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1. Uvod

Hlistice (Nematoda) jsou povazovany za jeden z nejpocetnéjSich kment zivocisné fise.
Pocet druhti je odhadovan mezi 1 az 10 miliony, z ¢ehoz bylo dosud popsano pouhych ~25
000 druhi. Ackoliv nase znalosti kmene Nematoda jest¢ zdaleka nejsou kompletni, jiz ted’
mizeme s jistotou Fict, ze hlistice jsou naprosto vSudypfitomné, a pfirozené se vyskytuji jak
v moftskych tak terestrickych habitatech s vysokou abundanci. Lze mezi nimi najit jak druhy
volné zijici, tak i druhy parazitujici na rostlinach, zvitatech a ¢lovéku (Sommer & Streit,
2011).

Diky nedostatku jasné homolognich znak a naprosté absenci fosilnich zdznamul
nebylo diive dost dobfe mozné zrekonstruovat evolu¢ni rdmec kmene — av§ak pomoci analyzy
53 sekvenci malé podjednotky rDNA se Blaxterovi a jeho tymu (Blaxter et al, 1988) podatilo
fylogenetické vztahy mezi hlisticemi objasnit. Jejich prace rozliSuje 5 hlavnich kladi, z nichz
kazdy obsahuje parazitick¢ druhy. Naznacuje tedy, ze paraziticky zptisob Zivota se u hlistic
vyvinul opakovanég, nezavisle na sobé¢ — konkrétné tfikrat u rostlin, a ctyfikrat u zivocicha.
Hlistice tak ptedstavuji idealni skupinu pro studium evoluce parazitismu. Toto téma je
zajimavé nejen z hlediska evoluce jako takové, ale 1 pro pfipadné smérovani vyzkumu, ktery
je zamé&fen na obranu proti parazitim (v piipadé, ze jsou zdrojem nemoci) nebo naopak jejich
vyuziti pro biologicky boj s organismy, které jsou pro ¢loveéka Skodlivé a mezi parazitickymi
hlisty maji ptfirozené nepftatele.

Myslenkou, Ze by paraziticky zplsob Zivota hlistic mohl mit polyfyleticky pivod, se
zabyval jiz zakladatel americké nematologie N.A. Cobb (1898). Jedna z prvnich hypotéz o
evoluci parazitismu byla zformulovana roku 1956 némeckym védcem G.Oschem, ktery
povazuje foresi (kdy parazit vyuziva hostitele jen jako moznost $irSi disperze ¢i ukrytu) a
nekromenii (parazit vyckava na smrt hmyziho hostitele, na jehoz kadaveru se poté zivi) za
preadaptace k parazitismu. Predpoklada, ze selekéni zmény, které umoznily hlisticim snéaze
prezit v organickém substratu jakoZto volné-Zijicim saprobiontnim organismim, se pozdé&ji
ukézaly jako uZitecné adaptace 1 k parazitickému zpisobu Zivota. Jako piiklad uvadi nutnost
piezit v anaerobnim prostfedi ¢i vyrovnat se s nestalou hladinou kysliku, schopnost snaset
vyssi teploty nebo silné osmotické fluktuace, a v neposledni fad¢ také kutikulu, kterd ptivodné
slouZzila jako obrana pied travicimi enzymy dekompozi¢nich bakterii, a kterd nyni vyborné

plni svlij ucel 1 v travici soustave hostitele (Osche, 1956).



Tématu evoluce parazitismu se ve své praci vénoval i Dillman (2012), ktery se zamé&fil
na hlistice parazitujici na hmyzu. Za nejpiivodnéjsi zptisob zivota poklada volné Zzijici, ktery
se postupné vyvijel pies zplsob forese a nekromenie az k parazitismu jako takovému,
piipadné k entomopatogenicité, kdy parazit napadeného hostitele velmi rychle usmrti (viz
obr. 1; Dilmann et al, 2012). Z hlediska vyvoje parazitizmu je vS8ak entomopatogenicita

povazovana za “slepou ulicku” evoluce (Sudhaus, 1993).

PARAZITISMUS
- a - infikuje a Zivi se na
?DI"N’E Zivém hmyzu
ZiJicl ¢ FORESE ¢ NEKROMENIE - selekce piisobi proti
virulenci
- bez vztahu k hmyzu - vyuZiva hmyz jako - vyuZiva Zivin z téla
dkryt nebo k roziifovani mrtvého hostitele ENTOMO-
-bez pfimé zavislosti na - vy&kava do ahynu
sivinach od hostitele  hmyzu PATOGENICIT

- invaduje a rychle
zabiji hostitele s
pomoci bakterii

- selekce piisobi proti
avirulenci

Obr. 1: Schéma evoluce vztaht hlistice-hmyz, pfepracovano do ¢estiny podle Dilmann et al, 2012.

