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1. Uvod
1.1. Entomopatogenni hlistice

Entomopatogenni hlistice z kmene Nematoda jsou obligatni parazité hmyzu. D¢li se
do dvou celedi Steinernematidae a Heterorhabditidae. Lze je nalézt v piadach vétsiny

ekosystému svéta (Nermut et al., 2012).

Jejich zivotni strategie je zaloZzena na symbiotickém vztahu s gramnegativnimi
bakteriemi rodt Xenorhabdus (Steinernematidae) a Photorhabdus (Heterorhabditidae) z
¢eledi Enterobacteriaceae (Chaston et al., 2011; Griffin et al., 2005). Bakterie jsou
uloZzeny bud’ piimo ve stfevé, coz je ptiklad rodu Heterorhabditis, nebo ve specidlnim
sttevnim vacku, jak tomu je u rodu Steinernema (Boemare et al.,1993; Chaston et al.,
2011). Ackoliv maji oba rody hlistic mnoho spole¢ného, tak si nejsou blizce pfibuzné a

jejich zivotni strategie nejspiSe vznikla konvergentni evoluci (Griffin et al., 2005).

1.1.1. Zpisob Zivota

Entomopatogenni hlistovky ziji v pid¢ pouze ve stadiu larvy tietitho instaru
(invazni larva), ktera hledd vhodného hostitele (Miles et al., 2012). Pro ochranu pied
neptiznivymi vlivy je vybavena silnou kutikulou, uzavienou travici soustavou a
energetickymi zasobami, coZ ji chrani pfed mrazem, vyschnutim, nebo nakazenim plisnémi
(Griffin et al., 2005). Sucho je zna¢ny problém pro larvy hlistic, jelikoz ptadni vlhkost
pomaha larvam vytvafet obal, ktery usnadiuje pohyb (Koppenhdfer et al., 2007).
Vhodnymi strategiemi proti suchu je migrace do niz§ich padnich vrstev, nebo pieckani

nepfiznivych podminek v mrtvém téle hostitele (Piza et al., 2007).

Kli¢ové pro hlistici je nalezeni hostitele v pidé. K tomuto uéelu vyuziva citlivé
smyslové organy na hlavé (amfidy a hlavové papily), kterymi zachycuje slouceniny
vylu¢ované hostitelem. Mezi tyto slouéeniny patii amoniak, trimethylamin, nebo
vydechovany oxid uhli¢ity (Hallem et al., 2011). Jakmile je vhodna obét’ nalezena, dojde k
priniku do télni dutiny hostitele ptes ustni a fitni otvor, spirakula vzduSnic, nebo penetraci

intersegmentalni membrany (Nermut’ et al., 2012).

Lewis et al. (2006) popisuje dvé strategie napadani hostitele. Prvni je nazyvana
crusiser, kdy hlistice putuje v pud¢ a aktivné vyhledava svou obét, zatimco druha strategie

zvand ambusher, kdy larva c¢ekd na misté na prochazejiciho hostitele.



Jakmile invazni larva pronikne do hostitele, dochazi k uvolnéni symbiotickych
bakterii, které se pomnozi a béhem jednoho az dvou dnl zahubi hostitele septikemii.
Namnozené bakterie slouzi jako potrava pro hlistice. Dochazi k vyvoji ptes ¢tvrty instar do
dospélce, hlistice se pafi a kladou vajicka (Nermut’ et al., 2012). Je dilezité poznamenat, ze
pohlavni rozmnozovani se Vyskytuje u prvni generace pouze u rodu Steinernema, zatimco
u rodu Heterorhabditis jsou dospé€lci hermafroditi¢ti a jedinci s oddélenym pohlavim
vznikaji az v nasledujici generaci (Dix et al., 1993; Poinar et al., 1990). U hermafroditti a
starSich samic dochdzi k nitrodéloZznimu lihnuti vajec (endotokia matricida), kdy rodi¢
umira a slouzi jako potrava pro novou generaci (Johingk et al., 1999). Druha generace se
opét vyviji az do faze dospélce a ndsledné se mnozi. Potomci druhé generace se vyviji

pouze do ttetiho instaru a jako invazni larvy opoustéji hostitele (Nermut’ et al., 2012).

Za piihodnych podminek probéhne cely cyklus od infekce hostitele az po uvolnéni
novych invaznich larev béhem 6 - 14 dni (Miles et al., 2012). Pokud se v hostiteli nachazi
dostatek Zivin, pak mize dojit ke vzniku né€kolika dalSich generaci pfed opusSténim

hostitele mladymi invaznimi larvami (Griffin et al., 2005).

.Hlistovky jsou rozsifeny po vSech kontinentech vyjma Antarktidy a obyvaji Siroké
spektrum biotopt. Obecné plati, Ze jejich rozmisténi je shlukovitého charakteru, avSak
uroven shlukovitosti se maze liSit mezi jednotlivymi druhy v zavislosti na podminkach
prostiedi, ale i na strategii napadani hostitele (Stuart et al., 2006). Schopnost disperze je
znacn¢ omezena. Jediné stadium schopné samostatného pohybu je invazni larva. Jinak
nejspi§ prevazuje pasivni transport v téle hostitele (Malan a More, 2011; Stuart et al.,
2006). Obecné se predpoklada, Ze jednotlivé populace hlistovek jsou schopné i pies svou
oddélenost a omezenou schopnost pohybu do urcité miry interagovat mezi sebou, neboli
vykazuji znamky metapopulace (Homminick et al., 1999). Zda se, ze se mohou liSit
biotopové preference jednotlivych druhti hlistovek (Mracek et al., 2005). Naptiklad
Steinernema affine se vyskytuje v otevienych prosttedich, na lukach jak pfirozené

vzniklych, tak uméle udrzovanych (Ptaza a Nermut, 2015).



1.1.2. Vyuziti v biologické ochrané

Entomopatogenni hlistice jsou vhodné pro ochranu plodin pted Skidci, aniz by se
muselo pouzit chemickych pesticidd. Jejich ucinnost je ovlivnéna nékolika faktory. Mezi
ty hlavni patii vlhkost a typ pudy, metoda aplikace hlistovek, nebo vystaveni UV zateni
(Georgis et al., 2006). Béhem poslednich né¢kolika let doslo k pokroku v uZzivani
entomopatogennich hlistic jako opatfeni proti Skiidcim. Dochédzi k uzivani hlistic s
pomocnymi latkami, které rozsituji pole pusobnosti i do nadzemnich ¢asti rostlin, kam
obvykle invazni larvy maji ztizeny ptistup (Lacey et al., 2015). Gumus et al. (2015)
napiiklad pouzili techniku, kdy pfedem nakaZeného hostitele vypustili do prostfedi za

ucelem likvidace hlistic v téZzko dostupnych, kryptickych habitatech.

Entomopatogenni hlistice jsou atraktivnim prostiedkem k hubeni $kadcd rostlin.
Dosud neni dostatetné¢ zndma populacné genetickd struktura a rozsifeni hlistovky
Steinernema affine v zeméd¢lské krajing. Tyto védomosti jsou vSak nezbytné dulezité pii
uzivani komerénich hlistovek proti Skiidctim, jelikoz komeréné dostupné hlistovky mohou
nenavratné poskodit pivodni populace hlistovek. Aby bylo mozné hodnotit riziko ohrozeni
piirodnich populaci hlistovek komerénimi druhy uzivanymch k biokontrole, je dilezité

prozkoumat jejich rozsifeni a populacni genetickou strukturu.



1.2. Genetické markery

Genové markery jsou déditelné ¢asti DNA o mnoha formach, které slouzi k
rozeznavani jedincti, populaci a druhti. V diploidnich organismech je pfitomna bud’ jedna
nebo dv¢ formy (alely) na jeden lokus (Sunnucks, 2000). Existuje n¢kolik druhli genovych
markerti s vyhodami a nevyhodami specifickymi pro kazdy z nich. Patii sem alozymy,

mikrosatelity, mitochondrialni a jaderné sekvence (Selkoe a Toonen, 2006).
1.2.1. Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou tandemové se opakujici sekvence obvykle oznaCované jako
VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) slozené z 1 az 6 pard bazi. Sekvence
ptiléhajici k mikrosatelitim se nazyvaji ,,flanking regions®. Tyto oblasti maji mnohem
mensi mutacni rychlost nez samotné mikrosatelity a jsou obecné konzervované mezi
jedinci druhu, nebo velmi blizkymi druhy. Tyto pfiléhajici oblasti jsou vyuzivany pro
sestavovani primert pro polymeradzovou fetézovou reakci (Meglécz et al., 2007). Na
zakladé¢ poctu opakujicich se nukleotidd Ize mikrosatelity rozlisit na dinukleotidy,

trinukleotidy, tetranukleotidy, nebo hexanukleotidy (Selkoe a Toonen, 2006).

