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CILE PRACE
® Vypracovani literdrni reSerSe na téma hlistice a jejich molekularni identifikace

zalozena na analyze DNA.

® Osvojeni molekularné-biologickych technik, jako je PCR, klonovani,

transformace, a izolace DNA.

e Zpracovani sekvenci DNA pomoci softwaru Sequence Scanner v1.0, MEGA 6.0,

a BLAST.



1 UVOD

Hlistice jsou jednim z nejpocetnéjSich a nejrozsifencjSich kmenii mnohobunécnych
zivoCicha, ktefi osidluji ohromné spektrum stanovist. Dodnes jich bylo popsano témét
30 000 druht, ale predpoklada se, ze se jejich pocet mize pohybovat az v fadech
miliont druhii. Pfesto, Ze jsou hlistice velmi rozmanitou skupinou, charakterizuji je
nekteré spole¢né znaky, jako je pokryti jejich pomérn¢ jednoduchého téla vicevrstevnou
kutikulou, nebo pfitomnost podélného svalstva, které¢ jim umoziuje typicky mrskavy
pohyb. Vyvoj hlistic je znac¢né rozmanity, od jednoduchych vyvojovych obdobi az
po riizné slozité. Pfevazuji gonochoristé s oddélenym pohlavim, mizeme se ale setkat
I s partenogenezi, stiidanim pohlavnich generaci s partenogenetickymi cykly, nebo také
s hermafrodity. Je pro né typicky pohlavni dimorfismus, kdy samicky vyrustaji
do vétsich rozmér nez samci. Volné Zzijici hlistice tvoii majoritni Cast z jejich
celkového poctu a jsou dulezité pro spravné fungovani ekosystému. Prave kvili jejich
vSudypfitomnosti mohou slouzit jako indikdtory naruSeni Zivotniho prostfedi. Mensi
¢ast zaujimaji hlistice parazitujici jak na rostlinach, tak zivociSich a ¢loveku. Zejména
fytopatogenni hlistice, které jsou rozSifené po celém svété, zpusobuji znacné
hospodarské a ekonomicke ztraty.

K identifikaci jednotlivych druhii hlistic slouzi, kromé morfologickych znak, také
molekularni analyza sekvence DNA. V molekularni biologii se k identifikaci hlistic
vyuziva molekularnich markera - znakd vypovidajicich o podobnosti organismd, které
jsou uréovany pomoci charakteristické sekvence DNA nebo pofadim aminokyselin
Vv proteinech. Markery mizZeme dé&lit na proteinové nebo genetické. Jako genetické
markery se vyuzivaji geny ¢i nekodujici oblasti jaderné nebo mitochondridlni DNA.
V soucasné dob& existuje mnoho metod, které¢ se vyuzivaji k identifikaci hlistic,
rozliSeni jednotlivych druhii a stanoveni fylogenetickych vztahii mezi témito organismy.
Mezi nejpouzivangjsi patii polymerazova tetézova reakce (PCR) a sekvencovani, s nimz
je také spojeny v poslednich letech stale vice popularni DN A-barcoding.

V teoretické Casti této bakalarské prace jsou shrnuty zékladni poznatky o hlisticich
a metodach vyuzivanych k jejich identifikaci na zaklad¢ analyzy DNA. Experimentalni
cast obsahuje popis analyzy vybranych fragmentt DNA sekvenci hlistic rodu
Bursaphelenchus, Laimaphelenchus, Macrolaimus a Tylaphelenchus. V kapitole

vysledky a diskuze jsou uvedeny a diskutovany tspéchy a neuspéchy prace.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Hlistice

Hlistice jsou jednim z nejpocetnéjSich a nejrozsifencjSich kmenii mnohobunécnych
zivoc¢ichii. Ne vzdy byla tato skupina prezentovana jako samostatny kmen. O jejich
taxonomickém zafazeni byly vedeny cetné diskuze. Az v roce 1919 N. A. Cobb navrhl
systém, ve kterém jsou hlistice fazeny samostatné. Hlistice (Nematoda) spadaji do fise
zivoc¢icht  (Aminalia), podfisi trojlistych (Bilateria) a odd€leni prvoutstych
(Protostomia). Odhady o existenci celkového poc¢tu hlistic se rapidné lisi, a to od 40 000
az do 10000 000 druhti (Blaxter 1998; Yates a Boag, 2006). Hugot et al. (2001)
udavaji, Ze jich jiz bylo popsano téméi 30 000.

Mezi nejznaméjsi zastupce hlistic patii Caenorhabditis elegans neboli had’atko
obecné (Obr. 1), které se v ptirodé vyskytuje v podstaté po celém svété, kde se zivi
pudnimi mikroorganismy. C. elegans je modelovym organismem molekularni
a vyvojové biologie (Brenner, 1974), a to kvili vyhodam, jako je kratky Zivotni cyklus,
snadna laboratorni kultivace a potencial pro genetickou analyzu (Brenner, 1973). Jedna

se o prvni mnohobunéény organismus, jehoz kompletni genom byl sekvencovan

(CESC, 1998).

Obr. 1 Caenorhabditis elegans (www.chin-sang.ca).



2.1.1 Anatomie a morfologie

Délka téla hlistic je zna¢né kolisava, pohybuje se v fadech milimetrii az centimetra,
vzéacné 1 metru. Napiiklad Placentonema gigantissima, parazitujici v placenté motskych
savcl, dosahuje velikosti témét deviti metri (Gubanov, 1951). Ptesto, ze jsou hlistice
velmi rozmanitou skupinou, charakterizuji je nékteré spole¢né znaky (Obr. 2).

Jejich télo je neclankované, valcovité ¢i vietenovité, pokryté vicevrstevnou
kutikulou, kterou tvoii proteiny, zejména keratin. Na jejim povrchu se mohou nachazet
struktury jako ryhy, zahyby ¢i trny, nebo také smyslové papily. Takové Gtvary mohou
slouzit K rozliseni jednotlivych druht (Volf et al., 2007).

Jelikoz maji hlistice télni dutinu typu pseudocoel, neni vytvofena zadna vnitini
kostra a kutikula se tak kvili své pruznosti a pevnosti vyrazné podili na udrZzovani tvaru
téla. Pod kutikulou se nachdzi hypodermis a podélné svalstvo, které je
kvuli nepfitomnosti okruzniho svalstva zodpovédné za typicky mrskavy nebo hadovity
pohyb. Ustni dutina, tvofena ustnim otvorem riizného tvaru a velikosti, pokratuje
Zlaznatym anebo svalnatym jicnem, na néjz navazuje trubicovité stievo, které u samic

usti do konecéniku a fiti. U samct vyustuje kone¢nik do kloaky (Horak a Scholz, 1998).

e
St o

B
,..mmwr-“

vesicula
seminalis

Obr. 2 Zakladni stavba samice a samce hlistic (Horak a Scholz, 1998).
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Nervova soustava je gangliovita, tvofena nervovym prstencem obchdzejici jicen,
z n¢hoz vystupuji nervové provazce, které jsou vzajemné propojeny pii¢nymi spojkami.
Zakladem vyluCovaci soustavy jsou exkre¢ni buiky, které sméiuji do exkrecnich
kanalkt, exkreéniho sinu a exkre¢nim poérem usti aZ na povrch téla. Vzhledem
k neptitomnosti obéhového a dychaciho systému, zabezpecuje tyto funkce télni tekutina

(Weiser a Mracek, 1988).

2.1.2 Vyvojovy cyklus

Vyvoj hlistic je zna¢né rozmanity, od jednoduchych vyvojovych etap az po rtzné
slozité. Hlistice jsou majoritné gonochoristé s oddélenym pohlavim. Mlzeme se ale
setkat i s partenogenezi, stfidanim pohlavnich generaci s partenogenetickymi cykly,
nebo také s hermafrodity (Volf et al., 2007). Je pro né typicky pohlavni dimorfismus,
kdy samicky vyrastaji do vétSich rozmért nez samci. Zadni ¢ast téla samce je, na rozdil
od samice, ¢asto ohnutd a jsou na ni umistény rizné struktury napomahajici pareni,
zejména sklerotizované parové spikuly, slouzici k rozsifeni pohlavniho otvoru samicky
(Horék a Scholz, 1998).

Dospéli jedinci se vyviji pfes tfi nebo ctyfi larvalni stadia. Hlistice jsou vétSinou
vejcorodé (oviparni), vzacnéji vejcozivorodé (ovoviviparni), kdy se larva vylihne jiz
v déloze samice. Voln¢ zijici hlistice maji velmi jednoduchy cyklus.
Z oplozeného vajicka se vyvine larva, kterd prochazi ¢tyfmi pomérné rychlymi Stupni
vyvoje, a poté se z ni stavd dospélec schopny reprodukce (Sulston a Horvitz, 1977).
Zanepiiznivych podminek, jako je naptiklad hladovéni, vstupuji hlistice
do alternativniho larvalniho stadia tzv. ,,dauer etapy. Tato larva je metabolicky ne¢inna
a velmi odolna vuci vnéjsimu prostiedi (Cassada a Russell, 1975), coz je zakladem pro
dlouhodobé¢ preziti v ptirod€. Jakmile nalezne vhodné podminky a potravni zdroj, stava
se metabolicky aktivni a dochézi k dalSimu vyvoji.

Vyvojové cykly parazitickych hlistic mohou byt pfimé nebo nepiimé. V piipadé
pfimého vyvoje se zvajicka vylihne larva, kterd prochézi Ctyfmi larvalnimi stadii
aptritom svléka kutikulu. Treti larvalni stddium je infekéni, dochézi k invazi
do hostitele, v némz se svléka a stava se z ni dospélec. Parazitické hlistice s nepfimym
vyvojovym cyklem vyzaduji mezihostitele, jako je napiiklad hmyz ¢i krouzkovci,
ve kterém dochazi k vyvoji larev, které az poté napadaji kone¢ného hostitele (Horak

a Scholz, 1998).
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2.1.3 Parazitické hlistice

Zastupci kmene Nematoda jsou jak voln¢ Zijici, tak paraziti¢ti. Zptisobuji nemoci zvifat,
rostlin 1 lidi. Nejvice prostudovani jsou puvodci lidskych nékaz. Jednd se napiiklad
oroupa détského, ktery cizopasi vtenkém a tlustém stievé cCloveka. Zpusobuje
entorobiozu (Cook, 1994), ktera se projevuje svédénim kolem kone¢niku. Infekei Sifi
hlavné déti, které nedodrzuji dostateCnou hygienu. DalSim parazitem, rozSifenym
po celém svété, zejména v méne rozvinutych zemich, ve kterych neni kladen diiraz
na hygienu, je skrkavka détska (Bundy, 1994). Pocet nakazenych lidi se ro¢né odhaduje
na 1,2 miliardy (de Silva et al, 2003).

