obalu kazdého vyrobku.

Redéni probihalo ve dvou krocich, nejprve se latky tedily destilovanou vodou do
Sesti riznych koncentraci (Tabulka 4) a nasledovalo testovani tolerance roztoca
pomoci testu na filtracnim papiru. Druhé tfedéni probihalo pii piipravé diet, které se

nasledné vyuzivaly u vybranych populaci v riistovém testu.

C. Vzorku — Ozn. Komeréni oznaceni Dodavatel U¢inna latka

2-ACT Actellic 50EC Syngenta Limited pirimiphos-methyl - 500 g

deltamethrin—25g

3-KOB K-OBIOL EC 25 Bayer CropScience GmbH. piperonylbutoxid - 250 g

Bayer EnvironmentalScience

4 - KOT K-Othrine SC 25 GmbH.

deltamethrin—25g

Tabulka 3: Seznam studovanych pesticidd a ucinné latky, které obsahuiji.

3.3 Experimentalni design

3.3.1 Test na filtra¢nim papiru

Cilem tohoto testu je zjistit minimalni koncentraci pesticidu, ktera ma letalni vliv na
urcité procento (v tomto pripadé jsme mérili 50 % a 90 %) populace roztoct vystavené
pritomnosti pesticidu. BEhem tohoto testu byly vysttiZeny z filtracniho papiru (Whatman
qualitative filter paper, Grade 3) kolecka o prliméru 22 mm, kterd byla po dvou kusech
vloZena na dno sklenéné vazenky o objemu 10 ml a primeéru 25 mm (kat. ¢islo 2602 Vitrum,
a. s., Praha, Cesko) (Obrazek 2). Nasledné bylo na filtra¢ni papir pomoci pipety aplikovano
50 pl pesticidu o raznych koncentracich (Tabulka 4). Celkem byly testovany 4 druhy
pesticidli o 6 riznych koncentracich. Ke kazdé populaci roztoct byla zakladana kontrola.
V takovém pripadé se na misto pesticidu aplikovalo na filtra¢ni papir 50 ul destilované
vody. Nasledné byly vaZzenky ponechany otevirené po dobu 2 hodiny pfi pokojové teploté,

aby doslo k mirnému odpareni a predeslo se tak utopeni roztocii. Po odpaireni bylo do
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vazenky pomoci Stétecku vlozeno 60 dospélych jedinci roztoci z laboratornich chovi.
Pokus byl proveden v 6 opakovanich pro kazdou koncentraci sledovaného pesticidu a
kazdou populaci roztoce. Takto pripravené vazenky byly transportovany do termostatu,
kde byly udrZovany stabilni teplotni (25 °C) a vlhkostni podminky (75 % RH). Po 24
hodinach byly vaZenky z termostatu vyjmuty ke kontrole, béhem které bylo nutné vazenky
otevrit, vyndat filtra¢ni papir na Petriho misky a nasledné pomoci binokularni lupy sledovat
stav jednotlivych roztoc¢i. Byl pocitdn pomér mezi zZivymi a mrtvymi jedinci roztoc¢i. Mrtvy
roztoc je oproti Zivym roztoclim vyschly a nepohybuje se ani po stimulaci preparacni jehlou
nebo stéteCkem. Po ukonceni testu byly vazenky umyty ve smési vody, jaru, sava a suSeny

pii teploté 70 °C pro zamezeni kontaminace jinymi druhy pesticidi pii dalSim testovani.

Koncentrace MnoZstvi G¢inné Mnozstvi ucinné
ozn. Vzorku Komer¢ni nazev latky v roztoku 3 .
roztoku (%) latky v dieté (ug/g)
(ng/ml)
Actl Actellic 50EC 1 2500 1250
Act2 Actellic 50EC 10" 250 125
Act3 Actellic 50EC 10” 25 12,5
Act4 Actellic 50EC 10° 2,5 1,25
Act5 Actellic 50EC 10* 0,25 0,125
Act6 Actellic 50EC 10° 0,025 0,0125
KOT1 K-Othrine SC 25 1 250 125
KOT2 K-Othrine SC 25 10" 25 12,5
KOT3 K-Othrine SC 25 107 2,5 1,25
KOT4 K-Othrine SC 25 10° 0,25 0,125
KOT5 K-Othrine SC 25 10* 0,025 0,0125
KOT6 K-Othrine SC 25 10° 0,0025 0,00125
KOB1 K-OBIOL EC 25 1 250 125
KOB2 K-OBIOL EC 25 10" 25 12,5
KOB3 K-OBIOL EC 25 10” 2,5 1,25
KOB4 K-OBIOL EC 25 10° 0,25 0,125
KOBS K-OBIOL EC 25 10" 0,025 0,0125
KOB6 K-OBIOL EC 25 10° 0,0025 0,00125
Kontrola Destilovana voda 0 0 0

Tabulka 4: Seznam naredénych koncentraci pesticidu. Roztok s ucinnou latkou byl vyuzZivan pro test na filtracnim

papiru, diety obohacené pesticidy byly pouZzity pfi rdstovych testech.
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Obrazek 2: Metodika testu na filtracnim papife.

3.3.2 Ristové testy

Ristové testy umoznuji zjistit vliv pesticidu na reprodukcéni rychlost roztocu.
V téchto testech je populace rozto¢i chovana na chovné dieté s pridavkem raznych

koncentraci pesticidu a sleduje se jejich populacni nartst béhem 21 dni.

Pfi ristovém testu jsme obohacovali SPMd riiznymi koncentracemi pesticidu
vytvorenych pro test na filtracnim papire (Tabulka 4). Do zkumavky bylo navaZeno 10 g
chovné diety a nasledné bylo napipetovano 5 ml pesticidu o testované koncentraci.
Nasledovalo protiepani a lyofilizace. Takto pripravené diety pak byly skladovany

v chladnic¢ce a vyuzity pro vlastni experiment.

V samotném testovani byly diety navazeny po * 0,02 g do plastovych komtrek o
objemu 70 ml (IWAKI flasks; katalogové cislo 3100-025; Sterilin, Newport, Spojené
kralovstvi), kam bylo nasledné vloZeno 50 dospélych nesexovanych roztoci z laboratornich
chovii. Test probihal v exsikatoru (Laboratorni inkubator 636/75 plus; Unimed) ve stejnych
teplotnich a vlhkostnich podminkach, jako se vyuZivaji pro chov roztoc¢u. Po 21 dnech byl
test ukoncen zalitim 20 ml roztokem 70% ethanolu a bezvodného glycerinu (roztok v

poméru 20:1).

Po ukonceni rlistového testu byli roztoc¢i spocteni pod binokularni lupou. Pomoci
pipety byl z kazdé komiirky odpipetovan 1ml na Petriho misku a pomoci binokularni lupy

se spocCetl pocet roztoc¢d na tento objem. Pocitani na 1 ml se opakovalo ttikrat z kazdé

16



komiirky a nasledné se vypocetl aritmeticky primér téchto tfi hodnot a vynasobil se
celkovym objemem zalité komirky (tedy 20x). Tim jsme ziskali odhadovany pocet roztoct
na celou komirku. Z celého obsahu komitirky nasledné probéhla izolace DNA. Vzorky pied

izolaci byly uchovavany v chladnicce.
3.4 Identifikace bakterialniho mikrobiomu pomoci barkodového sekvenovani

3.4.1 Extrakce DNA

Izolace DNA byla provadéna ve sterilnich podminkach, a to z celé komirky (Zivych i
mrtvych roztocd, jejich svlecek, vykali a zbytkl diety). Roztoc¢i zaliti Oudemansovym
roztokem (Novak 1969) byli preliti z komirek do sterilnich 50ml centrifugacnich

zkumavek, kde byli ponechani v klidu pies noc, aby doslo k sedimentaci vzorku.

Prvnim krokem byla povrchova sterilizace vzorku. Ze zkumavek byl odpipetovan
prebytecny roztok a sedimentovani roztoci byli prepipetovani se zbytky ethanolu (cca
1,5ml) do 2ml eppendorfek. Takto ptipravené eppendorfky byly vloZeny do centrifugy
(Thermo Scientific CL31R Refrigerated Centrifuge; Marshall scientific) a to¢eny na 16 000
rpm po dobu 1 minuty. Nasledné byla odpipetovana horni frakce vzorku a k peleté bylo
ptidano 500 pl roztoku chlornanu sodného (Unilever, Praha, Cesko) s destilovanou vodou v
objemovém poméru 1:9. Smés byla promichana na vortexu (Velp CLASSIC Vortex Mixer;
P-LAB) po dobu 5 s. Po centrifugaci (16000 rpm po dobu 1 minuty) byl tento roztok
nahrazen absolutnim ethanolem pro zamezeni kontaminace chlornanem sodnym a zaroven
doslo k povrchové sterilizaci roztoct. Centrifugace ethanolem byla opakovana tiikrat (vzdy

16 000rpm po dobu 1 min).

Po dokonceni sterilizace byla zahajena samotna izolace. Vzorek bylo potreba nejprve
zhomogenizovat. K peleté bylo pripipetovano 300 pl extrakéniho pufru z kitu (GT Buffer)
(kat. €. A2365, Promega) a smés sterilnich kulicek: 200 mg kulicek 0,3 mm (kat. C.
11079103 gar, BioSpec); 200 mg kulicek 1 mm (kat. ¢. 11079110gar, BioSpec); 1 ks kulicka
3 mm (kat. ¢. R155761, BioSpec). Homogenizace probihala 5 minut na pristroji mini-
BeadBeater 16 (BioSpec Products, Bartlesville, OK, USA). Po dokonceni homogenizace byly

vzorky centrifugovany (10 000 rpm po dobu 2 minut). Centrifugace byla opakovana
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nékolikrat (zpravidla trikrat), dokud nedoSlo koddéleni jednotlivych frakci. Dale se

postupovalo podle priloZeného protokolu v sadé Gene mini kit (kat. ¢. A2365, Promega).

Nejprve probéhla disociace vzorku. Vznikly supernatant homogenatu byl preveden
do novych eppendorfek s 20ul proteinasy K (20 mg/ml), promichan a zahrat na 60°C po
dobu 30 minut.

Nasledné bylo potreba lyzovat vzorek pro uvolnéni DNA pomoci 200 pl GBT pufr;
vzorek byl protfepan po dobu 5 s a nasledné inkubovan pfi teploté 60°C po dobu 20 minut.

Vzorky mohly byt po cca 5 minutach protiepavany.

Nasledovalo navazani DNA (DNA binding). Ke vzorkiim bylo pfiddano 200 pl
absolutniho ethanolu a nasledovalo promichani na vortexu po dobu 10 sekund. Vznikly
roztok byl prepipetovan do GD kolony s filtrem a centrifugovano 14-1600 rpm po dobu 2

minut. Po centrifugaci byla kolona vloZena do novych eppendorfek.