Mikrosatelity lze je nalézt jak v genomu eukaryotnich zivoc¢ichd, tak v
chloroplastovém genomu rostlin (Jarne et al., 1996). Jejich vyskyt v genomu neni omezen
pouze na nekddujici Casti. Ze vSech znamych protein kddujicich oblasti se ve 14%
vyskytuji tandemové repetice. Je vSak nutné dodat, Ze mnozstvi téchto repetic v kodujici
¢asti genomu je zhruba 3x vétsi u eukaryot jak u prokaryot (Li et al., 2004). V kdédujicich
oblastech se pfevazné vyskytuji trinukleotidové a hexanukleotidové repetice, protoze u
nich nedochazi k posunu ¢teciho ramce kvili sklouzavani polymerazy pii replikaci, jako

tomu dochazi napiiklad u mononukleotidovych repetic (Selkoe a Toonen, 2006).

Charakteristickou vlastnosti, diky které dosahuji mikrosatelity vysokych urovni
polymorfismu, je vysokd mutacni rychlost. Diky tomu jsou tyto markery vhodné pro urceni
nedavnych drastickych zmén v populaci (bottleneck) narozdil od jinych genetickych
markeri s niz8i mutaéni rychlosti. (Hedrick, 1999). Za hlavni zplisoby mutace
mikrosatelitll jsou povazovany sklouzavani polymerazy b&hem replikace a nerovnomérna

rekombinace (Jarne a Lagoda, 1996).

Mikrosatelity se tési velké oblib&é u populacnich biologl diky svym vlastnostem,

jako naptiklad mala velikost detekovaného lokusu (umoZiiuje jednoduchou manipulaci a



spolehlivé zjiStovani dat), vysoka uroven polymorfismu, ¢i kodominantni dédi¢nost, diky
které 1ze snadno rozeznat heterozygotniho jedince od homozygotniho. (Luikart a England,
1999). Nevyhody mikrosatelitd spoc¢ivaji v jejich druhové specifi¢nosti, kdy se vyvinuté
primery mohou pouzit pouze pro populace stejného druhu, nebo v nekterych ptipadech
pouze u velmi blizce ptibuznych druhti (Temperley et al., 2009). Problémem mohou byt
tzv. nulové alely, neboli mutace v mist¢ nasedani primeru, které brani namnozeni
produktu. Dusledkem nulovych alel miizou byt neuspésné amplifika¢ni reakce, nebo
nadmérné mnozstvi homozygoti v nasich datech (Carlsson, 2008). Pii elektroforetické
separaci se mohou objevit alely o stejné velikosti, ale jiného pivodu. Tento jev se nazyva

homoplazie a jeho dusledkem je zkresleni alelové diverzity populaci a genového toku
(Selkoe a Toonen, 2006).

1.2.2. Pouziti mikrosatelitid u hlistic

Mikrosatellity byly vzdy oblibenymi genovymi markery u vyssich eukaryot, ale u

hlistic nebyvaly hojn¢ uzivany (Otsen et al., 2000).

Jednou z prvnich praci, ve které se pouZzily mikrosatelity na hlistici byla od Fisher a
Viney (1996). Zabyvali se osmi mikrosatelitnimi lokusy parazitické hlistice mysi
Strongyloides ratti. Zkoumali uspéSnost amplifikace mikrosateliti polymerazovou
fetézovou reakci, ale zaddnou populaéné genetickou analyzu neprovadéli. Tito autofi
provedli 0 dva roky pozdé&ji populacné genetickou analyzu 10ti populacich tohoto druhu,
ale za pouziti jinych genovych markertu (AFLP) (Fisher a Viney 1998) .

Ke zkoumani evolu¢ni minulosti had’atka Caenorhabditis elegans vyuzili Haber et
al. (2005) 10 trinukleotidovych a tetranukleotidovych mikrosateliti. Mikrosatelitni lokusy
byly pouzity na populacich jiz diive studovanych spolecné¢ s dalSimi novymi populacemi
ze severozdpadniho Némecka. Jejich vysledky poukazuji na zvySujici se diferenciaci
had’atek se zvétsujici se vzdalenosti. Variabilita byla pfitom u vybranych had’atek nizka. C.
elegans je horlivym kolonizatorem, v ¢emZz mu pomaha rychlé rozmnozovani

samooplozenim. Neblahym dusledkem je vSak snizena variabilita.

Dalsi studie byly zaméfené na parazitické druhy. Parazitickd hlistice ovci
Teladorsagia circumcineta byla podrobena popula¢né genetické analyze skupinou Grillo et
al. (2007). Vyuzili 5 mikrosatelitnich markert na populace chované v laboratofi spole¢né s

populacemi ze Spojenych tatl, Velké Britanie, Nového Zélandu a Francie. Pozorovali



vysokou uroven polymorfismu spiSe uvnitt populaci, nez mezi nimi. Vyjimkou byla
populace z Francie, ktera vykazovala velkou miru diferenciace populaci z ostatnich stata.
Po dal$im testovani dosli k zavéru, ze sbér ve Francii obsahoval dvé sympatrické populace
s minimalnim nebo zaddnym genovym tokem mezi nimi. Tento vysledek zdlraziuje

dilezitost molekularnich metoda pii presném urcovani druhti.

Silvestre et al. (2009) zkoumali populaéni strukturu dvou parazitickych hlistic
Teladorsagia circumcincta a Haemoconchus contortus. Bylo pouzito 7 mikrosatellitnich
markert. Zjistili velkou genetickou divergenci v populacich H. contortus nejspise v
dusledku genetického driftu, zatimco u T. circumcinta byla geneticka divergence vyrazné

nizs$i.

Jak si Yi et al. (2016) vSiml, mikrosatelity byly pouZity jiz v n€kolika zemich na
studium parazitické hlistice Haemonchus contortus. Yi et al. (2016) pouzili 8
mikrosatelitnich lokusi k analyze 7 populaci tohoto parazita. Zjistili velkou
vnitropopulaéni variabilitu a slabou divergenci mezi populacemi. V Ciné& jde o prvni praci
tohoto druhu na hlistici Haemonchus contortus, ktera je zakladnim kamenem pro budouci

prace v tomto sméru na uzemi Ciny.

Dalsi dvé studie se zabyvaly had’atkem borovym (Bursaphelenchus xylophilus),
které je fylogeneticky velmi blizko k S. affine. Jung et al. (2010) pozorovali velkou
alelovou diverzitu navzdory nizké heterozygotnosti a odlignost od populaci z Ciny a
Japonska, ale vzhledem k malému poctu vzorkli nemohli vyvodit definitivni zavéry.
Mallez et al. (2015) zkoumali genetickou diverzitu had’atka borového za pouziti 16
mikrosatelitnich lokusii v pavodnich populacich v Severni Americe a v invazivnich
populacich v Japonsku, Portugalsku a na ostrové Madeira. Dale porovnavali vztahy mezi
jednotlivymi populacemi z odlisSnych kontinentli, za ucelem urceni plivodniho habitatu
invazivnich populaci Evropy. Pfesnéji se zajimali, jestli do Evropy introdukované populace
byly zavleceny pouze z Amerického kontinentu, nebo zde mély sviij podil 1 populace z
Asie. V ptirozenych populacich Ameriky byla prokazana vysoka uroven variability mezi
populacemi. V Evropskych populacich byla Groven polymorfismu velmi nizka, nebo zde
zadna variabilita nebyla viibec pozorovdna. To naznacuje na pocetné¢ malou zakladajici

populaci. Piivod invaznich populaci se nepovedlo uspokojivé prokazat.

Zajimavou metodou zkoumali Wang et al. (2013) genetickou variabilitu

entomopatogenni hlistovky Steinernema monticolum. Metodou ,.single-enzyme amplified



fragment lenght polymorphism* (amplifikace polymorfnich usekii DNA po restrikénim
Stipani jednim enzymem) Srovnavali 32 populaci. Dosli k zavéru, Ze vétSina variability se
nachazi uvniti populaci a neshledali korelaci mezi genetickou a geografickou vzdalenosti.
Avsak pouzita metoda neni vhodna pro analyzu heterozygotnosti, ¢imz je nevhodna pro

urcovani genetické struktury populaci (Mueller a Wolfenbarger, 1999).

Entomopatogenni hlistovka Steinernema affine z hlediska populacni genetiky
studovana jest¢ nebyla. Raskova (2015) polozila dulezité zaklady k praci tohoto typu
zavedenim mikrosatelitnich markerti pro tento druh hlistice. Cilem této prace je provést

populacni analyzu hlistice Stenernema affine s pouzitim zavedenych primert.