Fytopatogenni hlistice se vyvinuly pravdépodobné jako odpovéd na sucho, kvili
kterému se uchylili pravé k pronikani do rostlin. Casto se obecné nazyvaji had’atka,
protoze pro nékteré jedince neexistuje Ceské pojmenovani (Weiser a Mracek, 1988).
Podle Jacksona a Taylora (1996) existuje pies dvacet rodd hlistic, které zpusobuji
nemoci rostlin, a doposud jich bylo popsano 4100 druhti (Decraemer a Hunt, 2006).
Jsou rozsifeni po celém svété a zplisobuji znaéné hospodaiské ztraty. Skody napachany
had’atky jsou odhadovany na 157 bilionti americkych dolard ro¢né (Abad et al., 2008).
Z ekonomického hlediska jsou nejSkodlivejsi kofenova a cystotvornd had’atka (Jones
etal.,, 2013). Ochranou zemédélskych a lesnickych rostlin pfed $kudci se zabyva
Evropské a Stfedozemni organizace ochrany rostlin, zndméa pod zkratkou EPPO
(www.eppo.int). Jednou z aktivit této organizace je sestavovani seznamil karanténnich

jedinct (Tab. 1) a navrhovani diagnostickych a kontrolnich postupti.

Tab. 1 Karanténni druhy had’atek podle oblasti karantény (zpracovano dle www.eppo.int)

V ramci Evropy Mimo Evropu

Aphelenchoides besseyi Nacobbus aberrans
Bursaphelenchus xylophilus Radopholus similis

Globodera pallida Xiphinema americanum sensu stricto
Globodera rostochiensis Xiphinema bricolense

Heterodera glycines Xiphinema californicum
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L4

Had’atka tvofici cysty zahrnuji z ekonomického hlediska nejSkodlivéjsi druhy, mezi
které patii zejména Sktidci brambor, sdjovych bobil a obilovin. Hlavnim problémem je,
Zze jsou schopna prezivat vpiadé po dlouhou dobu, dokonce az dvaceti let,
bez ptitomnosti hostitele (Grainger, 1964; Turner, 1996). V larvu se vyviji uvnitf
vajicka, ata je vtomto stadiu neCinna. Lihnuti zapoc¢ne jako odpovéd na signalni
chemikalie piitomné v kofenech budouciho hostitele. Jakmile jej larva lokalizuje,
napada jej a migruje kofeny az do vnitini vrstvy primarni kiry neboli kortexu. Tam
se jeji chovani méni, vyhledava vhodnou buiku, kterou napada Gstnim bodcem, to vede
k vytvoteni mnohojaderného utvaru tzv. syncytia (Hewezi a Baum, 2013). Z n¢j se larva
nékolik tydnu zivi a posléze doriistd v dospélce. Samci poté oplodni samicky, které
lokalizovali pomoci feromond. Samicky umiraji, a takto se znich stavaji cysty
obsahujici stovky dalSich vajicek a larev (Jones et al., 2013).

Mezi cystotvorné druhy parazitujici na bramborech patii had’atko bramborové
(Globodera rostochiensis) a hadatko nazloutlé (Globodera pallida). Na kofenech
vytvaii zluté az hnédé cysty o velikosti asi pal centimetru (Obr. 3). Tato hadatka
se rozsifila do téméf vSech hlavnich oblasti orientujicich se na péstovani brambor,
a patii k nejsledovangj$im karanténnim patogenim (Hockland et al., 2012). Odhaduje
se, ze cystotvorné druhy ptsobi skody az 9 % celosvétové produkce brambor (Turner

a Rowe, 2006).

Obr. 3 Cysty vytvotfené na kofenech brambor had’atkem Globodera pallida (Tan et al., 2009).
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Ze skupiny cystotvornych hadatek rovnéz stoji za zminku hadatko tepné
(Heterodera schachtii), které cizopasi ptedevsim na cukrové fepé, ale také na brukvich
(Fosu-Nyarko et al., 2016).

Kofenova had’atka parazituji takika na vSech druzich cévnatych rostlin. Na kotfenech
hostitelti vytvareji halky (Siddique et al., 2014). Dospélé samicky snaseji vajicka,
ulozena v ochranné Zelatinové vrstveé, kterd na povrchu kofent tvofi masivni hmotu
(Obr. 4). Lihnuti je zavislé vyhradné na vhodné teploté a vlhkosti. Larva, nachazejici
se vdruhém stadiu, vyuziva Knapadeni rostliny jak jehlovitého styletu, tak
celulolytickych a pektolytickych enzymd, které §t€pi bunécnou sténu. V dalsich stadiich
se larva jiz nekrmi, a vyrustd v dospélce. Tyto druhy se ¢asto rozmnozuji
partenogeneticky, a proto se samecci rodi jen za nepfiznivych podminek. Tyto had’atka
zpusobuji Skody zejména v tropickych oblastech, ale existuji i vyjimky, jako rod
Meloidogyne, ktery je rozsiten celosvétove (Trudgill a Blok, 2001).

Hadatko borovicové (Bursaphelenchus xylophilus), ptivodem ze Severni Ameriky,
patii v Evropé k nejinvazivnéjS$im druhlim napadajici borovicové lesy. Béhem pocatku
20. stoleti, predev§im vlivem mezinarodniho obchodu, bylo zavle¢eno aZ do vychodni
Asie, zejména do Japonska, Ciny a Koreji. V téchto oblastech piisobi enormni §kody.
Piitomnost had’atka borovicového nebyla v Ceské republice, kde jehli¢naté stromy tvofi
vice jak 70 % celkové zalesnéné oblasti, doposud potvrzena (B&halova, 2006), avSak

vyskyt had’atek rodu Bursaphelenchus jiz prokazan byl (Cermak et al., 2013).

Obr. 4 Poskozeni kofend rajcete zpusobené kofenovym had’atkem Meloidogyne incognita
(Jones et al., 2013).
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Had’atko borovicové ma schopnost zivit se jak ze stromu, tak zhub a plisni, které
kolonizuji schnouci a uschlé stromy. Vyviji se ptes Ctyfi larvalni stadia, ale
pfi nedostatku stravy se méni v metabolicky necinn¢ho jedince, ktery vyckéava
na vhodného mezihostitele. Poté je aktivovan dalsi vyvoj za ucelem napadeni tohoto
prenasece (nejcastéji brouka), pomoci kterého je prepraven na dals$i zdroj potravy
(Obr. 5). Migruje pies pletiva a zZivi se parenchymem, coz zpusobuje vadnuti stromu,
na kterém se v této fazi objevuji i plisné a houby. Pravé na nich se had’atko piizivuje,
a dochazi tak k jeho rychlé reprodukci (Arakawa a Togashi, 2002; Kikuchi et al., 2011).

Velmi rozsifené hadatko je Aphelenchoides besseyi, které postihuje kulturni
I okrasné rostliny. V oblastech mirného pasma parazituje na jahodniku, deformuje jeho
listy a zpusobuje jejich tmavnuti. Nejvétsi problémy ale pisobi na tizemi, kde se péstuje
ryze, Vtéchto oblastech se §ifi pomoci zavlahové vody ryzovych poli. Infekce
se projevuje typickym zbélenim listové S$picky, kterd poté mulze nekrotizovat,
a omezenim celkového ristu napadené rostliny. Vrcholové ¢asti kvétenstvi byvaji

zkroucené a produkuji malo semen, ktera jsou vétSinou deformovana (Khan et al.,

2012).

Schnouci strom

- e

Hadatka zivici se mykofagné

Kladeni”~ M Samice —>Vajitka
vajicek i : Samec
: L4 V=
v : L2
Y Y LBBe—7
. & D4 __-DL3 4/
, @t Stimulace hmyzem
* Napadeni hmyzu hadtkem

Obr. 5 Zivotni cyklus had’atka borovicového (upraveno dle Kikuchi et al., 2011).
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2.1.4 Hlistice jako bioindikatory prostiedi

Z dosavadnich znalosti vyplyva, ze parazitické hlistice tvoii pouze pomérné¢ malou cast
z jejich celkového poctu, a to i ptes jejich rozmanitost. Velky dil reprezentuji hlistice
zijici volné ve sladkovodnim, moiském nebo pudnim ekosystému (Baldwin etal.,
2004).

Spole¢né s prvoky patii mezi nejpocetnéjsi organismy padni mikrofauny. Kazdy
Ctverecni metr mize obsahovat pies 400 druhti hlistic. Pravé kvili jejich
vSudypfitomnosti mohou slouzit jako indikatory naruseni Zivotniho prostiedi
(Schratzberger et al., 2006; Heininger et al., 2007). S tim také souvisi jejich dulezité
vlastnosti jako pokryti kutikulou, ktera je v kontaktu s vnéjsim prostiedim, moznost
pfezivat v pfirod¢ prostfednictvim kryptobidzy, a hlavné pfitomnost specifickych genil.
Jejich exprese se zvysuje, kdyz jsou hlistice vystaveny stresu, vysoké teplote, kovovym
iontim ¢i toxinim (Kammenga et al., 1998). Tyto geny resp. proteiny mohou slouzit

jako biomarkery pti ur€ovani toxicity pad (Guven et al., 1999).