Entomopatogennimi hlisticemi se intenzivné zabyvali zoologové Y. Hao a N. Simoes
(2012), ktefi na zaklad¢é analyzy miry exprese transkriptomil pomoci semi-kvantitativni RT-
PCR a real-time PCR vytipovali pét kandidatnich gent (enolazu, chitinazu, lektin,
metalloprotedzu a povrchovy antigen), které by mohly souviset s parazitickym zpisobem
zivota. Dale pak pomoci uvedenych metod porovnavali miru exprese téchto genl v riznych
zivotnich stadiich hlistice Heterorhabditis bacteriophora. Konkrétné se jednalo o dv¢ linie Az
29 (siln¢ virulentni) a Az 36 (velmi slabé virulentni) — ob& piivodem z Azorskych ostrovil.
Vysledky byly pozoruhodné — mira transkripce zkoumanych gent byla mnohonasobné vyssi
pravé v infekénim stadiu (invazni larva tfetiho instaru) nez u ostatnich zivotnich stadii,
pfiCemz k expresi genu enoldzy a metalloprotedzy dochdzelo vice u virulentnéjsi linie. Toto

zjisténi podpofilo hypotézu, Ze vytipované kandidatni geny



by mohly byt klicové pro Sir§i pochopeni parazitického zplsobu zivota entomopatogennich
hlistic (Hao et al, 2012).

Vsechny tyto geny maji jeden spoleény znak — ucastni se procesu penetrace, pii
kterém invazni larva pronika do hostitele. V tomto momenté ji pravé zvySena exprese téchto
genti usnadiiuje infekci napfiklad nadmérnou produkci sekret, které obsahuji enzymy
narusujici chitinovou kutikulu hostitele, a usnadiiujici napadeni hostitelskych tkani ¢i traveni
proteint hostitele (Osman et al, 2004). Konkrétn¢ enolaza se podili na degradaci hostitelské
extracelularni matrix, a napomaha k migraci infek¢nich larev do hostitelskych tkani (Vassali,
1991). Mira exprese enolazy tedy zcela evidentné souvisi s infekénim vyvojovym stadiem
entomopatogennich hlistic, a z dostupnych vysledkli experimentii vyplyva, ze je dulezitou
soucasti parazitické faze jejich zivota. OvSem piesné mechanismy dosud nejsou znamy.
Z vyse uvedenych informaci vyplyva, Ze k uplnému porozumeéni parazitického procesu je
nejprve zapotiebi identifikovat a charakterizovat geny s nim spojené (Hao et al, 2012), coz

zahrnuje i studium jejich evoluce.

1.1 Enolaza (enol-1)

Enoléza je enzym, ktery je pradvem povaZovan za jeden z kli¢ovych enzymi v procesu
glykolyzy, potazmo glukoneogeneze. Katalyzuje dehydrataci 2-fosfoglyceratu (2-PG), ktery
se timto vdevatém kroku glykolyzy stava fosfoenolpyruvatem (PEP). Jedna se o
metalloenzym (pfirozené nejlépe vaZze magnesium) ktery se fadi do skupiny lyaz — enzymd,
které katalyzuji rozpad urcitych chemickych vazeb v reakcich biochemické povahy.

Bézné se vyskytuje v cytoplasmé bunék, u obratloveti dokonce hned ve tfech isoformach —
alpha, beta a gama (Pancholi, 2001).

Alpha-enolazu lze lokalizovat ve vSech typech tkani. Najdeme ji ale i na povrchu
bunék, kde plni funkci bunéného plasminogen-receptoru. Pti riznych patologickych stavech
organismu lze sledovat vyrazné odlisnou miru exprese — napiiklad pacienti s Alzheimerovou
chorobou nebo rakovinovymi nadory méli vyrazné odliSnou hladinu alpha-enolazy, nez je
standard u zdravého dospé€lého ¢lovéka. Beta-enoldza je specificka pro svalovou tkan, gama-
enolaza se témét vyluén€ omezuje na nervovou soustavu (zvlast€ na samotné neurony).

I ptes to, ze jde o jeden z nejCastéji a nejvice exprimovanych genli v buiice, neni
enolaza povazovana za ,.house-keeping* gen, nebot’ mira jeji exprese do zna¢né miry zavisi
na patofyziologickém stavu buiiky, metabolickych podminkach ¢i vyvojovém stadiu. AvSak

skuteCnost, 7e se tento enzym vyskytuje napii¢ Archaebacteria az po savce, a to



s konzervovanou nukleotidovou sekvenci naznacuje, Ze se jedna o enzym svym zpusobem

esencialni a nepostradatelny (Diaz-Ramoz et al, 2012).