2. Cile prace

e Pomoci vybranych mikrosatelitnich lokust provést skrining ptirodnich populaci

hlistic rodu Steinernema affine.

e Na zékladé¢ ziskanych dat provést populacné genetickou analyzu daného druhu.



3. Material a metody

3.1. Material

Vzorky byly odebrany v terénu v ramci vyzkumu laboratofe entomopatogennich
hlistic, ENTU, BC CAS, a to RNDr V. Pazou, Ing. J. Nermutem, Ing. K. Simackovou a
Dr. N. Herrerem. V ramci odbéru bylo na kazdé lokalité¢ provedeno 5 dil¢ich odbért
zeminy do hloubky 16 cm z oblasti o ploie okolo 100m?. T&chto pét diléich odbérti pak
bylo smichano dohromady.

Smichané vzorky pudy byly rozdéleny na poloviny do Petriho misek. Izolace z
jedné misky probihala za laboratorni teploty (kolem 22°C) a u druhé za teploty 15°C.
Hlistice byly izolovany za pouziti techniky ,,Galleriovych pasti®. Tato metoda je zalozena
na nastrazeni larev zavijeCe voskového (Galleria mellonela) do vzorkt pudy. Hlistice
infikuji tyto larvy, které do tii dnti hynou a nasledné jsou pitvany za ucelem zjisténi poctu
a urc¢eni dospélych hlistic. Determinaci provedl RNDr. V. Puza.. Z kazdé populace pak
bylo vybrano dle moznosti zhruba 15 - 30 samic (oproti samctim obsahuji vét§i mnozstvi
DNA diky své n¢kolikrat vétsi velikosti), které byly dale uchovavany zivé, nebo v -20°C

do dalSiho zpracovani.

Hlistice pochazely z pfirodnich populaci z Jiznich a Zapadnich Cech. Jména
populaci s pfesnymi soufadnicemi a poCty vzorku jsou uvedeny v Tabulce 1. Na Obrazku 1
je znazornéna geografickd poloha sbérovych lokalit jednotlivych populaci hlistic

Steinernema affine. Celkem bylo zpracovano 225 jedinct z 0sSmi populaci.

Tabulka 1: Lokality a poc¢ty jedincti populaci hlistic Steinernema affine.

Potet Nadmotska
Populace | Zkratka | .” ., Misto sbéru vyska Typ lokality Soufadnice GPS
jedinci (m.n. m)
1448 Jan 24 Janov 495 Obilné pole 49.796N, 12.761E
1389 LhoSt 31 Lhota u Stiibra 480 Uhor 49.720N, 13.032E
1459 VelBo 32 Velky Bor 470 Uhor 49.375N, 13.692E
1454 Sus 33 Susice 540 Louka 49.217N, 13.499E
1437 ZlaKo 23 Zlata Koruna 520 Repkové pole 48.848N, 14.380E
1351 | Treb | 16 Treboit 450 Podmacend | 49.022N, 14.764E
1434 Hala 36 Halamky 460 Obilné pole 48.812N, 14.955E
1356 Pych 30 Pychov 500 Pole obilné 49.210N, 15.069E
Celkem 225
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Obrazek 1: Lokality populaci hlistic na map& CR. Zkratky populaci viz Tabulka 1.
3.2. Extrakce DNA

U kazdé populace byla DNA extrahovana z jednotlivych hlistic, a to standardnim
protokolem za pomoci extrak¢éniho pufru (Cox a Hebert, 2001). Pufr na jednu zkumavku s
jednou hlistici se skladal ze 17,7 ul dH20, 2 ul pufru pro PCR reakci (Top - bio 10x Taq
pufr), 0,2 ul 1% Tween a 0,1 ul proteinazy K (100 pug/ml). Vzorky byly promichany ve
vortexu a pak centrifugovany. Po centrifugaci byly vzorky vlozeny na 20 minut do
mrazaku. Poté byly vzorky vloZeny do vodni lazn€ a inkubovany pfi teploté 65 °C na 60
minut. Dale nasledovala inkubace po dobu 8 minut pfi teploté 95 °C. Izolovana DNA byla

po celém procesu uchovana v mrazicim zatizeni.
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3.3. PCR amplifikace

Pro analyzu bylo pouzito celkem 8 mikrosatelitnich markert, které byly ze souboru
primert dodaného firmou Genoscreen otestovany v piedchozi studii (Raskova, 2015).
Markerové lokusy byly jak trinukleotidové, tak dinukleotidové. Veskeré detaily ohledné

pouzitych primera jsou shrnuty v Tabulce 2.

Tabulka 2: Seznam a charakteristika pouzitych primert.

Délka PCR produktu Sekvence

(bp) Nukleotidova sekvence 5°->3 repetice
. F: TGTTTGTAAGCCTGCACACTG
SDi 1 299 R: CCGTATTGTTTCCGTTCCAA (TC);

Marker

. F: ATTTTGCGAATCACATCCCT
SUDIE LE R: CCTCCTGTCTTGAAGTGGCT (AG)s

. F: CTTCGTTATGTGAGCGCCG
StTril 313 R: GGATTTAGGAGGAAACTGAACTGA | (CTT

. F: ATGGGTCTGACTTCGATTGG
S ek R: CTGTTCGGATCCATTTCACA (AGG)s

. F: TGTGCTGTGCATGTGTCTCT
StTrid 183 R: CAGCACATCTGCCTGTTTGT (AAG)s

. F: TCTATCGCCGTATCTCACCTG
StTri7 139 R: CAGACGGAGCGAAACTCTTC (TTC)s

. F: TTCGCCGAGTTATATTTTCCC
St 107 R: TTCTTCAGCTTTCTGACCGC (ACA)s

. F: TCGCTCTCGGTTCTTTTCTG
StTri10 100 R: ACGGAAAAGGGAAGCCAAC (CAG)s

Pozn.: F — forwardovy/soubézny primer — ve sméru transkripce, R — reverzni/zpétny

primer — proti sméru transkripce.

Reakéni smés pro PCR byla michdna v 200 ml zkumavkéch vzdy na ledu. Smés na
jeden vzorek obsahovala: 6,75 ul dH,O, 1,25 ul PCR pufru (10x TopBio Taq Buffer
complete), 1 ul DNTPs (Thermo Scientific Fermentas), 0,75 ul Primer Forward, 0,75 pl
Primer Reverse, 0,5 ul BSA (Thermo Scientific Fermentas), 0,1 ul UNIS Taq polymeraza

(Top-Bio s. r. 0.). Celkovy objem smési ¢inil 11,1 pl a poté byl smichan s 1ul extrahované

DNA.
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PCR reakce probihala v ptistroji TProfessional TRIO PCR Thermocycler (Biometra
Product Line) dle standardniho profilu, ktery zahrnuje 5 fazi: predenaturace, denaturace,
annealing, elongace a zavérecna elongace. Po dokonéeni reakce byly produkty uchovavany
pti nizké teploté (4 °C). Profily pro reakce k jednotlivym primerim jsou uvedeny v
Tabulce 3. Teplota annealingu byla ménéna jak pii optimalizaci profild, tak i pii PCR
reakcich pfirodnich populaci, které se po dfiv€jSich amplifikacich jevily jako Spatné

namnozene.

Tabulka 3: Profily PCR reakce pro jednotlivé primery.

Predenaturace | Denaturace Annealing Elongace Zaveretna Uchovavani
elongace
Primer . y y " “ .
Teplota | Cas | Teplota| Cas | Teplota | Cas | Teplota| Cas | Teplota | Cas | Teplota| Cas
[°C] |[sec]| [°C] |[sec] [°C] [sec]| [°C] |[sec]| [°C] |[sec]| [°C] |[sec]
StDil 94 120 94 30 |53,55,57,59 | 45 72 60 72 120 4 0
StDi8 94 120 94 30 | 53,5557 | 45 72 60 72 120 4 *
StTril 94 120 94 30 53,55 45 72 60 72 120 4 *
StTri2 94 120 94 30 | 53,5557 | 45 72 60 72 120 4 *
StTri4 94 120 94 30 | 51,5561 | 45 72 60 72 120 4 *
StTri7 94 120 94 30 | 55,57,59 | 45 72 60 72 120 4 *
StTri9 94 120 94 30 | 53,57,59 | 45 72 60 72 120 4 *
StTril0| 94 120 94 30 | 53,5559 | 45 72 60 72 120 4 *

Pozn.: Faze Denaturace, Annealing a Elongace se po sobé opakovaly 35x.
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3.4. Gelova elektroforéza

Po kazdé amplifika¢ni reakci byla provedena separace DNA fragmentl gelovou
elektroforézou, a to pro ovéfeni spravného prubéhu PCR a vysledného mnozstvi DNA v
reakci. Pokud byly v agar6zovém gelu viditelné prouzky, pak byla provedena vertikalni
elektroforéza v nativnim akrylamidovém gelu pro pfesnéjsi separaci a urceni velikosti

fragmentt.
3.4.1. Agarozovy gel

Elektroforéza probihala v 3 % agar6zovém gelu. Gel byl pfipraven ve sklenéné
nadobe, kam se navazilo 6 grami agarozy (SERVA Agarose) a doplnilo se k rysce 200 ml
TAE pufrem (40 mM TRIS - Acetate, | mM EDTA, pH = 8). Cela smés byla zahfivana v
mikrovinné troub€. Po ohtati byla nadoba chlazena za neustdlého michani pod proudem
studené vody, dokud teplota roztoku neklesla na zhruba 45 °C. Do ochlazené smési bylo
pridano 15 ul ethidium bromidu (0,5 pl/ug). Gel byl nalit do pfedem pfipravené vany,
htebinky byly pfidany pro tvorbu jamek na vzorky. Celd vana byla skryta ptfed svétlem a
hodinu se nechal gel ztuhnout. Ztuhly gel byl roziezan podle potieby, rovnou pouzit anebo

uloZen do lednicky v 1x TAE pufru.