2.2 ldentifikace hlistic zaloZena na analyze DNA

Neustaly vyvoj molekularnich metod napomahd k identifikaci hlistic, rozliSeni
jednotlivych druhti a stanoveni fylogenetickych vztahti mezi témito organismy (Perlman
et al., 2003). Tyto vztahy je mozné znazornit pomoci fylogenetickych stromi, které
zobrazuji souvislost mezi riznymi taxonomickymi jednotkami ¢i organismy na zakladé
predpokladu, ze maji spoleéného piedka. Fylogenetické vztahy jsou sestavovany
porovnavanim homologickych sekvenci DNA nebo sekvenci proteind. Pravé odliSnosti
v sekvencich znaci genetickou rozdilnost, ktera vznikla v priabéhu evoluce (Patwardhan
et al, 2014).

2.2.1 Molekularni markery

Molekularni markery jsou vlastnosti ¢i znaky vypovidajici o podobnosti organismd,
které jsou urCovany pomoci charakteristické sekvence DNA nebo potadim
aminokyselin v proteinech. Mizeme je rozliSovat dle riznych hledisek — dle umisténi
vV bunice na jaderné a mitochondridlni, dle variability na proteinové ¢&i genetické
markery, dle genetické funkce na oblasti kodujici ribozomalni RNA (rRNA),
transferovou RNA (tRNA), proteiny a nekddujici sekvence. Proteinové markery jsou

Vv soucasné dobé na ustupu a stale vice se vyuzivaji markery genetické, a to pravé diky
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reprodukovatelnosti a mnozstvi poskytnutych informaci. Jako genetické markery se
vyuzivaji geny ¢i nekodujici oblasti jaderné nebo mitochondrialni DNA (Sunnucks,
2000).

2.2.1.1 Jaderné markery

Jaderna ribozomalni DNA (rDNA) neboli rRNA geny, patii mezi nejcastéji vyuzivané
molekuldrni markery v molekularni diagnostice. Tyto geny se Vv genomu nachézeji
v mnoha kopiich, coz usnadiuje jejich amplifikaci. Jsou uspotadany tandemové a tvori
oblasti zvané NORs (“nucleolus organizer regions”) - organizatory jadérka (Chen
a Pikaard, 1997). Jsou to geny kodujici ribozomalni RNA (Obr. 6), a to malé i velké
ribozomalni podjednotky (SSU - ,,small subunit“, LSU - ,large subunit®). Jsou zde
piitomny i transkribované interni (ITS - ,,internal transcribed spacer) a externi (ETS -
»exterrnal transcribed spacer”) sekvence, a netranskribovana intergenova sekvence
neboli mezigenovy mezernik (IGS - ,,intergenic spacer®) (Obr. 6) (Fatica a Tollervey,
2002).

SSU rRNA geny (Obr. 6) jsou ¢asto vyuzivané jako molekularni marker u hlistic,
tomu jsou vhodné pro studium davnych evoluénich udalosti. Jejich konzervativni
povaha umoziiuje pouziti univerzalnich primert, které tak mohou byt vyuzity
k amplifikaci DNA v ramci skupin organismi, o kterych neexistuji téméf zadné
informace (Hillis a Dixon, 1991). 53 sekvenci SSU bylo vyuzito napiiklad ke studiu
nejznaméjsich druhu parazitickych i volné Zijicich hlistic (Blaxter et al., 1998).

LSU rRNA geny jsou vice proménlivé nez SSU geny (Obr. 6). Jsou vyuzivany
zejména k vyzkumu evolucnich udalosti, které se staly v prubéhu prvohor a druhohor
(Hillis a Dixon, 1991). Pravé kvili rychlejsi mutacni rychlosti sekvence v této oblasti
se Ye et al. (2007) domnivaji, ze je vhodna k objasnéni vztahti na trovni druhu,
tj. relativné recentnich evoluénich udalosti. Sekvence LSU gent (Obr. 6) umoznily
napiiklad objasnéni fylogenetickych vztahli mezi hlisticemi patficimi do rodu
Steinernema (Stock et al., 2001).

Oblast ITS zahrnuje tfi regiony, a to 1TS-1, 5.8S a ITS-2 (Obr. 6). Sekvence regionu
5.8S je kratka a znacné konzervovana. ITS-1 a ITS-2 rRNA oblast v prib¢hu evoluce
mutovala rychleji, a proto je vhodna k fylogenetickym studiim na Grovni druhu i celé

populace (Cherry et al., 1997).
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Obr. 6 Schematické potadi rRNA geni u eukaryot (upraveno podle Hillis a Dixon, 1991).

3.2.1.2 Mitochondrialni markery

Mitochondrie jsou bunééné organely, jejichz genom je haploidni, tvofen
dvoufetézcovou DNA, kterd se vyskytuje v nékolika kopiich. Obvykle je maly,
atood 13 do 26 kb. Kodujici geny jsou od sebe separovany dlouhymi oblastmi
nekodujici DNA. Mitochondrialni genom obvykle obsahuje 12-13 gent kodujicich
proteiny, 22 gend pro tRNA a 2 geny pro rRNA (Hu a Gasser, 2006) (Obr. 7).
Mitochondrialni genom je bohatym zdrojem genetickych markerti, zejména diky jejich

vysoké mutacni rychlosti.

Caenorhabditis elegans

G
D 13 794 bp
M
Cc

cox1

Obr. 7 Struktura mitochondridlniho genomu Caenorhabditis elegans. Velikost genomu je
13794 bp a obsahuje 12 genl kodujici proteiny (atp6, cob, cox1-3, nadl-6 a 4L), 22 gent
kédujicich tRNA (pismena charakterizujici jednotlivé aminokyseliny) a 2 geny kodujici rRNA
(rrnS a rrnL) (upraveno dle Hu a Gasser, 2006).
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Jednim z mitochondridlnich genti vyuzivanych jako molekuldrni —marker
pro populac¢ni genetiku je gen COIl kddujici podjednotku I cytochrom c¢ oxidasy,
zapojeny do elektronového transportniho fetézce tcastniciho se oxidativni fosforylace
v mitochondriich. Vzhledem Kk ostatnim mitochondridlnim genim sekvence COI
Vv pribéhu evoluce mutuje relativné pomalu, a proto Se nejcastéji uziva pii molekularni

identifikaci, zejména na rodové trovni (Peat et al, 2009).

2.2.2 Molekularni metody vyuzivané k identifikaci hlistic

Odlisnosti hlistic v jejich zivotni strategii, toleranci k prostfedi, reprodukci a dalSich
mnoha faktorti, podnitili zajem védct je plné geneticky charakterizovat. ldentifikace
hlistic je také spojovana s nechténym dovozem (pii importu zbozi) exotickych druhd,
které vytlacuji druhy ptirozené se vyskytujici (Stock, 2005).

Mezi metody, které jsou v posledni dobé k molekularni identifikaci hlistic nejvice
vyuzivané, patii polymerazova fetézova reakce (PCR), ktera slouzi k amplifikaci
fragmenti DNA in vitro. Pfi této reakci je dvouvlaknova DNA, slouzici jako templat,
nejprve denaturovana na jednovlaknové fetézce. Poté dochazi k nasednuti dvou primert,
které ohraniCuji Gsek amplifikovaného fragmentu DNA, od jejichz 3” konce zacina
termostabilni DNA polymerasa syntetizovat vlakno komplementarni k DNA matrici
(Hue-Roye a Vege, 2008). Reakci je nutno nejprve optimalizovat, aby nedochazelo
K nespecifické hybridizaci primeri a amplifikaci nespecifickych DNA fragmentu.
Vyuziti PCR v molekularni diagnostice mlZze byt zaloZeno na pouziti druhové nebo
rodové specifickych primerti, které umozni amplifikaci zadaného fragmentu DNA
jeding v piipadé€, ze templatova DNA patii danému druhu/rodu. Takovym zpiisobem je
napiiklad mozné identifikovat sedm druhti hlistic patficich do rodu Longidorus
a Paralongidorus (Hiibschen et al., 2004), anebo ¢tyii druhy rodu Xiphinema (Wang
et al., 2002).

K amplifikaci ndhodnych ¢asti DNA se vyuZivdA metoda ndhodné amplifikace
polymorfni DNA (Randomly Amplified Polymorphic DNA - RAPD), zalozena
na principu PCR. Mezi jeji vyhody patii vyuzivani kratkého nahodné vytvoreného
primeru, neni tedy tfeba znat cilovou sekvenci DNA. Primery maji délku asi 10
nukleotidl a pfi zvoleni nizsi teploty hybridizace maji schopnost nasedat na riizna mista
genomové DNA. Diky tomu dochazi k amplifikaci smési fragmenti o rtznych

velikostech (Lynch a Milligan, 1994). Fragmenty DNA mutzeme vizualizovat
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Vv agarosovém gelu po prob¢hnuti elektroforézy, kdy se v elektrickém poli déli dle své
velikosti. Pfi metodé RAPD dochazi k amplifikaci rizné velkych fragmentit DNA, které
tvori profil, ktery mtze byt druhové/rodoveé specificky, a u zkoumanych vzorku lze pak
urcit jejich vzajemné genetické vztahy (Vieira et al., 2007). Tato metoda byla pouzita
napiiklad pfi studiu genetickych vztahti u tfi druhG rodu Bursaphelenchus (Irdani,
2000). Jednoduchost této metody ji déla idealni pro genetické mapovani, ale nevyhodou
je jeji citlivost na teplotni podminky v termocykleru, coz ji ¢ini méné opakovatelnou
a nizko reprodukovatelnou (Stock, 2009).

Metoda zalozena na pouziti restrikénich endonukleas se nazyva polymorfismus délky
restrikénich fragmentti (Restriction fragment length polymorphism - RFLP). Jejim
principem je Stépeni amplifikovanych fragmenti DNA pomoci restrikénich
endonukleas, kdy jsou vSechny vzorky $tépeny stejnymi restrik¢nimi endonukleasami.
Podle obsahu restrikénich mist v sekvenci DNA vzniknou fragmenty lisici se velikosti.
Rizny pocet restrikénich mist je dan sekvenci $tépené DNA, a mize byt napiiklad
druhové specificky (Patrelle et al., 2014). Metoda RFLP byla pouzita pro identifikaci 44
druht hlistic z rodu Bursaphelenchus (Burgermeister et al., 2009).