Nasledovalo preciSténi. Do kolony bylo napipetovano 400 pl W1 pufru, vzorek byl
centrifugovan 14 - 16000 rpm po dobu 30 s. Opét doSlo kvloZeni kolony do novych
sbérnych eppendorfek a bylo pripipetovano 600 pl Wash pufru, vzorek byl centrifugovan
14 - 16000 rpm po dobu 30 sekund. Z eppendorfky byl vylit jejich obsah a kolony byly
vloZeny zpatky a centrifugovany pro vysuSeni kolony po dobu 3 minut pri stdle stejném

rpm (tj. 16000 rpm).

Poslednim krokem extrakce DNA byla eluce DNA. Do presuSené kolony bylo
napipetovano 100 pl destilované vody a bylo ponechdno vklidu po dobu 5 minut.
Nasledovala finalni centrifugace 14-16000 rpm po dobu 30 s. Po dokonceni izolace byla
kontrolovana kvantita a kvalita vyiizolované DNA na nanodropu (kat. ¢. 13-400-518; fisher

scientific).

3.4.2 PCR reakce

PCR reakce byla provedena za pouziti master mix EmeraldAmp (kat. ¢. RR310A,
Takara Bio), ktery obsahoval polymerazu, dNTPs, reagenty a zelené barvivo umoznujici

vizualizaci vysledku reakce pomoci gelové elektroforézy. Dale se vyuzivaly univerzalni
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amplifikacni primery: 27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) (Lane 1991), Ra (5'-TGG
CACATTGGGTTCATCTGTAGT-3), Rb (5° -CTC CAA AAG AAG AGG ACC-39; Rc (5'-
CAGCTGAGAACATGAACAC-39).

Amplifikce probihala v pristroji C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
PCR Reakce probihala v objemu 20 pl. Na 1 ul vzorku bylo potieba pridat 0,27 pl primeru
Ra (zfedénc¢ho 10 uM), Rb (zfedén¢ho 10 uM), Rc (ziedéného 10 uM), 0,8 ul primeru 27F
(ztedéného 10 uM), 7,39 ul destilované vody a 10 pl premixu (kat. ¢. P440) (Tabulka 5).
Negativni kontrola byla provadéna stejnym postupem, jen misto 1 pl vzorku byl aplikovan 1 pl

destilované vody.

PCR reakce V(ul) nalvz
primer Ra (10 uM) 0,27
primer Rb (10 uM) 0,27
primer Rc (10 uM) 0,27

27F (10 um) 0,8

dH,0 7,39
Premix 10
DNA vzorku 1
celkovy V 20

Tabulka 5: SloZzeni master mixu pro pribéh prvniho kroku PCR reakce.

Podminky pro spravny pribéh amplifikace byly nasledujici: vzorky byly nejprve
vystaveny teploté 95 °C po dobu 5 minut. Nasledovalo 28 cykli, kdy dochazelo ke stridani
95 °C po dobu 30 s, 55 °C po dobu 45 s, 72 °C po dobu 30 s, a kone¢nym krokem bylo
udrZeni teploty 72 °C po dobu 7 min (Tabulka 6).

Cyklus 1 2 3 4
Opakovani 1x 28x 1x 1x
Teplota 95 °C 95 °C 55°C 72 °C 72 °C 10°C
Cas 5 min 30s 45s 30s 7 min oo

Tabulka 6: Podminky pro amplifikaci vzorkd DNA v pfistroji Thermal cycler.

Tato PCR reakce probihala ve trech opakovanich a nasledné byly produkty slouceny
do jednoho vzorku, diky cemuz jsme ziskali vétsi objem produktu (konkrétné 60 pl). Vzorky

byly uchovany pfri teploté —20 °C a nasledné vyuzity k druhému kroku dvoukrokové PCR.
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3.4.3 Druhy krok PCR reakce

V této reakci dosSlo k namnozeni specifickych barkodovych oblasti, tedy V4 oblast
16S genomu ziskané v prvnim kroku PCR. Byly pouzity zfedéné (10 uM) primery CS1 515F
(5- CACTGACGACATGGTTCTACAGTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3") a CS2 806R (5'-
ACGGTAGCAGAGACTTGGTCTGGACTACHVGGGTWTCTAAT-3). Vtomto kroku byl
pouzit ExTaq premix (kat. ¢. RROO5A, Takara Bio). Tento mix obsahoval Takara Ex Taq
polymerazu, reakéni pufr a ANTPs. Vzorky byly redény do objemu 50 pl. K 1 pl vzorku bylo
piidano 2,25 pl primert F a R, 22,5 pl PCR Ultra vody a 28,125 ul vyse zminéného premixu
(Tabulka 7). Negativni kontrola byla provaddéna stejnym postupem, jen misto 1 pl vzorku byl

aplikovan 1 pul destilované vody.

PCR reakce V() nalvz
primer CS1 515F 2,25
CS2_806R 2,25
ExTaq premix 28,125
dH,0 22,5
DNA 1
celkovy V 56,125

Tabulka 7: SloZeni Master mixu pro prlibéh druhého kroku PCR reakce.

Amplifikace probihala v pristroji C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
Nejprve byly vzorky uchovany po dobu 5 minut pfti teploté 95 °C a nasledovalo 8 cykld, kdy
se stiidaly tyto faze: 95 °C po dobu 30 s, 60 °C po dobu 45 s, 72 °C po dobu 30 s. Finaln{ krok
bylo udrZeni teploty 72 °C po dobu 7 °C (Tabulka 8).

Cyklus 1 2 3 4

Opakovani 1x 8x 1x 1x
Teplota 95°C 95°C 60°C 72°C 72°C 10°C

Cas 5 min 30s 45s 30s 7 min oo

Tabulka 8: Podminky pro amplifikaci vzorkdi DNA v pristroji Thermal cycler.
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3.4.4 Vizualizace PCR produktu

Produkty PCR reakce byly ovéreny gelovou elektroforézou. Byl vytvaren 1% gel
(pripravovan z 1,5 g agarézy (Lonza SeaKem® LE agaré6za 500 g (katalogové cislo 50004,
Lonza, Spojené staty)) a 150 ml pufru (ROTIPHORESE® Pufr 50 x TAE, (katalogové cislo
R.CL86.2, Carl Roth, Némecko). Agaréza byla rozpusténa za vyssi teploty v pufru. Roztok byl
nasledné za stadlého michani vychlazen a bylo pridano 8 pl zfredéné SYBR® Safe DNA Gel
Stain (katalogové ¢islo S33102, Invitrogen, Spojené staty). Redilo se pomoci dimethyl
sulfoxidu - DMSO (10 pl SYBR® Safe DNA Gel Stain a 90 ul DMS. Nasledné byl gel vylit do

vany a ponechan po dobu 30 minut, aby zatuhl.

Po zatuhnuti gelu byly vytaZzeny hiebeny, gel byl ponofen do vany s pufrem a mohlo
byt pipetovano 6 pl vzorku. Prvnim vzorkem byl vZidy standardizovany Zebiik (Generuler
50bp; kat. ¢. SM0373; ThermoFisher scientific), ktery nasledné umoznil identifikovat PCR
produkty. Nasledovalo zapnuti elektroforézy, ktera probihala cca 20 minut pti 100 V (zdroj:
Thermo Scientific™). Gel byl nasledné vizualizovan a vyfocen pomoci programu GeneSnap
(Syngene InGenius LHR2 Gel Imaging Systém; kat. ¢. 316616; Surplus solutions). Zbytky
vzorkil byly uchovavany v mrazaku pfti teploté —20 °C a nasledné vyuzity k druhému kroku

PCR reakece.

3.4.5 Barkodové sekvenovani

Vzorky byly odeslany na vyhodnoceni a bliZsi identifikaci do laboratoie The Genome
Research Core Facility, Research Resources Center, University of Illinois (Chicago, IL, USA).
NamnoZené barkodové amplikony byly sekvenovany v zarizeni [llumina MiniSeq. Ziskana
sekvencni data byla uloZena v GenBanku (NCBI) pod pristupovym kédem PRJNA685317
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA685317, Priloha 2).

3.4.6 Identifikace sekvenci

Ziskané vysledky byly analyzovany v programech MOTHUR (Schloss et al. 2009) a
UPARSE (Edgar 2013) za pouZiti MiSeq SOP pipeline (Kozich et al. 2013). Ze sekvenci byly
pii zpracovani odstranény chiméry, sekvence chloroplastii, mitochondrif a archea. Nasledné

se pomoci programu Usearch identifikovaly operacné taxonomické jednotky - OTU, které
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byly slouceny na zakladé 97% podobnosti. V tomto programu byl stanoven pocet readl pro

jednotlivé OTU ve vzorcich.

Pomoci databaze RDP (Cole et al. 2007) byly taxonomicky identifikovany nejcetné;jsi
OTU. Pro presnéjsi srovnani byly reprezentativni sekvence blastovany se sekvencemi

v GenBanku. Datovy soubor byl standardizovan na 5000 readd.

3.4.7 Statisticka analyza roztocl

Data ziskand testem na filtratnim papife byla analyzovdna v programu R (R
Development Core Team, 2020) pomoci probitové analyzy. Data méla binomické rozdéleni,
tj. 1 - zemfrel, 0 - prezil. Data byla prevedena na pocet Zivych, mrtvych a celkovy pocet
jedinci pro kazdou koncentraci, pesticid, populaci roztoce (Priloha 1). Zaroven byla
stanovena prirozena mortalita roztoCl, tedy procento uthynu jedincl, ktefi zemieli na
kontrolnich vzorcich. Prirozena mortalita byla stanovena pro kazZdou populaci roztoce
zvlast. Linedrni modely (Obrazek 3) byly udélany na zakladé balickii ecotox
(Muhametsafina et al. 2019) a effects (Fox & Weisberg 2019; Fox 2003). Koncentrace
pesticidu byla nezavisla velic¢ina, kterd byla logaritmicky transformovana. Nasledné byly
spocteny parametry logitové regrese pro kazdy pesticid zvlast. Na zakladé takto
odhadnutych koncentraci LCso (koncentrace, pti které zemie 50 % testovanych jedincii) a
LCoo (koncentrace, pti které zemie 90 % testovanych jedincti) a jejich 95 % konfidenc¢nich
intervalid jsme vybrali, které typy pesticidii a v jakych koncentracich budou dale testovany

v rustovém testu.