1.2. Pokusné organismy

V ramci své prace jsem provadéla experimenty s druhy H. bacteriophora, H. indica,
H. beicherriana, S. feltiae a S. riobrave. Tyto druhy patti do dvou skupin, které nejsou
fylogeneticky blizce ptibuzné (rody Heterorhabditis se fadi do kladu V. a rody Steinernema
do kladu IV.). AvSak konvergentn¢ se u nich vyvinul velmi podobny zivotni cyklus, ktery
za¢ina aktivnim prohleddvanim plidy a infekci vhodného hmyziho hostitele (Sommer &
Streit, 2011). Pti procesu infekce se uplatiuji také symbiotické bakterie - u Heterorhabditis
spp. jde o bakterii Photorhabdus spp., u Steinernema spp. se vyskytuje Xenorhabdus spp..

Tyto bakterie jsou neseny jiz invaznimi larvami. Kratce po penetraci hostitelskych
tkani jsou bakterie vypustény do systému hostitele, a ve spolupréci s hlisticemi jej usmrti
obvykle béhem 48 hodin. Po proliferaci se bakterie opét reasociuji s novou generaci
infek¢nich jedinct, kterd po vycerpani zdsob zivin opousti kadaver, aby mohla infikovat
dalsiho hostitele. Zajimavosti je, ze rod Steinernema je schopen usmrtit hostitele i bez
symbiotickych bakteriii, ale rod Heterorhabditis tuto schopnost nema — alespon to vyplyva
experimentu, ktery byl proveden v laboratornich podminkach (Dilmann et al, 2012).

Mutualisticko-symbioticky vztah hlistic a bakterii je vybornym modelem k Sir§imu vyzkumu
koevoluce téchto druhii (Ciche & Sternberg, 2007).

Entomopatogenni hlistice maji obrovsky potencial jakoZto biologicka ochranna rostlin
pfed hmyzimi Sktdci. Jejich redlné vyuziti je v§ak zatim stale relativné malé, coZ lze ptisoudit
vysSi finan¢ni néarocnosti a také jejich nachylnosti k UV zafeni, kvili které museji byt
aplikovany ve vhodnou denni dobu. Ptesto vSak najdou pii ochrané rostlin uplatnéni —
konkrétné druhy Heterorhabditis bacteriophora a Steinernema feltiae, kterymi jsem se
zabyvala ve své praci, jsou pouzivany proti Skidctim jako listokaz zahradni nebo lalokonosec
ryhovany (Nermut’ et al, 2012). Pouziti téchto hlistic jako biologické ochrany zemédélskych
plodin pted sktidci Ize povazovat za ekologicky a trvale udrzitelny zptisob hospodareni.

S tim souvisi i virulence jednotlivych druht, potazmo linii, kterd se miize vyrazné lisit,
pfi¢emz vliv na patogenicitu hlistic mize mit také teplota prostfedi. Rozsahly experiment této
souvislosti provedli ve své praci J. Rosa a N. Simoes (2003), ktefi testovali virulenci 28 linii
druhu Heterorhabditis bacteriophora na nejpocetnéjsim azorském S$kudci Pseudaletia

unipuncta, a zaznamenali signifikantni rozdily v mortalité skiidce mezi jednotlivymi liniemi.



Pravé z tohoto souboru byly pozdéji vybrany 2 linie na analyzu exprese genu souvisejicich

S parazitismem (viz vySe), a proto jsem zafadila tyto testy i do své bakalaiské prace.
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2. Cile prace

U vybranych linii rodu Heterorhabditis a Steinernema otestovat miru virulence

Vyizolovat z vybranych linii rodu Heterorhabditis a Steinernema gen pro enolazu

Vyhledat v genomovych databazich relevantni homologni geny v ramci kmene Nematoda

Na zakladé zjisténé nukleotidové variability odhadnout mozny model evoluce genu pro

enolazu



3. Material a metody

3.1. Material

V rédmci experimentalni ¢asti bakaldiské prace jsem pracovala celkem s péti riznymi
druhy hlistic — od druhu Heterorhabditis bacteriophora jsem analyzovala celkem 9 linii, po
jedné linii od druhii H. indica a H. beicherriana, 8 linii Steinernema feltiae a jednu linii od S.
riobrave; celkem se tedy jednalo o 20 linii. Vzorky poskytl RNDr. V.Puza Ph.D., z

laboratorni kolekce laboratote Entomopatogennich hlistic (viz tabulka 1).