Do jamek gelu byly nanaseny 3 pl vzorku smichané s 4 pl nanaseciho pufru (70 %
dH,0, 30 % glycerol, Spetka bromfenolové modii). Elektroforéza byla spusténa po dobu
30 - 45 minut pod napétim 125 V. Velikost fragmenti byla odhadovana pomoci
komeré&niho velikostniho standardu (GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder, Fermentas). Vzorky
v gelu byly zviditelnény pod UV svétlem v transiluminatoru (UVP Transiluminator).

Obraz byl zachycen digitalni kamerou.
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3.4.2. Vertikalni polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE)

Agar6zovy gel nebyl pro naSe ucely dostatecné piesny pii separaci PCR produktti.
Z tohoto diivodu byl pouzit gel polyakrylamidovy, ve kterém probihd separace mnohem
presnéji. Elektroforéza byla provadéna na pfristroji ,,Cleaver Scientific oniPAGE Maxi,
VS20D* a to pro kazdy marker zvlast’.

Elektroforetickd separace probihala na 7 % polyakrylamidovych gelech o
rozmérech 15 x 15 cm. Gel byl stvofen z 35,4 ml dH,0; 11,7 ml 30 % akrylamidu; 2,5 ml
10x TBE pufru(45 mM Tris - borate, 0,5 mM EDTA, pH = 8); 350 ul 10 % APS (persulfat
amonny); 50 ul TEMED. TEMED se ptidaval do celého roztoku az po utésnéni spodni
hrany skel koncentrovanéjsim gelem. Cely roztok ,jesté pred tim nez byl ptidan TEMED,
byl odvzdusnén za podtlaku v exsikatoru po dobu 20 minut. Odvzdusnéni zbavuje gel

molekul kysliku, které brani rovnomérné polymerizaci gelu.

Pro utésnéni dolni hrany skel byl namichan koncentrovanéjsi gel tzv. ,,zatka®.
Tento gel se skladal z 1,75 ml roztoku smichanych ptisad na polyakrylamidovy gel (vyjma
50 ul TEMEDu), 17,5 ul 10% APS a 17,5 ul TEMEdu. Tento koncentrovany gel tuhne

rychleji a tim zabrani unikani roztoku jesté pied tim, nez se zpolymerizuje.

Po utvofeni ,,zatky* bylo do ptvodniho roztoku ptidano 50 pul TEMEDu. Cely
roztok byl promichan a nalit mezi pfipravend skla. Po naliti byly mezi skla umistény
hiebeny pro vytvofeni jamek na nanaSeni vzorkd. Gel byl ponechan 45 minut ke

zpolymerizovani.

Mezitim bylo do elektroforetické vany nalito 6 | 0,5x TBE pufru. Po ztuhnuti gelu
byly vyndany hiebeny, gel vlozen do elektroforézy a do utvoienych jamek bylo nanaseno 4
ul vzorku s 4pl nanaseciho pufru (Cresol red). K urcovani velikosti DNA byl na gel

nanesen velikostni standard GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder Frementas.
Elektroforéza probihala pti napéti 180 V po dobu 170 minut.

Po dokonceni elektroforézy byla celda aparatura rozebrdna a gely umistény k
obarveni do 1azné sestavajici z 0,5x TBE pufru s ethidium bromidem o celkové koncentraci
Img/ml. Lazen s gely byla promichdvéana na tfepacce po dobu 15 minut. Po obarveni byly
vzorky v gelu zviditelnény v UV transiluminidtoru (UVP Transiliminator) a digitdlni

kamerou pofizeny fotografie geld.

14



Na Obrazku 2a, b je polyakrylamidovy gel pod UV svétlem s jiz separovanymi vzorky
(velikosti alel popsany ipkami) a detaily pouZitého velikostniho standardu GeneRuler™

50bp DNA Ladder, Fermentas.

GeneRuler 50 bp DNA Ladder, ready-to-use

5% polyacrylamide

0.5 pg/tane, 20 cm length gel
1XTAE, 8V/em, 3 h

a) b)

Obrazek 2a, b: Polyakrylamidovy gel se vzorky z populace Pychov, lokus StTri9 a pouzity
velikostni standard GeneRuler™ 50bp Ladder.
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3.5. Analyza dat

Z fotografii polyakrylamidovych geli byly odecteny velikosti separovanych
fragmentu, tj. provedena genotypizace jedinct. Tyto tdaje byly zaznamenany do tabulky v
programu Microsoft Excel ve formatu pozadovaném pro dal$i vyhodnocovani v programu
GenAlEx 6.501 (Peakall a Smouse 2006, 2012). Data byla zaznamenavana jako ¢isla
oznacujici velikosti amplifikovanych alel. Podle potieby pak byla data transformovana do

jinych formatt pro ostatni vypocetni software.

V programu GenAlEx 6.501 (Peakall a Smouse 2006, 2012) byly spoc¢teny zakladni
parametry variability populaci, jakymi jsou pozorovana heterozygotnost (Ho), o¢ekavana
heterozygotnost (Hg), efektivni pocet alel (Ng). Dale byly spocteny fixa¢ni indexy pro
jednotlivé populace (Fis) a pro populace mezi sebou (Fst), geneticka vzdalenost populaci
podle Neiho (Nei, 1972) a geograficka vzdalenost mezi jednotlivymi populacemi (km).

Multilokusové genotypy vznikaji kombinaci vSech pouzitych mikrosatelitnich
lokusti u kazdého jedince. K ur€eni jejich poctu byl pouzit program R spolené s balickem

popr (Kamvar et al., 2016; Kamvar et al., 2014).

Mira vzajemné vzdalenosti dvou populaci Casto ovliviiuje jejich spolecnou
genetickou diferenciaci, tato korelace se nayzva ,,Isolation by distance®. Pro testovani zda
tato korelace mezi naSimi populacemi existuje, byl pouzit Manteliv test v programu
GenAlEx (Peakall a Smouse 2006, 2012), ktery porovnava matice parovych genetickych

vzdalenosti a matice geografickych vzdalenosti populaci.

Vypoctend geneticka vzdalenost (Nei, 1972) byla pouzita pro analyzu hlavnich
komponent Principal coordinate analysis (PCoA). Tato metoda je zalozena na vytvofeni
grafu o dvou osach. Do tohoto grafu jsou pak vyznaceny body, jejichz vzijemné
vzdalenosti jsou odvozeny podle umisténi na Skale os (Chae et al., 2006). Vysledny obraz
pomdahé orientovat se v datech a rychle urcit podobnost souborii dat charakterizovanych

mnoha nezndmymi.

V mistech vazby primert miZe dochazet k mutacim, coz vede bud’ k netispéSnym
amplifikacim nékterych alel a tim padem se heterozygot jevi jako homozygot na
separa¢nim gelu, nebo nedojde k tvorbé produktu vitbec, coz se pak oznacuje, jako dvojity
nulovy homozygot. Nésledkem téchto mutaci mohou byt pozorovany odchylky od Hardy -

Weinbergovy rovnovahy, a to pfedevSim vyraznym poklesem frekvence heterozygoti.
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Alely vzniklé na zdklad¢ téchto mutaci se nazyvaji nulové alely a pro jejich zjisténi v

populacich byl pouzit program MICRO-CHECKER 2.2.3. (van Oosterhout et al., 2004).

