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1. Uvod

Hlistice (Nematoda) ptedstavuji kmen mnohobunéénych organismi, tvofici
nejpocetnéjsi skupinu zivocicht na zemi (Bongers & Ferris, 1999; Torsvik et al., 2002;
Curtis et al., 2002 Rappe & Giovannoni, 2003; Curtis & Sloan, 2004). Je znamo obrovské
mnozstvi druhti (pies 20 tisic), z nichz nékteré parazituji na obratlovcich, jiné na rostlinach
¢i hmyzu.

Télo téchto hlistic musi byt pfizptisobeno parazitnimu zplisobu Zzivota, proto je
valcovité a ke konci zten¢ené, na jeho povrchu se vyskytuje pevna kutikula, produkovana
jednovrstevnou pokozkou, kterd zajiSt'uje pruznost a predevsim pevnost téla. Hlistice se také
vyznacuji ustnim ustrojim se 3 az 6 pysky, které umoziuji sani télnich tekutin hostitele.
Traveni je zajisténo travici trubici, prochazejici pseudocoelem, majici na jedné stran¢

pistovity hltan, ktery umozinuje nasavani potravy z hostitele (Adams et al., 2006).

1.1. Entomopatogenni hlistice

Hlistice ¢eledi Steinernematidae, také nazyvané jako hlistovky (Weiser & Mracek,
1988), patii spolu s ¢eledi Heterorhabditidae do skupiny entomopatogennich hlistic. Ty jsou
rozSitenou skupinou organismi, které se vyskytuji na v§ech obydlenych kontinentech. Jedna
se o pudni organismy, zijici na polich, v sadech, zahradach ¢i poustich (Nermut’ et al., 2012).
Pro vyzkum je ¢astéji vyuzivana ¢eled” Steinernematidae, zejména proto, Ze se u ni vyskytuje
vétsi molekularni diverzita mezi jednotlivymi druhy. Pfi¢inou velké mezidruhové diverzity
je snejveétsi pravdépodobnosti stafi ¢eledi Steinernematidae, jejiz prvni vyskyt je datovan
diive nez tomu bylo u ¢eledi Heterorhabditidae (Adams et al., 2002).

Vyskyt plivodnich hlistovek by mohl byt datovan pied 350 miliony let, kdy existoval
jejich pravdépodobny predchidce, kterym byla volné Zijici bakteriofagni hlistice, ktera
nejprve pozirala bakterie z mrtvych t€l hmyzu a teprve postupnymi zménami zacala pronikat
1 do Zivého hostitele, tak jak je to znamé u dneSnich hlistovek (Nermut et al., 2012). Je vSak
dulezité uvédomit si fakt, ze Celedi Steinernematidae a Heterorhabditidae s nejvetsi
pravdépodobnosti nesdileji spoleéného predka. Z tohoto divodu je tato skupina hlistovek
nazyvéana jako polyfyletickd (Blaxter et al., 1998). Pfesto se u dvou zminénych celedi
vyskytuji podobné znaky, které vznikly nejspiSe konvergentni evoluci, pifi niZz dochazi
k vyvoji dvou nepiibuznych druhii. Na né vSak pusobi stejné selekéni tlaky, jako jsou
prostedi ¢i podobny styl zivota a na zakladé toho si mohou byt tyto druhy podobné. Mezi

spole¢né znaky patii napiiklad entomopatogenita (infikuji, zabiji a pak vyuziji svého



hostitele), symbioza s bakterii, Zivotni cyklus a adaptace invazni larvy. V souc¢asné dob¢ se
predpoklada, ze celed” Steinernematidae patii do skupiny Panagrolaimomorpha, zatimco
¢eled’ Heterorhabditidae je sesterska skupiné Strongylida (Blaxter et al., 1998, 2000).

Entomopatogenni hlistice parazituji na riznych druzich hmyzu véetné larev motyld,
mur, broukd i much. V laboratornich testech byla dokonce prokazana infekce u pavouki
(Poinar & Thomas, 1985) a roztoc¢t (Zhioua et al., 1995). Mezi ostatnimi hlisticemi vynikaji
predev§im svou zivotni strategii, ve které kombinuji saprofytismus a parazitaci, kdy svého
hostitele zabijeji pomoci symbiotické bakterie rodi Xenorhabdus (Steinernematidae) nebo
Photorhabdus (Heterorhabditadae). Aby mohlo dojit v pfirodé k nakaze hostitele, musi byt
splnéna dilezita podminka, a to vyskyt alespon jednoho z vyvojovych stadii v padé (Bathon,
1996).

Tyto skupiny organismi dokazi svého hmyziho hostitele usmrtit ve 24 az 48
hodinach od infekce (Nermut et al., 2012). Pro rostliny a obratlovce jsou vSak bezpecné,
z ¢ehoz vyplyva i jejich obrovsky vyznam v ochrané rostlin pfed hmyzimi sktdci (Begley,
1990; Ehler, 1990). V soucasné dob¢ jsou hlistovky na trhu v mnoha produktech, které jsou
zaméteny predevsim na biologickou kontrolu hmyzich Skiidct a ochranu travniki, okrasnych
rostlin, zeleniny a ovocnych stromd (Smits, 1996).

Prvni vyuziti hlistovek v ochrané rostlin je datovano jiz ve 30. letech 20. stoleti,
avsak jejich nejvétsi rozmach byl pozorovan v poslednich desetiletich (Ehlers, 1996). Pouziti
téchto ochrannych piipravkil je vSak v soucasnosti stdle omezené. Divodem muze byt
s citlivosti na slunecni svétlo, kdy by mohlo dojit k jejich vysychani. Proto je jejich aplikace
nutnd v odpolednich ¢i vecernich hodinach (Hyrsl, 2012).

V soucasné dob¢ je znamo vice nez 80 druhtli z Celedi Steinernematidae a zhruba 15
druhti ¢eledi Heterorhabditidae. Do ¢eledi Steinernematidae (Chitwood & Chitwood, 1937)
se fadi rody Steinernema (Travassos, 1927) a rod Neosteinernema (Nguyen & Smart, 1994).
Celed Heterorhabditidae (Poinar, 1976) obsahuje jediny rod Heterorhabditis (Poinar, 1976).

Nejvice druhii se nachazi v oblastech mirného pasu. Nejrozsitengjsim druhem je

S. feltiae, druhym nejrozsitenéjsim je lesni druh S. kraussei.

1.1.2 Zivotni cyklus entomopatogennich hlistic
Entomopatogenni hlistice maji specificky Zivotni cyklus, ktery zacind infekci
hostitele mladym infekénim jedincem (invazni larvou). Hlistice mohou pronikat do téla

svého hostitele pomoci pfirozenych télnich otvorii, jako jsou ustni otvor a fit. DalSim



zpusobem priiniku do hostitele miize byt prichod pies spirakula intersegmentalni membranu
¢i skrz kutikulu (Mracek et al., 1988; Ishibashi & Kondo, 1990). Nékteré druhy hmyzu
mohou byt proti nakaze hlistovkou imunni a to zejména proto, ze maji pfili$ tizky ustni otvor
nebo maji fitni otvor vybaven uzaviratelnymi chlopnémi (Eidt &Thurston, 1995). Jedna se
predevs§im o n¢které larvy dvoukiidlych (Poinar, 1979), larvy kovatika (Eidt & Thurston,
1995) ¢i dospélce stievliku (Georgis et al., 1991; Ropek & Javorska, 1994). Pokud se
invazni larva dostane do téla hmyzu, uvolni svym uGstnim otvorem symbiotickou bakterii
( Xenorhabdus pro c¢eled” Steinernematidae, Photorhabdus pro celed” Heterorhabditidae),
ktera se rychle mnoZi a zptusobuje tak rychlou smrt hostitele v disledku septikémie. Hlistice
tyto bakterie dale vyuzivaji jako zdroj potravy (Nermut et al., 2012).

Béhem zivotniho cyklu dochazi uvniti hostitele Kk reprodukci nékolika generaci.
Invazni larvy se vyvijeji ptes larvu ¢tvrtého instaru do prvni, tzv. ,,obfi generace®. Vyvinou
se mali samci a témé centimetrové samice, které kladou vajicka v téle mrtvého hostitele.
Z téchto vajicek se pozd&ji vylihnout larvy, které se rovnéz pres 4 instary vyvijeji
v dospé€lého jedince, do druhé, tzv. ,,normalni generace. Samice z této druhé generace opét
kladou vajicka.

Tento cyklus se opakuje az do vycCerpani zivin, kdy vyvoj pokracuje pouze do tietiho
larvalniho instaru — invazni larvy, ktera opousti svého hostitele a nadale zistava v puadé.
Zivotni cyklus hlistovek je zpravidla dokonéen v pribéhu 7-15 dnii (Poinar, 1979; Adams a
Nguyen, 2002).

Po dokonceni celého cyklu vznikaji stovky tisic novych infekénich jedinct, velkych
0,4 — 1,5 mm, ktefi hledaji nového hostitele. U Celedi Steinernematidae se mladi infek¢éni
jedinci vyskytuji jako samci a samice, kdezto u Heterorhabditidae se jedna o hermafrodity.

Schematicky je zivotni cyklus znazornén na Obr. 1.
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Obr. 1: Zivotni cyklus entomopatogenni hlistice (Hyrsl, 2012)

1.1.3. Invazni larva

Jedinym volné Zijicim stadiem v pudnim prostiedi je larva tfetiho instaru, tzv.
»invazni larva® (dauer larva). Tato larva ma velice dulezity ukol — hledani nového hostitele.
K tomu ma specifickou vybavu, kterd zahrnuje mj. zesileni kutikuly. Nesvlecena kutikula
chrani larvy proti predatorim i proti nékterym nematofagnim houbam (Timper & Kaya,
1989). Dalsim dulezitym znakem je uzavieni travici soustavy, larva tak nepiijima potravu a
spoléhd se pouze na svoje energetické zasoby v buiikach stfeva, diky kterym mize prezit
pomérné dlouhou dobu (Poinar & Leutenegger, 1968; Poinar, 1990). Invazni larva dokaze
svého hostitele najit pomoci citlivych smyslovych organi (zejména papily a amfidy, které se
nachazeji na bocni strané hlavy), kterymi dokdze zachytit latky (pfedevSim trus a
vydechovany oxid uhli¢ity) vylucované hostitelem (Schmidt et all, 1979; Gaugler et al.,
1980).

Podle zptsobu napadeni hostitele se invazni larvy déli na dvé skupiny. Ty, které se
aktivné pohybuji v padé a vyhledavaji nové, vétSsinou nepohyblivé hostitele, tento typ
strategie je oznaCovan jako tzv. ,cruiser a je typicky pro druh Steinernema glaseri.
Druhym typem je tzv. ,,ambusher®, ktery vyuzivaji larvy, ¢ekajici namisté a ,,Cihajici na
pohybujici se hmyz a je typicky predevsim pro druh Steinernema carpocapsae (Lewis et al.
1992).



1.1.4. Pohlavni dimorfismus

Dulezitym znakem u Celedi Steinernematidae je vyrazny pohlavni dimorfismus. Toto
oznaceni se pouziva u zivoc¢ichi, u kterych samec vypadd jinak nez samice. Samec se tedy
od samice 1iSi nejen pohlavim, ale také sekundarnimi znaky, jako je velikost téla ¢i rozdilné
zbarveni. U hlistic je pohlavni dimorfismus vdzan na rozdil ve velikosti téla, pficemz samice
je az 10x vétsi nez samec a dosahuje velikosti az 1 cm (Plza, Ustni sdéleni). Vyrazny

dimorfismus je zobrazen na Obr. 2.

Obr. 2: Pohlavni dimorfismus hlistic — roup détsky (O. Sychr, 2010)

1.1.5. Hostitelské spektrum

Celed’ Steinernematidae zahrnuje pies 80 riiznych druhtl, pfi¢emz kazdy druh se
muze vyskytovat v odlisSném prostiedi a mlize parazitovat na jiném hostiteli. Mezi nejcastejsi
hostitele patii zastupci fadt dvoukiidli, brouci, motyli a blanoktidli, pfedev§im v larvalnim
stadiu. U nékterych druht se jedna o uzsi spektrum, napt. S. glaseri napada prevazné larvy
vrubounovitych broukt, jiné druhy se naopak vyznacuji SirSim hostitelskym spektrem, jako
je tomu napt. u S. fetliae (Peters 1996). Jedna se o parazitické hlistice, které jsou vyuzivané

predev§im na ochranu proti larvam smutnic. Jejich Siroké spektrum zahrnuje rovnéz hmyz



z mnoha dalsich tadd, vyjimkou nejsou ani sekéci, pavouci, stonozky nebo stejnononozi
korysi.

Dalsim rozsifenym druhem je S. scapterisci, kterd napada piedevsim krtonozky
(Nguyen & Smart, 1990), ale je schopna napadat i jiné druhy hmyzu (napt. cvrcky) (Grewal
et al., 1993). Méné znamym druhem je S. scarabaei, jejimz hostitelem se nejcastéji stavaji
larvy vrubounovitych brouku (Stock & Koppenhoefer, 2003).

Rozdil v rozsahu hostitelského spektra s nejvétsi pravdépodobnosti souvisi s mistem
pusobeni kazdého druhu a s mnozstvim moznych hostitelt, ktefi se v tomto prostiedi

vyskytuji.