Vlivem technologického pokroku je v soucasné dobé velice popularni, a da se fict
I nevyhnutelné, sekvencovani DNA, které umoziuje piecteni presného poradi
nukleotidi v molekule DNA. Technologie sekvencovani Se v prib&hu ¢asu zjednodusila
a také zlevnila kvuli pouzivani automatickych sekvenatorti (Shendure a Ji. 2008).
Sekvencovani je klicovou metodou pro v sou¢asné dobé popularni tzv. DNA-barcoding
(Obr. 8). DNA-barcoding vyuziva kratkou DNA sekvenci zvanou DNA-barcod, slouzici
jako jedine¢ny identifikdtor — marker pro riizné organismy. Jako perspektivni DNA-
barcod mize slouzit 600 bazi dlouha sekvence mitochondrialni cytochrom c oxidasy I
(CQI), ktera muze poskytnout dostatek informaci pro urCeni totoznosti riznych
zivoCichti (Hebert et al, 2003). Sekvence barcodd jsou shromazd’ovany do databazi
(Obr. 8), pficemz v soucasné dob¢ existuji dvé takové databaze, a to Barcode of Life
Database (BOLD) a The International Nucleotide Sequence Database Collaboration
(INSDC). Dale se sekvencovani pouziva i pro urCeni nukleotidové sekvence jinych
markert, jako jsou vySe uvadéné LSU, SSU nebo ITS. Nukleotidové sekvence jsou
sdruzované do databazi, jako je napiiklad GenBank na strankach NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), ve kterych lze vyhledavat sekvenci homologickou

k sekvenci zadané.
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Obr. 8 Princip DNA-barcodingu. DNA vzorkii Se zpracuje a sekvencuje, ziskana data
se uspofadaji a obdrzené sekvence barcodi se vlozi do vefejné databize (upraveno
dle www.barcodeoflife.org).

Pro co nejpreciznéjsi fylogenetickou identifikaci je vhodné kombinovat informace

ziskané studiem vice markert a doplnit je také s taxonomii (Peat et al, 2009).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material
Pii praci byly kamplifikaci cilového fragmentu pouzity hlistice, které byly
morfologicky zafazené do rodu Bursaphelenchus, Laimaphelenchus, Macrolaimus
a Tylaphelenchus (Mendelova univerzita v Brng, Ustav ochrany lesii a myslivosti,
Brno). Dale byly vyuzity chemicky kompetentni buiiky Escherichia Coli TOP10
(E.coli) (NEB, Velka Britanie).

3.1.2 Chemikalie
¢ 1 Kb plus DNA Ladder (Thermo Scientific, USA)
e 5x Flexi pufr (Promega, USA)
e 5x Phusion HF (High-Fidelity) pufr (NEB, Velka Britanie)
e 6x DNA Loading Dye (Thermo Scientific, USA)
e 10x CutSmart pufr (NEB, Velka Britanie)
e 10x EcoRlI pufr (NEB, Velka Britanie)
e Agar (Himedia, Indie)
e Agarosa (Amresco, USA)
o Amplicilin (Sigma-Aldrich, USA)
e dNTPs 10mM (BioRad, USA)
e DMSO (Duchefa, Nizozemsko)
e EDTA (Penta, Ceska republika)
e EcoRI restrikéni endonukleasa (NEB, Velké Britanie)
e Ethanol (Lach-ner, Ceska republika)
e Ethidium bromid (NeoLab, Némecko)
e Glukosa (Lach-ner, Ceska republika)
e GoTag DNA Polymerasa (Promega, USA)
e Hydroxid sodny (Penta, Ceské republika)
e Chlorid draselny (Lach-ner, Ceska republika)

e Chlorid hote¢naty (Finnzymes, Finsko)
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e Chlorid sodny (Lach-ner, Ceska republika)

e IPTG (Duchefa, Nizozemsko)

e Isopropanol (MACH, Ceska republika)

e Kanamycin (Duchefa, Nizozemsko)

e Kvasinkovy extrakt (Sigma-Aldrich, USA)

e Kyselina octova (Lach-ner, Ceska republika)
¢ Nuclease-free voda (Qiagen, Némecko)

e Octan draselny (Penta, Ceska republika)

e Phusion HF DNA Polymerasa (NEB, Velka Britanie)
¢ Proteinasa K (Macherey-Nagel, Némecko)

¢ RNasa (Top-Bio, USA)

e SDS (Penta, Ceska republika)

e Tris (Duchefa, Nizozemsko)

e Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA)

e Trypton (Duchefa, Nizozemsko)

e X-gal (Duchefa, Nizozemsko)

Sekvence pouZitych primeru (Sigma-Aldrich, USA):

D2A 5" - ACAAGTACCGTGAGGGAAAGT -3’

D3B 5" - TGCGAAGGAACCAGCTACTA -3

JB3 5 -TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT -3’
JB4 5" - TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG - 37
3.1.3 Roztoky a média

e 1% agarosovy gel: 1 g agarosy, 100 ml TAE pufru

e Extrakéni pufr: 10 mM Tris-HCI (pH = 8,8), 1 mM EDTA, 1% Triton X-100
(v/v), autoklavovano a ptidano100 pg/ml proteinasy K

e LB médium (1 L): 10 g trypton, 10 g NaCl, 5 g kvasinkovy extrakt, pH = 7,0,
autoklavovéano

e LB agar (1 L): 10 g trypton, 10 g NaCl, 5 g kvasinkovy extrakt, 15 g agar,
pH = 7,0, autoklavovano

e P1 roztok (250 mL): 1,51 g Tris-HCI, 0,93 g EDTA-NA,.2H,0, pH = 8,0,

po autoklavovani a ochlazeni ptidano 200 pl RNasy do 50 ml roztoku
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e P2 roztok (250 mL): 2 g NaOH, 2,5 g SDS, autoklavovano

e P3roztok (250 mL): 73,6 g CH3COOK, pH = 5,5, autoklavovano

e SOC médium (1 L): 20 g trypton, 5 g kvasinkovy extrakt, 0,5 g NaCl, 10 ml
250 mmol.I"* KCI, pH = 7,0, po autoklavovani pfidano 5 ml 2 mol.I* MgCl,,
20 ml 1 mol.I™* glukosy

e TAE pufr 50x (1 L): 242 g Tris-acetat, 57,1 ml CHsCOOH, 100 ml 0,5 mol.I*
EDTA (pH =8,0)

3.1.4 Kity a navody
¢ Qiagen PCR Cloning Kit (Qiagen, Némecko)
e QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Némecko)
e Wizard SV Gel and PCR Clean-up System (Promega, Némecko)

3.1.5 Pristroje

e Centrifuga SCANSPEED 1730R (LaboGene, Nizozemsko)

e Digestof (MERCI, Ceska republika)

o Elektroforeticka komurka (Biometra, Némecko)

e Flowbox (MERCI, Ceska republika)

e Inkubator (Memmert, Némecko)

e Inkubator Cool-Hotter Dry (Major Science, USA)

e Mikrocentrifuga Eppendorf Microcentrifuge 5417R (Eppendorf, Némecko)

e Nanodrop Lite Spectrophotometr (Thermo Scientific, USA)

e PC se softwarem Image Lab™ (BIO-RAD, USA), MEGA 6.0 (MegaSoftware,
USA), Sequence Scanner v1.0 (Applied Biosystems, USA)

e Termoblok (BIOER, Cina)

e Termocykler gradient T (Biometra, Némecko)

e Termocykler personal T (Biometra, Némecko)

e Tiepacka inkubovana Unimax 1010 (Heidolph, Némecko)

e UV transiluminator (Vilber Lourmat, Francie)

e Vortex (Labnet, USA)

e Zdroj napéti pro elektroforézu (Biometra, Némecko)
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava vzorki pro polymerazovou retézovou reakci

Vzhledem k jednoduché stavbé téla hlistic nebylo potiecba izolovat DNA slozitymi
postupy. DNA byla ziskdna dle Cermak et al. (2014). Vzorky hlistic, umistény
ve 20 ul extrakéniho pufru, byly v 1,5 ml zkumavce rozdrceny mikrotlouckem.
Extrakéni pufr obsahoval 1% Trition X-100 K rozruseni cytoplazmatické membrany
aproteinasu K, jejimz cilem byla lyze proteinii a Stépeni endonukleas, ¢imz doslo
K ochrané uvolnéné nukleové kyseliny pifed degradaci. Vzorky byly inkubovany
pii 55 °C po dobu jedné hodiny, nasledné pii 95 °C 10 minut a poté vlozeny do ledu.
Takto pfipravena smés byla zmrazena na -20 °C a prichystana jako templatova DNA

pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR).

3.2.2 Polymerazova ietézova reakce

PCR byla provedena k amplifikaci vybranych fragmenti DNA, specifickych
molekularnich markert, za G¢elem klonovani do vektoru pDrive. Pro tsek jaderného
genomu, konkrétn€ oblast LSU, byly pouZity primery D2A a D3B, pro mitochondrialni
gen COI primery JB3 a JB4. Aby byl amplifikovany usek DNA ptesnou kopii sekvence
templatové DNA, byla pouzita Phusion Polymerasa, kterd vykazuje 3~ — 5’
exonukleasovou aktivitu, ale vytvaii tupé konce. Ztoho divodu byla v ptipadé
navazujiciho TA klonovani, pred zavéreCnou elongaci, pfidina GoTaq Polymerasa
(0,5 ul na 50 p reakce) pro ziskani 3" poly A konce. Slozeni jednotlivych reakénich
smési (Tab. 2) se liSilo pouze v pfidanych primerech. Nastaveni podminek
Vv termocykleru se po optimalizaci reakci v ramci COIl nelisilo (Tab. 3), u LSU se

program mirn¢ 1isil, a to nejen teplotou hybridizacniho kroku, ale i pocty cykli (Tab. 4).