V ristovych testech byla odhadnuta vnitini rychlost ristu (r) na zakladé vzorce
N=Noer, kde (N) oznacuje kone¢nou denzitu roztocd, (No) oznacuje pocatecni denzitu
roztoc¢d, v naSem testu tedy odpovidala hodnoté 50. Délku trvani daného ristového testu
specifikovalo (t) (v naSem testovani t=21 dni). Byly pouzity zobecnéné linearni modely v R
(Obrazek 3) (Pekar & Brabec 2020). Vnitini rychlost byla zavislou proménnou, zatimco typ

pesticidu, populace roztoct a koncentrace pesticidu byly nezavislé proménné.
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3.4.8 Statisticka analyza identifikovanych OTU

V programu R (R Development Core Team, 2020) pak byla provedena analyza
Cetnosti vyskytu jednotlivych OTUs ve vztahu kjednotlivym faktorim (koncentrace,
pesticid, populace roztoce, pocet roztoc¢l a interakce téchto proménnych). Pomoci dbRDA
v balicku vegan package in R (Oksanen et al. 2019). Konktrétné pomoci PERMANOVY
(funkce adonis2) (Anderson et al. 2001) a redundantni analyzy dbRDA. JelikoZ veskeré
enviromentalni jednotky vykazovaly signifikantni vliv na mikrobiom, rozdélili jsme je do
samostatnych analyz pro testované populace roztoc¢i. Ziskali jsme tedy dva modely, jeden
zaloZen na pesticidech a druhy na populaci roztoct. Pro vizualizaci vysledkl byly pouzity
modely triploti a heatmapy. Rozdily relativni cetnosti jednotlivych OTU byly analyzovany
v programu METASTATSs (10 000 permutaci) v MOTHURu (White et al. 2009).
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4. Vysledky

4.1 Test na filtracnim papiru

Byl pozorovan negativni vliv vSech pesticidii na preZiti obou populaci roztocut.
Pritomnost a koncentrace pesticidu méla negativni vliv na obé populace roztoc¢i. Populace
rozto¢l neméla signifikantni vliv ani vjednom pripadé: deltamethrin: df=10, z=-1,342,
P=0,0179; deltamethrin + piperonylbutoxid: df=10, z=-1,273, P=0,20288; pirimiphos-
methyl df=6, z=-1,427, P=0,1535. Koncentrace aplikovaného pesticidu méla signifikantni
vliv ve vSech tirech piipadech. Vyssi koncentrace pesticidu zptisobila vyssi mortalitu jedinct
na vsech typech testovanych pesticidli u obou populaci roztoct. Zaroven ve vSech pripadech

méla signifikantni vliv interakce populace a koncentrace pesticidu (Tabulka 9).

Parametr Mortalita

Z hodnota P hodnota
intercept deltamethrin -2,912 0,004
populace 1,342 0,179
LOG koncentrace 8,941 <0,001
LOG koncentrace x populace 3,16 0,002
AIC 249,83
intercept deltamethrin + PBO -0,577 0,56383
populace 1,273 0,20288
LOG koncentrace 15,712 <0,001
LOG koncentrace x populace 2,231 0,02571
AIC 447,44
intercept pirimiphos-methyl 4,507 <0,001
populace -1,427 0,153
LOG koncentrace 15,484 <0,001
LOG koncentrace x populace -3,75 <0,001
AIC 177,43

Tabulka 9: parametry GLIM modelu ukazujici signifikantni faktory interakce mortality roztoc¢li populace 5Pi a

koncentrace pesticidu pro jednotlivé pesticidy. Tucné jsou zvyraznéné signifikantni hodnoty

Ukazalo se, Ze symbioticka populace roztoce (5P) je vice citliva na pritomnost vSech

tii testovanych typa pesticidi (staci nizs$i koncentrace pesticidu pro amrti 50 % (popft. 95
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%) populace, neZz jaké je potreba aplikovat pro usmrceni stejné

asymbiotické populace roztocti 5Pi) (Obrazek 3 a Tabulka 10).

velikosti populace

10A

Pesticid Populace roztoce LCso

deltamethrin 5p 0,00001 (0,000001 0,000048)
deltamethrin_PBO 5P 0,000007 (0,000007 0,000073)
pirimiphos_methyl 5p 0,000009 (0,000007 0,000012)
deltamethrin 5Pi 0,000432 (0,000424 0,004208)
deltamethrin_PBO 5Pi 0,000938 (0,000894 0,008668)
Pirimiphos methyl 5Pi 0,000162 (0,000162 0,002406)
108

Pesticid Populace roztoce  LCqy

deltamethrin 5P 72,31 (71,77 nr)
deltamethrin_PBO 5P 0,17 (0,16 95,61)
pirimiphos_methyl 5P 0,001 (0,0006 0,003)
deltamethrin 5Pi 2580 (2567 nr)
deltamethrin_PBO 5Pi 9,38 (9,10 nr)
Pirimiphos methyl 5Pi 0,15 (0,14 nr)

Tabulka 10: Vysledky testl na filtraénim papife (10A) Hodnoty koncentraci tfi druhl testovanych pesticidi pro
usmrceni 50 % populace (LCsq) (10B) koncentrace pesticidu pro usmrceni 90 % populace (LCqy). Data v zavorkach
vykazuji 95% konfidenéni intervaly. Testovano na dvou populacich roztoce T. putrescentiae (symbioticka populace 5P a

asymbiotickd populace 5Pi). Hodnoty “nr” (nonreal) vykazuji nerealnou koncentraci pesticidu, kterou nebylo mozné

testovat.
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Test na filtracnim papife  pejtamethrin Rustovy test

r
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Obrazek 3: Vliv pesticidi deltamethrin, deltamethrin + PBO a pirimiphos-methyl na symbiotické (5P) a asymbiotické (5Pi)
populace roztoCl T. putrescentiae. Pesticidy byly testovany v testu s impregnovanym filtracnim papirem (jednotky LOG
(koncentrace+0,00001) pg/cm” a riistovym testem (jednotky LOG (koncentrace+0,00001) pg/g). Jsou zobrazeny regresni
linie a 95% intervaly spolehlivosti. Modra znazorriuje symbiotickou populaci 5P, riZova asymbiotickou populaci 5Pi.
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4.2 Ristové testy

Populace roztoc¢li méla signifikantni vliv na populacni rlist roztoct v pripadé aplikace
pesticidu deltamethrin + PBO (T(1,86=7,697; P<0,001) a v pripadé aplikace pesticidu
pirimphos-methyl (T(1,86)=2,35 P=0,021). Pri aplikaci pesticidu deltamethrin nevykazovala
populace signifikantni vliv (T(1,86)=0.858; P=0,395).

Byl zjiStén negativni vliv vSech typli testovanych pesticidi a koncentrace
aplikovaného pesticidu na rezidudlni rychlost riistu a velikost populaci roztocl. Zajimavy je
signifikantni vliv interakce pesticidu a populace roztoce, ktery ukazuje rlizné reakce

populaci roztoct na rtizné druhy pesticidii (Tabulka 11).

Parametr Pesticid Rust
T P

intercept deltamethrin 60,553 <0,001
populace 0,858 0,3935
koncentrace (LOG) 5,862 <0,001
interakce koncentrace x populace 1,69 0,0947
AIC 474,26

intercept deltamethrin + PBO 61,367 <0,001
populace 7,697 <0,001
koncentrace (LOG) 2,78 0,004
interakce koncentrace x populace 3,175 0,002
AIC 464,38

intercept pirimiphos-methyl 48,328 <0,001
populace 2,35 0,021
koncentrace (LOG) 6,174 <0,001
interakce koncentrace x populace 2,887 0,005
AIC 438,8

Tabulka 11: Parametry modelu GLIM pro jednotlivé pesticidy popisujici vztah mortality roztoce a koncentrace
pesticidu, populaci roztoce a interakci koncentrace a populace roztoce (5P a 5Pi). Signifikantni hodnoty byly
zvyraznény tucnym pismem.
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4.3 Identifikace bakterialniho mikrobiomu

V mikrobiomu roztocli bylo identifikovano celkem 137 OTU bakterii (operacné
taxonomickych jednotek, zaloZeny na 97% podobnosti sekvenci). Byly identifikovany podle
V4-16S RNA oblasti. Standardizace probihala po prepoctu na 5000 readli. Symbioticka
populace vykazovala vysSi poCet OTUo7 neZ asymbioticka populace 5Pi (Obrazek 4). V
kazdém vzorku bylo #40 OTU. Seznam identifikovanych nejbéZnéjSich OTU a jejich
podobnost se sekvencemi uloZenymi v GenBanku zobrazuje Priloha 1. U symbiotickych
populaci roztoct 5P vykazovali nejvyssi relativni abundanci 3 OTU: stfevni symbionti
Bartonella (OTU 1) a Bacillus (OTU 2) a intracelularni symbiont Wolbachia (OTU 3).
Asymbioticka populace 5Pi charakteristicka absenci Wolbachia (OTU 3) vykazovala nejvyssi
relativni abundanci bakterii Batonella-like (OTU 1), Bacillus (OTU 2) a Solitalea-like (OTU 5)
(Obrazek 5). Identifikované hojné bakterialni OTU97 z populace 5Pi jsou podobné tém, které

jsme nasli v predchozich analyzach populaci téchto roztoci.
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Obrazek 4: Rarefakce - rozloZeni jednotlivych read(i v mikrobiomu obou populaci T. putrescentiae (zelené
asymbioticka populace 5Pi, modie symbioticka populace 5P). Pferusovand cara znaci prahovou hodnotu
pro standardizovany soubor dat. Symbiotickd populace vykazovala vyssi pocet OTUg; nez asymbioticka
populaci 5Pi
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Obrazek 5: Prispévek abundantnich OTU k odlisnosti srovnavanych mikrobiomU roztoce Tyrophagus
putrescentiae mezi kontrolnimi vzorky a vzorky obsahujici rezidua pesticid(. Rozdily byly ziskany
pomoci SIMPER analyzy

4.4 Vliv pesticidu na mikrobiom roztoct

Mikrobiom (rozuméjme OTU profil sledované populace) roztoct byl ovlivnén vSemi

sledovanymi faktory a jejich interakcemi. Konkrétné se jednalo o faktory: Typ pesticidu

(zkratka pre), ktery umoznoval zjistit rozdil mezi testovanym pesticidem a kontrolni dietou

bez pesticidu. Dal$im faktorem byla koncentrace pesticidu (zkratka con), populace roztoct

(zkratka pop), pocet roztocl a vzajemnou interakci sledovanych faktori: typ pesticidu x

populace roztoce; typ pesticidu x koncentrace pesticidu; typ pesticidu x koncentrace

pesticidu x populace roztoce. (adonis2: koncentrace pesticidu: F1,177)=9,387, P<0,0001;

populace roztoct: F1,177)=129,114, P<0,0001; typ pesticidu: F(3,177)=25,819, P<0,0001; pocet

roztoCl: F(1,177)=23,264, P<0,0001; interakce con x pre F(2,177=7,331, P<0,0001; interakce
pop x pre F3177=12,229, P<0,0001; interakce con x pop F(,177=12,859, P<0,0001;

interakce con x pop x pre F2,177)=3,088, P=0,011). V modelu dbRDA tyto faktory vysvétluji
cca 56% celkové variability v kompozici mikrobiomu (dbRDA: F(9,182)=15,049, P<0.001,
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R2=0.564). V nasledujicich testech byly testovany populace roztocl a jednotlivé pesticidy
samostatné (Tabulka 12).