1.2. Symbio6za hlistovek

Hlistovky se vyskytuji ve zvlastni symbidze s gramnegativnimi bakteriemi a to
s bakteriemi rodu Xenorhabdus a Photorhabdus, které spadaji do ¢eledi Enterobacteriaceae
(Boemare et al, 1993). Tento velice tésny vztah potvrzuje fakt, ze symbiotické bakterie
nejsou schopné Zit samostatné ve vnéj§im prostiedi a jsou tedy zcela zavislé na pfitomnosti
hlistovek. Hlistovky pfenaseji bakterie z jednoho hostitele do druhého za pouziti specialniho
stfevniho vacku nebo pfimo ve stievé. Bakterie jsou naopak zodpovédné za usmrceni
hostitele a vytvareni potravy pro vyvijejici se hlistovky (Bird & Akhurst, 1983; Poinar,
1990). Dalsi funkci bakterii v této symbioze je tvorba velice dilezitych latek, predevsim
antibiotik, exotoxinti, fungistatik a mnoha dalsich, které jsou potfebné pro potlaceni priniku
dalSich mikroorganismt do mrtvého téla hostitele (Forst & Clarke, 2002). N¢které hlistovky
jsou schopné krom¢ symbiotickych bakterii natravit i jiné bakterie, ale pouze v kratké dob¢ a

na ukor rychlosti ristu, ktera je timto zpisobem potravy znacné zpomalena.

1.3. Mezidruhova kompetice

Na zéklad¢ pozorovani castého vyskytu hlistovek v druhovych komplexech
(Amarasinghe et al., 1994; Stuart & Gaugler, 1994; Campbell et al., 1995; Sturhan, 1999) a
faktu, ze se nebrani smésnym infekcim s jinymi druhy (Bovien, 1937; Koppenhofer et al.,
1995; Koppenhofer & Kaya, 1996a), mizeme piedpokladat, Ze k mezidruhové kompetici
muze dojit i v pfirozeném prostiedi.

Piikladem muze byt kompetice mezi hlistovkami celedi Heterorhabditidae a
Steinernematidae, které mohou spole¢né infikovat stejného hostitele, nemohou se vSak

spole¢né vyvijet, protoze mezi t€émito druhy dochazi k ,,soutézeni* a jedna z hlistic ptevladne



(Alatorre-Rosas & Kaya, 1990). V mrtvém hostiteli tedy dochazi ke konkurenci jednotlivych
druhti, coz muze vést k tplnému vyfazeni jednoho druhu z hostitele.

Také rtzné druhy z celedi Steinernematidae mohou napadnout jednoho hostitele a
spolecné se v ném namnozit (Kondo, 1989; Koppenhofer et al., 1995). Avsak ptasobenim
kompetice jsou tito jedinci do jist¢é miry negativné ovliviiovani. Z tohoto divodu se u
hlistovek vyskytuji urcité ,,ochranné* mechanismy, které by kompetici mohly ptredchézet.
Jednd se predevSim o shlukovité rozmisténi hlistovek v jejich pfirozeném prostiedi
(Spiridonov et al, 2007; McGraw & Koppenhofer, 2009), diky ¢emuz dochazi k limitovani
jejich interakci a k posileni jejich koexistence (Kaya & Koppenhofer 1996; Stuart et al.,
2006).

1.4. I1dentifikace jednotlivych druhi
1.4.1. Morfologicka identifikace

K prvotnimu urcovani jednotlivych druhit EPN byla vyuZzivana srovnavaci
morfologie, ktera mohla byt vyuzivana pouze v pocatcich studia hlistic, kdy existoval daleko
men$i pocet objevenych druhti. Proto se stala v souvislosti se zvySujicim se poctem
objevenych druhi nevhodnym nastrojem pro uréovani jejich taxonomie. K tomu ptispélo
hned nékolik divodu, jednim z nich je nedostatek morfologické variability, dal§im divodem
jsou morfologické znaky, které jsou sice vhodnym ukazatelem pro rozliSovani druhd, avSak
nenesou zadné fylogenetické informace (Stock, 2002; Stock & Reid, 2003).

Snaha rozlisovat jednotlivé druhy ptispéla k pouziti dal§i metody, kterou byla tzv.
,»cross® hybridizace. V tomto piipad¢ jde o kiizeni hlisti — kdy se vezme jeden samec
jednoho kmene a samice kmene druhého. V ptipad¢, ze nejdojde k rozmnozeni, jsou tyto dva
druhy povazovany za rozdilné, protoze maji redukéni bariéru. Tato metoda vSak byla rovnéz
zpochybnéna v praci Adamse 1998, kde je uvedeno, Ze bariéru mohou mit i kmeny v ramci
jednoho druhu. Vysledky této metody navic nemaji dostate¢ny evolucni vyznam, dalSim
problémem je hermafroditismus u ¢eledi Steinernematidae (Griffin et al., 2001).

Pro piekonani problému s nedostatkem informaci podavanych studiem morfologie,
byly vyuzivany rizné metody, jejichz vysledky se jevily jako dostacujici. Jednou z nich je
elektroforéza proteind, ktera je vhodna zejména pro rozliSovani jednotlivych druhii. Tato
metoda miZe byt vyuZita 1 pro rozliSovani druhd, které jsou spolu piibuzné, neni vSak
Vhodna pro urovani rodt ¢i poddruhti (Akhurst, 1987). Proto se pro detailnéjsi rozliSovani

vyuzivala metoda oznaCovana jako ,,RFLP* ( restriction fragment length polymorphism),



tedy polymorfismus délky restrikénich fragmentl. Tato metoda je zalozena na vyuzivani
specifickych enzymd, tvz. ,restikénich endonukleaz®, diky kterym se projevi rozdily v délce
restikénich fragmentl (testované DNA zraznych druhti). Tyto rozdily jsou zplsobeny
odchylkami ve stavbé zkoumanych (testovanych) fetézcii DNA, na coz citlivé reaguji Stipaci
enzymy (King et al., 2006). Z tohoto diivodu byla RFLP vhodnym nastrojem pro rozliSovani
jednotlivych druhti ¢eledi Steinernametidae a pro popisovani jejich fylogenetickych vztaha
(Reid & Hominick, 1992; Reid, 1994; Hominick et al, 1997; Stock et al, 1998; Pamjav et al,
1999, Triga et al, 1999).

Pro posuzovani a popisovani fylogenetickych vztahi mezi EPN byla rovnéz
pouzivana tzv. ,,RAPD*“ (Random Amplified Polymorphic DNA) metoda (Gardner et al.
1994, Liu & Berry, 1996¢). Tato zkratka oznacuje nahodnou amplifikaci polymorfni DNA.
Jedna se tedy o typ PCR reakce, kdy je vyuzito 10 part bazi dlouhych, nahodnych primert
pro detekci ndhodného segmentu genomové DNA (Williams et al., 1990). Pro tuto reakci
neni nutna znalost sekvence DNA cileného genomu, proto je vhodnym nastrojem pro
porovnavani genomov¢ variability v biologickych systémech, ve kterych neni znamo velké
mnozstvi sekvenci pro vzajemné porovnavani (Lynch & Milligan, 1994). Touto metodou
byla také posuzovana genetickd variabilita mezi celedémi Steinernematidae a
Heterorhabditidae (Gardner et al., 1994; Liu and Berry, 1995; Hashmi et al., 1996; Liu and
Berry, 1996). Nevyhodou této metody je vsak jeji citlivost. Vysledky mohou byt ovlivnény
fadou faktor®, zejména kvalitou ¢i mnozstvim DNA a podminkami, za kterych je tato reakce
provadéna (Muralidharan & Wakeland, 1993, Schierwater & Ender, 1993).

V soucasné dobé se pouziva analyza riznych jadernych (18S, ITS a 28S) a
mitochondridlnich (ND4) genii, pro posouzeni evolu¢nich vztahi EPN na riznych
taxonomickych urovnich (Adams et al., 1998; Liu et al., 1999; Szalanski et al., 2000;
Nguyen et al., 2001, 2004; Stock et al., 2001).

V posledni dob¢ je vSak nejvice vyuzivana analyza nukleotidové sekvence, kterd je
vhodna jak pro taxonomické tak i pro fylogenetické studie (Adams et al., 1998; Stock et al.,
2001; Nguyen et al., 2001, 2004;).

1.4.2. Molekularni markery
Molekularni marker je molekula bilkoviny nebo urcity usek DNA, které muhou byt
porovnavany u jednotlivych zkoumanych druhti organismu. Tyto markery jsou proto

dilezitym nastrojem, ktery se uplatiiuje pii feSeni problému a otazek, tykajicich se riznych



oblasti biologie — jako jsou ekologie, fylogenetika a evoluce. Maji své specifické vyhody,
mezi které patii predev§im moznost pouziti u riznych stadii vyvoje. Dalsi vyhodou je fakt,
7e jejich pouziti neni limitovano mnozstvim pouzitého materidlu a lze je tedy vyuzit i
Vv ptipadech, kdy jiné metody nejsou mozné.

Molekularni markery se déli do dvou zékladnich skupin a to na proteinové a DNA
markery. Z proteinovych markera jsou nejznaméjsi a také nejcastéji pouzivané tzv. alozymy
(isozymy). Jedna se o variantni formy enzymd, které jsou kodovany ruznymi alelami na
stejném lokusu. DNA markery se dale rozdé€luji na jaderné a mitochondrialni, podle mista
jejich vyskytu. Tyto molekularni markery se od sebe zna¢né odliSuji zejména variabilitou,
typem dédi¢nosti, rekombinaci nebo rychlosti mutaci (Avise. 2004).

Jadernd neboli nukledrni DNA je obsazend v jadfe vSech zivych organismu. Jeji
hlavni nevyhodou je rychld degradace, a proto se se stdfim vzorku jeji mnozstvi snizuje.
NejcastéjSimi oblastmi pro tvorbu markerti jsou nekoddujici variabilni oblast Internal
Transcribed Spacer (ITS) a kodujici oblast elonga¢ni faktor 1a (EF l1a) (Loxdale & Lushali,
1998; Caterino et al., 2000).

Mitochondrialni DNA naopak pifedstavuje ¢ast mimojaderné DNA. Jednd se o
kruhovou molekulu o velikosti 15 — 18 kbp, ktera se svou stavbou podoba vice
prokaryotnimu nukleotidu nez eukaryotickym chromozomum. Tato molekula se obvykle
sestava z 37 gentl, z toho je 22 pro tRNA, 2 pro rRNA a 13 kdduje proteiny (ND1-6, NDAL,
COXI-IIl, ATP6, ATP8, Cytb). Vyhodou mitochondridlni DNA je pfedevsim jeji mutacni
rychlost, kterd je v porovnani s mutacni rychlosti jaderné DNA zhruba 20x vys8i. Dalsi
vyhodou je také jeji vyskyt ve vétSim mnozstvi, nez je tomu u jaderné DNA. Uplatiuje se
proto napf. pfi praci se starS§imi vzorky, kde by mohlo dojit k degradaci jaderné DNA (Clary
& Wolstenholme, 1985).

Pro tuto préaci byl vybran jaderny marker ITS, ptedev§im proto, ze je hlavnim,
standartné pouzivanym, determina¢nim markerem u entomopatogennich hlistic. U tohoto
markeru vSak muze dojit k vyskytu problémi, spojenych s variabilitou v ramci jedince, a
proto byly na zaklad¢ porovnani mezidruhové variability mitochondrialnich genti kodujicich
proteiny mezi druhy Steinernema carpocapsae, Strongyloide stercoralis a Ascaris suum
vybrany useky, kde byla tato variabilita nejvy$si. Slo o geny ND4, ND2 a cytB. Pro tuto
studii byl pouzit rovnéz gen COXI, ktery ma vyrazné nizsi variabilitu, nez pfedchozi geny.

Tento gen byl pouzit pouze pro ovéfovani mnozstvi ziskané mtDNA.



1.4.2.1. Jaderné markery
Internal transcribed spacer (ITS)

ITS jsou nekodujici oblasti, které strukturné oddéluji ribozomalni RNA, konkrétné
jsou umistény mezi velmi konzervovanymi kodujicimi oblastmi 18S a 28S rRNA (Obr. 3).
Tyto oblasti se nachdzeji pouze na transkripnim prekurzoru, protoze béhem
posttranskripénich Gprav dochazi k jejich rychlé degradaci. Vyznacuji se piedevsim vysokou
variabilitou, coz napovida tomu, Ze se mohou uplatiiovat jako velmi vhodné molekularni
markery pro identifikaci organismi na nejnizSich taxonomickych trovnich. Proto jsou také
vyuzivany v molekuldrni taxonomii a fylogenetice, zvlasté pro rozliSovani velmi blizce
ptibuznych druhti a rodi.

ITS oblast se rozdé€luje na dvé zakladni podjednotky: ITS1 mezi 18S a 5.85 a
variabiln&jsi 1TS2 mezi 5.8S a 28S (Schiétterer et al., 1994; Loxdale & Lushai, 1998;
Bargues et al., 2000; Douglas et al., 2001). Jedna se o opakovanou oblast s konvergentni
evoluci — proto mohou v souvislosti stimto markerem nastat problémy, kdyz tento

mechanismus selze a uvniti jedince je vice nez jeden haplotyp.

PFPRIM-R4

X <+
REFRIN-FS TS ITS86, <T84
1 [ 18SrRNA > AL " 5.8S rRNA > [[52 28S rRNA
: :
— ~500-800bp °
401bp ~280bp

Obr. 3: Jaderny marker ITS (Embong et al., 2008)

1.4.2.2. Mitochondrialni markery

Poloha jednotlivych vybranych marker je zndzornéna na obrazku ¢.4.