K vypoctu Hardy-Weinbergovy rovnovahy, piresnéji k zjisténi nadbytku a
nedostatku heterozygotii v populacich, a také vazebné nerovnovahy mezi lokusy, byl
pouzit program Genepop 4.2. (Rousett, 2008). Pro vysledné hodnoty vazebné nerovnovahy
byla spoc¢tena Bonferroniho korekce. Tato korekce upravuje hodnoty signifikance pii
né¢kolikanasobnych porovnavacich testech, aby se predeslo chyby prvniho typu (zamitnuti

nulové hypotézy 1 ptes jeji pravdivost) (Armstrong, 2014).

Pravdépodobnost nedavné redukce efektivni velikosti populaci byla vypoctena za
uziti programu Bottleneck 1.2.02 (Piry et al., 1997). Vypocet byl proveden Wilcoxonovym
testem za dvoufazového mutacniho modelu. Parametry byly zvoleny dle doporuceni autori
programu nasledovné: Variance = 10 a 90% podil SMM (Step-wise Mutation Model) k
TPM (Two-phase Model).

Pro analyzu variability uvnitt a mezi populacemi byla uzita analyza molekularni
variance (AMOVA) spoc¢itana v programu Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier a Lischer, 2010).
Tento program na rozdil od jinych softwarti umoziuje snadnou manipulaci s populacemi

pii jejich rozd€lovani do skupin.

Pro provedeni shlukové analyzy a nasledného vytvofeni dendogramu populaci na
zéklad¢ genetické distance (Nei, 1972) byl pouzit program Populations 1.2.31 software
(Langella, 1999). Vysledny dendogram byl znazornén v programu MEGA (Tamura et al.,
2013).

Populaéni struktura byla analyzovana v programu STRUCTURE 2.3.3 (Pritchard et
al., 2000), umoziujicim rozdéleni celkového souboru do skupin (shluki) geneticky
nejblizsich jedincti Bayesovskym postupem. Béhem analyzy byly pouzity 4 modely, v
nichz jsou kombinované mozné demografické scénate - tedy zda jde o populace smisené
(admixture/nonadmixture) a zda jsou alely v korelaci (correlated/independent). Parametry
byly stanoveny nasledovné: iterace = 10, burn - in period = 50000 a MCM = 100000
(Markovovilv fetézec pro Monte Carlo). Pro vysledné hodnoceni prob&hlych simulaci a

stanoveni nejpravdépodobnéjsi hodnoty K (pocet shlukt populaci) byl pouZit internetovy
program STRUCTURE HARVESTER (Earl a vonHoldt, 2012).
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4. Vysledky

4.1. Statisticka analyza dat

Z polyakrylamidovych gelid byly odeteny velikosti produktt polymerazové
fetézové reakce. Velikosti vzorkli byly zaznamenany do programu GenAlEx (Peakall a
Smouse 2006, 2012) jako hodnoty, které udavaly velikost alel. Z tohoto souboru byly
vytvotreny data ve formatu pro dalsi programy. Celkem bylo analyzovano 225 jedinct z

osmi populaci.

4.1.1 Variabilita lokusu

napii¢ populacemi. Tti lokusy se prokazaly jako monomorfni u tii populaci. Nejvétsi pocet
alel (5) bylo nalezeno u lokusu StTri9. U lokust StDil a StTri2 byly prokazany 3 alely. U
zbytku lokusi byly prokazany alely pouze 2. Kromé lokusu StTri7 je u vSech zbyvajicich

pozorovana heterozygotnost mensi nez ocekéavana.

Tabulka 4 shrnuje zéakladni charakteristiky variability pro kazdy lokus

Tabulka 4: Zakladni parametry variability pouzitych mikrosatelitnich lokusu.

Lokus Poget alel Ho He Fst Monomorfni lokus
StDil 3 0.099 0.380 0.332

StDi8 2 0.144 0.201 0.061 Jan

StTril 2 0.156 0.370 0.043

StTri2 3 0.198 0.476 0.207

StTrid 2 0.173 0.191 0.030 LhoSt
StTri7 2 0.289 0.231 0.066

StTri9 5 0.481 0.512 0.133
StTril0 2 0.078 0.197 0.440 Hala

Pozn.: Ho - pozorovana heterozygotnost, Hg - ptredpokladana heterozygotnost, Fsr - index

genetické diferenciace.
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Frekvence Cetnosti alel jednotlivych lokust jsou znazornény na grafech v piiloze
(Priloha 2). N¢kolik lokust vykazovalo silny nadbytek jednoho typu alely oproti ostatnim.
Tyto lokusy byly StDi8, StTri7, StTri4 a StTril.

Na zakladé nadbytku homozygott byla pomoci programu Mikrochecker 2.3.3 (van
Oosterhout, 2006) odhadnuta pritomnost nulovych alel napfi¢ vSemi populacemi. Nulové
alely se vyskytly alesponl na jednom lokusu ve vSech populacich kromé populace ze
Tteboné. Jediny lokus bez nulovych alel byl lokus StTri7. Detaily, u kterych lokust a u

jakych populaci se vyskytovaly nulové alely, jsou uvedené v Tabulce 5.

Tabulka 5: Vyskyt nulovych alel u lokust napii¢ populacemi. Zkratky jednotlivych
populaci viz Tabulka 1.

LhoSt | ZlaKo | VelBo Jan Sus Hala Treb Pych

StDil X X X X X X
StDi8

StTril X X X X X

StTri2 X X X X X X
StTri4 X

StTri7

StTri9 X
StTril0 X X X

Ke zjisténi nezavislosti lokust (Linkage disequilibrium) byl proveden parovy test
na vazebnou nerovnovahu. Test byl proveden v programu GenPop. Z 28 porovnani vysly
pouze tfi pary signifikantni. Pak byla provedena Bonferroniho korekce, po které byly
signifikantni dva pary lokusd. Tyto lokusy byly StDil x StTril, StTril x StTri2. Ptesné

vysledky testu jsou uvedeny v Ptiloze 1.
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4.1.2 Variabilita populaci

Charakteristiky populaci jsou shrnuty v Tabulce 6. Ze vSech 225 jedinct bylo
detekovano 171 riznych genotypu, z toho 136 se vyskytlo pouze jednou. Pozorovana
heterozygotnost byla u vSech populaci mensi, nez ocekavana. Nejmen$i pozorovana
heterozygotnost byla u populace Zlata Koruna, zatimco nejvyssi byla u populace Halamky.
Mozny vliv snizené velikosti populaci, neboli bottleneck, byl pozorovan pouze u dvou

populaci (Halamky, Janov).

Tabulka 6: Parametry pro charakteristiku jednotlivych populaci. Zkratky jednotlivych
populaci viz Tabulka 1.

Populace| N | MLGs | Ne Ho He Fis ':j\é}’ilf ':)\(’(\:’fsf Bottlgneck
Jan 24 | 21 | 1702 | 0185 | 0.356 | 0.364 * ns | 0.02344*
LhoSt | 31 | 22 | 1.500 | 0.163 | 0.264 | 0.357 * ns | 0,53125
VelBo | 32 | 27 | 1770 | 0.279 | 0.384 | 0.237 * ns | 0.07422
Sus | 33 | 20 | 1357 | 0112 | 0251 | 0513 * ns | 0.74219
Zlako | 23 | 16 | 1.381 | 0.087 | 0.237 | 0.366 * ns | 0.38281
Treb | 16 | 16 | 1.623 | 0.188 | 0.346 | 0.449 * ns | 0.94531
Hala | 36 | 33 | 1757 | 0.346 | 0.376 | 0.040 * ns | 0.01563*
Pych | 30 | 29 | 1690 | 0.259 | 0.344 | 0.143 * ns | 0.94531

Pozn.: ns - p>0.05; * - p<0.05; N - pocet jedincti; MLGs - Pocet multilokusovych genotypl; Ng -
efektivni pocet alel na populaci; Ho - pozorovana heterozygotnost; He - ocekavana heterozygotnost;
Fis - fixaéni index; Bottleneck p - hladina vyznamnosti pro Wilcoxonav test; HWE P excess -
hladina vyznamnosti pro nadbytek heterozygoti; HWE p deficit - hladina vyznamnosti pro

nedostatek heterozygota.
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V Tabulce 7 jsou vypsany typy a pocty multilokusovych genotypt, které se vyskytovaly v

populacich vice nez jednou.

Tabulka 7: Multilokusové genotypy (MLG) a jejich distribuce mezi populacemi. Zkratky
jednotlivych populaci viz Tabulka 1.