12A

Pesticid 5P

pirimiphos-methyl faktor F P R2
koncentrace 18,642 0,001 0,518
pesticid/kontrol 16,83 0,001

deltamethrin koncentrace 7,5296 0,001 0,4917
pesticid/kontrol 24,3918 0,001

Deltamethrin+PBO koncentrace 1,7184 0,171 0,1437
pesticid/kontrol 3,8205 0,037

12B

Pesticid 5Pi

pirimiphos-methyl faktor F P R2
koncentrace 7,7027 0,001 0,3504
pesticid/kontrol 10,0971 0,001

deltamethrin koncentrace 2,976 0,072 0,3231
pesticid/kontrol 2,5227 0,097

Deltamethrin+PBO koncentrace 14,1433 0,001 0,3819
pesticid/kontrol 6,2484 0,001

Tabulka 12: Vysledky permutacni analyzy vlivu environmentdlnich proménnych na distribuci OTU97
v mikrobiomu roztocl symbiotické populace 5P (12A) a asymbiotické populace 5Pi (12B) vystavenych riznym
typum a koncentracim pesticidd. Tucné pismo oznacuje vyznamny vliv faktord na distribuci OTUs97. Data byla
transformovdana na Bray-Curtis vzdalenosti a bylo pouZito 1000 permutaci.
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Pritomnost pesticidu méla vliv na alfa diverzitu mikrobiomu v pripadé symbiotické
populace roztoct 5P doslo ke zvySeni indexti diverzity na stiednich davkach deltamethrinu
a pirimiphos-methylu ve srovnani s kontrolou. Zadné vyznamné zmény nebyly pozorovany
u asymbiotické populace 5Pi vystavené pritomnosti deltamethrinu a deltamethrinu + PBO a

u symbiotické populace 5P vystavené pritomnosti deltamethrin + PBO (Tabulka 13).

Rozsah Populace
Pesticid koncentrace roztoce S Simpson indd Shannon ind.
deltamethrin 12,5-0,00125 5Pi 52b  (44-59) 0,54d (0,45-0,57) 1,10d (0,94-1,33)
12,5 5p 63a (61-65) 0,54d (0,51-0,59) 1,49c¢ (1,34-1,61)
1,250,125 5P 64a (62-68) 0,64b (0,62-0,67) 1,67b (1,60-1,77)
0,0125-
0,00125 5P 66a (65-70) 0,81a (0,77-0,86) 2,15a (2,07-2,43)
0 SPi 36c (32-39) 0,60c (0,59-0,61) 1,16d (1,11-1,25)
0 5P 49bc (42-54) 0,64bc (0,57-0,69) 1,32cd (1,16-1,43)
Kruskal— K 46,99 44,74 44,83
Wallis P 0,001 0,001 0,001
deltamethrin+PBO 12,5 SPi 43a (42-45) 0,56a  (52-59) 1,10ab (0,98-1,17)
1,25-0,00125 5Pi 47a (43-54) 0,49b (0.47-53) 1,08b (1,00-1,17)
12,5-0,00125 5P 54a (44-61) 0,60a (0.51-65) 1,30a (1,03-1,54)
0 5Pi 36b (32-39) 0,60a (0.59-0.61) 1,16ab (1,11-1,25)
0 5p 49a (42-54) 0,64a (0.57-0.69) 1,32a (1,16-1,44)
Kruskal— K 17,33 18,35 9,504
Wallis P 0,001 0,001 0,050
pirimiphos-methyl 125 5P 49bc (41-50) 0,75ab (0,58-0,87) 1,94a (1,60-2,57)
12,5-0,0125 5P| 67a (65-68) 0,79a (0,75-0,83) 2,14a (1,89-2,31)
125 SPi 40c (37-43) 0,58bc (0,54-0,60) 1,12b (1,03-1,18)
12,5-0,0125 5Pi 56b (52-57) 0,47c¢ (0,47-0,51) 1,33b (1,21-1,39)
0 SPi 36c (32-39) 0,60bc (0,59-0,61) 1,16b (1,11-1,25)
0 5PI 49bc (42-54) 0,64b (0,57-0,69) 1,32b (1,16-1,43)
Kruskal— K 47,84 43,58 47,19
Wallis P 0,001 0,001 0,001

Tabulka 13: Vliv pesticidu na alfa diverzitu. Tabulka ukazuje medidny a v zdvorkach jsou uvedeny interkvartilové
rozsahy pro pocet bakterialnich taxon( (S) a indexy diverzity (inverzni Simpsoniv a Shannoniyv index). Soubory dat
byly porovnany Kruskalovym—Wallisovym testem (vyznamné hodnoty jsou tu¢né). Mannlv—WhitneyUlv parovy test
byl pouZit pro srovnani vyznamnych rozdili (P<0,05) mezi faktory, rozdily jsou oznaceny rliznymi pismeny.
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4.4.1 Vliv pesticidu pirimiphos-methyl na populaci roztoce 5P

Mikrobiom v populaci 5P byl signifikantné ovlivnén pasobenim pesticidu vici
kontrole (adonis2: F(131)=25,19, P<0,0001), tak i jeho koncentraci (adonis2: F(1,31)=19,9997,
P<0,0001). Ostatni testované faktory nemély na mikrobiom roztocu vliv (tj.: adonis2: pocet
rozto¢i F(1,31)=1,238, P=0,2845; interakce koncentrace pesticidu x poctu roztoct

Fa,31=2,722, P=0,054).

Tyto vysledky potvrzuje db-RDA model (dbRDA: R2=0,518; koncentrace pesticidu:
F(1,33)=18,642, P<0,001, typ pesticidu F(1,33)=16,830, P<0,001). Vysledky jsou vizualizovany
na obrazku 6A. Diky dostatecné vysoké variabilité jsme byli schopni rozdélit vzorky
mikrobiomu do tfi skupin: Populace ovlivnéna nejvyssi koncentraci pesticidu (tj. 125 pg/g);
populace ovlivnéné strednimi koncentracemi pesticidu (tzn. slouceni koncentraci 12,5
ug/g; 1,25 pg/g; 0,125 pg/g; 0,0125 pg/g) a kontrolni vzorek, ktery nebyl pesticidu
vystaven. V tomto modelu osa X rozliSuje vzorky populaci ovlivnénych pesticidem a vzorky
populaci chované na kontrolni dieté. Osa Y od sebe odliSuje vzorky s riznou koncentraci

pirimiphos-methylu (Obrazek 6A).

V mikrobiomu roztocl byla nejvice odliSna kompozice OTU v kontrolnich vzorcich a
ve vzorcich ovlivnénych nejvyssi koncentraci pesticidu. Nejvyssi koncentrace pirimiphos-
methylu signifikantné snizila relativni abundance téchto tfi taxonii: Bartonella (OTU 1),
Bacillus (OTU 2) a Wolbachia (OTU 3). Naopak na nejvyssi koncentrace pesticidu byl vazan
Lactobacillus (OTU 19), ktery se na jinych vzorcich nevyskytoval. Ve vzorcich ovlivnénych
sttednimi koncentracemi pesticidu pirimiphos-methyl dosSlo ke zvySeni Ccetnosti
Aquabacterium (OTU 6) a Methylobacterium (OTU 8) oproti kontrolnim vzorkim. Bartonella
(OTU1) a Wolbachia (OTU 3) se ve srovnani s kontrolou neménili. Na kontrolni vzorky byl
vazan Bacillus (OTU 2), ktery se ve vzorcich ovlivnénych pesticidem témér nevyskytoval

(Obrazek 6B).

4.4.2 Vliv pesticidu deltamethrin + PBO na populaci roztoce 5P

Mikrobiom roztocl 5P byl signifikantné ovlivnén pouze pritomnosti pesticidu oproti

kontrole (adonis2: F(1,31)=3,958, P=0,037). Ostatni faktory nevykazovaly signifikantni vliv
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(tj.. adonis2: koncentrace pesticidu F(1,31)=1,487, P=0,227; pocet roztoci F(131)=1,187,
P=0,283; interakce koncentrace pesticidu x pocet roztoci F(1,31)=0,122, P=0,893).

Tyto vysledky potvrzuje db-RDA model, ve kterém vychazi signifikantni pouze typ
pesticidu (tedy rozdil mezi kontrolou a pesticidem) (dbRDA: R2=0,1437; koncentrace
pesticidu: F(1,33)=11718, P=0,171, typ pesticidu F(1,33)=3,821, P=0,037). V tomto modelu
jsme kvili nizké variabilité OTU rozdélili jen populace vystavené pritomnosti pesticidu tzn.
slou¢eni koncentraci 12,5 pg/g; 1,25 pg/g; 0,125pg/g; 0,0125 pg/g; 0,00125 nug/g) a
kontrolni populace chované na kontrolni dieté. Vysledky jsou vizualizovany na obrazku 7A.
Osa X ani Y od sebe neodliSuje kontrolni vzorky se vzorky pesticidli. Populace chované na
pesticidech zasahuji do vSech kvadrant(i. Kontrola se vyskytuje jen na kladné casti osy X

(Obrazek 7A).

Piitomnost pesticidu sniZila abundanci Bacillus (OTU 2) a Wolbachia (OTU 3) oproti
kontrolnim populacim. Populace ovlivnéné pesticidem vykazovaly signifikantni narlst

Bartonella (OTU 1) (Obrazek 7B).

4.4.3 Vliv pesticidu deltamethrin na populace roztoct 5P

Mikrobiom roztoc¢t 5P se signifikantné 1iSil mezi vzorky roztocd vystavené
pritomnosti pesticidu v dieté a kontrolnimi vzorky (adonis2: F(1,31)=30,72, P<0,0001). Dale
méla signifikantni vliv koncentrace pesticidu (adonis2: F(1,31)=6,49, P=0,002). Ostatni
faktory nevykazovaly signifikantni vliv (tj.: adonis2: pocet roztoct F1,31)=2,122, P=0,1106;

interakce koncentrace pesticidu x pocet roztocu F(1,31)=0,082, P=0,964).

Tyto vysledky potvrzuje db-RDA model, ve kterém vychazi signifikantni vliv typu i
koncentrace pesticidu na mikrobiom rozto¢t (dbRDA: R?=0,4917; koncentrace pesticidu:
F(1,33=7,5296, P=0,001; typ pesticidu F(1,33)=24,392, P=0,001). Diky vysoké variabilité byly
v modelu vzorky rozdéleny do Ctyt skupin podle koncentrace pesticidu. Konkrétné skupina
ovlivnéna nejvyssimi koncentracemi pesticidu (koncentrace 12,5 pg/g), skupina ovlivnéna
stfrednimi koncentracemi pesticidu (slouceni koncentraci 0,125 pg/g a 1,25 ug/g) a skupina

vV

ug/g). Vysledky jsou vizualizovany na obrazku 8A. V tomto modelu osa X oddéluje kontrolni
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populace od populaci ovlivnénych pesticidem. Osa Y od sebe oddéluje populace ovlivnéné

riznymi koncentracemi pesticidu (Obrazek 8A).