Tab. 2 SloZeni reakénich smési pro PCR

Slozka Objem [ul] Finalni koncentrace
H,0 32,7

5x HF pufr 10 1x

Fw primer (10 pmol.I™) 2 0,4 pmol.I"

Rev primer (10 pmol.I™) 2 0,4 pmol.I"*

dNTPs (10 mmol.I™") 1 0,2 mmol.I*

DNA templat 2

Phusion polymerasa 0,3 0,6 U

Celkovy objem 50
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Tab. 3 Program pro PCR (COl)

Krok Teplota [°C] Cas [s] Opakovani
1. Poc¢ateéni denaturace 98 30 1

2. Denaturace 98 10

3. Hybridizace 41 90 } 40

4. Elongace 72 30

5. Zavérecna elongace 72 600 1

Tab. 4 Program pro PCR (LSU)

Krok Teplota [°C] Cas [] Opakovani
1. Pocate¢ni denaturace 98 30 1

2. Denaturace 98 10

3. Hybridizace 55/56/57 30 } 35/30/33

4. Elongace 72 30

5. Zavérecna elongace 72 600 1

3.2.3 Purifikace PCR produktu

PCR produkt byl purifikovan pomoci kitu Wizard SV Gel and PCR Clean-up System.
K PCR produktu byl pfidan stejny objem roztoku “Membrane Binding Solution”. Smés
byla ptepipetovana do kolonky umisténé ve 2 ml zkumavce, nasledovala inkubace
po dobu 1 min a centrifugace 1 min. Roztok, ktery protekl kolonkou, byl odstranén
a kolonka byla vracena do zkumavky. Na membranu bylo nepipetovano 700 ul roztoku
“Membrane Wash Solution”, nasledovala centrifugace 1 min. Protekly roztok byl
odstranén a kolonka byla promyta 500 upl roztoku “Membrane Wash Solution”,
nasledovala centrifugace 5 min. Po odstranéni proteklého roztoku byla prazdna kolonka
se zkumavkou centrifugovana 1 min. Kolonka byla poté pfemisténa do nové 1,5 ml
zkumavky a pfimo na membranu bylo napipetovano 15 ul vody, aby doslo k eluci
DNA. Vzorek byl inkubovan 1 min a poté 1 min centrifugovan. VSechny centrifugace

probihaly pii 14 000 rpm a laboratorni teploté.

3.2.4 Klonovani vybranych fragmenti DNA do pDrive vektoru

Pro klonovani vybranych fragmentt DNA, které obsahovaly 3" poly A konce,
do pDrive vektoru, ktery je zalozen na principu TA klonovani, byl pouzit Qiagen PCR
Cloning Kit. Liga¢ni smés (Tab. 5) byla inkubovana ptes noc pii 16 °C v termobloku.

Ligasa byla poté inaktivovana inkubaci pti 70 °C po dobu 10 min.
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Tab. 5 Slozeni liga¢ni smési pro pDrive vektor

Slozka Objem [ul] Finalni koncentrace
2x ligacni smés 5 1x

DNA insert 4

pDrive vektor 1 50 ng

Celkovy objem 10

3.2.5 Transformace bakterialnich bunék E. coli
Ligacni smés byla pomoci tepelné¢ho Soku transformovana do chemicky kompetentnich
bunék E. coli TOP10. Bunky byly nejdiive rozmrazeny na ledu, a poté bylo k 50 ul
bunck napipetovéano 5 pl liga¢ni smési a tato smés byla inkubovéana na ledu po dobu 30
min. Po uplynuti této doby byly bunky sligacni smési inkubovany pii 42 °C
30 s a nasledovné pielozeny do ledu na 5 min. Pak bylo k bunkam pfidano 500 ul SOC
média, ve kterém byly inkubovany na tfepacce pii 180 rpm po dobu 1 h pii 37 °C.

Vzhledem Kk tomu, ze vektor pDrive obsahuje gen lacZ, je mozné selektovat kolonie
E. coli na zaklad¢ systému modrobilé selekce. Gen lacZ koduje B-galaktosidasu, enzym
Stépici glykosidickou vazbu v bezbarvém substratu X-Gal na modry produkt. Pokud je
do vektoru uspésné vlozena cizi DNA, gen lacZ je narusen, a E. coli tak nemuize
produkovat B-galaktosidasu, kolonie jsou proto bilé. IPTG se vyuziva jako induktor
exprese lacZ genu. Z toho divody byly transformované bunky kultivovany na petriho
miskach s LB agarem, ktery obsahoval antibiotikum ampicilin (100 ugml'l), IPTG
(50 pgml™) a X-gal (80 pgml™). Ve flowboxu bylo na misky za pouZiti sterilni hokejky
rozetfeno 50 ul nebo 100 pl transformovanych bun&k. Poté byly misky obaleny
parafilmem a inkubovany dnem vzhuru pti 37 °C pies noc.

Dalsi den byly bilé kolonie, pravdépodobné obsahujici insert, pfeoCkovany pomoci
sterilniho paratka do 2 ml tekutého LB média, které obsahovalo ampicilin (100 pgml™).
Bakterie byly poté kultivovany pfes noc na tfepacce pii 37 °C a 200 rpm.

3.2.6 1zolace plasmidové DNA alkalickou lyzi

1,5 ml bakterialni kultury bylo centrifugovano 1 min pfi laboratorni teploté, aby doslo
k separaci bun¢k od média. Supernatant byl odstranén a pelet byl resuspendovan
ve 300 ul P1 roztoku. Poté bylo k roztoku piidano 300 ul lyza¢niho roztoku P2, smés
byla promichéana pfevracenim zkumavky 6x. Po 5 min inkubaci bylo ptfidano 300 pl P3
roztoku, ktery srazi jadernou DNA a proteiny, a smés byla opét promichdna otocenim

zkumavky 6x. Po 5 min inkubaci na ledu nasledovala centrifugace 10 min pii 4 °C.
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Supernatant, ktery obsahoval plasmidovou DNA, byl piepipetovan do cisté 1,5 ml
zkumavky. K supernatantu bylo za ucelem srazeni plasmidové DNA napipetovano
600 ul isopropanolu a smés byla promichana pievracenim zkumavky. Po 30 min
centrifugaci pii laboratorni teploté byl isopropanol opatrné odstranén a k peletu bylo
piidano 500 ul 70% ethanolu (- 20 °C). Po 5 min centrifugaci pii laboratorni teploté byl
ethanol odstranén. K peletu bylo opét piidano 500 pl 70% ethanolu (- 20 °C), ktery byl
po 5 min centrifugaci pfi laboratorni teplot¢ odstranén pipetovanim. Zkumavka byla
ve flowboxu ponechana oteviena, aby doslo K odpafeni zbylého ecthanolu. Pelet
obsahujici plasmidovou DNA byl resuspendovan ve 30 pl H,O. VSechny centrifugace
probihaly pti 13 000 rpm.

3.2.7 Restrikce plasmidové DNA enzymem EcoRI
Restrikce byla provedena za ucelem ovéfeni pfitomnosti DNA insertu v pDrive

plasmidu (Obr. 9). Restrikéni smés (Tab. 6) byla inkubovana ptes noc pii 37 °C.
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Obr. 9 Mapa pDrive klonovaciho vektoru (www.qiagen.com).
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Tab. 6 Slozeni restrikéni smési s endonukleasou EcoRlI

Slozka Objem [ul] Finalni koncentrace
10x EcoRI pufr 2 1x

EcoRI enzym 0,1 1U

H,O 16,9

Plasmidova DNA 1

Celkovy objem 20

3.2.8 Elektroforeticka separace DNA

Vsechny PCR reakce a restrikce byly analyzovany pomoci agarosové elektroforézy.
Do 100 ml 1% agarosového gelu bylo napipetovano 10 pl 0,5% ethidium bromidu
adogelu byl umistén hiebinek k vytvofeni jamek. Po zatuhnuti byl gel vlozen
do horizontalni elektroforetické komdirky, hiebinek byl odstranén a komirka byla
zaplnéna TAE pufrem tak, aby byl gel ponofen.

Ke vzorku byl napipetovan vzorkovaci pufr 6x DNA Loading Dye v celkové
koncentraci 1x a poté byl vzorek prenesen do jamek v gelu. Jako standard byl pouzit
1 Kb plus DNA Ladder. Elektroforetickd komirka byla uzaviena a pfipojena ke zdroji
napéti. Elektroforéza probihala pii napéti 120 V po dobu piiblizné 30 min. Poté byl gel

vyfocen pomoci dokumenta¢niho softwaru Image Lab™.

3.2.9 ,,Colony* PCR

Pro ovéfeni pritomnosti DNA insertu v pDrive plasmidu byla pouzita i metoda ,,colony*
PCR. Nastaveni programu v termocykleru (Tab. 7) se liSilo hybridizaéni teplotou
a pocty cykli dle testovaného vzorku. Do premixu (Tab. 8) byly, misto templatové

DNA, pomoci sterilni §pi¢ky pieneseny vybrané kolonie z LB agarové plotny.