Pocet Pocet jedinct daného MLG v populaci
Genotyp | jedinct
celkem Jan | LhoSt| VelBo | Sus | ZlaKo |Treb|Hala| Pych
3 2 1 1
>3 8 4 1 1|1 1
95 8 3 5
68 3 2
70 2 1
72 4 2 1 1
80 3 1 5
87 2 1 1
157 3 1 5

4.1.3 Geneticka variabilita mezi populacemi

V programu Arlequin 3.5.2.2 byla vypocitana Analyza Molekularni Variance
(AMOVA). Tato metoda zjistuje podil variability mezi jednotlivymi urovnémi populacni
struktury hlistic. Populace byly rozdéleny do skupin podle nadmoiské vysky, biotopu a
geografické vzdalenosti. V Tabulce 8 je zpusob rozdéleni populaci do skupin pouzitych k
analyze. AMOVA byla pak provedena na téchto rozdélenich. Rozdéleni podle geografické
vzdalenosti prokédzalo nulovou variabilitu mezi skupinami. Ani jeden zplsob rozdéleni
populaci se nakonec neprojevil jako signifikantni. V Tabulce 9 je zplisob rozdéleni
populaci do skupin pouzitych k analyze. Grafické zndzornéni vysledkl je zobrazeno na
Obrazku 3a, b, c.
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Tabulka 8: Vysledky testu AMOV A se skupinami rozdélenymi podle biotopu.

Zpisob

rozdileni Zdroj variance Suma ¢tvercu | Variance (%) | F - statistiky | p - hodnota
Mezi skupinami 55.202 5 0.211 0.148
Biotop Uvniti skupin 79.624 16 0.173 <0.001
Upvnitf populaci 569.59 79 0.046 <0.001
Mezi skupinami 22.093 1 0.006 0.358
Nas;;gké Uvnitt skupin 112.733 19 0.198 <0.001
Uvnitt populaci 569.59 80 0.203 <0.001
o Mezi skupinami 32.965 0 0.024 0.691
Gegg[g;fka Uvnitf skupin 101.861 20 0.214 <0.001
Uvwnitt populaci 569.59 80 0.195 <0.001

Tabulka 9: Rozdéleni populaci do skupin pro test AMOVA.

Rozdéleni Skupiny Populace
Pole Zlata Koruna, Janov, Halamky, Pychov
Biotop Louka Velky Bor, Lhota u Stiibra
Uhor Tiebon, SuSice
Pod 500 m Lhota u Stiibra, Velky Bor, Halamky, Tfebon, Janov
Nadmotska vyska -
Nad 500m Pychov, Zlata koruna, SuSice
Skupina 1 Janov, Lhota u Sttibra
Geograficka poloha | Skupina 2 Velky Bor, Susice
Skupina 3 Ttebon, Zlata Koruna, Halamky, Pychov
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Obrazek 3: Graf rozdéleni variability uvniti populaci, uvnitf skupin a mezi skupinami.

Variabilita N Variabilita
.mezi Va:]aet:.: ta uvnitr ’
biotopy Variabilita skupinami populaci
5% uvnitf 1% 80%
biotopt
16%
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uvnitf Variabilita
populaci uvnitf
79% skupin
a) 19%
Variabilita
mezi
upinami
22%
Variabilita
uvnitf
populaci
78%
c)

b)

Populace bylyrozdéleny podle: a) biotopu, b) nadmotské vysky, c) geografické polohy.

Variabilitu mezi populacemi je také mozné vyjadiit parovymi fixacnimi indexy Fst

(Wrightovy F - statistiky) (Weir a Cockerham, 1984). K vypoctu téchto hodnot bylo

vyuzito programu GenAlIEx (Peakall a Smouse 2006, 2012) a jsou vypsany v Tabulce 10.

Pod diagonalou jsou hodnoty Fsr a nad diagonalou hodnoty signifikance P

(pravdépodobnost je zaloZena na 999 permutacich).
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Tabulka 10: Parové hodnoty Fsr s hodnotami signifikance nad diagonalou. Zkratky
jednotlivych populaci viz Tabulka 1.

Jan LhoSt | VelBo Sus ZlaKo | Treb Hala Pych

Jan 0.000 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
LhoSt 0.236 0.000 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
VelBo 0.162 0.179 0.000 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
Sus 0.251 0.237 0.319 0.000 0.001 0.001 0.001 0.001
ZlaKo 0.19 0.095 0.251 0.162 0.000 0.001 0.001 0.001
Treb 0.126 0.213 0.279 0.121 0.172 0.000 0.003 0.001
Hala 0.192 0.162 0.268 0.082 0.169 0.046 0.000 0.001
Pych 0.177 0.112 0.229 0.142 0.113 0.136 0.094 0.000

Pozn.: Nejvyssi hodnota Fst byla u paru Susice x Velky Bor (0,319). Nejmensi hodnota Fsy byla u
paru Halamky x Tiebon (0,046). VSechna srovnani jsou signifikantni.

Déle byly vypocitany parové genetické vzdalenosti podle Neiho (Nei, 1972). Tyto
vzdalenosti jsou lepSim parametrem nez parové fixacni indexy Fstk pfesnému sestrojovani
dendrogramii z mikrosatelitnich dat (Takezaki a Nei, 2007). Genetické vzdalenosti a Fst
byly porovnany Mantelovym testem, a protoze zde vysla pozitivni korelace (p = 0,01), pak
bylo mozné uéinit jejich zaménu. V nasledujici Tabulce 11 je matice genetickych
vzdalenosti podle Neiho (Nei, 1972) pod diagonalou a nad diagonalou jsou vypsané

geografické vzdalenosti mezi populacemi.

Tabulka 11: Matice genetickych vzdalenosti podle Neiho (Nei, 1972) a geografickych

vzdalenosti (v km). Zkratky jednotlivych populaci viz Tabulka 1.

Jan LhoSt | VelBo Sus ZlaKo | Treb Hala Pych
Jan 0.000 | 21.252 | 81.859 | 83.589 | 157.714 | 168.505 | 193.037 | 178.910
LhoSt | 0.178 | 0.000 | 61.150 | 65.311 |137.654 |147.413|172.172 | 157.689
VelBo | 0.146 | 0.133 | 0.000 | 22.432 | 77.034 | 87.160 |111.194 | 101.493
Sus 0.183 | 0.139 | 0.277 | 0.000 | 76.173 | 94.524 |115.288 | 114.010
ZlaKo | 0.123 | 0.049 | 0.187 | 0.082 | 0.000 | 34.092 | 42.275 | 64.431
Treb 0.111 | 0.145 | 0.294 | 0.078 | 0.106 | 0.000 | 27.227 | 30.535
Hala 0.182 | 0.108 | 0.288 | 0.051 | 0.112 | 0.048 | 0.000 | 45.105
Pych 0.153 | 0.071 | 0.221 | 0.091 | 0.067 | 0.112 | 0.080 | 0.000

Pozn.:Geografické vzdalenosti jsou nad diagonalou. Genetické vzdalenosti jsou pod diagonalou.
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Mantelovym testem byla testovana korelace mezi genetickou a geografickou
vzdalenosti. Test vysel nesignifikantni p = 0,19. Na Obrazku 4 je vysledny graf testu pro

izolaci vzdalenosti.
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Obrazek 4: Graf korelace geografickych (v km) a genetickych (Nei, 1972) vzdalenosti.

Vysledek testu PCoA s pouzitim Neiho genetickych vzdalenosti (Nei, 1972) je
zobrazen na Obrazku 5. Prvni osa (coordinate 1) vysvétluje 46,84% z celkové variability a
druhd osa (coordinate 2) vysvétluje 23,59%. Dohromady tyto osy vysvétluji 70,43%
variability. Ackoliv populace vytvareji naznaky shluki, je jasné, ze tato uskupeni nejsou
zaloZena na sdileném biotopu, nadmotské vysce, nebo geografické vzdalenosti. Nejblize
jsou populace SuSice a Halamky, ale jde o populace vzdalené 115 km a obyvaji odliSny
biotop (Susice - louka, Halamky - pole).
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Obrazek 5: Ptibuznost populaci zpiehlednéna metodou PCoA. Zkratky jednotlivych
populaci viz Tabulka 1. (Populace stejné znacky jsou si blizké geograficky)

Na zéklad¢ genetickych distanci (Nei, 1972) mezi populacemi byla provedena
shlukova analyza a vytvoien dendogram algoritmem NJ (Neighbour - joining). Dendogram

na Obrazku 6 opét shlukuje populace v rozporu s geografickou vzdalenosti a podpora

jednotlivych vétvi je velmi nizka.
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Obrazek 6: NJ dendrogram piirodnich populaci Steinernema affine. Podpora jednotlivych

vetvi byla stanovena bootstrapem (1000 opakovani).