Kontrolni populace vykazovaly vyssi abundanci Bacillus (OTU 2). Populace ovlivnéné
pesticidy pak vykazovaly oproti kontrolnim populacim vyssi abundanci Bartonella (OTU 1)
a Wolbachia (OTU 3) a témér absenci Bacillus (OTU 2). Wolbachia (OTU 3) vykazovala
nejvyssi abundanci v populacich vystavenych nejvyssim koncentracim pesticidu. Bartonella
(OTU 1) se v populacich ovlivnénych pesticidem vyskytovala v dvojnasobnych abundancich

ve srovnani s kontrolnimi populacemi. (Obrazek 8B).

4.4.4 Vliv pesticidu pirimiphos-methyl na populace roztoct 5Pi

Mikrobiom v populaci 5Pi byl signifikantné ovlivnén jak typem pesticidu (adonis2:
F1,31=10,164, P=0,0004), tak i jeho koncentraci (adonis2: F(131)=13,836, P<0,0001). Dale
pak ma signifikantni vliv interakce koncentrace pesticidu x pocet roztoct (adonis2:
F1,31)=4,769, P=0,0082). Faktor pocCtu roztoci nemél na mikrobiom roztoca vliv (tj.:

adonis2: F(1,31)=0,957, P=0,38).

Tyto vysledky doklada db-RDA model (dbRDA: R?=0,35; koncentrace pesticidu:
F(1,33)=10,097, P=0,001, typ pesticidu F(1,33)=7,7027, P=0,001). Podle variability jsme byli
schopni rozdélit vzorky do ti{ skupin podle koncentrace pesticidu. Konkrétné byly slouceny
populace ovlivnéné nizkymi koncentracemi pesticidu (slouceni koncentraci 0,0125 ug/g;
0,125 pg/g; 1,25 ug/ga 12,5 pg/g). Druhou skupinu pak tvotila populace ovlivnéna nejvyssi
koncentraci pesticidu (koncentrace 125 pg/g). Treti (kontrolni) skupina nebyla vystavena
pritomnosti pesticidu. Vysledky jsou vizualizovany na obrazku 6C. V tomto modelu osa X
neodliSuje vzorky s rtiznou koncentraci pesticidu. Kontrolni vzorky a vzorky testované na
nejvyssi koncentraci pesticidu jsou umistény na zaporné casti osy X. Osa Y rozliSuje
populace chované na nejvyssich koncentracich pesticidu a populace chované na kontrolni

dieté. (Obrazek 6C).

Situaci v db-RDA modelu potvrzuji vysledky METASTATS analyzy, které ukazuji, Ze

neni signifikantni rozdil mezi kontrolou a pesticidem v profilech abundantnich OTU.
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4.4.5 Vliv pesticidu deltamethrin + PBO na populace roztoct 5Pi

Mikrobiom v populaci 5Pi byl signifikantné ovlivnén typem pesticidu (adonis2:
F1,31=19,674, P<0,0001), koncentraci pesticidu (adonis2: F(1,31)=8,533, P=0,0016),
interakci koncentrace pesticidu x pocet roztoct F(1,31)=7,6495, P=0,0022). Pocet roztoci

nemél na mikrobiom roztoct vliv (adonis2: F(131)=2,384, P=0,0958).

Tyto vysledky zobrazuje db-RDA model (dbRDA: R2=0,392; koncentrace pesticidu:
F(1,33)=6,248, P=0,008, typ pesticidu F(1,33y=14,143, P=0,001). Podle variability byly vzorky
rozdéleny do tfi skupin. Konkrétné byly slouCeny populace ovlivnéné nizkymi
koncentracemi pesticidu (slouc¢eni koncentraci 0,00125 pg/g; 0,0125 pg/g; 0,125 pg/g a
1,25 pg/g). Druhou skupinu pak tvorila populace ovlivnéna nejvyssi koncentraci pesticidu
(koncentrace 12,5 pg/g). Treti (kontrolni) skupina nebyla vystavena pritomnosti pesticidu.
Vysledky jsou vizualizovany na obrazku 7C. Kontrolni vzorky dosahuji zapornych hodnot na
ose X. Osa Y rozliSuje populace roztocti ovlivnénych nejvyssi koncentraci pesticidu od
populaci chovanych na kontrolni dieté a populaci ovlivnénych niZsimi koncentracemi

pesticidu (Obrazek 7C).

V populacich ovlivnénych pesticidem profil Bartonella (OTU 1) a Solitalea (OTUS)
klesd a je nahrazen narastem Bacillus (OTU 2). Kontrolni populace vykazuji vyssi

abundance Bartonella (OTU 1) a Solitalea (OTU5) (Obrazek 7D).

4.4.6 Vliv pesticidu deltamethrin na roztoce 5Pi

Mikrobiom roztocti 5Pi byl signifikantné ovlivnén koncentraci pesticidu (adonis2:
F1,31)=3,978, P=0,0388), poctem jedincl (adonis2: F1,31)=3,912, P=0,0419). Ostatni
testované faktory nemély na mikrobiom roztoct vliv (tj.: adonis2: typ pesticidu
Fa,31)=2,516, P=0,099; interakce koncentrace pesticidu x pocet roztoct F(1,31)=2,588,
P=0,096).

Tyto vysledky potvrzuje db-RDA model (dbRDA: R2=0,323; koncentrace pesticidu:
F133=2,976, P=0,072; typ pesticidu F,33=2,523, P=0,097). Variabilita jednotlivych
populaci byla pfilis nizkd. Vtomto modelu byly srovnavany populace vystavené jakékoli

koncentraci pesticidu (tj. slouceni koncentraci 0,00125 pg/g; 0,0125 pg/g; 0,125 pg/g; 1,25
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ug/ga 12,5 pg/g) vici kontrolnim populacim, které nebyly vystaveny pritomnosti pesticidu.
Vysledky jsou vizualizovany na obrazku 8C. Vtomto modelu osa X udrZuje kontrolni
populace v zaporné c¢asti osy, ale nijak nerozdéluje od populaci chovanych na pesticidu. Osa
Y ma podobné vlastnosti. UdrZuje kontrolni populace v zaporné casti osy, ale populace

chované na pesticidech zasahuji jak do kladné, tak do zaporné ¢asti osy (Obrazek 8C).

Situaci v db-RDA modelu potvrzuji vysledky METASTATS analyzy, které ukazuji, Ze
neni signifikantni rozdil mezi kontrolou a pesticidem v profilech abundantnich OTU

(Obrazek 8D).
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Obrazek 6: Vliv pririmphos methylu na mikrobiom. Mikrobiom byl analyzovan mezi vzorky rezidui
pesticidl pomoci db-RDA (A a C). Pomoci heat map pak byly vizualizovany standardizované
relativni Cetnosti bakterii ve vzorcich (B a D) pro symbiotickou populaci 5P (A a B) a
asymbiotickou populaci 5Pi (C a D). Délka trojuhelnik(i v teplotni mapé ukazuje variabilitu uvnitf
vzorkd v ramci jedné diety a byly konstruovany pomoci metody UPGMA Bray—Curtis. Cervena
barva v OTU oznacuje nejvyssi odliSnost mezi kontrolou a nejvys$si koncentraci pesticidu
v SIMPER textu a oznacuje sygnifikantni rozdily z METASTATS analyzy. METASTATS je test pro dvé
promenné v tomto pripadé jsme srovndvali rozdily kontroly a nejvyssi koncentrace pesticidu.

Obrazek 7: Ucinek deltametrinu + PBO na mikrobiom rozto&d. Mikrobiom byl analyzovan mezi
jednotlivymi dietami pomoci dbRDA (A a C). Pomoci heat map pak byly vizualizovany
standardizované relativni ¢etnosti bakterii ve vzorcich (B a D) pro symbiotickou populaci 5P (A a
B) a asymbiotickou populaci 5Pi (C a D). Délka trojuhelnikll v teplotni mapé ukazuje variabilitu
uvnitf vzorkd vramci jedné diety a byly konstruovany pomoci metody UPGMA Bray—Curtis.
Cervena barva v OTU oznacuje nejvyssi odlisnost mezi kontrolou a nejvy$si koncentraci pesticidu
v SIMPER textu a oznacuje sygnifikantni rozdily z METASTATS analyzy. METASTATS je test pro dvé
proménné, v tomto pripadé jsme srovnavali rozdily kontroly a nejvyssi koncentrace pesticidu.

Obrazek 8: Ucinek deltamethrinu na mikrobiom. Mikrobiom byl analyzovan mezi vzorky rezidui
pesticidd pomoci db-RDA (A a C) a vizualizovan jako heat mapa standardizované relativni ¢etnosti
bakterii ve vzorcich (B a D) pro symbiotickou populaci 5P (A a B) a asymbiotickou populaci 5Pi (C
a D). Délka trojuhelnikl v teplotni mapé ukazuje variabilitu uvnitf vzorkd v rdmci jedné diety.
Byly konstruovany pomoci metody UPGMA Bray—Curtis. Cervend barva v OTU oznaduje nejvyssi
odlisnost mezi kontrolou a nejvy3si koncentraci pesticidu v SIMPER textu a oznaCuje sygnifikantni
rozdily z METASTATS analyzy. METASTATS je test pro dvé promenné vtomto pfipadé jsme
srovnavali rozdily kontroly a nejvyssi koncentrace pesticidu.