Cytochrom oxidaza — podjednotka I (DNA ,,barcoding*)

Cytochrom oxidaza — podjednotka | (COXI) patii mezi konzervované protein-
kodujici geny v zivocisné mtDNA (Brown, 1985). V roce 1994 byly Gspé$né navrzeny
univerzalni primery LCO1490 a HCO2198 pro ¢ast kodujici oblasti genu COXI (Folmer et
al., 1994), které umoznuji amplifikaci tohoto markeru témét u vSech zivocisnych druhi a

hub.
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Na zéakladé¢ téchto primert vznikl novy projekt tvz. ,,DNA barcoding* (Hebert et al.,
2003), ktery piedstavuje novy a efektivni zptisob pro identifikaci jednotlivych zivocisnych i
rostlinnych druhti. Jeho princip spoCivd v moznosti vybrani kratké sekvence ze
standardizované oblasti geonomu, kterd miize slouzit jako potfebny marker pro taxonomii
nebo pro rychlou identifikaci daného druhu. Jedna se o sekvenci dlouhou 648 pari bazi,
ktera se nachazi v blizkosti 5° konce oblasti mitochondridlni cytochrom c oxidazy
podjednotky 1 (COX1). Hlavnim piedpokladem této techniky je fakt, Ze mezidruhova
variabilita je zhruba 10x vét$i nez variabilita vnitrodruhova (konkrétné u COXI je
vnitrodruhova variabilita mensi nez 1%, vzacné vice nez 2% a mezidruhova je vétsi nez
10%). Z tohoto divodu je tedy vhodna jako molekularni marker pro rizné zivocisné skupiny

(Hebert et al., 2004; Smith et al., 2006; Shearer and Cofforth, 2007).

Oblasti ND2 a ND4

Jedna se o podjednotky NADH-dehydrogenazy, které jsou ve srovnani s ostatnimi
mitochondridlnimi podjednotkami vyuzivany méné Casto. Pfesto byly jiz dfive vyuzity,
podjednotka ND2 byla poprvé aplikovana k analyze ¢eledi muchni¢kovitych (Molton, 2000),
kdy nukleotidova variabilita ¢inila 42,7 %. Vyuzitim oblasti ND4 byla u komplexu druhti
Simulium damnosum zaznamenana variabilita 12,5 % (Tang et al., 1995).

Z té€chto studii vyplyva, Ze tyto oblasti mitochodnridlniho genomu jsou vhodnym
molekuldrnim markerem s pomérné vysokou variabilitou u riznych éeledi much, ale jsou
také Casto vyuzivany pro identifikaci ¢eledi msic.

U hlistic vSak tyto oblasti byly studovany pouze pro fylogenetické ucely, nikoli pro
rozliSovani jednotlivych druhtl, a proto byly na zékladé¢ literatury (Blouin 2001) vybrany pro

tuto praci, aby byly otestovany, zda jsou vhodné pro studium taxonomie u hlistic.

Cytochrom B

Cytochrom B se vyskytuje v mitochondriich eukaryot, kde je soucasti dychaciho
fetézce. Je tedy bézné¢ vyuzivan, piedevSim pro svou vysokou variabilitu, jako
mitochondrialni marker pro uréeni fylogenetickych vztahii mezi organismy. U rostlin a sinic
se nevyskytuje, je zde vsak obdobny protein oznacovan jako cytochrom B6 (Blankenship,
2009).

11
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Obr. 4: Kruhova molekula mtDNA hlistic, studované oblasti oznacené hvézdi¢kou

(http://amiga.cbmeg.unicamp.br)
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Cile prace

1) Na zakladé literatury posoudit vhodnost jednotlivych molekularnich markert u
entomopatogennich nematod.
2) Oveftit vhodnost vybranych markert pro druhovou identifikaci v ramci rodu

Steinernema.
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3. Material a metody

3.1. Material

Veskery analyzovany material poskytl RNDr. Vladimir Piza, Ph.D (Biologické
centrum AV CR, Entomologicky ustav), ktery se svymi zahrani¢nimi kolegy provadél
terénni sbér vzorkd a jejich naslednou druhovou identifikaci. Pfehled jednotlivych vzorkd je

uveden v tabulce 1.

Tab. 1: Seznam analyzovanych vzorku

Druh Pocéet kmenl Zemé sbéru
S. feltiae 11 CR, Irsko, Polsko, Kanada, Finsko, Algerie
S. weiseri 1 CR
S. sp., pfibuzny S. weiseri 1 CR
S. litorale 1 Japonsko
S. xueshanense 1 Cina
S. cholashanense 1 Cina
S. aciari 1 Japonsko
S. jollieti 1 USA
S. kushidai 1 Japonsko
S. monticolum 1 Japonsko
S. sp., pfibuzny S. monticolum 1 Rusko
S. xinbinense 1 Japonsko
S. carpocapsae 2 Rusko, Polsko
S. ichnusae 1 Sardinie
S. kraussei 5 CR, Bulharsko, Némecko
S. arenarium 1 Slovensko
S. intermedium 7 USA
S. affine 6 CR, Francie
S. oregonense 1 Kreton
S. akhursti 1 Cina
S. glaseri 2 USA
S. poinari 1 CR

Detailngjsi tabulka pro jednotlivé kmeny je umisténa v Piiloze 1

3.2. Extrakce DNA

Ziskané vzorky byly ihned po sbéru zamraZeny pii — 80°C a dale byly skladovany
v mrazicim boxu do jejich dal§iho pouziti. Extrakce DNA byla u vSech vzorki provedena
pomoci extrak¢niho pufru. K izolaci DNA byly pouzity vyhradné samice hlistic, které jsou
nekolikrat vétsi nez samci, a proto obsahuji vétsi mnozstvi DNA. DNA byla izolovana vzdy

Z jedné samice.
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3.2.1. Extrakce pomoci extrakéni purfu (Cox and Hebert, 2001; Frati et al., 2001)
Pipetou s aerosolovou $pickou, ktera zabranuje pripadné kontaminaci vzorku, bylo
odebrano 20 ul extrak¢niho pufru (885ul ddH20; 100ul 10x PCR pufr s MgCI2 (TopBio);
10ul 1% Tween 20; Sul proteinazy K o koncentraci 100png/ ml) a nasledné bylo toto
mnozstvi pfidano ke kazdému vzorku. Poté byly vzorky ulozeny do mraziciho boxu o teploté
— 20°C, kde byly ponechany po dobu 20 minut. Nasledovala inkubace po dobu 60 — 90 min
pii 65°C, zavéreénym krokem byla inaktivace proteinazy K pii 95°C po 8 minut. Takto
vznikla smés byla ponechdna v mrazicim boxu pfi teploté -20°C a piipravena na dalsi pouziti

jako templat pro PCR.

3.3. Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR reakce byla vzdy michana na ledu, do 0,2 ml zkumavky. Kazda reakce se
skladala z (mnozstvi uvedené pro jeden vzorek): 7,25ul ddH20, 1,25ul pufru, 1ul nukleotidu
0,75ul primeru forward, 0,75 ul primeru revers a 0,1 ul Tag DNA polymerazy Unis (Top
Bio). Celkovy objem rekace byl vzdy 11,1ul. Zpocatku bylo do reakce ptidavano i ¢inidlo
BSA (Bovine Serum Albumine 20mg/ml, Fermentas), které by mélo zvySovat stabilitu

reakce, ale bez jeho pouziti bylo paradoxné dosazeno lepsich vysledkd.

3.3.1. Primery pro amplifikaci vybranych oblasti genomu
a) mitochondrialni markery

Pro usek z mitchondrialniho genu pro cytochrom oxidazu - podjednotka I (COXI)
byly pouzity standardni primery pro ,,DNA barcoding* (Folmer et al. 1994). Amplifikaci
tohoto fragmentu jsem ovéfovala uspéSnost DNA extrakce (vzhledem Kk pouzité metodé
nebylo mozné stanovovat mnozstvi DNA spektrofotometricky).

Vybér nejvhodnéjsiho markeru z mtDNA byl proveden na zéklad¢ analyzy variability
mitochondrialnich gend kodujicich proteiny, delsich nez 500bp Pro tento Gcel byly pouzity
sekvence Steinernema carpocapsae (NC 005941), Strongyloide stercoralis (NC 005143) a
Ascaris suum (NC 001327), analyza byla provedena v programu DNAsp, metodou
“klouzavého okénka”. Pro vybrané useky pak byly navrzeny primery v programu
PrimerSelect (programovy balicek Lasergene).

Usek ozna¢ovany jako CytB byl amplifikovan pomoci 2 dvojic univerzalnich primeri,
3 primery byly vybrany na zakladé literatury (Simons et al. 1994, 2006), jeden navrZen

V nasi laboratofi.

15



Nasledné byly testovany primery pro dalsi oblasti mtDNA, které¢ byly navrzené v nasi
laboratofi. Nejprve byly vybrany primery pro oblast ND4.

Posledni testovanou oblasti mitochondrialniho genomu byla dosud malo
prostudovana oblast ND2. Pro tuto oblast byly aplikovany tfi dvojice primerd, pficemz jedna
znich - primery ND2forl/ND2revl se ukazaly jako velmi vhodné pro dal$i pouziti

V provadéném vyzkumu.

b) jaderny marker ITS

Pro usek jaderného genomu, konkrétné pro oblast ITS, byly pouzity Ctyfi dvojice
primert vybrané na zaklad¢ literatury (White et al. 1992, Hominick et al. 1997, Vrain et al.
1992). Jedna z nich (18S/28S) se opét osvédCila jako velmi vhodna pro dalsi pouziti.

Jednotlivé aplikované primery jsou znazornény v tabulce 2 a mista jejich nasednuti na DNA

na Obr. 5.

Tab. 2: Pfehled vSech pouZitych primeri

Gen Primer Typ Typ sekvence primeru 5" - 3’ Publikovano
COXI LCO 1490 F | GGT CAA CAA ATC ATAAAGATATTIG G Folmer et al. 1994
HCO 2198 R | TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT Folmer et al. 1994
ND4 ND4forl F |CTTTTTATC TTA GGC GTA GTA Zurovcova et al. 2012
ND4revl R | CTG AAA CAA AAG ACA AAG AAG G Zurovcova et al. 2012
LND4For F | GGCTGG CTT ATT ATT AAA ATT AG Zurovcova et al. 2012
LND4Rev R | CAA AGA ATA ATA AAA AGA TAC CAA Zurovcova et al. 2012
N5-J-7077 F TTA AAT CCT TWG ART AAAAYCC Zurovcova et al. 2012
N4-N-8487 R TAT CAG CTAATATAG CAG CTCC Simons et al. 1994, 2006
ND2 ND2forl F |AATATT CTT GTT TGA TGG AGT GGT Zurovcova et al. 2012
ND2revl R | AAA AAG TAA AAG TAA AAG GTA T Zurovcova et al. 2012
ND2F F |TAT TCT TGT TTG AGT GAG TG Zurovcova et al. 2012
ND2R R | AAATGA AAA ACT AAT TAT CCT CA Zurovcova et al. 2012
TM-J-210b F |AAGCTACTG GGTTCATACCC Simons et al. 1994, 2006
1460rev R | GGC TGA AGT TTA GGC GAT AAATTG TA Zurovcova et al. 2012
CytB N4-J-8944 F |GGAGTCTCAACATGAGCTTT Simons et al. 1994, 2006
CB-N-10920 R |CCCTCAGAATGATATTTGTCC Simons et al. 1994, 2006
CB-J-10933 F | TAT GTACTACCATGA GGA CAAATATC Simons et al. 1994, 2006
AdelCytBrl 11340 R AAA AAT ATC ATT CTG GTT GAA TAT GA Zurovcova et al. 2012
ITS ITSf2 F TGA ACATCG ACATTT YGA ACG CA White et al. 1992
ITSr1 R CTTTTC CTC CSC TTA YTR ATATGC White et al. 1992
ITSf1 F TAC ACA CCG CCC GTC GCT ACT A White et al. 1992
ITSr2 R ATG TGC GTT CRA AAT GTC GATGTTC White et al. 1992
AV 28 F ATATGC TTA AGT TCA GCG GGT Hominick et al. 1997
TW 81 R GTT TCC GTA GGT GAA CCT GC Hominick et al. 1997
18S R TTGATTACGTCCCTG CCCTTT Vrain et al. 1992
28S F TTTCAC TCG CCG TTA CTA AGG Vrain et al. 1992
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d)

N4-J-8944 CB-J-10933
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ND4 Cyt-B S1
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Obr. 5: Mista nasedani primerti na DNA (a- oblast COXI, b- oblast ND4, c- oblast ND2,
d- oblast CytB, e- oblast ITS)

3.3.2 PCR profily
Oblast COXI (,,Barcoding*)

Vsechny provedené amplifikace prob&hly za téchto krokli: predenaturace 94°C, 1
min., ndsledovalo 35 cykll (denaturace 94°C, 30 s, anneling 47°C, 35 s, elongace 72°C, 1

min. 30s), reakce byla ukoncena postelongaci 72°C, 1 min. 30s.
Oblast ND2

Provedené amplifikace probihaly podle profild, které se se liSily u jednotlivych
dvojic primerd. Pro primery ND2F/ND2R byly kroky nasledujici: predenaturace 94°C, 2
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min., nasledovalo 35 cykli (denaturace 94°C, 1 min, anneling 54°C, 30 s, elongace 68°C, 45
s), reakci opét ukoncila postelongace 68°C, 2 min.