Za pomoci programi STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) a STRUCTURE
HARVESTER (Earl a vonHoldt, 2012) byly vypocteny hodnoty AK, které uréuji
pravdépodobny pocet shluki populaci na zdkladé 4 modeld. Pro 1. model admixture -
correlated bylo K = 4, pro 2. admixture - independent bylo K = 3, pro 3. model
nonadmixture - correlated vySlo K = 4 a u 4. modelu nonadmixture - independent vysel
vysledek K = 3. Grafické znazornéni vysledki modelu pomoci grafii je na Obrazcich 7 a,
b, ¢, d. Carové grafy znazoriuji pfisluinost jednotliveli ke genetickym skupinam na

Obrazcich 8a, b, c, d.
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Obrazek 7: grafické znazornéni teoretickych poctu shlukii populaci podle jednotlivych

modelu a) admixture-correlated, b) admixture-independent, ¢) nonadmixture-correlated, d)

nonadmixture-independent.
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Obrazek 8: Ptislusnost jedincti do genetickych shlukd.

Pozn.: Populace jsou oznaceny ¢islicemi na ose x, 1 - Lhota u Stiibra, 2 - Zlata Koruna, 3 - Velky
Bor, 4 - Janov, 5 - Susice, 6 - Halamky, 7 - Ttebon, 8 - Pychov)
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5. Diskuze

Jelikoz nebyla dosud provedena zaddnd populaéné geneticka analyza
entomopatogennich hlistovek Steinernema affine, je mozné pouze srovnani s praci M.
Raskové (2015), ktera se soustfedila na zavedeni mikrosatelitni genotypizace na
hlistovkach z laboratornich chovi. U téchto chovii je velkd pravdépodobnost snizené
genetické variability diky genetickému driftu, nebo silného inbridingu a s nim zvySeny
vyskyt homozygotli. Pii porovnani s piibuznymi druhy je nutné zohlednit odlisnou
ekologii, resp. zptisob zivota, ktery mize ovlivnit pohyblivost v prostiedi a tim i genovy

tok mezi populacemi.
5.1. Analyza lokusiu

Pocet alel se pohyboval od 2 az po 5, zatimco v laboratornich chovech od 2 do 4
alel, coz je velmi podobné. Pozorovana heterozygotnost az na lokus Strti7 nepiekrocila
nejvyssi 0,481. Heterozygotnost u populaci z laboratorniho chovu se pohybovala v
rozmezi 0,017 - 0,542, byla tedy v podstaté podobna. Monomorfni lokusy se nasly pouze
3. Pfi populaéni analyze hlistovek z chovii (Raskova, 2015) bylo objeveno vice

monomorfnich lokust (5).

Parovy test na vazebnou nerovnovahu vysel signifikantni jen u dvou lokusu.
Vzhledem k tomu, Ze se jedna o tak malé Cislo z celkového poctu srovnani, je minimalni

Sance, ze by mohlo dojit k zkresleni analyzy dat.

Nulové¢ alely byly nalezeny u 6 z osmi lokusii. Stejné mnozstvi lokust s vyskytem
nulovych alel bylo i v analyze hlistovek z chovii (Raskova, 2015). Test na nulové alely
nevylouéil zachovani Hardyho - Weinbergovo rovnovahy v jednotlivych populacich, a
proto nebylo nutné dané lokusy, ¢i jedince vylouéit. A¢koliv nulové alely vznikaji mutaci,
mohlo dojit i k technickym problémim jakymi jsou naptiklad slab4d amplifikace kvuli
neodhalené ptitomnosti inhibitort, malé mnozstvi templatové DNA, nebo jeji degradace.
,Dvojitych nulovych* homozygotl bylo 20 ze vSech 225 jedinct a 8 markert, coz je 1800
homozygotii, nebo heterozygotl. Pocet ,,nulovych® homozygotd se rovna 1 % celkového
poctu. Zda - li se jedna skutecné o nulové alely by mohlo objasnit zaklonovani téchto

vzorki a jejich nasledné osekvenovani. Obvykle se lokusy s nulovymi alelami vyfazuji z
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analyz, ale Carlsson (2008) prokazal, Zze i v&ét$i mira mikrosatelitnich nulovych alel

nezkresluje signifikantné statistickou analyzu.
5.2. Analyza populaci

U vsech populaci vysel deficit heterozygotii signifikantni. Pouze u dvou populaci
vysSel signifikantni Wilcoxoniv test na bottleneck, coz by mohlo vysvétlit deficit
heterozygotli asponi u téchto populaci. U laboratornich populaci vysel Wilcoxontiv test
signifikantni pro 7 populaci z 10, coz je typickym jevem v umélych chovech tohoto typu.
Pozorovana heterozygotnost mezi populacemi se pohybovala v rozmezi 0,087 - 0,346 a
nikdy nebyla vys$i jak océekavana heterozygotnost. Oproti tomu Jung et al. (2010)
pozorovali heterozygotnost had’atka borového (Bursaphelenchus xylophilus) z Korejskych
populaci v rozmezi 0,47059 - 0,77941. 1 pies takto velkou heterozygotnost byly tyto

hodnoty mensi nez o¢ekavana heterozygotnost.

Pro cely soubor o 225 jedincich se vyskytlo 184 multilokusovych genotypl. Z
téchto 184 genotypt bylo 95,11 % unikatnich, coz je srovnatelné s 95,77 % zastoupenim

unikatnich genotypti u populaci chovanych v chovech.

Analyza molekularni variance (AMOVA) zjistuje podil variability mezi
jednotlivymi trovnémi populacni struktury a mezi populacemi. Byly celkem provedeny 3
rizné analyzy na zéklad¢ rozdéleni populaci podle obyvaného biotopu, nadmoiské vysky a
geografického uspofadani populaci. Jung et al. (2010) pozorovali rozdéleni vétSiny
variability uvnitt populaci a stejn¢ jako u naSich tfi analyz byla vétSina variability uvnitt
populaci. U uspotadani podle biotopu vysla variabilita mezi rozdilnymi biotopy 5 % a
nebyla prokézéna jako signifikantni. Signifikance nebyla prokdzana mezi odliSnymi
nadmoiskymi vyskami a geograficky oddélenymi populacemi. Tyto vysledky naznacuji na

homogenitu v§ech populaci.

Dale nasledoval Manteliv test pro posouzeni, zda existuje korelace mezi
geografickou a genetickou vzdalenosti. Test nevySel signifikantni (p = 0,19). Ve
vysledném grafu je mozno vidét, Zze se geneticka vzdalenost nezvySuje s geografickou
vzdalenosti, ale zfistiva viceméné stejnd. Siroky rozptyl boddi v grafu nasvédéuje

genetickému driftu.

Nasledujici metodou Principal Coordinate Analysis (PCoA) byl sestaven graf z
hodnot genetickych vzdalenosti (Nei, 1972). V grafu se shlukuji geneticky piibuzné
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populace k sobé. V naprosto idealnim ptipadé by se populace shloucily do tii uskupeni na
zaklad¢€ geografické vzdalenosti. Mezi blizkymi populacemi by mohl existovat genovy tok,
ktery by blizké populace vzajemné homogenizoval. Tato ivaha odporuje vysledku naseho
testu, kdy se populace neshlukuji viibec kromé¢ populaci Halamky a SuSice, které jsou vSak
od sebe vzdaleny 115 km. Tento vysledek nam jen potvrdil pfedchozi Manteliv test a

analyzu molekularni variance.

V programu Populations (Langela, 1999) byla provedena shlukova analyza z
genetickych vzdalenosti (Nei, 1972). Vysledny dendogram byl vytvofen Neighbour joining
(NJ) metodou s bootstrapem o 1000 opakovanich. Shluky opét neodpovidaji
geografickému uspotfadani. Populace Halamky a SuSice zde vysly seskupeny jako ve

vysledku ptedeslé metody PCoA. Podpora jednotlivych vétvi je velmi nizka.

V programu STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) byly spustény 4 modely pro
zjisténi vhodného AK (pocet seskupeni populaci). Internetovym programem STRUCTURE
HARVESTER (Earl a vonHoldt, 2012) byly vysledky pfevedeny do grafu. Pro modely
admixture - independent a nonadmixture - independent vySlo K = 3 a pro modely
admixture - correlated a nonadmixture - correlated vyslo K = 4. Podle ¢arovych grafii jsou
populace rozdéleny stejné pi1 kazdém modelu. Opét je potvrzena absence vztahu genetické
vzdalenosti s geografickou vzdalenosti. V ¢arovém grafu jsou si nejvice podobny populace
Haldmky a SusSice, i kdyZ jsou kazda v jiném kraji. Podobné na tom jsou v ¢arovém grafu
populace Velky Bor a Lhota u Stiibra, podle grafu jsou si velmi podobné, ale geograficky

jsou pomérn¢ dost vzdalené.