Testované populace roztocl vykazovaly odliSnou reakci ve zménach mikrobiomu na
pritomnost pesticidu v dieté. Pritomnost pesticidu pirimiphos-methyl méla signifikantni
vliv na skladbu mikrobiomu vobou populacich (Obrazek 6). Piitomnost pesticidu
deltamethrin méla signifikantni vliv na skladbu mikrobiomu pouze u symbiotické populace
5P. U asymbiotické populace 5Pi pritomnost deltamethrinu nevyvolala signifikantni zmény
ve skladbé OTUy7. (Obrazek 8). V pripadé aplikace deltamethrin + PBO byly pozorovany
zmény ve skladbé mikrobiomu u symbiotické populace roztoce T. putrescentiae. DlileZitou
roli zde hrdla i koncentrace pesticidu, kdy rtizné koncentrace pesticidu mély za nasledek

riznou skladbu mikrobiomu (Obrazek 7).
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Za variabilitu ve skladbé OTUg7 po vystaveni pritomnosti pesticidu byly v obou
populacich rozto¢t nejvice zodpovédné bakterie Bacillus (OTU2) a Bartonella (OTU1)
(Obrazek 5). Korelac¢ni sité byly rtizné pro OTU97 v symbiotickych a asymbiotickych
populacich. V symbiotické populaci 5P Bacillus (0OTU2) vykazoval negativni korelace
s Duganella (OTU7), Aquicolla (OTU11), Deftia (OTU16) a Aquabacterium (OTU6), zatimco
pozitivni korelace byly mezi dvéma druhy bakterii rodu Methylobacterium (OTU 8 a 13). U
asymbiotické populace 5Pi vykazoval Bacillus (OTU2) negativni korelaci s Bartonella
(OTU1) a Lactobacillus (OTU19). Pozitivni korelace byly mezi Aquabacterium (0TU6), Deftia
(OTU16) a Duganella (OTU7).
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5 Diskuze

Na zakladé probéhlych testli na filtra¢nim papire a rezidudlnich testl jsme zjistili
toxicky efekt vSech testovanych pesticidli. S vy$si koncentraci roste toxicita aplikovanych
pesticidt ve vSech pripadech. Nejsilnéjsi toxické ucinky jsme pozorovali v pripadé aplikace
pesticidu pirimiphos-methyl. Toxicitu pesticidu pirimiphos-methyl pro roztoCe potvrzuji i
Stables & Wilkin (1981) a Wilkin & Stables (1985), nebo novéjsi studie, ktera upozoriuje na
moznost vytvoreni si tolerance roztocl vii¢i dlouhodobé aplikaci tohoto typu pesticidu diky
zvySené funkci esterdz. V praxi je proto dobré obmeénovat typy pouzivanych pesticidii
(Szlendak et al. 2000). Nejslabsi toxicitu naopak vykazoval pesticid deltamethrin. Vyssi
toxicitu nez deltamethrin vykazoval deltamethrin + PBO. Tento vysledek potvrzuje cela
fada studii, které potvrzuji posilujici toxicky ucinek latky piperonylbutoxid na vétSinu

pyrethroidi, jako je treba pravé deltamethrin (Fazolin et al. 2016).

Symbiotické a asymbiotické populace roztoc¢i T. putrescentiae nevykazovaly riiznou
miru Umrtnosti vtestech s filtraénim papirem. V obou piipadech zplsobovala vyssi
koncentrace pesticidu vyssi mortalitu. V pripadé rezidualniho testu vSak jiz byly
laboratote, Ze T. putrescentiae vykazuje rozdilnou toleranci vici pesticidim (Stara,
Nesvorna & Hubert 2014). V riistovych testech také platilo, Ze vyssi koncentrace pesticidu
maji vyssi inhibi¢ni efekt a zptsobuji nizsi populacni rist roztoc¢t v obou populacich. Byla
vSak zaznamendna vyjimka v pripadé nizkych koncentraci pesticidu deltamethrin u
symbiotické populace 5P. Zde byl pozorovan nariist reprodukéni rychlosti oproti kontrole.
Jedna se ziejmé o reakci roztoc¢li na stresové (ale ne letalni) podminky, které je stimuluji

k rychlejsi reprodukci. Tento efekt se nazyva hormoligéza (Luckey 1968).

V této studii jsme se pokusili najit rozdily v reakci dvou populaci rozto¢i na
piitomnost pesticidi a tyto ptipadné rozdilné odpovédi vysvétlit prostiednictvim skladby
studovat mikrobidlni sloZzeni roztocl z celé komiirky, kdy se izoluji mikroorganismy nejen
z tél roztocy, ale i jejich potravy, svlecek a vykalli (Nesvorna et al. 2021). Dieta ma nizky

prinos k mikrobiomu, protoZe dochazi kjeji pasterizaci, pri které zahyne vétSina
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mikroorganismd, co se v potravé nachazi (Hubert et al. 2021). Proto byly v této studii
porovnavany dvé populace roztoci s rozdilnym mikrobiomem. Tedy symbiotickou populaci

5P, ktera hosti Wolbachia a asymbiotickou populaci 5Pi, kde Wolbachia neni pfitomna.

PiestoZe populace rozto¢i vykazovaly rozdily v jejich citlivosti na deltamethrin +
PBO a pirimiphos-methyl, neexistuje v téchto populacich Zadna prima souvislost
s asociovanymi bakteridlnimi OTUg7. Byly pozorovany rozdilné korelace mezi jednotlivymi
OTU u symbiotické a asymbiotické populace. Lze tedy Fici, Ze tyto zmény nebyly zplisobené
intracelularnim symbiontem Wolbachia. Za nejvétsi podil variability skladby OTU mezi
rozto€i Kkrmenymi Kkontrolni dietou a rozto¢i vystavenymi pritomnosti pesticidu
zodpovidaly nejabundantnéjsi OTUg7. Konkrétné se jedna o Bartonella OTU1, Bacillus OTU2,
Wolbachia OTU3 a Solitalea OTUS. Predchozi experimenty ukazaly, Ze zvySeni Bacillus
v potravé T. putrescentiae mélo inhibi¢ni ucCinek na rast populace roztoc¢i (Erban et al.
2016b). Podobny ucinek byl popsan u roztocti domaciho prachu Dermatophagoides (Saleh,
Kelada & Shaker 1991). Stredni koncentrace deltamethrinu a pirimiphos-methylu zvysily
bakterialni diverzitu v symbiotické populaci 5P, ale ne v asymbiotické populaci 5Pi. Jednim
ze zavéru je, ze dominantni bakterie byly redukovany a malo pocetné bakterie se mohou
v profilu zvétsSit jako artefakt redukce dominantniho bakteridlniho taxonu (tj. bez

absolutniho naristu).
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6 Zaver
Namérili jsme toxicitu vSech vybranych testovanych pesticidi jak ve filtracnim testu,

tak rlistovém testu pro roztoce T. putrescentiae. Nejvice toxicky se jevil pirimiphos-methyl,

dale deltamethrin + PBO a nejslabsi acinky vykazoval samotny deltamethrin.

Testované populace roztoc¢i vykazovaly odliSnou reakci ve zménach mikrobiomu na
pritomnost pesticidu vdieté. Za zmény ve skladbé OTU byly zodpovédné piedevsim
abundantni druhy bakterii. PredevSim byl pozorovan pokles pocetnosti bakterii Bartonella
(OTU1), Bacillus (0TU2) i Wolbachia u symbiotické populace na vysSSich koncentracich
pesticidu pirimiphos-methylu. Aplikace pesticidu mize mit za nasledek zvySeni diverzity
mikrobidlni skladby rozto¢li. Konkrétné jsme tento jev pozorovali na strednich
koncentracich deltamethrinu a pirimiphos-methylu u symbiotické populace. U asymbiotické

populace tyto trendy nebyly pozorovany.
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10 Seznam zkratek

symbiotickd populace Tyrophagus putrescentiae s pritomnosti

Wolbachia

asymbioticka populace Tyrophagus putrescentiae, kde Wolbachia neni

pritomna
Y . (o )| (oS U 1O
K-OBIOL EC 25

K-Othrine SC 25

piperonylbutoxid

polymerazova retézova reakce; anglicky polymerase chain reaction
Tyrophagus putrescentiae

operacné taxonomicka jednotka; anglicky operational taxonomic unit

chovna dieta pro skladisStni roztoce; anglicky stored product mite diet
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11 Prilohy

Pfiloha 1: Souhrn vysledk( testu na filtraénim papife, data pred vyhodnocenim v programu XLSATA

celkovy

Pesticid Populace |Koncentrace Zivy mrtvy pocet

deltamethrin 5p 0 56 4 60
deltamethrin 5p 0.00001 139 230 369
deltamethrin 5p 0.0001 110 231 341
deltamethrin 5P 0.001 120 236 356
deltamethrin 5p 0.01 98 263 361
deltamethrin 5p 0.1 42 315 357
deltamethrin 5Pi 0 54 6 60
deltamethrin 5Pi 0.00001 365 309 674
deltamethrin SPi 0.0001 370 299 669
deltamethrin 5Pi 0.001 362 307 669
deltamethrin SPi 0.01 333 358 691
deltamethrin 5Pi 0.1 212 487 699
deltamethrin_PBO 5P 0 56 4 60
deltamethrin_PBO 5p 0.00001 139 230 369
deltamethrin_PBO 5p 0.0001 110 231 341
deltamethrin_PBO 5p 0.001 120 236 356
deltamethrin_PBO 5P 0.01 98 263 361
deltamethrin_PBO 5P 0.01 42 315 357
deltamethrin_PBO 5Pi 0 54 6 60
deltamethrin_PBO 5Pi 0.00001 423 254 677
deltamethrin_PBO 5Pi 0.0001 424 251 675
deltamethrin_PBO 5Pi 0.001 405 256 661
deltamethrin_PBO 5Pi 0.01 326 354 680
deltamethrin_PBO 5Pi 0.01 185 511 696
pirimiphos-methyl 5P 0 56 4 60
pirimiphos-methyl 5P 0.00001 183 170 353
pirimiphos-methyl 5P 0.0001 70 290 360
pirimiphos-methyl 5P 0.001 48 298 346
pirimiphos-methyl 5P 0.01 11 319 330
pirimiphos-methyl 5P 0.1 3 348 351
pirimiphos-methyl 5Pi 0 54 6 60
pirimiphos-methyl 5Pi 0.00001 181 126 307
pirimiphos-methyl 5Pi 0.0001 213 127 340
pirimiphos-methyl 5Pi 0.001 155 136 291
pirimiphos-methyl 5Pi 0.01 53 288 341
pirimiphos-methyl 5Pi 0.1 15 317 332
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Pfiloha 2: Seznam ID vzork( pouZitych ve studii, které byly uloZzeny v GenBank (PRINA685317)