Tabulka 1: Testované linie hlistic.

Linie Druh Lokalita Autor

HB 221 H. bacteriophora Pouzdiany, CR Z. Mradek
HB USA H. bacteriophora Virginie, USA H. Kaya
CAL 3C H. bacteriophora Californie, USA J. Nermut
NIG H. bacteriophora Nigérie T. M. Mengistu
HB PAL H. bacteriophora Palestina R.U. Ehlers
MG 618 H. bacteriophora Svycarsko R. Campos-Herrera
AZ 36 H. bacteriophora Azorské ostrovy H. Simoes

T 9-43 H. bacteriophora Turecko S. Hazir

T 9-48 H. bacteriophora Turecko S. Hazir
Fruticola H. indica Venezuela E. San-Blas
Cherry H. beicherriana Cina, Peking Q. Liu

ALG 3 S. feltiae Alzirsko E. Tarasco
BELF S. feltiae Belfast, Irsko C. Griffin
HOK 36 S. feltiae Hokkaido, Japonsko M. Yoshida
Jakutsk S. feltiae Jakutsk, Rusko S. Spiridonov
NB Aus S. feltiae Austrélie R.J. Akhurst
NF Ust S. feltiae 1Zzevsk, Rusko E. Kozodoj
PA S. feltiae Picina — Biehov, CR V. Piza

S Queb S. feltiae Quebec, Kanada Z. Mracek
RIO S. riobrave Venezuela E. San-Blas




Pti praci v laboratofi jsem pouzivala vyhradné sterilni mikrozkumavky a aerosolové $picky,

abych ptedesla kontaminaci a pfipadnému zkresleni vysledkd.

3.2. 1zolace DNA

Izolace DNA byla provedena pomoci extrakéniho pufru, ktery byl pfidan k
zamrazenym vzorkim v mnozstvi 20 pl na jednoho dospélého jedince. Slozeni extrakéniho
pufru bylo nasledujici: 17,7 ul dd H20, 2 pl Taq PCR buffer (TopBio), 0,2 ul Tween (1%) a
0,1 pl proteinazy K.

Smés byla nasledné zvortexovana, zcentrifugovana a ponechéna cca 20 minut
v -20 °C. Poté byla na hodinu pfemisténa do vodni l4zné o teploté¢ 65°C a nasledn¢ byl
proveden teplotni Sok na termobloku Thermomixer comfort (Eppendorf) pii 95°C po 8 minut.

Takto extrahovana DNA byla skladovana v -20°C.

3.3. Navrhovani primeru

Pro uspésnou PCR amplifikaci genu enol-1 bylo nutné navrhnout vlastni primery.
V pocatcich laboratorni prace jsem testovala univerzalni primery, které byly navrzeny podle
transkriptll enolazy ptibuznych organismil dostupnych v databazi NCBI GenBank. Ukézalo se
v8ak, Ze tyto primery funguji bud’ velmi omezené, nebo viibec. Po zvefejnéni transkriptomu
H. bacteriophora v databazi Nembase4 se podafilo identifikovat enolazovy transkript, a na
jeho zakladé navrhnout primery specifické (viz obr. 2). Jelikoz vSak celkova délka genu i
S introny pfesahovala moZnou sekvenovatelnou vzdalenost, pozd&ji byly z vlastnich ziskanych

sekvenci navrzeny jeSt€ vnitfni primery pro sekvenovani (primer walking).

H HHHHHHF

Enol73for Enoll287rev

Obr. 2: Pozice nasedani primerii na genu enol-1 u H. bacteriophora. Cara zna&i mista, kde lezi intron; obdéInik

znaci exon. Celkova délka sekvence je cca 2 120 bazi.

Pro amplifikaci enol-1 u S. feltiae jsem kromé univerzalnich pouzila i vlastni navrzené
specifické primery (viz obr. 3). Stejn¢ jako u H. bacteriophora byl v pribéhu prace navrzen

jeden vnitini primer pro ziskani uplné kontinudlni sekvence (,,contig®).
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Obr. 3: Pozice nasedani primeri na genu enol-1 u S. feltiae. Cara zna¢i mista, kde leZi intron; obdélnik znagi

exon. Celkova délka sekvence je cca 1 350 bazi.

Vsechny pouzité primery viz ptiloha 1.