Pro primery TM-J-210b/1460rev byla reakce opét zahajena predenaturaci 94°C, 2
min., nasledovalo 35 cykla (denaturace 94°C, 1 min, anneling 57°C, 45 s, elongace 68°C, 1
min. 15s), reakci ukoncéila postelongace 68°C, 2 min.

Pro posledni dvojici primert byly kroky nasledujici: predenaturace 94°C, 2 min.,
nasledovalo 35 cykli (denaturace 94°C, 1 min, anneling 52°C, 30 s, elongace 68°C, 45 s.

15s), reakci ukoncila postelongace 68°C, 2 min.

Oblast ND4

Pro tuto oblast byly vybrané rovnéz tfi dvojice primert. Provedené amplifikace
probihaly podle stejného profilu: predenaturace 94°C, 2 min., dale 35 cyklid (denaturace
94°C, 1 min, anneling 30 s, elongace 68°C, 45 s), reakci ukoncila postelongace 68°C, 2 min.
U jednotlivych dvojic primerd se vSak lisila teplota annelingu. Pro primery
ND4forl/ND4revl byla tato taplota nastavena na 53°C, pro primery LND4For/LND4Rev na
56°C, a pro dvojici N5-J-7077/ N4-N-8487 byla teplota annelingu navrzena na 59°C.

Oblast CytB

Provadéné amplifikace rovnéz probihaly podle nasledujiciho profilu, ktery byl
totozny pro ob& pouzité dvojice primert (N4-J-8944/ CB-N-10920 a CB-J-10933/11340):
predenaturace 94°C, 2 min., dale 35 cykla (denaturace 94°C, 1 min, anneling 55°C 30 s,

elongace 68°C, 2 min), reakci ukoncila postelongace 68°C, 2 min.

Oblast ITS

Pro jednotlivé amplifikace byly navrzeny nasledujici profily. Primery AV28/TW81:
predenaturace 94°C, 2 min, nasledovalo 35 cykll (denaturace 94°C, 30 sec, anneling 50°C, 1
min, elongace 72°C, 1 min 30 sec), zaveinou fazi byla opét postelongace 72°C, 10 min.

Pro primery ITSrl/ITSf2 a primery ITSr2/ITSf1 Dbyl pouzit stejny profil:
predenaturace 94°C, 1 min, nasledovalo 35 cyklii (denaturace 94°C, 30 sec, anneling 55°C,
45 sec, elongace 60°C, 1 min), zaveinou fazi byla postelongace 72°C, 2 min.

U primert 18S/28S, které se osvédcily, jako vhodné markery byl zvolen profil:
predenaturace 94°C, 7 min, nasledovalo 35 cykli (denaturace 94°C, 1 min, anneling 50°C, 1

min, elongace 72°C, 1 min), reakci ukoncila opét postelongace 72°C, 10 min.
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3.4. Gelova elektroforéza

Po probéhnuté¢ PCR reakci bylo nutné ovétit jeji tispesnost, k cemuz byla vyuzita
elektroforetickd verifikace, pomoci které byla rovnéz zjiSténa velikost a mnozstvi DNA
fragmentu. Probihala na 2% agarozovém gelu, ktery byl pfipraven rozpusténim 4g agarozy
ve 200ml 1x TAE pufru (zasobni roztok 50x TAE pufr: 121 g TRIS; 28,55 ml kyseliny
octové; 50 ml 0,5M EDTA pH 8,0; 421,45 ml H,0) a naslednym rozpusténim v mikrovinné
troub& po dobu cca 2 - 3 minuty.

Poté byl gel zchlazen pod proudem tekouci vody na 45 °C. Do takto zchlazeného
gelu bylo pfidano 15 ul ethidium bromidu o koncentraci 0,5ug/pl. Dal§im krokem bylo naliti
gelu do pfipravené formy a nasledné umisténi hiebinkt, které zajistily vznik jamek. Hotovy
ztuhly gel byl ulozen do nadoby s 1x TAE pufrem a vlozen do lednice, kde byl pii 4°C
uchovavan pro dalsi pouziti.

Na pripraveny gel byly naneseny 2pul PCR produktu smichaného se 2 pl Loading Dye
(700 pl ddH20, 300 pl 100% glycerolu, 0,5 mg bromfenolové modii). Elektoroforéza bézela
pii pokojové teploté, pii napéti 120V ptiblizné¢ 45 min. Pro porovnani mnozstvi a velikosti
PCR produktu byl do prvni jamky gelu nanesen velikostni marker Lambda 17
DNAV/EcoRI+Hind Il (FERMENTAS).

Po prob&hnuti elektroforézy byl rozdéleny PCR produkt pozorovan pod UV

transiluminatorem. Vysledkem je fotografie gelu, ktera je znazornéna na Obr. 6.
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Obr. 6: Vlevo Lambda DNA/EcoRI+Hind III marker, vpravo vysledna fotografie
rozdélenych PCR produkti . SM Lambda DNA/EcoRI+Hind 11 marker, K kontrolni
PCR reakce bez DNA, 1-14 uspésné amplifikované testované vzorky fragmentu ITS (1-
11 S. feltiae, 12-14 S. xinbinense)

3.5. Precisténi vzorku pomoci metody ExoSap

Po ovéfeni uspéSnosti amplifikace daného fragmentu musel byt PCR produkt
precistén. K tomu byla vyuzita metoda ExoSap (Dugan et al., 2002), pti které bylo k PCR
produktu (cca 9 pl) pfidano 0,5ul ddH,0, 0,5 pl Exo a 1 pl Sap. Michani probihalo na ledu,
vzorek byl po ptfidani ¢inidel zvortexovan a nasledné inkubovan v cycleru pti 37 °C 30 min a

pii 80 °C 15 min. Takto vznikly produkt byl pouZit na sekvenaéni reakci

3.6. Analyza sekvenci

Sekvenace probéhla na pfistroji ABI PRISM 3130xl (Applied Biosystems) v
laboratofi genomiky na Ustavu molekularni biologie rostlin, BC AV CR. Vzorek byl pied
sekvenaci namichan do 0,2ml zkumavky na celkovy objem 7,5ul, pficemz bylo do
zkumavky napipetovano 6,5ul dd H,0, 0,5ul pieéisténého PCR produktu a 0,5ul primeru
fedéného v poméru 1ul primeru : 19ul ddH0.
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Dalsim zplsobem zpracovani precisténych vzorkt bylo jejich odeslani do firmy
SEQme. Vzorky musely byt pfed odeslanim namichany nésledovné: do 0,6ml zkumavky
bylo nepipetovano Sul piecisténého PCR produktu a Sul primeru (ktery byl fedény v
poméru 1ul primeru : 19ul ddH,0).

3.7. Statistické zpracovani sekvenci

Kontrolni identifikace sekvenci byla provadéna pomoci databaze NCBI BlastSearch
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Sekvence byly dale vizualn¢ zkontrolovany a v ptipadé
potieby opraveny v programu Mega 5 (Tamura et al., 2011). Program MEGA 5 byl pouzit
také pro tvorbu alignmenti (vytvofeny metodou ClustalW). U kddujicich oblasti byl
zohlednén ctéci ramec, u nekddujicich oblasti ITS byla zohlednéna RNA a spacery byly
nasledné opraveny podle vizudlniho vyhodnoceni. Déle byla v tomto programu vypoctena
pramérnd délka a nukleotidové slozeni sekvenci, uren pocet variabilnich mist,
parsimonialni variabilita a genetickd vzdalenost, pouzit byl Kimura2-Parameter, ktery je
pouzivan jak standatrni model.

Pomoci metody Neighbour-Joining (NJ) na zakladé modelu genetické vzdalenosti
Kimura2-Parametr byly vytvofeny dendrogramy. Metoda NJ byla zvolena podle jejiho
ovéteného pouziti pro ,,DNA barcoding®. Nasledné byly vytvofeny dalsi dendrogramy za
pouziti metody Maximum Likelihood (ML), ktera byla zvolena jako alternativni metoda pro
srovnani vytvofené topologie. Mezery (gapy) byly u genu ND2 povazovany za chybéjici data,
proto byla pfi tvorbé dendrogramu pouzita volba ,,Complete deletion®. U marekeru ITS byly
gapy brany jako variabilita, nikoliv jako chybéjici data, proto byla pouzita volba ,,Pairwise
deletion. Statisticka podpora stromu byla nésledné testovana metodou bootstrap (1000
opakovani).

Pro tvorbu histogrami vnitrodruhové a mezidruhové variability byly vyuzity
vysledky z programu TaxonDNA (Meier et al., 2006) (metoda ,,pairwise summary*), které
byly nasledné zpracovany v programu Microsoft Excel.

Analyza haplotypti a jejich frekvenci byla provedena pomoci programu DnaSP ver. 5
(Rozas J., Librado P., 2009), ktery byl pouzit jiz v pfipravné fazi pro srovnavani

mitochondrialnich genoml metodou ,,klouzavého okénka“.
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4. Vysledky

4.1. Testované markery

Pro tuto praci byly vybrany 3 mitochondrialni markery a 1 jaderny marker. Uspé$nou
amplifikaci a naslednou sekvenaci se podafilo provést u 2 mitochondrialnich oblasti, a to u
oblasti ND2 a také u oblasti COXI (oblast COXI byla zvolena jen k ovéfovani mnozstvi
ziskané DNA, nikoli k otestovani variability) a u testované jaderné oblasti ITS. Zvolené
markery pro oblasti ND4 a CytB se ukazaly jako nevhodné, i kdyz se u oblasti ND4 podafilo
uspésné provést amplifikaci, sekvence se ziskat nepodatilo.

Tato prace byla nasledné¢ zaméfena na porovnani vhodnosti a ucinnosti Uspésné
zvolenych markert (jaderny ITS a mitochodnrialni ND2) pfi druhové identifikaci

entomopatogenich hlistic ¢eledi Steinernematidae. Celkem bylo analyzovano 225 jedinci.

4.2. Charakteristika fragmentu genu ITS

U oblasti genu ITS bylo analyzovano 37 sekvenci ze 17ti druhti. Uspé&$né se podafilo
osekvenovat 29 sekvenci z 9ti druhti (zbylych 8 sekvenci pro kmeny KUM (AF122017.1),
ISHI (AY787660.1), AICHI (JF892546.1), DEG (FJ666052.1), GAR (EF431959.1), KUSH
GQ497741.1), SARD EU421129.1) a SIS AF122019.1 bylo prevzatych z databaze GenBank
- www.ncbi.nlm.nih.gov). Sekvence byly nasledné upraveny na jednotnou délku 1101 bp.
Byl vypocten pocet variabilnich mist, ktery je 663 coz ptredstavuje 60,2% z celkové délky
sekvence. Dale byla vypoctena hodnota pro parsimonidlni variabilitu, kterad je 565 tj. 51,3%
z celkové sekvence.

Dale byly vypocteny frekvence nukleotidl a jejich primérné frekvence, které jsou
uvedené v tabulce 3. Podrobngjsi informace o pomérech mezi nukleotidy jsou uvedeny
v Ptiloze 2. Primérné zastoupeni nukleotidi je 33,4% T, 18,0% C, 25,3% A, 23,7% G,
pti¢emz nejveétsi rozdil mezi AT a GC je u druhu S. intermedium (AT/GC = 63,5/36,4).
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Tab. 3: Frekvence nukleotida u oblasti ITS.

Primeérné frekvence nukleotidi (%)

Druh T(U) C A G Celkem
S. intermedium 38,5 15,3 25,3 21,1 884,1
S. weiseri 34,3 17,4 25,7 46,4 856,0
S. feltiae 33,3 17,9 23,0 12,6 937,0
S. kraussei 32,1 18,6 26,1 23,2 947,0
S. cholashanense 31,4 19,4 25,7 23,6 976,0
S. kushidai 30,1 20,4 24,2 25,3 995,0
S. xinbinense 32,4 18,8 25,3 23,6 976,0
S. carpocapsae 35,2 16,9 25,0 22,9 933,0
S. monticolum 31,3 17,4 27,4 23,9 916,0
pfibuzny S. monticolum 32,0 16,7 27,4 23,9 880,0
S. aciari 30,2 20,6 23,9 25,3 994,0
S. litorale 32,7 18,0 26,6 22,7 966,0
S. xueshanense 35,1 17,7 25,0 22,1 795,0
S. ichnusae 35,7 17,9 24,8 21,6 793,0
S. poinari 38,3 16,0 25,0 20,7 849,0
S. akhursti 31,4 19,5 25,1 24,0 970,0
S. oregonense 31,7 19,3 25,5 23,5 968,0
S. affine 37,1 16,5 25,2 21,0 998,0
S. feltiae 33,4 17,9 25,8 23,0 937,0
Pramér 33,4 18,0 25,3 23,7 924,7

Podrobngjsi tabulka pro jednotlivé kmeny viz. Pfiloha 2

Nakonec byly vypocteny genetické vzdalenosti uvniti a mezi druhy. Tyto hodnoty
jsou uvedené v tabulce 4 a v tabulce 5. Nejmensi vnitrodruhovou vzdalenost ma druh S.
feltiae, nejvétsi S. intermedium. U mezidruhové vzdalenosti byla nejnizsi hodnota 0,020 a to
mezi druhy S. aciari a S. kushidai, naopak nejvétsi mezidruhova vzdalenost s hodnotou

0,577 se objevila mezi druhy S. oregonense a S. poinari.