Tab. 7 Program pro ,,colony* PCR (LSU)

Krok Teplota [°C] Cas [9] Opakovani
1. Pocatecni denaturace 95 180 1

2. Denaturace 95 30

3. Hybridizace 55/56/57 30 } 35/30/33

4. Elongace 72 60

5. Zavérecna elongace 72 600 1
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Tab. 8 Slozeni reak¢ni smési pro ,,colony* PCR

Slozka Objem [ul] Findlni koncentrace
H,O 8,18

5x Flexi pufr 2,5 1x

D2A primer (10 pmol.I™) 0,25 0,2 pmol.I"*

D3B primer (10 pmol.1™) 0,25 0,2 pmol.I"*

dNTPs (10 mmol.I™) 0,25 0,2 mmol.I*

MgCl, (25 mmol.I™") 1 2 mmol.I"*

GoTaq polymerasa 0,07 0,35 U

Celkovy objem 12,5

3.2.10 Izolace plasmidové DNA pomoci kitu QIAprep Spin Miniprep
Kit
Po potvrzeni pfitomnosti DNA insertu v pDrive plasmidu byla takto ovétend pozitivni
kolonie pfeockovana z LB agarové plotny do 3 ml LB tekutého média obsahujiciho
ampicilin (100 pgml™). Kultura byla inkubovéana na tiepacce pii 37 °C a 200 rpm
pres noc. Na druhy den byla plasmidovda DNA, uréena pro sekvencovani, izolovana
pomoci kitu QIAprep Spin Miniprep Kit. 3 ml bakteridlni kultury byly postupné
centrifugovany v 2 ml zkumavce. Supernatant byl odstranén a pelet resuspendovan
ve 250 ul P1 pufru. Poté bylo pfidano 250 pl P2 pufru, smés byla promichana
prevracenim zkumavky 6x. Dale bylo pfiddno 250 pl N3 pufru, smés byla opét
promichdna pievracenim zkumavek 6x. Po 10 min centrifugaci byl supernatant
prepipetovan do kolonky a centrifugovan 1 min. Smés, kterd protekla kolonkou, byla
odstranéna, poté bylo na kolonku napipetovano 500 pl PB pufru a néasledovala
centrifugace 1 min. Smés, ktera protekla, byla opét odstranéna. Na kolonku bylo
napipetovano 750 ul PE pufru a kolonka byla centrifugovana 1 min. Protekla smés byla
odstranéna a pro Uplné odstranéni promyvaciho pufru byla prazdna kolonka opétovné
centrifugovdna 1 min. Pak byla kolonka pfenesena do ¢isté 1,5 ml zkumavky a piimo
na membranu bylo napipetovano 30 ul H;O. Po 1 min inkubaci byla zkumavka
centrifugovdna 1 min a kolonka byla odstranéna, protekly roztok obsahoval
plasmidovou DNA. Vsechny centrifugace probihaly pii laboratorni teploté a pfi 13 000
rpm. Koncentrace DNA byla zméfena pomoci Nanodropu.

Plasmidova DNA byla poslana firmé SEQme s.r.o. (Dobiis, Ceska republika), kde

prob&hlo sekvencovani za pomoci univerzalnich primerd M13 forward a M13 reverse.

30



3.2.11 Zpracovani sekvenci plasmidi
Sekvence, zaslané firmou SEQme s.r.0., byly zkontrolovany a upraveny v programech
Sequence Scanner v1.0 (www.appliedbiosystems.com) a MEGA 6.0 (Tamura et al,
2013). Kazdy vzorek byl sekvencovan dvakrat, a to jednou pomoci univerzalniho M13
,forward®“, a jednou pomoci univerzalniho M13 , ,reverse* primeru. Jelikoz jsou zacatky
a konce sekvenci nekvalitni, byly v programu Sequence Scanner v1.0 ofezany. Poté
byla cela vysledna sekvence po jednotlivych nukleotidech zkontrolovana s histogramem
dané sekvence. Upravené sekvence byly piekopirovany do programu MEGA 6.0,
ve kterém byl proveden reverzni komplement sekvence sekvencované pomoci M13
»feverse primeru, a tak byly obé dvé sekvence zarovnany pomoci algoritmu ClustalW.
Poté byly k zarovnané sekvenci stejnym zplisobem postupné zarovnané sekvence obou
specifickych primert, z toho jeden byl ve formé reverzniho komplementu, a to podle
toho, jakym smérem byl DNA insert do vektoru zaklonovan. Zarovnané sekvence
specifickych primerti ohrani¢ovaly DNA insert vlozeny do pDrive plasmidu. Kone¢na
sekvence byla ziskana odstranénim sekvenci specifickych primert a plasmidu z obou
stran.

Takto zpracované sekvence byly pouzZity pro hledani homolognich sekvenci
v nukleotidové databazi NCBI (National Center for Biotechnology Information,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) pomoci programu BLAST (Altschul et al.,

1990, dostupného na stankach http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cg).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Hlistice patii mezi nejpocetnéjsi skupiny organismu, které se nachdzi prakticky vSude
na zemi - od zemské pady, pres feky, az po mote (Baldwin et al., 2004; Liu et al.,
2016). Volné¢ zijici druhy se v ptirodé podileji na transformaci organického materialu na
mineraly a ziviny (Ingham et al., 1985). Parazitické druhy zpusobuji fadu nemoci
a ovliviiuji zejména hospodaiské vynosy (Jones et al., 2013). K jejich studiu se vyuziva
jak morfologickych znakt, které mohou byt typické pro urc¢ité druhy hlistic, tak
molekularnich metod, které jsou v neptetrzitém vyvoji, a jejich cilem je zkonstruovat
protokoly pro pfesnou a rychlou identifikaci v§ech druht hlistic (Powers, 2004). V této
bakalarské praci bylo cilem zjistit sekvence jaderného tseku LSU a mitochondridlniho
genu COI u vybranych druht hlistic, které jiz byly morfologicky zatfazeny do urcitych

rodu, aby je bylo mozné zatradit molekularné a studovat jejich fylogenezi.

4.1 Amplifikace fragmenti DNA a jejich klonovani do pDrive vektoru
Po optimalizaci PCR byly amplifikovany fragmenty DNA hlistic rodu Bursaphelenchus
(B), Laimaphelenchus (X, L), Macrolaimus (M) a Tylaphelenchus (T) z jaderné oblasti
LSU a mitochondridlniho genu COIl (3.2.2). Pro potvrzeni amplifikace zadaného
fragmentu byla provedena agarosova elektroforéza (3.2.8) (Obr. 10, 11). Velikost LSU
fragmentt byla ptiblizné 700 bp pro vzorky M, X, a T, a 800 bp pro vzorky L a B
(782bp podle Cermak et al., 2014). Z velikosti fragmenti vzorki X a L rodu
Laimaphelenchus je zifejmé, Zze se jedna o dva rozdilné druhy (Obr. 10). Velikost
amplifikovaného fragmentu genu COI byla piiblizné 500 bp pro vzorek M a 400 bp
pro vzorky X a T. Amplifikace COI fragmenti vzorki B a L provadéna nebyla. PCR
produkty byly purifikovany (3.2.3) ana zakladé TA klonovani vlozeny do pDrive
vektoru (3.2.4).

4.2 Ovéreni pritomnosti fragmenti v pDrive vektoru

Plasmidy s insertem byly transformovany do chemicky kompetentnich bunék E. coli
TOP10 pomoci tepelného Soku. Pravdépodobné pozitivni kolonie byly odliSeny
od negativnich kolonii za vyuziti principu modrobilé selekce (3.2.5), a byly
preockovany do tekutého LB média s ampicilinem. Z tekuté kultury byla izolovana

plasmidova DNA (3.2.6), kterd byla nasledné Stépena pomoci restrikéni endonukleasy

ECoRI (3.2.7).
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Obr. 10 Elektroforetogram amplifikovanych fragmenta DNA. A: 1 kb plus DNA Ladder, B — E:
fragmenty DNA jaderné oblasti markeru LSU u vzorki B: Macrolaimus (M),
C: Laimaphelenchus (X, L), D: Bursaphelenchus (B) a E: Tylaphelenchus (T), S: standard (1 kb
plus DNA Ladder). Velikost ozna¢enych fragmentd ve standardu: 10 - 5000 bp, 11 - 1500 bp
a 12 - 500 bp).
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Obr. 11 Elektroforetogram amplifikovanych fragmenti DNA. A: 1 kb plus DNA Ladder, B — C:
fragmenty DNA mitochondrialni oblasti markeru COIl vzorki B: Macrolaimus (M),
C: Laimaphelenchus (X) a Tylaphelenchus (T), S: standard (1 kb plus DNA Ladder). Velikost
oznacenych fragmentl ve standardu: 10 - 5000 bp, 11 - 1500 bp a 12 - 500 bp).
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Pritomnost konkrétniho fragmentu v pDrive vektoru byla potvrzena elektroforézou
v agarosovém gelu (3.2.8). Enzym ECORI rozpoznava palindromovou sekvenci
v plasmidu pDrive, v mnohocetném klonovacim misté, kterd se nachazi na obou
koncich ptivodné linearniho plasmidu. Vlozeny DNA insert by se mé¢l nachdzet mezi
dvémi restrikénimi misty pro tento enzym, a proto bychom na elektroforetogramu
rozstépené¢ho plasmidu méli pozorovat fragment linearizovaného pDrive vektoru
o0 velikosti 3851 bp a vlozeny fragment DNA o stejné velikosti, jako m¢l vlozeny insert.
V piipadé, ze by insert obsahoval restrik¢ni misto pro ECORI, pozorovali bychom
na elektroforetogramu kromé linearizovaného vektoru vice fragmentti, pricemz soucet
jejich velikosti by mél byt stejny jako velikost insertu.

V COl sekvencich vzorku T, X a M, stejné tak jako v LSU sekvencich vzorki B, T
aM na elektroforetogramu (Obr. 12 a 13) pozorujeme fragment linearizovaného
plasmidu o pfiblizné velikosti 4000 bp a fragmenty odpovidajici danym insertim,
pricemz v sekvenci téchto inserti se nenachazelo restrikéni misto pro ECoRI. V piipadé
LSU sekvence vzorku L na elektroforetogramu pozorujeme (Obr. 12), kromé fragmentu
linearizovaného vektoru, dva fragmenty, jejichz soucet je ptiblizn¢ 800 bp a odpovida
velikosti insertu, a to znamend, Ze sekvence insertu obsahovala restrikéni misto
pro pouzity enzym.

V piipad¢, ze byla piitomnost insertu v pDrive plasmidu potvrzena (Obr. 12 a 13),
byla jedna pozitivni kolonie opétovné kultivovana v tekuté kultute, plasmidovd DNA
byla izolovana kitem a poslana k sekvencovani (3.2.10).