¢.Vz ID vzorku Pesticid koncentrace Populace | faktor | opakovani
1 SAMN17082559 deltamethrin 12,5 5Pi 1 1
2 SAMN17082560 deltamethrin 12,5 5Pi 1 2
3 SAMN17082561 deltamethrin 12,5 5Pi 1 3
4 SAMN17082562 deltamethrin 12,5 5Pi 1 4
5 SAMN17082563 deltamethrin 12,5 5Pi 1 5
6 SAMN17082564 deltamethrin 12,5 5Pi 1 6
7 SAMN17082565 deltamethrin 1,25 5Pi 1 1
8 SAMN17082566 deltamethrin 1,25 5Pi 1 2
9 SAMN17082567 deltamethrin 1,25 5Pi 1 3
10 SAMN17082568 deltamethrin 1,25 5Pi 1 4
11 SAMN17082569 deltamethrin 1,25 5Pi 1 5
12 SAMN17082570 deltamethrin 1,25 5Pi 1 6
13 SAMN17082571 deltamethrin 0,125 5Pi 1 1
14 SAMN17082572 deltamethrin 0,125 5Pi 1 2
15 SAMN17082573 deltamethrin 0,125 5Pi 1 3
16 SAMN17082574 deltamethrin 0,125 5Pi 1 4
17 SAMN17082575 deltamethrin 0,125 5Pi 1 5
18 SAMN17082576 deltamethrin 0,125 5Pi 1 6
19 SAMN17082577 deltamethrin 0,0125 5Pi 1 1
20 SAMN17082578 deltamethrin 0,0125 5Pi 1 2
21 SAMN17082579 deltamethrin 0,0125 5Pi 1 3
22 SAMN17082580 deltamethrin 0,0125 5Pi 1 4
23 SAMN17082581 deltamethrin 0,0125 5Pi 1 5
24 SAMN17082582 deltamethrin 0,0125 5Pi 1 6
25 SAMN17082583 deltamethrin 0,00125 5Pi 1 1
26 SAMN17082584 deltamethrin 0,00125 5Pi 1 2
27 SAMN17082585 deltamethrin 0,00125 5Pi 1 3
28 SAMN17082586 deltamethrin 0,00125 5Pi 1 4
29 SAMN17082587 deltamethrin 0,00125 5Pi 1 5
30 SAMN17082588 deltamethrin 0,00125 5Pi 1 6
31 SAMN17082589 pirimiphos methyl 125 5p 6 1
32 SAMN17082590 pirimiphos methyl 125 5P 6 2
33 SAMN17082591 pirimiphos methyl 125 5p 6 3
34 SAMN17082592 pirimiphos methyl 125 5P 6 4
35 SAMN17082593 pirimiphos methyl 125 5P 6 5
36 SAMN17082594 pirimiphos methyl 125 5p 6 6
37 SAMN17082595 pirimiphos methyl 12,5 5P 33 1
38 SAMN17082596 pirimiphos methyl 12,5 5p 33 2
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c.vz ID vzorku Pesticid koncentrace Populace | faktor | opakovani
(ne/g)
39 SAMN17082597 pirimiphos methyl 12,5 5p 33 3
40 SAMN17082598 pirimiphos methyl 12,5 5P 33 4
41 SAMN17082599 pirimiphos methyl 12,5 5p 33 5
42 SAMN17082600 pirimiphos methyl 12,5 5P 33 6
43 SAMN17082601 pirimiphos methyl 1,25 5p 33 1
44 SAMN17082602 pirimiphos methyl 1,25 5P 33 2
45 SAMN17082603 pirimiphos methyl 1,25 5P 33 3
46 SAMN17082604 pirimiphos methyl 1,25 5p 33 4
47 SAMN17082605 pirimiphos methyl 1,25 5P 33 5
48 SAMN17082606 pirimiphos methyl 1,25 5P 33 6
49 SAMN17082607 pirimiphos methyl 0,125 5P 33 1
50 SAMN17082608 pirimiphos methyl 0,125 5P 33 2
51 SAMN17082609 pirimiphos methyl 0,125 5P 33 3
52 SAMN17082610 pirimiphos methyl 0,125 5P 33 4
53 SAMN17082611 pirimiphos methyl 0,125 5P 33 5
54 SAMN17082612 pirimiphos methyl 0,125 5P 33 6
55 SAMN17082613 pirimiphos methyl 0,0125 5P 33 1
56 SAMN17082614 pirimiphos methyl 0,0125 5P 33 2
57 SAMN17082615 pirimiphos methyl 0,0125 5P 33 3
58 SAMN17082616 pirimiphos methyl 0,0125 5P 33 4
59 SAMN17082617 pirimiphos methyl 0,0125 5P 33 5
60 SAMN17082618 pirimiphos methyl 0,0125 5P 33 6
61 SAMN17082619 deltamethrin 12,5 5P 11 1
62 SAMN17082620 deltamethrin 12,5 5p 11 2
63 SAMN17082621 deltamethrin 12,5 5p 11 3
64 SAMN17082622 deltamethrin 12,5 5P 11 4
65 SAMN17082623 deltamethrin 12,5 5P 11 5
66 SAMN17082624 deltamethrin 12,5 5P 11 6
67 SAMN17082625 deltamethrin 1,25 5P 12 1
68 SAMN17082626 deltamethrin 1,25 5P 12 2
69 SAMN17082627 deltamethrin 1,25 5P 12 3
70 SAMN17082628 deltamethrin 1,25 5P 12 4
71 SAMN17082629 deltamethrin 1,25 5p 12 5
72 SAMN17082630 deltamethrin 1,25 5P 12 6
73 SAMN17082631 deltamethrin 0,125 5p 12 1
74 SAMN17082632 deltamethrin 0,125 5P 12 2
75 SAMN17082633 deltamethrin 0,125 5P 12 3
76 SAMN17082634 deltamethrin 0,125 5p 12 4
77 SAMN17082635 deltamethrin 0,125 5P 12 5
78 SAMN17082636 deltamethrin 0,125 5p 12 6

60




koncentrace

¢.Vz ID vzorku Pesticid (ne/g) Populace | faktor | opakovani
79 SAMN17082637 deltamethrin 0,0125 5P 14 1
80 SAMN17082638 deltamethrin 0,0125 5P 14 2
81 SAMN17082639 deltamethrin 0,0125 5P 14 3
82 SAMN17082640 deltamethrin 0,0125 5P 14 4
83 SAMN17082641 deltamethrin 0,0125 5P 14 5
84 SAMN17082642 deltamethrin 0,0125 5P 14 6
85 SAMN17082643 deltamethrin 0,00125 5P 14 1
86 SAMN17082644 deltamethrin 0,00125 5P 14 2
87 SAMN17082645 deltamethrin 0,00125 5P 14 3
88 SAMN17082646 deltamethrin 0,00125 5P 14 4
89 SAMN17082647 deltamethrin 0,00125 5P 14 5
90 SAMN17082648 deltamethrin 0,00125 5P 14 6
91 SAMN17082649 deltamethrin+PBO 12,5 5Pi 16 1
92 SAMN17082650 deltamethrin+PBO 12,5 5Pi 16 2
93 SAMN17082651 deltamethrin+PBO 12,5 5Pi 16 3
94 SAMN17082652 deltamethrin+PBO 12,5 5Pi 16 4
95 SAMN17082653 deltamethrin+PBO 12,5 5Pi 16 5
96 SAMN17082654 deltamethrin+PBO 12,5 SPi 16 6
97 SAMN17082655 deltamethrin+PBO 1,25 5Pi 17 1
98 SAMN17082656 deltamethrin+PBO 1,25 5Pi 17 2
99 SAMN17082657 deltamethrin+PBO 1,25 5Pi 17 3
100 SAMN17082658 deltamethrin+PBO 1,25 5Pi 17 4
101 SAMN17082659 deltamethrin+PBO 1,25 5Pi 17 5
102 SAMN17082660 deltamethrin+PBO 1,25 5Pi 17 6
103 SAMN17082661 deltamethrin+PBO 0,125 5Pi 17 1
104 SAMN17082662 deltamethrin+PBO 0,125 5Pi 17 2
105 SAMN17082663 deltamethrin+PBO 0,125 5Pi 17 3
106 SAMN17082664 deltamethrin+PBO 0,125 5Pi 17 4
107 SAMN17082665 deltamethrin+PBO 0,125 5Pi 17 5
108 SAMN17082666 deltamethrin+PBO 0,125 5Pi 17 6
109 SAMN17082667 deltamethrin+PBO 0,0125 5Pi 17 1
110 SAMN17082668 deltamethrin+PBO 0,0125 5Pi 17 2
111 SAMN17082669 deltamethrin+PBO 0,0125 SPi 17 3
112 SAMN17082670 deltamethrin+PBO 0,0125 5Pi 17 4
113 SAMN17082671 deltamethrin+PBO 0,0125 SPi 17 5
114 SAMN17082672 deltamethrin+PBO 0,0125 5Pi 17 6
115 SAMN17082673 deltamethrin+PBO 0,00125 5Pi 17 1
116 SAMN17082674 deltamethrin+PBO 0,00125 SPi 17 2
117 SAMN17082675 deltamethrin+PBO 0,00125 5Pi 17 3
118 SAMN17082676 deltamethrin+PBO 0,00125 5Pi 17 4
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koncentrace

¢.Vz ID vzorku Pesticid (ne/g) Populace | faktor | opakovani
119 SAMN17082677 deltamethrin+PBO 0,00125 5Pi 17 5
120 SAMN17082678 deltamethrin+PBO 0,00125 5Pi 17 6
121 SAMN17082679 Control 0 5Pi 21 1
122 SAMN17082680 Control 0 5Pi 21 2
123 SAMN17082681 Control 0 5Pi 21 3
124 SAMN17082682 Control 0 5Pi 21 4
125 SAMN17082683 Control 0 5Pi 21 5
126 SAMN17082684 Control 0 5Pi 21 6
127 SAMN17082685 pirimiphos methyl 125 5Pi 22 1
128 SAMN17082686 pirimiphos methyl 125 5Pi 22 2
129 SAMN17082687 pirimiphos methyl 125 5Pi 22 3
130 SAMN17082688 pirimiphos methyl 125 5Pi 22 4
131 SAMN17082689 pirimiphos methyl 125 5Pi 22 5
132 SAMN17082690 pirimiphos methyl 125 5Pi 22 6
133 SAMN17082691 pirimiphos methyl 12,5 5Pi 23 1
134 SAMN17082692 pirimiphos methyl 12,5 5Pi 23 2
135 SAMN17082693 pirimiphos methyl 12,5 5Pi 23 3
136 SAMN17082694 pirimiphos methyl 12,5 5Pi 23 4
137 SAMN17082695 pirimiphos methyl 12,5 5Pi 23 5
138 SAMN17082696 pirimiphos methyl 12,5 5Pi 23 6
139 SAMN17082697 pirimiphos methyl 1,25 5Pi 23 1
140 SAMN17082698 pirimiphos methyl 1,25 5Pi 23 2
141 SAMN17082699 pirimiphos methyl 1,25 5Pi 23 3
142 SAMN17082700 pirimiphos methyl 1,25 5Pi 23 4
143 SAMN17082701 pirimiphos methyl 1,25 5Pi 23 5
144 SAMN17082702 pirimiphos methyl 1,25 5Pi 23 6
145 SAMN17082703 pirimiphos methyl 0,125 5Pi 23 1
146 SAMN17082704 pirimiphos methyl 0,125 5Pi 23 2
147 SAMN17082705 pirimiphos methyl 0,125 5Pi 23 3
148 SAMN17082706 pirimiphos methyl 0,125 5Pi 23 4
149 SAMN17082707 pirimiphos methyl 0,125 5Pi 23 5
150 SAMN17082708 pirimiphos methyl 0,125 5Pi 23 6
151 SAMN17082709 pirimiphos methyl 0,0125 SPi 23 1
152 SAMN17082710 pirimiphos methyl 0,0125 5Pi 23 2
153 SAMN17082711 pirimiphos methyl 0,0125 SPi 23 3
154 SAMN17082712 pirimiphos methyl 0,0125 5Pi 23 4
155 SAMN17082713 pirimiphos methyl 0,0125 5Pi 23 5
156 SAMN17082714 pirimiphos methyl 0,0125 5Pi 23 6
157 SAMN17082715 Control 0 5P 27 1
158 SAMN17082716 Control 0 5P 27 2
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koncentrace