Tab. 4: Vnitrodruhové genetické vzdalenosti u ITS

Druh Primérna vzdalenost Smérodatna odchylka
S. feltiae 0,012 0,002
S. weiseri 0,023 0,006
S. kraussei 0,032 0,004
S. litorale n/c n/c
S. Xxueshanense n/c n/c
S. cholashanense n/c n/c
S. ichnusae n/c n/c
S. xinbinense n/c n/c
S. monticolum n/c n/c
S. monticolumlike n/c n/c
S. affine 0,032 0,005
S. intermedium 0,044 0,005
S. poinari n/c n/c
S. akhurti n/c n/c
S. oregonense n/c n/c
S. aciari n/c n/c
S. kushidai n/c n/c
S. carpocapsae n/c n/c
n/c — u druhu byl osekvenovan pouze jeden jedinec, pramér tedy nebyl vypocten
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Tab. 5: Mezidruhové genetické vzdalenosti u ITS (smérodatné odchylky modie)

Druh S.felt. |S.weis. | S. krau. | S. lit. S.xues. | S. chol. | S.ichn. |S. xin. S.mon. | S. mon2. | S. aff. S.int. S.poi. |S.akh. [S.ore. |S.aci. S.kus. |S. carp.
S. felt. 0,006 0,009 0,006 0,011 0,008 0,007 0,009 0,018 0,018 0,031 0,032 0,037 0,013 0,010 0,021 0,021 0,024
S. weis. 0,049 0,009 0,005 0,010 0,008 0,007 0,009 0,019 0,020 0,033 0,034 0,039 0,013 0,009 0,023 0,023 0,026
S. krau. 0,093 0,088 0,009 0,011 0,006 0,010 0,006 0,019 0,019 0,031 0,031 0,037 0,013 0,009 0,022 0,021 0,025
S. lit. 0,051 0,034 0,097 0,011 0,009 0,007 0,009 0,017 0,018 0,033 0,033 0,040 0,013 0,010 0,020 0,020 0,024
S. xues. 0,104 0,088 0,090 0,093 0,007 0,011 0,011 0,022 0,021 0,034 0,033 0,037 0,014 0,011 0,025 0,025 0,029
S. chol. 0,074 0,063 0,055 0,081 0,036 0,009 0,007 0,016 0,017 0,031 0,032 0,039 0,013 0,009 0,020 0,020 0,025
S. ichn. 0,038 0,039 0,095 0,038 0,090 0,072 0,010 0,020 0,021 0,035 0,035 0,039 0,014 0,010 0,025 0,025 0,028
S. xin. 0,081 0,077 0,052 0,086 0,077 0,048 0,086 0,020 0,018 0,031 0,031 0,038 0,013 0,009 0,021 0,021 0,026
S. mon. 0,221 0,218 0,233 0,210 0,252 0,195 0,231 0,231 0,006 0,034 0,034 0,040 0,018 0,018 0,020 0,020 0,021
S. mon2. 0,234 0,227 0,227 0,209 0,245 0,207 0,237 0,219 0,032 0,033 0,034 0,039 0,017 0,018 0,021 0,021 0,022
S. aff. 0,521 0,519 0,531 0,537 0,497 0,542 0,507 0,523 0,553 0,540 0,004 0,007 0,028 0,032 0,032 0,032 0,032
S.S.int. 0,506 0,506 0,512 0,509 0,497 0,508 0,507 0,497 0,518 0,516 0,041 0,005 0,028 0,032 0,031 0,031 0,033
S. poi. 0,541 0,543 0,554 0,564 0,527 0,559 0,539 0,547 0,577 0,549 0,054 0,046 0,033 0,039 0,035 0,036 0,039
S. akh. 0,178 0,167 0,166 0,168 0,146 0,141 0,165 0,144 0,255 0,228 0,506 0,466 0,508 0,013 0,017 0,018 0,021
S. ore. 0,109 0,093 0,091 0,100 0,084 0,078 0,091 0,079 0,251 0,228 0,546 0,513 0,577 0,124 0,020 0,020 0,024
S. aci. 0,332 0,334 0,336 0,305 0,339 0,301 0,341 0,302 0,294 0,276 0,540 0,505 0,554 0,239 0,273 0,004 0,021
S. kus. 0,331 0,330 0,335 0,301 0,341 0,304 0,340 0,302 0,292 0,276 0,542 0,504 0,555 0,252 0,270 0,020 0,020
S. carp. 0,379 0,377 0,382 0,352 0,399 0,369 0,378 0,375 0,333 0,319 0,529 0,523 0,568 0,317 0,355 0,299 0,301

S, felt.-S. feltiea, S. weis.- S. weiseri, S. krau.- S. kraussei, S. lit.- S. litorale, S. xues.- S. xueshanense, S. chol.- S. cholashanense, S. ichn.- S. ichnusae, S.xin.- S. xinbinense, S.
mon.- S. monticolum, S.mon2.- pribuzny S. monticolum, S. aff.- S. affine, S. poi.-S. pionari, S. akh.-S. akhursti, S. ore.- S. oregonense, S. aci.- S. aciari, S. kus.- S. kushidai, S.

carp.- S.carpocapsae
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Ve 37 analyzovanych sekvencich se vyskytovalo 32 riznych haplotyp, které byly

rozdéleny rovnoméné mezi jednotlivé druhy. Dale byly vypocteny haplotypové diverzity u

jednotlivych druhu, v§echny hodnoty jsou zaznamenany v tabulce 6.

Tab. 6: Haplotypové diverzity u ITS

Druh Pocet haplotypt Haplotypova diverzita
S. fetliae 6 0,952
S. weiseri 2 1
S. kraussei 4 0,9
S. affine 2 0,667
S. intermedium 6 0,952
S. litorale 1 n/c
S. poinari 1 n/c
S. akhursti 1 n/c
S. oregonense 1 n/c
S. aciari 1 n/c
S. kushidai 1 n/c
S. carpocapsae 1 n/c
S. xueshanense 1 n/c
S. chaloshanense 1 n/c
S. ichnusae 1 n/c
S. xinbinense 1 n/c
S. monticolum 1 n/c
pfibuzny S. monticolum 1 n/c

n/c- u druhu byl osekvenovan pouze jeden jedinec, haplotypovou diverzitu nebylo mozné vypocist

Detailngjsi tabulka rozlozeni haplotypt pro jednotlivé kmeny je umisténa v Priloze 3

Rozlozeni haplotypti je znazornéno i na vytvoienych dendrogramech (Obr. 7 a Obr.
8), kdy jednotlivé druhy tvofily celistvé klastry s vyjimkou druht S. affine a S. intermedium,
S. weiseri a S. litorale.

Topologie obou stromll vytvofenych rozdilnymi metodami byla velice podobna.
Rozdil mizeme pozorovat v podpoie jednotlivych vétvi, kdy u stromu vytvofeného metodou
ML je vyrazné vétsi podpora, Kterou muzeme najit napt. u druhu S. feltiae (bootstrap 90%)
nebo S. kraussei (bootstrap 97%). V dendrogramech je rovnéz patrné, ze doslo ke spojeni
druhd S. monticolum a druhu, ktery je s nim pfibuzny. V tomto piipad¢ byla podpora

bootstrap 99% coz potvrzuje jejich ptibuznost.
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Obr. 7: Dendrogram ITS (Neighbour-Joining, Kimura 2-Parametr, Pairwise deletion,
Bootstrap 1000). Zakorenény strom. Jako outgroup byla vybrana C. elegans. Jednotlivé

druhy jsou oddéleny barevné.
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Obr. 8: Dendrogram ITS (Maximum Likelihood, Kimura 2-Parametr, Use all sites,

Bootstrap 1000). Zakorenény strom. Jako outgroup byla vybrana C. elegans. Jednotlivé

druhy jsou oddéleny barevné.

Vytvoiené histogramy znazornujici vnitrodruhovou a mezidruhovou variabilitu jsou

na Obr. 9 a na Obr. 10. Primérna vnitrodruhova variabilita je 2,8 % a mezidruhova je 29,5 %.
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Obr. 9: Vnitrodruhova variabilita genu ITS
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Obr. 10: Mezidruhova variabilita genu ITS

4.3. Charakteristika fragmentu genu ND2

Cilovou oblast genu ND2 se podafilo osekvenovat u 74 jedinct z 11ti druhd, poté
byly sekvence upraveny na jednotnou délku 521 bp. Celkovy pocet variabilnich mist je 337
coz predstavuje 64,7% z celkové délky sekvence. Parsimonialni variabilita (neboli mista
Vv sekvenci, kterd obsahuji minimalné dva rizné nukleotidy a alesponi dva z nich se vyskytuji
dvakrat) byla pozorovana na 308 mistech tj. 59,1% z celkové sekvence.

Dale byly vypocteny frekvence nukleotidii a primérné frekvence pro jednotlivé
druhy, které jsou zaznamenany v tabulce 7. Nasledné byly vypocteny poméry nukleotidi
AT/GC, které jsou uvedené v detailné;jsi tabulce v Ptiloze 4. Z této tabulky je patrné, Ze u
stejnych druhti jsou jednotlivé hodnoty velmi podobné, avSak mezi riznymi druhy se tyto

hodnoty mohou znaéné lisit. Primérné zastoupeni nukleotidi je 51,5% T, 11,0% C, 24,2% A,
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13,2% G, pricemz nejvétsi rozdil mezi AT a GC je opét u druhu S. intermedium (AT/GC

=83,3/16,6).

Tab. 7: Frekvence nukleotidi u ND2

Primérné frekvence nukleotidl (%)

Druh T(U) C A G Celkem
S. intermedium 54.6 7,5 28,7 9,1 497,0
S. weiseri 49,3 13,2 20,6 16,8 499,0
pfibuzny S. weiseri 50,6 12,0 24,6 12,6 436,0
S. kraussei 48,1 13,1 24,4 14,2 396,0
S. cholashanense 44.8 14,8 25,9 14,5 440,0
S. kushidai 56,0 7,9 23,0 13,0 492.0
S. ichnusae 50,6 11,9 24,2 13,2 478,0
S. carpocapsae 56,3 7,7 22,5 13,5 440,0
S. monticolum 55,4 8,7 25,5 10,5 439,0
S. litorale 50,0 12,4 21,9 15,7 498,0
S. feltiae 50,4 12,2 25,4 11,8 486,0
Priamér 51,5 11,0 24,2 13,2 463,7

Podrobngjsi tabulka pro jednotlivé kmeny viz. Ptiloha 4

Poté byly spocitany genetické vzdalenosti uvnitt druht, které jsou zndzornéné

Cvwr

vtabulce 8 a vzdalenosti mezidruhové v tabulce 9. Nejnizsi

hodnota vnitrodruhové

vzdalenosti 0,006 se objevila u druhu S. carpocapsae, nejvyssi hodnota 0,191 u S. kraussei.

v

monticolum, naopak nejvétsi mezidruhova vzdalenost s hodnotou 0,558 se objevila mezi

druhy S. carpocapsae a S. cholashanense.

Tab. 8: Vnitrodruhové genetické vzdalenosti u ND2

Druh Primérna vzdalenost Smérodatna odchylka

S. intermedium 0,050 0,006
S. weiseri 0,141 0,014
S. kraussei 0,191 0,023
S. litorale n/c n/c

S. cholashanense n/c n/c

S. kushidai 0,017 0,003
S. ichnusae 0,030 0,006
S. carpocapsae 0,006 0,003
S. feltiae 0,053 0,005
S. monticolum n/c n/c

n/c — u druhu byl osekvenovan pouze jeden jedinec, primér tedy nebyl vypocten
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Tab. 9: Mezidruhové genetické vzdalenosti u ND2 (smérodatné odchylky modie)

S.inter. |S. S. S. S.chol. |S. S. S.carp. |S. .

Druh b weiseri | kraussei | litorale | ? kushidai | ichnusae | ¥ feltiae | mont.®
S.inter.” 0,029 0,028 0,033 0,038 0,030 0,029 0,036 0,030 0,027
S. weiseri 0,356 0,025 0,024 0,032 0,035 0,031 0,039 0,025 0,030
S. kraussei 0,326 0,286 0,029 0,030 0,036 0,029 0,039 0,027 0,032
S. litorale 0,371 0,276 0,310 0,036 0,037 0,028 0,040 0,026 0,033
S. chol.? 0,417 0,369 0,307 0,389 0,044 0,039 0,048 0,033 0,036
S. kushidai 0,340 0,427 0,403 0,422 0,498 0,035 0,011 0,034 0,034
S. ichnusae 0,357 0,375 0,325 0,301 0,435 0,417 0,039 0,025 0,032
S. Carp.3) 0,391 0,461 0,429 0,447 0,558 0,064 0,450 0,040 0,039
S. feltiae 0,341 0,302 0,305 0,270 0,373 0,401 0,271 0,463 0,030
| S. mont. 4 0,258 0,320 0,329 0,334 0,376 0,366 0,317 0,419 0,305

1) S. intermedium, 2) S. cholashanense, 3) S. carpocapsae 4) S. monticolum

V 74 uspésné ziskanych sekvencich se vyskytovalo celkem 44 rGznych haplotypi,
které byly rozdéleny rovnomérné mezi druhy. Dale byly vypoéteny haplotypové diverzity

pro jednotlivé druhy, které jsou znazornéné v tabulce 10.