Vzhledem k tomu, ze viditelnost pozadovanych fragmentt po S$té€peni plasmidové
DNA nebyla vzdy uspokojiva, a Ze restrikéni enzym nebyl vzdy aktivni (byl pak
nahrazen novym), byla v n&kterych piipadech k ovéfeni pfitomnosti DNA insertu
ve vektoru pouzita také metoda ,,colony” PCR (Obr. 14) (3.2.9). Vysledek “colony”

PCR byl poté potvrzen i opétovnou restrikci.
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Obr. 12 Elektroforetogram restrikéni analyzy rozstépeného pDrive plasmidu s LSU inserty.
A: rozstépena plasmidova DNA vzorku Laimaphelenchus (X) extrahovana z kolonii 1-3
avzorku Laimaphelenchus (L) extrahovana zkolonii 1-3, B: rozstépena plasmidova DNA
vzorku Bursaphelenchus (B) extrahovana z kolonii 1-3, C: rozstépena plasmidova DNA vzorku
Tylaphelenchus (T) extrahovana zkolonii 1-3, D: rozs§tépena plasmidova DNA vzorku
Macrolaimus (M) extrahovana z kolonii 1-3, S: standard - 1 kb plus DNA Ladder. Velikost

fragmentu pDrive vektoru: 3851 bp. Velikost oznac¢enych fragmentt ve standardu: 10 - 5000 bp,
11 - 1500 bp a 12 - 500 bp).
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Obr. 13 Elektroforetogram restrikéni analyzy rozstépeného pDrive plasmidu s COl inserty.
A:1kb plus DNA Ladder, B: rozstépena plasmidova DNA vzorku Tylaphelenchus (T)
extrahovand zkolonii 1-3 a vzorku Laimaphelenchus (X) extrahovana zkolonii 1-3,
C: rozstépena plasmidova DNA vzorku Macrolaimus (M) extrahovana z kolonii 1-2, S: standard
- 1 kb plus DNA Ladder. Velikost fragmentu pDrive vektoru: 3851 bp. Velikost oznacenych
fragmentt ve standardu: 10 - 5000 bp, 11 - 1500 bp a 12 - 500 bp).
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Obr. 14 Elektroforetogram vybranych kolonii po provedeni ,,colony* PCR z oblasti LSU. 1-15:
kolonie bakterii vzorku L (Laimaphelenchus). H,O: negativni kontrola. S - standard (1 kb
plus DNA Ladder s vyznac¢enim velikosti vybranych fragmentt v bp).
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4.3 Uprava sekvenci a jejich srovnavani se sekvencemi nachazejicimi

se v databazi NCBI

Finalni sekvence (Obr. 15) byly ziskdny tpravou sekvenci zaslanych firmou SEQme
s.r.0. a bylo zkontrolovano, zda jejich velikost souhlasi s ptibliznou velikosti fragmenti
v elektroforetogramech. Celkem byly upravovany sekvence pro osm fragment,
a to fragmenty vzorkt T, X a M z mitochondrialniho genu COl a vzorkd X, L, B, Ta M
Z jaderné oblasti LSU. Z toho se jedna (T-LSU) neshodovala velikosti s fragmentem
na elektroforetogramu. Ptiblizna velikost tohoto fragmentu byla podle elektroforézy 700

bp, ale sekvencovany fragment mél velikost 585 bp.

>B-LSU
TGAAAAGTACTTTGAAAAGAGAGTGCAAAAGAACGCGAAACCGETGTAATGGAAGCATATGG
AGTTGTCGTATCTGGTGTGTGTTCAGCTGTCGGGCEGTGCCGATTGCTGEGETTTGGCATTCCG
CAAGGTTGTCGGCTCGGTATTGTCGGETGGETTCGGCGETGCATTCACGCACGGAGTGCGCCG
AGTCGCGTGGECGCTGTCGATCGAAGCGCGTTAAGAGGACTTGTCTTCGGGCGAGAACCCTTG
GCGTGTGTAGGTCGGTTGETGCTGCGTGATTTCGTGGAGGCACGGGCTTGTCGCGCTGTCAG
GCGGCGATTGTAGTGGTTCGCGTTGGACACATGTGTACTGCGCTTATGATTGCGETCGTCGET
CEGEGCGETGCTCTGTGCTCTTCTCGGTGTATAGACAATGACCCATTTGACCCGTCTTGAAAC
ACGGACCAAGGAGTTTATGGTATACGCGAGTCATTGGGCTTCGAAACCCATAGGCGTAATGA
AAGTGAGACCTTACTGGTTTTAATGTGATCGTTGGTTGTTTCGACGGCCGGCGAGCAACATT
GCCCCGTTTCGAGGACTTGTCCTGTTGCGGAGGTTGAGCGTATGCTATGAGACCCGAAAGAT
GGTGAACTATGCCTGAGCAGGATGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAAGTCCGAAGCGGTTC
TEGACGTGCAAATCGATCGTCTGACTTTGGTATAGGEGGCGCAAGACTAATCGAACCATC

>L-L5U

TEAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGT GCAAGAGAACGTGAAACCGACATAATGGARACGGATGGE
AGCCGACGTATCGTGCATGTATTCAATTGCATCGCATTGTAAGCTGCGAGTTGTGCATTCCG
CAAGGTTGCCGGCTCGTAGTGTTGCCGTGTGAGTGTAGTGCATTTGCATGCAGAGTGCGICE
AGTGGGETTGGCCTTGCTGCTGGAAGCTTGTATAGAGGATCATACTTCGGTACGGAACCCTGT
GCTTGTGGATGGCAGATGAGGCTGACTTTCACATGTTGTGATGCTGGTGAATTCGTGGCTTT
GETTGGETGGCTTAGTTGGCTTGTAGGTGACGCATGCGCTGCTTGTCGETTGGETCGTCGGIC
TTGACTACCCCGCATTCAACTCGGTGTTCAGTCGGTCACCCATTTGACCCGTCTTGARAACAC
GGACCAAGGAGTTTAAGGTGTACGCAAGTCATTGGGATCCTGAAACCCARAGGCGTAATGARN
AGTGAGACACTTGGTGTCTGTGATGTGAACGETTTTCGTTTCGACGETGGCTGTGCAGCATC
GCCCTATGCTTGGGACTTGTCCTGGCGTGEGAGGCTGAGCGTACGCTTTGAGACCCGARAGAT
GETGAACTATGCCCGAACAGGATGAAGCCAGAGGAMACTCTGETGGAAGTCCGAAGCGGTTC
TEACGTGCAANTCGATCGTCTGATTTGGGTATAGGGGCGCAAGACTAATCGAACCATC

Obr. 15 Kone¢né sekvence LSU a COI fragmenti DNA hlistic pro rody Bursaphelenchus (B),
Laimaphelenchus (X, L), Macrolaimus (M) a Tylaphelenchus (T) (1. ¢ast).
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>¥X-L30
TGAAAAGCACTTTGARAAGAGAGTGCAAGAGAACGTGAAACCGACATAATGGAAGCARATGG
AGCTGACGTATCGGGCTTGTATTCAACCGTTTAGTGTTGGGATCGGTTGTTTTGGTATTCCG
CAAGGTTGCCTGACTGCCGTTGTCCTAGCATGAAGCGGEGTGCATTTGCAAGCGGAGTGCGCCG
AGTGEETTGATTCTGCTGCTTGAAGCTTTCGAAGAGGACTCGACCGCAAGGTTGAGAACCCT
GCGATTGTGGATGGCGEGATGGGGETCGGCTCTTGTGTGATGCCTAGCATCCGACTCGGTGTTC
AGTCAGTCACCCATTTGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTTTAAGGTGTACGCAAGT
CATTGGGCTTCAAAACCCAAAGGCGTAATGAAAGTGAGCTGCTTAGCGGCTGTAATGTGACC
CGCGGTTAATTCGTTGACTACGGTGCAACATTGCCCCGTGCCTAGAACTTGTTCTGGCGCGE
AGGTTGAGCGTACGCTTTGAGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAACAGGATGAAGTCA
GAGGAAACTCTGATGGAAGTCCGAAGCGGTTCTGACGTGCARAATCGATCGTCTGATTTGGGET
ATAGGGGCGCAAGACTAATCGAACCATC

>M-1L.5TU
GATGGTTCGATTAGTCTTTCGCCCCTATACCCAAMATTTGACGATCGATTTGCACGTCAGAAC
CGCTGCGAGCCTCCACCAGAGTTTCCTCTGGCTTCGCCCTATTCAGGCATAGTTCACCATCT
TTCGGGETCCCAACATATATGCTCTTACGCAGACCCATCCGAGAACATCAGGGCCGGTCGATG
GTGCTCCTTGCGGATCCCACCTGCATTCACTTTCATTACGCTCATGEGEGTTTGCCACCCAARAR
ACTCGCACACATGTTAGACTCCTTGGTCCGTGTTTCAAGACGGGCCACTTAAAGCCATTACG
CCAGCATCCTAAGTGTGAAGGTGTCCGAAGACCCGCCCAGAGGGCACACTGCGTTCCTTGET
CTACGTCGTCGTATCCTGCACAGGGCTATAACACATCCGAGGATGCCACATTCCCCATGCGEC
TTCTCCGACGACACAAACCAATGCTGGCTTGCTACCGAGAAATACACCAAGCAAMAGCCAGG
CTGAGTCTCAAGCAGCATGGCTGACTTCAAGTGCTTCCCTTTCGACAATTTCACGTACTTTT
AACTCTCTTTCCARAGTGCTTTTCATCTTTCCCTCACGGTACTTGTATCTGAATTCGTCGAC
AAGCTTCTCGAGCCTAGGCTAGCTCTAGACCACACGTGETGGGGECCCGAGCTCGCGGCCGEET
GTATTCTATAGTGTCACCTAAATGGCCGCACAATTCACTGGCCGTCGTTTT

>T-L5U
GATGGTTCGATTAGTCTTTCGCCCCTATACCCAAATTTGACGATCGATTTGCACGTCAGAAC
CGCTGCGAGCCTCCACCAGAGTTTCCTCTGGCTTCGCCCTATTCAGGCATAGTTCACCATCT
TTCGGGETCCCAACATATATGCTCTTACTCAGACCCATCCCAGAAGTTCAGGGCCGGTCGATG
GTGCTCCTTGCGGATCCCACCTGTATTCACTTTCATTACGCTCATGGGTTTGCCACCCAARA
ACTCGCACACATGTTAGACTCCTTGGTCCGTGTTTCAAGACGGGCCACTTAAAGCCATTACG
CCAGCATCCTAAGTGTGAAGGTGTCCGAAGACCCGCCCAGAGGGCACACTGCGTTCCTTGAT
CCAGGTCGTCGTATCCTGCATAAGGCTATAACACGTCCGGAGACGCTACATTCCCTATGCGTC
TTCTCCGACGACCCAAACCAATGCTGGCTTGCCACCGAGAAATACACCAAGCCCARAGGCCA
GGCTGAGTCTCAAGCAGCATGGCTGACTTCAAGTGCTTCCCTTTCGACAATTTCACGTACTT
TTAACTCTCTTTCCAAAGTGCTTTTCA