¢.Vz ID vzorku Pesticid (ne/g) Populace | faktor | opakovani
159 SAMN17082717 Control 0 5P 27 3
160 SAMN17082718 Control 0 5P 27 4
161 SAMN17082719 Control 0 5P 27 5
162 SAMN17082720 Control 0 5P 27 6
163 SAMN17082721 deltamethrin+PBO 12,5 5P 34 1
164 SAMN17082722 deltamethrin+PBO 12,5 5P 34 2
165 SAMN17082723 deltamethrin+PBO 12,5 5P 34 3
166 SAMN17082724 deltamethrin+PBO 12,5 5P 34 4
167 SAMN17082725 deltamethrin+PBO 12,5 5P 34 5
168 SAMN17082726 deltamethrin+PBO 12,5 5P 34 6
169 SAMN17082727 deltamethrin+PBO 1,25 5P 34 1
170 SAMN17082728 deltamethrin+PBO 1,25 5P 34 2
171 SAMN17082729 deltamethrin+PBO 1,25 5P 34 3
172 SAMN17082730 deltamethrin+PBO 1,25 5P 34 4
173 SAMN17082731 deltamethrin+PBO 1,25 5P 34 5
174 SAMN17082732 deltamethrin+PBO 1,25 5P 34 6
175 SAMN17082733 deltamethrin+PBO 0,125 5P 34 1
176 SAMN17082734 deltamethrin+PBO 0,125 5P 34 2
177 SAMN17082735 deltamethrin+PBO 0,125 5P 34 3
178 SAMN17082736 deltamethrin+PBO 0,125 5P 34 4
179 SAMN17082737 deltamethrin+PBO 0,125 5P 34 5
180 SAMN17082738 deltamethrin+PBO 0,125 5P 34 6
181 SAMN17082739 deltamethrin+PBO 0,0125 5P 34 1
182 SAMN17082740 deltamethrin+PBO 0,0125 5P 34 2
183 SAMN17082741 deltamethrin+PBO 0,0125 5P 34 3
184 SAMN17082742 deltamethrin+PBO 0,0125 5P 34 4
185 SAMN17082743 deltamethrin+PBO 0,0125 5P 34 5
186 SAMN17082744 deltamethrin+PBO 0,0125 5P 34 6
187 SAMN17082745 deltamethrin+PBO 0,00125 5P 34 1
188 SAMN17082746 deltamethrin+PBO 0,00125 5P 34 2
189 SAMN17082747 deltamethrin+PBO 0,00125 5P 34 3
190 SAMN17082748 deltamethrin+PBO 0,00125 5P 34 4
191 SAMN17082749 deltamethrin+PBO 0,00125 5P 34 5
192 SAMN17082750 deltamethrin+PBO 0,00125 5P 34 6
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Priloha 3: Seznam nejcetnéjsich OTU, jejich specifikace a podobnost s daty uloZzenymi v GeneBank

OoTU Nejblize podobny druh Pristupové Cislo |Podobnost
Otul Bartonella-like KX022322.1 98,7
Otu2 Bacillus MT642947.1 99,66
Otu3 Wolbachia KF135426.1 97,7
Otu5 Solitalea-like EF072191.1 89,44
Otu6é | Aquabacterium MF377651.1 99,7
Otu7 |Duganella MN865811.2 99,7
Otu8 | Methylobacterium LC546546.1 99,7
Otu9 | Staphylococcus MH549498.1 100
Otul0 |Renibacterium MT023376.1 99
Otull |Aquincola KX260637.1 99,7
Otul3 | Methylobacterium MF378518.1 99,3
Otuld |Kocuria MH493698.1 99,7
Otul5 |Variovorax MN749750.1 99,7
Otul6 |Delftia MH549515.1 99,7
Otul7 | Propionibacterium MF327011.1 99,3
Otul8 | Herbaspirillum MN268524.2 100
Otul9 |Lactobacillus CP040910.1 99
Otu20 | Rhodococcus CP050124.1 99,7
Otu2l |Bradyrhizobiaceae MG740925.1 99,7
Otu22 |Lentibacillus MT093730.1 96,9
Otu23 | Ralstonia pickettii s F438427.1 99
Otu24 | Leifsonia MT605422.1 99,7
Otu25 |Sphingomonas KX959675.1 98,6
Otu26 | Curvibacter MT322965.1 98,6
Otu27 | Methylobacterium MF796690.1 98,6
Otu29 |Janthinobacterium LC458633.1 99,3
Otu30 |Holosporaceae HM138368.1 98,6
Otu3l |Sediminibacterium sp. AJ295528.1 95,9
Otu32 |Lactococcus JX893545.1 100
Otu33 | Stenotrophomonas KF767282.1 99,3
Otu35 | Corynebacterium KY386180.1 99,3
Otu36 | Burkholderia GU472931.1 96,6
Otu37 |Duganella MN865811.2 95,5
Otu38 | Bradyrhizobiaceae MG801359.1 99,3
Otu39 |Duganella MN865811.2 95,53
Otud0 |Cardinium MHO057615.1 99
Otu41 | Heliimonas NR_135701.1 99
Otu42 |Comamonas LC458641.1 99,7
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OoTU Nejblize podobny druh Pristupové Cislo | Podobnost
Otu43 | Streptococcus CP030928.1 100
Otud4 |Kinnertetia MT322959.1 98,6
Otu45 | Bacillus LT841749.1 97,6
Otud6 |Paralliobacillus JN694379.1 98,6
Otu4?7 |Undibacterium MT225789.1 98,6
Otud8 | Caulobacter MN853573.1 99,7
Otu49 | Mitochondrie JX999996.1 95,5
Otu50 | Pseudomonas MH549518.1 99,3
Otu51 |Aquabacterium KX986839.1 97,2
Otu52 | Virgibacillus MT397009.1 96,9
Otu53 | Sphingomonas LR215188.1 99
Otu54 | Enterobacteriaceae MG800905.1 99
Otu55 | Rugamonas MK602572.1 96,6
Otu56 | Proteobacterium MH061190.1 97,3
Otu57 | Microbacterium MT279356.1 99,7
Otu58 |Aminobacter MT568546.1 99,3
Otu59 | Streptococcus KY393411.1 99
Otu60 |Legionella LR134178.1 98,6
Otu6bl |Legionella GQ923768.1 97,3
Otu62 | Mucilaginibacter KR856376.1 99,7
Otu6b3 | Rhodococcus KC492883.1 99,3
Otu64 | Rhizobium MT023038.1 94,8
Otu66 |Acinobacter MGO049555.1 100
Otu68 | Enhydrobacter MH549507.1 99,7
Otu69 | Exiguobacterium MF438795.1 99,7
Otu72 | Brevibacterium MN746146.1 99
Otu73 | Corynebacterium MT023389.1 99,32
Otu74 | Massilia KY010283.1 98,6
Otu75 |Delftia FN434403.1 97,9
Otu76 |Bacillus LT841749.1 97,6
Otu77 |Rhizobiales KJ635088.1 96,6
Otu78 |Prevotella KC999389.1 99,3
Otu79 |Leuconostoc CP046062.1 99
Otu81 | Micrococcus MH549456.1 99
Otu82 | Cloacibacterium MG801022.1 100
Otu84 |Spirosoma LC221823.1 97,9
Otu85 | Enterobacteriaceae MH549458.1 94,2
Otu86 | Burkholderia EU641120.1 97,3
Otu87 | Bacillus MK480188.1 97,3
Otu88 | Corynebacterium MT573863.1 99
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OoTU Nejblize podobny druh Pristupové Cislo |Podobnost
Otu89 | Massilia LC546467.1 99,3
Otu90 |Lawsonella clevelandensis NR_151867 99
Otu91 |Rhizobiales KJ635088.1 97,6
Otu92 |Sphingomonas MT269587.1 99
Otu93 | Rhizobiales KJ635147.1 96,6
Otu95 | Pseudomonas MG846038.1 99,3
Otu96 |Achromobacter MT573190.1 99,7
Otu97 | Methylobacterium LR215173.1 99,7
Otu99 | Methylibium MG803330.1 95,5
Otul00 | Methylobacterium MG818293.1 96,2
OtulOl | Atopostipes HE575955.1 95,9
Otul02 | Acidovorax MT255158.1 98,6
Otul04 | Flavimaricola marinus NR_149784 91,4
Otul05 | Corynebacterium MN251472.1 100
Otul06 | Actinomycetes LN881591.1 95,2
Otul07 | Leifosonia rubra MH482237.1 99,3
Otul08 | Paenibacillus MT373612.1 98,6
Otul10 | Solirubrobacter KX035249.1 98,6
Otull2 | Pedobacter MT415190.1 99,7
Otulld4 | Comamonas GQ249370.1 94,5
Otull5 | Moraxella KM462054.1 99
Otull7 | Hydrogenophilus thermoluteolus | AP018558.1 99
Otull8 | Rhizobiales KJ635148.1 97,3
Otull9 | Klebsiella KT292275.1 99,7
Otul20 | Chryseobacterium MT197478.1 99,3
Otul21l | Carnobacterium LT697723.1 99,3
Otul22 | Thermus thermophilus CP002777.1 99,3
Otul24 | Mesorhizobium loti CP033368.1 98,6
Otul25 | Rhizobiales KJ635088.1 95,5
Otul26 | Rhizobiales KJ635130.1 97,3
Otul27 | Wolbachia KF135426.1 96,6
Otul28 | Rhizobiales KJ635088.1 95,2
0Otul29 | Paenibacillus JX427466.1 99,3
Otul30 | Brachybacterium rhamnosum MT225683.1 99
Otul31|Acinetobacter MT633121.1 99,7
Otul32 | Cnuella takakiae NR_133730.1 99,3
Otul33 | Pseudomonas MK033128.1 99,7
Otul34 | Rhizobiales KJ635088.1 99,6
Otul35 | Veillonella parvula MT498453.1 99
Otul37 | Rhodococcus CP015219.1 99,7
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Otul38 | Bacillus MN383063.1 96,2
Otul140 | Comamonadaceae MG801934.1 97,2
Otul4l | Acidobacteria HQ144046.1 98,3
Otul42 | Exiguobacterium mexicanum CP040676.1 99,65
Otul43 | Pseudomonas LC458622.1 99,7
Otuld4 | Actinomycetes MT549305.1 99,31
Otul45 | Rhizobiales KJ635135.1 92,1
Otul4d7 | Acinetobacter radioresistens MT367790.1 99,31
Otul48 | Cecembia calidifontis NR_108889.1 99,3
Otul50 | Bacillus KJ934982.1 99
Otul51 | Cellulomonadaceae JQ401465.1 96,96
Otul52 | Daejonia ginsenosidivorans NR_157727.1 96,9
Otul53 | Acidobacterium FM866290.1 98,6
Otul54 | Dietzia MH549465.1 97,9
Otul55 | Novosphingobium KT308845.1 92,1
Otul56 | Sphingobacterium MT586115.1 100
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