Tab. 10: Haplotypové diverzity u ND2

Druh Pocet haplotypl Haplotypova diverzita
S. intermedium 9 0,934
S. carpocapsae 2 1,000
S. cholashanense 1 n/c
S. feltiae 16 0,947
S. ichnusae 3 0,833
S. kraussei 2 0,667
S. kushidai 6 1,000
S. monticolum 1 n/c
S. weiseri 1 n/c
pfibuzny S. weiseri 2 0,667
S. litorale 1 n/c

n/c- u druhu byl osekvenovan pouze jeden jedinec, haplotypovou diverzitu nebylo mozné vypodist

Detailngjsi tabulka pro jednotlivé kmeny je umisténa v Pfiloze 5

Rozlozeni haplotypti bylo mozné pozorovat na vytvofenych dendrogramech,
znazornénych na Obr. 11 a Obr. 12, kdy jednotlivé druhy tvotily celistvé klastry s vyjimkou
druhti S. carpocapsae a S. kushidai.

Topologie obou stromi vytvotenych rozdilnymi metodami byla také velice podobna.
Rozdil byl opét pozorovan v podpote jednotlivych vétvi, kdy u stromu vytvoieného metodou
NIJ je vyrazné vétsi podpora, kterou muizeme najit napf. u druhu S. feltiae (bootstrap 98%),
dale u druhu S. ichnusae, S. intermedium S. cholashanense, S. monticolum, S. weiseri, S.
krausei (bootstrap 99%). Tato vysoka podpora u jednotlivych druhti svéd¢i o vhodnosti ND2

pro druhovou specifikaci.
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Obr. 11: Dendrogram ND2 (Neighbour-Joining, Kimura 2-Parametr, Complete
deletion, Bootstrap 1000). Zakoi'enény strom. Jako outgroup byla vybrana C. elegans.

Jednotlivé druhy jsou oddéleny barevné.
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Obr. 12: Dendrogram ND2 (Maximum Likelihood, Kimura 2-Parametr, Complete
deletion, Bootstrap 1000). Zakoi'enény strom. Jako outgroup byla vybrana C. elegans.

Jednotlivé druhy jsou oddéleny barevné.
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Histogramy znazorfujici vnitrodruhovou a mezidruhovou variabilitu jsou na Obr. 13

a Obr. 14. Primérna vnitrodruhova variabilita je 5,4 % a mezidruhova 36,1 %.
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Obr. 13: Vnitrodruhova variabilita genu ND2
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Obr. 14: Mezidruhova variabilita genu ND2

4.4. Druhova identifikace spojenim testovanych markert

Na zavér byl vytvoren spojeny (,,concatenated*) marker, ktery vyuziva ob¢ sekvence
(ITS a ND2). Cilem bylo zjistit, zda takto zkombinovany marker mize pfispét k rozliseni
nekterych méné jasnych klastri. Proto byly vybrany pouze sekvence, uspésné osekvenované

u obou gent. Jendotlivé druhy jsou uvedené v tabulce 11.
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Timto zptsobem bylo ziskano 46 sekvenci, které byly upraveny na 23 spole¢nych a
nasledné z nich byly vytvofeny spoleéné dendrogramy a to metodami Neighbour-Joining
modelem Kimura 2-Parameter a Minimum Likelihood. Pfi tvorbé dendrogrami se gapy
zohlednovaly jako dal$i znak (pouzita volba ,,Pairwise deletion®). Statisticka podpora stromu
byla testovana metodou Bootstrap, 1000 opakovani. Vytvoifené dendrogramy jsou
znazornéné na Obr. 15 a Obr. 16.

Na vytvofenych dendrogramech jsou patrné stejné topologie, jako tomu bylo u
stromt vytvofenych pro jednotlivé markery. O poznani lep$i podpora je u stromu
vytvoteného metodou NJ, kdy jednotlivé druhy maji vétSinou podporu bootstrap 100%.

Nicméné spojenim markerii se nepodafilo rozlisit nejasné klastry, a proto tvorba
spoleéného dendrogramu nepfinesla jiné vysledky, nez které byly zjistény jednotlivymi

markery.

Tab. 11: Prehled uspésné osekvenovanych druhii u obou testovanych markeri

Druh Kmen
S. feltiae 899, PT, Zm, SQ, TE-ARAU, BELF, ALG
S. intermedium A, B, D, 1067, IntMu, IntUSA
S. weiseri 1025
pfibuzny S. weiseri 1158
S. kraussei SK89, SKR
S. litorale AICHI
S. cholashanense GAR
S: kushidai KUSH
S. ichnusae SARD
S. carpocapsae NCR
S. monticolum SAKH
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Obr. 15: Spoleény dendrogram oblasti ITS a ND2 (Neighbour-Joining, Kimura 2-

Parametr, Pairwise deletion, Bootstrap 1000). Zakoienény strom. Jako outgroup byla

vybrana C. elegans. Jednotlivé druhy jsou oddéleny barevné.
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Obr. 16: Spole¢ny dendrogram pro oblasti ITS a ND2 (Maximum Likelihood, Kimura

2-Parametr, Use all sites, Bootstrap 1000). Zakoi‘enény strom. Jako outgroup byla

vybrana C. elegans. Jednotlivé druhy jsou oddéleny barevné.
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5) Diskuze
5.1. Izolace DNA a metodika PCR

Pro izolaci DNA byla vyzkousena pouze jedna metoda, a to izolace pomoci
extrakéniho pufru (Cox and Hebert, 2001; Frati et al., 2001). Tato metoda byla spé$na u
vSech analyzovanych vzorki, a proto nebylo tieba zkouset dalsi metody izolace DNA.

PCR reakce byla nejprve provadéna podle standartniho postupu, kazda reakce se tedy
skladala z (mnozstvi uvedené pro jeden vzorek): 7,2ul ddH,0, 0,5u1 BSA (Bovine Serum
Albumine 20mg/ml, Fermentas), 1,25ul pufru, 1ul nukleotidi, 0,75ul primeru forward, 0,75
ul primeru revers a 0,1 ul Tag DNA polymerazy Unis (Top Bio). Celkovy objem reakce byl
11,5ul. Nasledné byl k reakei pridan 1ul vyextrahované DNA.

Takto pripravenou reakci bylo dasazeno kladnych vysledk pouze u markeru COXI
za pouziti primera LCO1490/HCO2198. U oblasti ND2 a ITS tento zplsob piipravy reakce
nebyl Gspésny. Po naneseni na gel so objevovaly nespecifické produkty, které na vysledné
fotografii vytvarely ,,pruhy*, které pfetrvavaly i po zméné profili PCR reakce.

Proto bylo tfeba zménit postup v piipravé reakce pro tyto dvé oblasti. Prvnim
pokusem bylo odebrdni BSA zreakce. Tento pokus ptinesl uspésné, avSak paradoxni
vysledky, protoZe ¢inidlo BSA slouZi v reakci ke zvySovani jeji stability, ale bez n¢ho bylo
dosazeno o poznani lep$ich vysledkl. Tento postup se vSak neosvédCil u vSech pouzitych
primert, kladnych vysledki bylo dosazeno pouze s primery 18S/28S pro oblast ITS a
ND2forl/ND2revl pro oblast ND2.

5.2. Metoda klouzavého okénka
Pro tento vyzkum bylo tfeba vybrat marker z mtDNA, ktery by mohl byt porovnan

s nukledrnim markerem ITS. Vybér nejvhodnéjSiho markeru z mtDNA byl proveden na
zéklad¢ analyzy variability mitochondridlnich gent koédujicich proteiny delSich nez 500bp.
Pro tento ucel byly pouzity sekvence Steinernema. carpocapsae (NC 005941), Strongyloide
stercoralis (NC 005143) a Ascaris suum (NC 001327) z databaze MetAmiga
(http://amiga.cbmeg.unicamp.br). Sekvence ve formatu FASTA byly nejdiive zalignovany
podle ¢teciho ramce (open reading frame, ,,ORF*) a analyza provedena v programu DNASp,
metodou “klouzavého okénka”, pfi niZ je variabilita vyhodnocovana v intervalu, ktery se
postupné posouva po délce celé sekvence (velikost intervalu a kroku posunuti je stanovena

arbitrarné; v tomto piipadé byla velikost intervalu 200 bazi a velikost kroku 50 bazi).
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Takto vzniklé udaje jsou pak zaznamenany do grafu a vyhodnoceny vizualné (Obr.
17, testované oblasti oznacené hvézdickou), ptiblizné polohy jednotlivych oblasti jsou uvedé
v tabulce 12. Z vysledného grafu byly vizualné vyhodnoceny oblasti s nejvétsi variabilitou,
pro které byly nasledné navrzeny primery.

Pro na$ vyzkum byly vybrany oblasti CytB, ND4 a ND2. Oblast ND4, ktera byla jiz
diive uspésné testovana u nékterych druht nematod (Blouin 2001), vykazovala i v nasem
piipad¢ nejvyssi variabilitu, pfesto se u tohoto markeru nepodatilo ziskat Gspé$né sekvence.
Miuiuzeme tedy predpokladat, ze tento marker neni vhodny pro identifikaci druhu
Steinernematidae. Naopak oblast ND2 s nizsi variabilitou byla uspé$snym markerem.

Uspéch by mohl byt predpokladan i u oblasti ND6 a ND5, které rovnéz vykazuji

vysokou variabilitu. Pro ¢asovou naro¢nost naSeho vyzkumu vSak tyto oblasti nebyly

studovany.
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Obr. 17 : Graf pro metodu klouzavého oka (oblasti s nizkou variabilitou a pFili§

konzervovana tRNA nejsou zakresleny)

Tab. 12: Priblizné polohy jednotlivych oblasti

Oblast Zacatek (bp) Konec (bp)
ND6 0 461
COX1 462 2045
ND2 2046 2933
ND1 2934 3818
ND5 3819 5445
ND4 5446 6678
ATP6 6679 7279
COX2 7280 8082
CytB 8083 9200
COX3 9201 9811
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5.3. Testované markery

Béhem prace v laboratofi se podatilo Gspé$né amplifikovat jeden nuklearni marker
(ITS) a dva markery mitochondrialni (ND2 a COXI), pti¢emz marker COXI byl pouzit pouze
pro ovéteni mnozstvi ziskané vyizolované DNA, protoze se neosvédcil jako vhodny marker
pro rozliSovani druhové variability u hlistic. Hlavnim divodem je velmi nizka variabilita,
kterd vyplyva i ze srovnani mitochondrialnich gend.

U fragmentu ND2 bylo potieba zjistit, zda by mohl byt vhodnym markerem pro
rozdé€lovani hlistic Steinernematidae na druhové urovni, jako je tomu u fragmentu ITS a
nasledné¢ jejich vhodnost porovnat.

U téchto dvou testovanych markeri byla rovnéZ porovnana primérna hodnota
AT/GC. U ITS byla tato hodnota 59,8/40,2, u ND2 76,8/23,3. U markeru ND2 je patrny

vysoky pocet AT oblasti, ¢imz mohly byt zptisobeny problémy pii sekvenovani.

5.3.1. Nuklearni marker ITS

Pro amplifikaci tohoto markeru byly pouZity 4 dvojice univerzalnich primert, ale
pouze jedna dvojice (18S/28S) se ukazala jako vhodna a s jejim pouzitim bylo dosazeno
uspesné amplifikace.

Studium markeru ITS se vSak neobeslo bez problému. Analyzovano bylo celkem 225
jedincti z 22 druhii, ale amplifikaci bylo Gspésné ziskano pouze 29 sekvenci z 9 druhii. Pro
porovnani vhodnosti s markerem ND2 bylo tieba ziskat vétsi mnozstvi sekvenci, proto byly
sekvence pro 8 druht, které byly u oblasti ND2 uspésné amplifikované, pievzaty z databaze
GenBank.

Problémy u marekru ITS se s nejvétsi pravdépodobnosti vyskytovaly v zavislosti na
intraindividualni variabilité. I u nékterych uspesné ziskanych sekvenci (jedna se predevsim o
jedince zdruhu S. feltiae z kment: Zm, TE-ARAU, 899, PT a SQ) se zpocatku tato
variabilita vyskytovala, ale po opakovaném sekvenovani se podafilo sekvence ziskat —
ziejmé z toho divodu, ze tato variabilita se nevyskytovala u vSech jedinci daného druhu a
opakovanym sekvenovanim se podafilo na tyto jedince bez intraindividualni variability
,hatrefit®.

Po vytvoreni dendrogramu pro tuto nekddujici oblast byly jednotlivé druhy rozdéleny
relativné spravng, vyjimka se vyskytovala u druht S. affine a S. intermedium.

Po vytvoreni histogramu zobrazujiciho vnitrodruhovou a mezidruhovou variabilitu na

zakladé parového srovnani (Obr. 18) bylo patrné, Ze u tohoto genu dochazi k
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vyraznému prekryvu variabilit. Dale jsme mohli pozorovat, Ze u tohoto genu se vyskytuje
vysokd mezidruhova variabilita sprimémou hodnotou 29,5% a pomérné nizka
vnitrodruhova variabilita s primérnou hodnotou 2,8%. V podstaté tyto hodnoty odpovidaji
obecnému pravidlu pro ,,DNA barcoding“ ,tedy Ze vnitrodruhova variabilita by mé¢la byt asi
10x mensi nez je variabilita mezidruhova.