>T-COI
ITTTGATTCTTCCTGCTTTTGGTGTTGTAAGTCAGAGGGCCCTTTATTTATCGGEGGAARANAGE
AAGTTTTTGGTAATTTGGGTATGGTTTATGCTATTTTAAGAATTGGTCTTATTGGTTGTGTT
GTCTGGGCGCACCATATGTATACTGTTGEGTATAGATTTGGATTCTCGTGCGTATTTTACTGC
ITGCTACTATGGTTATTGCGGTTCCTACTGGAGTGAAGGTTTTTAGCTGGTTGGCTACTTTGT
ATGGTGCTTCTTTTTCTTTTCAGCCTGTTCTTTACTGAATTTTGGGTTTTATTTTTTTGTTT
ACGGETGGGETGGTCTTTCGGETGTTATTTTGTCTAATTCTAGCCTTGATCTCATTTTGCATGA
TACCTATTATGTTGTTAGG

Obr. 15 Kone¢né sekvence LSU a COI fragmenti DNA hlistic pro rody Bursaphelenchus (B),
Laimaphelenchus (X, L), Macrolaimus (M) a Tylaphelenchus (T) (2. ¢ast).
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>M-COI
AGCAACAACATAGTAAGTGTCGTGAAAAACAATATCCARACTAGAATTAGATAAAATAACAC
CTGTTAAACCACCGATAGTAAATAAARAANTAAGACCTAARAACCCATAAAAGCAMAAGGTTGA
TATTTCATTTTAGTGCCAAATAATGTAGCCAACCAACTAAAGACCTTAACCCCAGTTGGAAC
AGCAATAACCATAGTAGCAGCAGTAAAATAAGCACGAGAATCCAAATCTATACCCACTGTAT
ATATATGATGAGCTCAAACTACACAGCCAATGAGACCAATACTTAAMATAGCATAGATCATA
CCTAAAGTACCAAAAACCTCTTTTTTACCCGTTARAAATATAGTTCTCTGACTAATAATACC
AAMAGCAGGTAAAATCARA

>¥X-C0I
TCTTATTTTACCAGCTTTTGGAATTATCAGTCAAAGTACTTTGTATTTAACTGETAAGAAAG
AGGTTTCTGGTAATTTAGGTATAGTTTATGCTATTTTAAGTATTGGTCTTATTGGTTGTGTT
GTCTGAGCTCATCATATGTATACAGTTGGTATAGATCTTGATTCTCGAGCTTATTTTACTGC
TGCTACAATGETGATTGCTGTTCCAACTGGTGTAAAAGTCTTTTCTTGATTAGCAACTCTTT
ATGGTTCTCATTTGATGAAAT CTAGTGTTTTGATATGAGTTCTTGGATTTGTTTTTCTATTT
ACAATTGGAGGTCTCACTGGTGTTATTTTATCAAATTCTAGTTTAGATATTATTTTACATGA
CACTTATTATGTTGTTAGT

Obr. 15 Kone¢né sekvence LSU a COI fragmenti DNA hlistic pro rody Bursaphelenchus (B),
Laimaphelenchus (X, L), Macrolaimus (M) a Tylaphelenchus (T) (3. ¢ast).

K upravenym tj. findlnim sekvencim danych usekd byly pomoci programu BLAST
vyhledany homologni sekvence v nt (“Nucleotide”) databazi NCBI (,,National Center
for Biotechnology Information®). Nejlepsi vysledek vyhledavani pro kazdou sekvenci je
shrnut v Tab. 9.

Tab. 9: Srovnani sekvenci hlistic se sekvencemi existujicimi v databazi NCBI pomoci algoritmu
BLAST

Vzorek Nejpodobn&jsi organismus  GenBank ID”  Pokryti E-hodnota®  Shoda

[%]' [%6]*
T-COl  Toxascaris sp. KT223040.1 99 6e-95 83
M-COl  Halicephalobus gingivalis KP347444.1 97 6e-139 90
L-COl  Aphelenchoides besseyi KJ739799.1 99 1le-110 85
B-LSU  Bursaphelenchus rufipennis  AB368530.1 99 0.0 88
L-LSU  Laimaphelenchus deconincki  KF998578.1 100 0.0 99
X-LSU  Laimaphelenchus persicus JN006987.1 83 2e-125 89
T-LSU  Malassezia globosa KT310070.1 100 0.0 99
M-LSU Malassezia KF419454.1 82 0.0 99

“identifika¢ni kod nalezené sekvence

"procentuélni zarovnani zadané sekvence s nalezenou sekvenci

*kolikrat je mozné nalezeni zarovnani se stejnym skore, jako maji navzajem porovnavané
sekvence v dané databazi

§ AIni sh Kleofi vch bazi . i sek .

procentudlni shoda nukleotidovych bazi mezi zarovnanymi sekvencemi
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U Sesti ziskanych sekvenci (T-COIl, M-COI, L-COI, X-LSU, L-LSU a B-LSU)
patiila nejlepsi nalezenda homologni sekvence hlisticim. Sekvence L-LSU se zcela
shoduje se sekvenci nalezenou Vv databazi, ktera byla ur¢ena jako LSU druhu
Laimaphelenchus deconincki. Pét dalsich sekvenci (T-COI, M-COI, L-COI, X-LSU
a B-LSU) bylo nalezenym homolognim sekvencim pouze podobnych, a pravdépodobné
se jedna o sekvence druhi, které jesté nebyly sekvencovany, nebo jejich sekvence
nebyly zadany do prohledavané databaze.

V databazi ,,Nucleotide” (NCBI, 25. 4. 2016) se nenachazi zadna COIl sekvence
pro rod Tylaphelenchus ani Macrolaimus. Jsou tam k nalezeni tii sekvence LSU pro rod
Macrolaimus, ale druh neni specifikovan, a jedna sekvence pro Tylaphelenchus jiaae.
Pro znaméjsi rod Bursaphelenchus je v databazi ptitomno n€kolik stovek sekvenci,
jak z oblasti LSU, tak COIl. Prorod Laimaphelenchus se v databazi nachazi ctyti
sekvence genu COI a devét sekvenci LSU. Sekvence ziskané v ramci této bakalaiské
praci budou zafazeny do vySe zminéné databaze a budou pouzity pro studium
fylogenetickych vztaht.

Pro sekvence T-LSU a M-LSU odpovidala nejlepsi nalezena homologni sekvence
LSU sekvenci houby rodu Malassezia, coz znamena, ze tyto vzorky mohly byt
kontaminovéany. Zastupci tohoto rodu jsou soucasti mikroflory nachazejici se na kiizi
zvitat 1 €loveka. V soucasné dobé je znamo 13 druhid této houby a né&které mohou
zpusobovat kozni problémy (Gaitanis et al., 2012). LSU useky téchto vzorkd byly
amplifikovany, zaklonovany do vektoru a sekvencovany dvakrat, a se stejnym
vysledkem. Jelikoz byla prace se vzorky vykonavana vzdy s rukavicemi, je
pravdépodobnost kontaminace mala, ale nelze ji vyloucit. Dal$i moznosti je, Ze vzorky
byly kontaminovany jesté pfed tim, neZ jsme je obdrZeli. Je mozZné, Ze pouziti jinych
primerd by mohlo tento problém vyfesit. Jiné primery nez D2A a D3B nebyly
pro amplifikaci LSU tuseku v této bakalafské praci pouzity. V rozsahlé studii
fylogenetickych vztahti podiadu Cephalobina pouzili Nadler et al. (2006) k amplifikaci
LSU useku 53 taxond (mezi které pattil i Macrolaimus sp.) jiné nez D2A/D3B primery.
Pouzivali dokonce kombinace riznych primeri, az dokud se jim nepodafilo
amplifikovat zddany tsek DNA. Proto by pro amplifikaci fragmentii T-LSU a M-LSU
bylo v budoucnu vhodné cely postup opakovat, a pii PCR pouzit napiiklad primery,

které byly pouzity ve vySe zminéné studii.
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5 ZAVER

V této bakalaiské praci byla vypracovana literarni reSerSe na téma hlistice,
se zam¢éfenim na jejich anatomii a morfologii a vyvojovy cyklus. Byly popséany nékteré
parazitické druhy hlistic a vyuziti hlistic jako bioindikatorti prostfedi. DalS§im tématem
byla molekularni identifikace hlistic popisujici nejbéznéji pouzivané metody a markery.

V experimentalni ¢asti této prace byly pomoci PCR amplifikovany fragmenty DNA
hlistic rodu Bursaphelenchus (B), Laimaphelenchus (X, L), Macrolaimus (M)
a Tylaphelenchus (T). Z jaderné oblasti LSU byly amplifikovany fragmenty DNA vsech
vzorkl, z mitochondridlniho genu COIl pouze vzorky L, M a T. VsSechny tyto
amplifikované fragmenty byly jednotlivé zaklonovany do pDrive vektoru, a jejich
sekvence byla komerén¢ prectena pomoci univerzalnich primerd M13.

Sekvence byly zpracovany pomoci softwaru Sequence Scanner v1.0 a MEGA 6.0.
Pomoci programu BLAST byly vyhleddny homologické sekvence v ,Nucleotide*
databazi NCBI. U Sesti ziskanych sekvenci (T-COIl, M-COI, L-COI, X-LSU, L-LSU
a B-LSU) odpovidala nejlepsi nalezena homologni sekvence hlisticim, z toho sekvence
L-LSU se zcela shodovala se sekvenci nalezenou v databazi. Sekvence vzorkt T-LSU
a M-LSU byly identifikovany jako sekvence houby, coz znamena, Ze tyto vzorky byly

pravdépodobné kontaminovany.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

bp — par bazi

DMSO - dimethylsulfoxid

dNTPs — deoxynukleotidtrifosfaty

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

IPTG — isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid

SDS — dodecylsiran sodny

X-gal — 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galaktopyranosid
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