Podle Blaxter et al. (1998) se kmen hlistice (Nematoda) d€li do péti zdkladnich
linii. Ptiklady druhG uvedené v vodu této prace spadaji do linie 4. a 5. Samotna
Steinernema affine patii do 4. linie spole¢né s druhy Bursaphelenchus xylophilus a
Strongyloides ratti. Druhy Caenorhabditis elegans, Teladorsagia circumcineta a
Haemoconchus contortus patti do 5. linie. Jelikoz bylo na vybér z druhd mnohem

ptibuznéjsich nasi hlistici, byla z porovnavani 5. linie vynechana.

Studie od Jung et al. (2010) se zabyvala had’atkem borovym Bursaphelenchus
xylophilus na izemi Jizni Korey, Japonska a Ciny. Pozorovana heterozygotnost byla stejné
jako u naSich populaci niz§i nez ocekavana. V naSem piipadé dosahovala Ho mnohem
mensich hodnot (0,087 - 0,346), zatimco u had’atka borového dosahovala hodnot mnohem

vyssich (0,47059 - 0,77941). Korelace geografické a genetické vzdalenosti u Korejskych
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populaci nebyla zjisténa, stejné tak jako nebyla zjisténa u nasich populaci. Geneticka
variabilita Korejskych populaci byla z valné vétSiny uvniti populaci (91 %), zatimco mezi
populacemi rozdélenymi podle geografie byla variabilita minimalni a nesignifikantni,
podobn¢ jako v nasi praci. Mallez et al. (2015) provedli studii také na had’atku borovém,
avSak na Izolaci vzdalenosti jim vysel signifikantni. Nutno vSak dodat, ze velké mnozstvi
lokusti bylo monomorfnich (Portugalsko - 15 z 16, Japonsko 10 z 16), coz by mohlo byt
zpusobeno nedavnou kolonizaci arealu velmi malou populaci. Had’atko Bursaphelenchus
xylophilus je narozdil od nami studované hlistovky parazitem borovic. K napadeni stromu
potiebuje had’atko hmyz, ktery slouzi jako pifenase¢. Tato skutecnost se podepisuje na
genetické variabilité¢ druhu. Had’atko se totiz musi pted opusténim stromu v€as uchytit na
jesté zakukleném hmyzu, aby jej preneslo dal. Sance na proniknuti do stromu neni 100 %.
Tyto dva faktory zptsobuji silny geneticky drift, coz se promitd do genetické struktury
druhu (Mallez et al., 2015).

Fisher a Viney (1998) provedli populacné genetickou analyzu paraziticke hlistice
krys Strongyloides ratti z 10ti populaci. Pozorovana heterozygotnost dosahovala hodnot v
rozmezi od 0,074 po 0,379, coz je velmi podobné s rozmezim pozorované heterozygotnosti
u naSich populaci Steinernema affine (0,087 - 0,346). Pozorovana heterozygotnost byla
mensi v 6ti populacich z 10ti, coz je mnohem leps$i vysledek nez v naSich populacich, kde
pozorovana heterozygotnost byla mensi ve vSech populacich. Variabilita byla rozdélena
uvnitt populaci (73 %), mezi jednotlivymi subpopulacemi v krysach (25 %) a mezi

geografickymi umisténimi (2 %).

V téchto studiich mizeme vidét n€kolik podobnosti. Piikladem je castd nizsi
pozorovana heterozygotnost, ¢i podobnad struktura genetické variability. Presného
porovnani je ale tézko docilit, z divodu rozdilnych zpisobl Zivota. Entomopatogenni
hlistovky jsou v kmeni Nematoda svou patogenitou vii¢i hmyzu unikatni, a proto je tézké

srovnavat 1 blizké druhy.
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6. Zavér

Podafilo se provést populacné genetickou analyzu 8mi pfirodnich populaci
entomopatogennich hlistovek Steinernema affine. U vSech populaci byla zjisténa pomérné
vysoka geneticka variabilita, pficemz se tyto populace jevily jako velmi diferencované, bez

znamek genového toku.

Zavislost mezi geografickou a genetickou vzdalenosti nebyla potvrzena ani jednou
analyzou. Stejné¢ tak nebyl prokazan vliv podobnych habitatii na genetickou piibuznost.
Jedna se nejspiSe o populace bez genového toku mezi sebou, kde hlavni vliv na genetickou

variabilitu maji mutace a ndhodny geneticky drift.

Otazkou pro dalsi vyzkum je velké mnoZzstvi homozygotl. | kdyZz z celkového
souboru dat bylo nulovych alel nepatrné mnozstvi, nelze vyloucit moznost pfitomnosti
nulovych alel skrytych mezi homozygoty. Vysoké hodnoty Fis naznacuji, ze by mohlo

dochazet k Castému piibuzenskému kiiZeni, nejspiSe diky demografickym zménam.
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8. Prilohy

Seznam pfriloh:
Ptiloha 1: Vysledky testu na vazebnou nerovnovahu

Ptiloha 2: Grafy Cetnosti alel pro jednotlivé lokusy.
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Ptiloha 1: Kombinace pari lokust a vysledky pro test na vazebnou nerovnovahu.

Kombinace lokust P Bo{(‘:ﬁgg:ho
StDil x StTril 0.015276 0.0179
StDil x StTri2 0.112929 0.0227
StTril x StTri2 0.003195 0.0185
StDil x StTri4 0.195538 0.0238
StTril x StTri4 0.984073 0.25
StTri2 x StTri4 0.843683 0.125
StDil x StTril0 0.776248 0.1

StTril x StTril0 0.202712 0.025
StTri2 x StTril0 0.707735 0.0556
StTri4 x StTril0 0.325026 0.0313
StDil x StDi8 0.740175 0.0714
StTril x StDi8 0.612381 0.0455
StTri2 x StDi8 0.424097 0.0385
StTri4 x StDi8 0.088444 0.02
StTril0 x StDi8 0.674797 0.05
StDil x StTri9 0.274011 0.0263
StTril x StTri9 0.292249 0.0278
StTri2 x StTri9 0.316358 0.0294
StTri4 x StTri9 0.106335 0.0217
StTril0 x StTri9 0.093069 0.0208
StDi8 x StTri9 0.352439 0.0357
StDil x StTri7 0.920696 0.1667
StTril x StTri7 0.755593 0.0833
StTri2 x StTri7 0.32611 0.0333
StTri4 x StTri7 0.048289 0.0192
StTril0 x StTri7 0.998508 0.5
StDi8 x StTri7 0.583142 0.0417
StTri9 x StTri7 0.720244 0.0625
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Ptiloha 2 a - h: Grafy alelovych frekvenci v jednotlivych lokusech. Zkratky jednotlivych

populaci viz Tabulka 1.

Pfiloha 2a: Lokus StDil.
1.200 ~ mZlaKo
1.000
§ 0.800 W Hala
E 0.600 mTreb
[+F]
e 0.400 m Pych
0.200
0.000 M LhoSt
300 W lJan
StDilF/R mVelBo
Lokus mSus
Ptiloha 2b: Lokus StTril.
1.000 - mZlaKo
0.800
v mHala
£ 0.600
> W Treb
=< 0.400
e m Pych
0.200
0.000 M LhoSt
W lJan
StTrilF/R i VelBo
Lokus mSus
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Ptiloha 2c: Lokus StTri2.
1.000 - mZlaKo
0.800
v mHala
£ 0.600
> W Treb
=< 0.400
T HPych
“ 0.200 ve
0.000 M LhoSt
180 mJan
StTri2F/R i VelBo
Lokus mSus
Ptiloha 2d: Lokus StTri4.
1.200 - mZlaKo
1.000
g 0.800 W Hala
2 0.600 mTreb
(]
e 0.400 M Pych
0.200
0.000 M LhoSt
mlan
StTridF/R i VelBo
Lokus mSus
Ptiloha 2e: Lokus StTril0.
1.200 - mZlaKo
1.000
g 0.800 W Hala
2 0.600 mTreb
(]
e 0.400 M Pych
0.200
0.000 M LhoSt
mlan
StTrilOF/R = VelBo
Lokus mSus
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Ptiloha 2f: Lokus StDi8.

1.200 - mZlaKo
1.000
g 0.800 W Hala
2 0.600 HTreb
(]
e 0.400 M Pych
0.200
0.000 W LhoSt
mlan
StDi8F/R mVelBo
Lokus mSus
Ptiloha 2g: Lokus StTri9.
1.000 - mZlaKo
0.800 -
v mHala
S 0.600 -
> W Treb
< 0.400 -
T W Pych
0200 - ve
0.000 — m H LhoSt
102 104 111 mlan
StTri9F/R i VelBo
Lokus mSus
Priloha 2h: Lokus StTri7.
1.200 - mZlaKo
1.000
g 0.800 W Hala
2 0.600 HTreb
(]
e 0.400 M Pych
0.200
0.000 W LhoSt
mlan
StTri7F/R i VelBo
Lokus mSus
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