Po shrnuti téchto zjisténi jsme dosli k zavéru, Ze mezidruhova variabilita je u
markeru ITS celkem rozsahla, proto muze byt vhodnym markerem pro rozliSovani této
variability. Problematicka je vSak skute¢nost, ze ¢ast mezidruhové variability se piekryva
S variabilitou vnitrodruhovou, a proto mize byt u nékterych jedinct ¢i druhti tento marker
zavadgjici. Konkrétné to bylo zpisobeno u druht S. affine a S. intermedium, které sdileji
spole¢ny haplotyp. Sdileni spole¢n¢ho haplotypu dvéma rdznymi druhy mize mit 2
vysvétleni. Prvnim muze byt kontaminace vzorku, béhem prace v laboratofi, ale tato
kontaminace nebyla potvrzena u markeru ND2. Druhym vysvétlenim muize byt skute¢na
shoda haplotypu, coz by znamenalo zaméfit pozornost na tyto druhy, navysit mnozstvi
sekvenci a provést dalsi studii. Nicméné pro ¢asovou ndro¢nost jsme tuto studii nemohli

provest.
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Obr. 18: Histogram znazornujici prekryv vnitrodruhové (Cervené) a mezidruhové

(modf¥e) variability u genu ITS

Celkové mnozstvi detekované variability také mohlo byt ovlivnéno relativné malym poctem

srovnavanych vzorkt, zejména na vnitrodruhové trovni.
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5.3.2. Mitochondrialni marker ND2

Po problémech s intraindividualni variabilitou, vyskytujicich se u genu ITS, byl
studovan mitochondrialni marker ND2, u kterého se piedpokladalo, ze tyto problémy
nenastanou a proto bude vhodné&j$im markerem vyuzivanym pii druhové specifikaci u hlistic.

Pii ziskavani sekvenci byly pouzity 3 dvojice primert, z nichZ jedna dvojice primera
ND2forl/ND2revl1, kterd byla navrzena Vv nasi laboratofi, se ukazala jako velmi vhodna pro
nez tomu bylo u oblasti ITS. V podstat¢ jde ale o paradoxni vysledek, protoze plati, Ze
sekvence z oblasti ITS mohou byt ziskany témét vzdy, pokud se objevi variabilita, je mozné
provést klonovani. Tento paradox tedy mizeme pfisuzovat niz§Simu poctu jedinci, ktefi byly
testovani pro oblast ITS a dale skutecnosti, Ze pro €asovou narocnost nebylo mozné
zaklonovat vSechny jedince, u kterych se nepodatilo ziskat Gspésné sekvence.

V ptipadé genu ND2 bylo z 225 analyzovanych jedinci ziskano 74 sekvenci z 11ti
druhii. Bylo tedy ziskano vice nez dvojnasobné mnozstvi sekvenci, nez u oblasti ITS.
Muzeme to piisuzovat faktu, Ze u tohoto markeru se skutecné neobjevily problémy
S intraindividudlni variabilitou.

| pro oblast ND2 byly vytvoieny dendrogramy, ze kterych je patrné spravné rozdéleni
jednotlivych druhii, vtomto piipadé¢ se vSechny klastry shoduji s druhovym zatazenim,
vyjimku tvoii druhy S. carpocapsae a S. kushidai.

Po vytvoteni histogramu, ktery zobrazuje vnitrodruhovou a mezidruhovou variabilitu
na zaklad¢ parového srovnani (Obr. 19), byl i u tohoto genu zjistén piekryv vnitrodruhové a
mezidruhové variability, ktery byl vSak mnohem nizsi, neZ tomu bylo u markeru ITS.
Vnitrodruhova variabilita méla primémou hodnotu 5,4% a mezidruhova variabilita
pramérnou hodnotu 36,1%. V tomto piipadé tedy hodnoty zcela neodpovidaly obecnému
predpokladu pro barcoding, Ze vnitrodruhova variabilita by méla byt primérné 10x mensi
nez variabilita mezidruhova, pfesto je zde vyrazny rozdil a hodnoty se tomotu piedpokladu
ptiblizuji.

Po shrnuti vysledkli jsme dosli k rozdilnému zjisténi, nez u oblasti ITS. V tomto
pfipadé¢ je rozdéleni vnitrodruhové a mezidruhové variability daleko vyraznéjsi, a proto se

v

ND2 jevi jako marker pro druhovou identifikaci daleko spolehlivéjsi.
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Obr. 19: Znazornéni piekryvu vnitrodruhové (€ervené) a mezidruhové (modie)

variability u genu ND2

5.4. Vytvoreni dendgrogrami

Pro tvorbu dendrogrami byla zvolena metoda Neighbour-Joining a model Kimura-2-
Parametr, ktera je standardem pro ,,DNA barcoding“. Pro porovnani vhodnosti studovanych
markerti byla pfidana alternativni metoda Maximum Likelihood, ktera pracuje na zakladé

Dendrogramy vytvofené témito riznymi metodami si byly u obou markert velice
podobné, jejich topologie byla stejna, liSily se jen v podpote jednotlivych vétvi. U vSech
vytvofenych dendrogrami byla vétSinou velmi dobife podpotfend vnitrodruhova piibuznost,
mezidruhova piibuznost byla podpofena méné. Pti porovnani vytvorenych stromt bychom
mohli fici, Ze lepSich vysledki bylo u ITS dosazeno pouzitim metody Maximum Likelihood,
protoze u takto vytvotreného stromu pozorujeme vétsi podpory jednotlivych vétvi, na rozdil

od ND2, kde byla podpora vétsi u metody Neighbour-Joining.

V obou piipadech jsou tedy pouzit¢é metody vhodné pro rozlisSovani druht, pro

fylogenetické ucely by vsak nemusely byt jednoznacné.

Dendrogramy pro oblast ITS a pro oblast ND2
U obou markeri doSlo u vSech vytvofenych stromi k rozdéleni odpovidajicimu
druhovému urceni. Rozdily mezi markery se pfedevsim ukazaly na pravdépodobné chybném

zafazeni nékterych jedinct k jinym druhim. Zatimco u ITS se to tykalo druht S.
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intermedium, S. affine a S. poinari ale také S. litorale a S. weiseri, u ND2 to bylo u S.
carpocapsae a S. kushidali, nasledn¢ u druha S. kraussei a S. cholashanense.

Pfi¢in muze byt nékolik — kontaminace vzorkl pfi zpracovani v laboratofi, Spatné
urceni druhii (coz by se vSak projevilo u obou markert zaroven). Vzhledem k nizké hodnoté
boostrapu téchto spornych zafazeni u markeru ND2 lze také uvazovat i o statistické chybg.

U téchto vzorkil by dalsi informace ptineslo sekvenovani vétsiho poctu jedinci ze

vSech zminénych druhti, nejlépe z riznych geografickych oblasti.

Spole¢ny dendrogram pro oblasti ND2 a ITS

Pro zptfesnéni rozliSovaci schopnosti spojenim dvou testovanych markertt byly
vytvoreny dva spole¢né dendrogramy, které obsahovaly pouze sekvence, které byly tspésné
ziskany u obou testovanych genl. Tyto dendrogramy byly opét vytvoieny pomoci dvou
metod — tedy Neighbour-Joining a Maximum Likelihood. V obou pfipadech sice doslo
k rozdé€leni jednotlivych druht do klastrt, avsak v pfipadé stromu vytvoifeného metodou NJ
bylo dosazeno lepSich vysledkd, s daleko vétSimi podporami jednotlivych vétvi.

Topologie spolecnych dendgrogramli byla stejnd jako tomu bylo u stromil
vytvotenych pro jednotlivé oblasti. Opét zde miizeme pozorovat pridruzeni druhii S.
carpocapsae a S. kushidai, a druhti S. kraussei a S. cholashanense, které jsme pozorovali jiz
u vytvotfenych dendrogramt pro oblast ND2. Ve spole¢ném dendrogramu muizeme jesté
navic pozorovat dalsi ptidruzeni druht S. litorale a S. weiseri, které bylo u stromu pro oblast
ITS. Promichani druhti S. intermedium, S. affine a S. poinari, pozorované u dendrogramu pro
oblast ITS se vtomto pfipadé nemohlo potvrdit, protoze se nepodafilo ziskat spole¢né
sekvence téchto druhd pro oba testované markery.

Vytvotenim spole¢ného dendrogramu mélo byt docileno lepSiho rozdéleni druhti do

celistvych klastrii. Nicméné vytvoteni tohoto stromu nepfineslo znateln¢ lepsi vysledky.
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6. Zavér

Na zéklad¢ ziskanych vysledki 1ze vyvodit, Ze lepsiho rozdéleni jednotlivych druhi
bylo dosazeno pouzitim markeru pro gen ND2, u n¢hoz byl ptekryv vnitrodruhové a
mezidruhové variability minimalni. U tohoto markeru se navic nevyskytuje intraindividualni
variabilita a nedochazi zde k vytvareni heterozygotnosti. Z toho divodu bych navrhla, Ze
marker ND2 by mohl byt Gspé$né pouzivany pro druhovou specifikaci, pfinejmensim jako
druhy marker.

Dulezité je ale zohlednit fakt, ze ani tento marker se nemusi obejit bez problémd.
Hlavnim z nich mtize byt vysokéd frekvece vyskytu AT oblasti, coz mize byt pfi¢inou
neuspésného sekvenovani u nékterych druhi.

Je nutné brat v ivahu i moznost zkreslenosti vysledkl pro oblast ITS, ktera mize byt
zpusobena nedostatkem analyzovanych sekvenci. V dalSich studiich by bylo vhodné ziskat
vétsi soubor jedinci a jejich sekvenci, popt. zvolit dalsi, tieti marker a porovnat jeho

uspésnost S témito testovanymi markery.
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8.Piilohy

Piiloha 1: Detailni seznam analyzovanych vzorku

Kmen Druh Lokalita sbéru Sbhér
735 S. feltiae CR, Ritka S. Betvar
930 S. feltiae CR, Zivorice Z. Mracek
899 S. feltiae CR,Dynin, topoly Z. Mracek
1025 S. weiseri CR, Vyskov Z. Mracek
1158 S. sp., pribuzny S. weiseri CR, Stiibrna hut’ Z. Mracek
AICHI S. litorale Japonsko, Zichu M. Yoshida
BELF S. feltiae Irsko, Belfast C. Griffin
DEG S. xueshanense Cina, Yunnan, Tibet Z. Mracek
GAR S. cholashanense Cina, Sichuan, Tibet, Garze 7. Mracek
ISHI S. aciari Japonsko, Ischikawa M. Yoshida
JOL S. jollieti USA, New Persey S. Spiridonov
KUSH S. kushidai Japonsko M. Yoshida
KUM S. monticolum Japonsko, Kumamoto M. Yoshida
NAG S. xinbinense Japonsko, Nagano M. Yoshida
NCR S. carpocapsae Rusko, St.Petersburg Veremcuk
PTLEIN S. feltiae Polsko M. Tomalak
SARD S. ichnusae Sardinie E. Tarasco
SK89 S. kraussei Némecko, Z.Mracek
SKR S. kraussei CR, Vrbenské rybniky CB, doubrava V. Plza
SLOV S. arenarium Slovensko,Laksar Z.Mracek
SQ S. feltiae Kanada, Quebec Z.Mracek
TE-ARAU S. feltiae Finsko I. Vanninen
USA S. intermedium USA A.Bednarek
M S. feltiae Kanada Z. Mracek
SAKH pribuzny S. monticolum Rusko, Sachalin M. Yoshida
Ch-Ent S. feltiae komer¢ni kmen Koppert Biological Systéme
Ent S. feltiae komer¢ni kmen Koppert Biological Systéme
1152 S. poinari CR, Pernatec 7. Mracek
A S. intermedium? Bulharsko D. Gradinarov
B S. intermedium? Bulharsko D. Gradinarov
D S. intermedium? Bulharsko D. Gradinarov
1067 S. intermedium? CR, Bilé Karpaty - Vapenky Z. Mracek
IntMu S. intermedium? Némecko, Monster 7. Mracek
Int Port S. intermedium? Portugalsko V. Valadas
Lon S. affine Francie P. Tailliez
PL8 S. carpocapsae Polsko M. Tomalak
SIS S. oregonense Kreton Z. Mracek
AKH S. akhursti Cina, North Yunnann 7. Mracek
JAN S. kraussei CR, Jankov V. PiiZa, J. Nermut
LIP S. kraussei CR, Lipi V. PiiZa, J. Nermut
CB S. affine CR, Ruda N. H. Adensko
MB S. affine CR, Skuhrov N. H. Adensko
1151 S. affine CR, Pidtany V. Piiza
Cak01 S. affine CR, Cakov V. Pii%a, J. Nermut’
cako01 S. affine CR, Cakovec V. PiiZa, J. Nermut’
VA72 S. kraussei Bulharsko,Vitosha , subalpinska louka, 2250m M.Shishioniva
FL4 S. glaseri USA, Gainesville V. PiiZa, ]. Nermut’
FL10 S. glaseri USA, Gainesville V. Pliza, J. Nermut’
ALG3 S. feltiae Algerie E. Tarasco

Priloha 2: Detailni prehled frekvenci nukleotidi u ITS

Jedinec Frekvence nukleotidi (%) Pomér nukleotidi AT/GC
T(U) C A G Celkem
PT S. feltiae 32,7 18,5 25,8 23,1 970,0 58,5/41,6
899 S. feltiae 32,6 17,9 25,7 23,8 979,0 58,3/41,7
ZM S. feltiae 33,3 18,2 25,3 23,2 954,0 58,6/41,4
SQ S. feltiae 34,0 17,7 25,6 22,7 921,0 59,6/40,4
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TE - ARAU S. feltiae 33,6 17,6 26,0 22,8 920,0 59,6/40,4
BE S. feltiae 33,5 17,7 26,3 22,6 899,0 59,8/40,3
ALG3 S. fetliae 33,8 17,6 25,8 22,8 917,0 59,6/40,4
1025 S. weiseri 35,9 16,5 25,3 22,3 750,0 61,2/38,8
1158 S. weiseri 32,7 18,2 26,1 22,9 965,0 58,8/41,1
VAT72 S. kraussei 31,3 19,2 26,1 23,5 966,0 57,4/42,7
SK89 S. kraussei 32,5 18,7 25,9 22,9 985,0 58,4/41,6
SKR S. kraussei 31,7 18,9 25,9 23,5 899,0 57,6/42,4
JAN S. kraussei 32,7 18,0 26,5 22,8 944,0 59,2/40,8
C3 S.kraussei 32,3 18,5 25,9 23,3 941,0 58,2/41,8
AICHI S .litorale 32,7 18,0 26,6 22,7 966,0 59,3/40,7
DEG S. xueshanense 35,1 17,7 25,0 22,1 795,0 60,1/39,8
GAR S. cholashanense 31,4 19,4 25,7 23,6 976,0 57,1/43
SARD S. ichnusae 35,7 17,9 24,8 21,6 793,0 60,5/39,5
NAG S. xinbinense 32,4 18,8 25,3 23,6 976,0 57,7/142,4
KUM S. monticolum 31,3 17,4 27,4 23,9 916,0 58,7/41,3
SAHK close to S. monticolum 32,0 16,7 27,4 23,9 880,0 59,4/40,6
1151 S. affine 36,3 17,1 25,4 21,2 1032,0 61,7/38,3
cako01 S. affine 36,5 17,0 25,3 21,3 1025,0 61,8/38,3
Lon S. affine 38,7 15,5 25,1 20,7 936,0 63,8/36,2
A S. intermedium 37,8 15,7 25,6 20,9 963,0 63,4/36,6
B S. intermedium 38,0 15,5 25,8 20,8 924,0 63,8/36,3
1067 S. intermedium 37,5 16,0 25,5 21,0 973,0 63/37
Int Mu S. intermedium 38,8 15,0 24,9 21,3 794,0 63,7/36,3
Int Port S. intermedium 38,9 14,9 25,4 20,8 814,0 64,3/35,7
Int USA S. intermedium 39,2 14,5 25,0 21,2 811,0 64,2/35,7
D S. intermedium 37,8 15,8 24,6 21,8 910,0 62,4/37,6
1152 S. poinari 38,3 16,0 25,0 20,7 849,0 63,3/36,7
AKH S. akhursti 31,4 19,5 25,1 24,0 970,0 56,5/43,5
SIS S. oregonense 31,7 19,3 25,5 23,5 968,0 57,2/42,8
ISCHI S. aciari 30,2 20,6 23,9 25,3 994,0 54,1/45,9
KUSH S. kushidai 30,1 20,4 24,2 25,3 995,0 54,3/45,7
NCR S. carpocapsae 35,2 16,9 25,0 22,9 933,0 60,2/39,8
Pramér 34,2 17,6 25,6 22,6 924.,4 59,8/40,2
Piiloha 3: RozloZeni haplotypt pro jednotlivé kmeny u ITS
Haplotyp Cetnost Druhy (kmen)

1 1 S. feltiae (PT)

2 1 S. fetliae (899)

3 2 S. feltiae (Zm, TE-ARAU)

4 1 S. feltiae (SQ)

5 1 S. feltiae (BE)

6 1 S. feltiae (ALG3)

7 1 S. weiseri (1025)

8 1 S. weiseri (1158)

9 2 S. kraussei (VA72, C3)

10 1 S. kraussei (SK89)

11 1 S. kraussei (SKR)

12 1 S. kraussei (JAN)

13 1 S. litorale (AICHI)

14 1 S. xueshanense (DEG)

15 1 S. chaloshanense (GAR)

16 1 S. ichnusae (SARD)

17 1 S. xinbinense (NAG)
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18 1 S. monticolum (KUM)

19 1 pfibuzny S. monticolum (SAKH)
20 2 S. affine (1151, cako01)

21 2 S. affine (Lon), S. intermedium (1067)
22 2 S. intermedium (A, B)

23 1 S. intermedium (IntMu)

24 1 S. intermedium (IntPort)

25 1 S. intermedium (IntUSA)

26 1 S. intermedium (D)

27 1 S. poinari (1152)

28 1 S. akhursti (AKH)

29 1 S. oregonense (SIS)

30 1 S. aciari (ISCHI)

31 1 S. kushidai (KUSH)

32 1 S. carpocapsae (NCR)

Piiloha 4: Detailni piehled frekvenci nukleotidii u ND2

——
Jedinec T0) C Frekvenc: nukleotida (é’) Colkem Pomeér nukleotidil AT/GC

A S. intermedium 55 7,2 28,7 9 498 83,7/16,2
A2 S. intermedium 55 7,2 28,5 9,2 498 83,5/16,4
A3 S. intermedium 55 7,2 28,5 9,2 498 83,5/16,4
B S. intermedium 55 7,2 28,9 8,8 498 83,9/16
B2 S. intermedium 55 7,2 28,9 8,8 498 83,9/16
B3 S. intermedium 55 7,2 28,9 8,8 498 83,9/16
D S. intermedium 54,2 8 28,3 9,4 498 82,5/17,4
D2 S. intermedium 54,2 8 28,1 9,6 498 82,3/17,6
D3 S. intermedium 54,2 8 28,3 9,4 498 82,5/17,4
1067 S. intermedium 54,7 7,4 29 8,9 497 83,7/16,3
1067 S. intermedium 54,7 7,4 29 8,9 497 83,7/16,3
IntMu S. intermedium 55,3 7,4 28,4 8,9 497 83,7/16,3
USA S. intermedium 53,5 8 29,4 9,1 497 82,9/17,1
USA2 S. intermedium 53,8 8 29,1 9 498 82,9/17
1025 S. weiseri 49,3 13,2 20,6 16,8 499 69,9/30
1025 2 S. weiseri 49,3 13,2 20,6 16,8 499 69,9/30
1025 3 S. weiseri 49,3 13,2 20,6 16,8 499 69,9/30
1025 4 S. weiseri 49,3 13,2 20,6 16,8 499 69,9/30
1025 5 S. weiseri 49,3 13,2 20,6 16,8 499 69,9/30
1025 6 S. weiseri 49,3 13,2 20,6 16,8 499 69,9/30
1025 7 S. weiseri 49,3 13,2 20,6 16,8 499 69,9/30
1158 close to S. weiseri 50,9 12,1 24,3 12,6 428 75,2/24,5
1158 close to S. weiseri 50,5 12 24,8 12,7 440 75,3/24,7
1158 close to S. weiseri 50,5 12 24,8 12,7 440 75,3/24,7
SK89 S. kraussei 47,3 13 25 14,6 376 72,3/27,6
SK89 S. kraussei 47,3 13 25 14,6 376 72,3/27,6
SKR S. kraussei 49,8 13,3 23,4 13,5 436 73,2/26,8
AICHI S. litorale 50 12,4 21,9 15,7 498 71,9/28,1
GAR S. cholashanense 44,8 14,8 25,9 14,5 440 70,7/29
GAR S. cholashanense 44,8 14,8 25,9 14,5 440 70,7/29
GAR 2 S. cholashanense 44,8 14,8 25,9 14,5 440 70,7/29
GAR 3 S. cholashanense 44,8 14,8 25,9 14,5 440 70,7/29
KUSH S. kushidai 56,2 7,9 22,8 13 491 79/20,9
KUSH2 S. kushidai 55 7,9 24,1 13 493 79,1/20,9
KUSH3 S. kushidai 56,6 7,9 22,6 12,9 495 79,2/20,8
KUSH4 S. kushidai 56,1 7,9 23 13 492 79,1/20,9
KUSHS5 S. kushidai 56,2 7,9 22,9 13 493 79,1/20,9
KUSH6 S. kushidai 56,3 8 22,7 13,1 490 79/21,1
SARD S. ichnusae 51,1 11,6 24 13,2 499 75,1/24,8
SARD?2 S. ichnusae 51,1 11,6 24 13,2 499 75,1/24,8
SARD3 S. ichnusae 49 13 24,8 13,2 416 73,8/26,2
SARD4 S. ichnusae 51,3 11,6 23,8 13,2 499 75,1/24,8
NCR S. carpocapsae 56,6 7,7 22,2 13,6 442 78,8/21,3
NCR2 S. carpocapsae 56 7,7 22,8 13,4 439 78,8/21,1
SAKH S. monticolum 55,4 8,7 25,5 10,5 439 80,9/19,2
SAKH2 S. monticolum 55,4 8,7 25,5 10,5 439 80,9/19,2
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alg3 S. feltiae 51,6 11,6 25 11,8 500 76,6/23,4
Ch-Ent S. feltiae 47,6 11,7 28,5 12,2 435 76,1/23,9
Ch-Ent2 S. feltiae 50,3 12,8 25,3 11,6 439 75,6/24,4
Ch-Ent3 S. feltiae 50,5 12,7 25,1 11,8 442 75,6/24,5
Ent S. feltiae 48 11,5 27,6 12,9 442 75,6/24,4
Ent2 S. feltiae 50,1 12,8 25,1 12,1 439 75,2/24,9
Ent3 S. feltiae 50,5 12,7 25,1 11,8 442 75,6/24,5
899 S. feltiae 50,5 12,4 25,5 11,6 499 76/24
899 S. feltiae 50,5 12,4 25,5 11,6 499 76/24
PT S. feltiae 50,5 12,4 25,5 11,6 499 76/24
PT2 S. feltiae 51,3 11,8 24,4 12,4 499 75,5/24,2
PT3 S. feltiae 50,5 12,4 25,5 11,6 499 76/24
ZM S. feltiae 51,3 11,4 25,3 12 499 76,6/23,4
ZM2 S. feltiae 51,3 11,4 25,3 12 499 76,6/23,4
SQ S. feltiae 50,7 12,2 25,3 11,8 499 76/24
SQ2 S. feltiae 50,7 12,2 25,3 11,8 499 76/24
SQ3 S. feltiae 50,7 12,2 25,3 11,8 499 76/24
SQ4 S. feltiae 50,7 12,2 25,3 11,8 499 76/24
SQ5 S. feltiae 50,9 12,2 25,3 11,6 499 76,2/23,8
SQ6 S. feltiae 50,7 12,2 25,3 11,8 499 76/24
TE-ARAU S. feltiae 50,3 12,4 25,7 11,6 499 76/24
TE-ARAU2 S. feltiae 50,3 12,4 25,7 11,6 499 76/24
TE-ARAU3 S. feltiae 50,3 12,4 25,7 11,6 499 76/24
BELF S. feltiae 50,7 12,4 24,8 12 499 75,5/124,4
BELF2 S. feltiae 50,7 12,4 24,8 12 499 75,5/24,4
BELF3 S. feltiae 50,5 12,4 24,6 12,4 499 75,1/24,8
BELF4 S. feltiae 50,5 12,4 25,1 12 499 75,6/24,4
BELF5 S. feltiae 50,7 12,4 24,8 12 499 75,5/24,4
Prameér 51,6 11 25,2 12,3 479,2 76,8/23,3

Piiloha 5: RozloZeni haplotypii pro jednotlivé kmeny u ND2

Haplotyp Cetnost Druhy (kmen)
1 1 S. intermedium (A)
2 2 S. intermedium (A2, A3)
3 3 S: intermedium (B, B2, B3)
4 2 S. intermedium (D, D3)
5 1 S. intermedium (D2)
6 2 S. intermedium (1067 _1, 1067_2)
7 1 S. intermedium (IntMu)
8 1 S. intermedium (USA)
9 1 S. intermedium (USA2)
10 7 S. weiseri (1025, 1025_2, 1024 _3, 1025_4, 1025_5, 1025_6, 1025_7)
11 1 pfibuzny S. weiseri (1152)
12 2 pfibuzny S. weiseri (1152_2, 1152_3)
13 2 S. kraussei (SK89, SK89_2)
14 1 S. kraussei (SKR)
15 4 S. cholashanense (GAR, GAR2, GAR3, GAR4)
16 1 S. kushidai (KUSH)
17 1 S. kushidai (KUSH2)
18 1 S. kushidai (KUSH3)
19 1 S. kushidai (KUSH4)
20 1 S. kushidai (KUSH5)
21 1 S. kushidai (KUSH®6)
22 2 S. ichnusae (SARD, SARD?2)
23 1 S. ichnusae (SARD3)
24 1 S. ichnusae (SARD4)
25 1 S. carpocapsae (NCR)
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26 1 S. carpocapsae (NCR2)

27 2 S. monticolum (SAKH1, SAKH2)

28 1 S. feltiae (ALG)

29 1 S. feltiae (CHent)

30 1 S. feltiae (CHent2

31 2 S. fetliae (CHent3, Ent3)

32 1 S. feltiae (Ent)

33 1 S. feltiae (Ent2)

34 2 S. fetliae (899, 899 2)

35 2 S. feltiae PT,PT3)

36 1 S. feltiae (PT2)

37 2 S. feltiae (Zm, Zm2)

38 5 S. feltiae (SQ, SQ2, SQ3, SQ4, SQ6)
39 1 S. feltiae (SQ5)

40 3 S. feltiae (TE-ARAU, TE-ARAU2, TE-ARAUSJ)
41 3 S. feltiae (BELF, BELF2, BELF5)

42 1 S. feltiae (BELF3)

43 1 S. feltiae (BELF4)

44 1 S. litorale (AICHI)
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