3.4. PCR amplifikace

Smés pro PCR reakci jsem vzdy michala tésné pted reakci, a to zdsadné na ledu.
Celkovy objem PCR smési byl 12,5 pl. SloZzeni PCR smési na 1 vzorek pro rod
Heterorhabditis bylo 7,25 ul H20, 1,25 ul PCR ExTaq pufru (TopBio), 1 ul dNTPs fedénych
z koncentrovaného zasobniho roztoku (Fermentas) v poméru 1:3, 0,75 pl “forwadového”
(pfimého) a 0,75 pl “reverzniho” (zpétného) primeru fedéného z koncentrovaného roztoku v
poméru 1:19 vyrobené na zakazku (Generi biotech), 0,1 pul Taqg DNA polymerdzy Unis
(TopBio) a 1 ul vyextrahované DNA.

Nasledné jsem vzorky vlozila do pfistroje Bioer XP thermocycler na tento profil:
pocate¢ni denaturace pii teploté 94°C po 7 minut, 35 cykll denaturace pti 94°C na minutu,
nasedani primerd pfi 63°C na minutu, elongace pii 68°C na minutu a zavére¢na elongace pfi
68°C po 8 minut. Hotové PCR produkty byly skladovany pii 4°C.

Slozeni PCR smési pro rod Steinernema na 1 vzorek bylo 7,25 ul H20, 1,25 pl PCR
pufru TaKaRa, 1 pul dNTPs fedénych z koncentrovaného roztoku v poméru 1:3 (Fermentas),
0,75 pl forwadového a 0,75 pl reverzniho primeru fedéného z koncentrovaného roztoku v
poméru 1:19 (Generi biotech), 0,1 pl polymerazy TaKaRa a 1 pl vyextrahované genomové
DNA. Nasledné¢ jsem vzorky vlozila do cycleru Bioer XP na stejny profil jako u
Heterorhabditis, ale teplotu pro nasedani primera jsem sniZila na 55°C, tak jak to vyzadovalo

sloZeni primert.



3.5. Elektroforeticka separace

Oveéreni velikosti a mnozstvi produktu PCR reakce jsem provadéla pomoci
elektroforetické separace na 1,5% agar6zovém gelu, ktery jsem barvila etidium bromidem o
koncentraci 0,5ug/pl . Jako pufr jsem pouzivala TAE 1x koncentrovany (zasobni 50x
koncentrovany roztok TAE obsahuje 121 g TRIS, 28,5 ml ledové kyseliny octové, 50 ml
0,5M EDTA a 421 ml H,0)

Separace bézela pii napéti 120V pii laboratorni teploté a pro obarveni vzorkl jsem
pouzivala barvici pufr MassRuller DNA Loading Dye (Fermentas). Pro odhad velikosti PCR
produktt jsem pouzivala Lambda DNA/Eco RI + Hind III velikostni standard. Pomoci UVP
transiluminatoru jsem vizualizovala vysledky elektroforézy, a pofidila snimky rozdélenych

PCR produkti (piiloha 2).

3.6. Precisténi vzorki a sekvenace

Pouzita byla metoda pfimého sekvenovani. Vzorky urcené k pozdéjsSimu sekvenovani
jsem enzymaticky precistila, abych odstranila piipadné volné nukleotidy ¢i jednotetézcovou
DNA. Do hotového PCR produktu jsem piidala 0,5 pl Exonuclease 1 (Fermentas) a 1 pl
FastAp (Fermentas), promichala na vortexu a inkubovala v cycleru Bioer XP nejprve 30
minut pii 37°C a 15 minut pti 80°C.

Z takto precisténych vzorkli jsem odpipetovala 5 pl a smichala s 5 ul fedéného
primeru uréen¢ho k sekvenaci. Hotové sekvenacni smési jsem odeslala k sekvenovani do

firmy SeqMe (Dobf1s).

3.7. Klonovani

Klonovani jsem provadé¢la pouze v piipadé€, Ze obdrZena sekvence nebyla jednoznacna
— tzn. na jedné nukleotidové pozici nebylo mozné rozlisit, o kterou bazi se jedna. Klonovat
bylo nutné pouze né€kolik linii druhu H. bacteriophora, u ostatnich vzorkt bylo vzdy mozné
jednotlivé baze bez problémt identifikovat.

Pro pfipravu média jsem pouzila 15g agaru, 10g tryptonu, 5g kvasinkového extraktu a
11 destilované vody. Vse jsem diikladné promichala a vlozila do autoklavu. Po zchladnuti
jsem piidala 1 ml ampicilinu a nalila do Petriho misek. Na kazdou misku jsem pomoci sterilni
klicky rozetiela 64 ul X-gal (12,5 mg/ml) a 3,5 ul IPTG (240 mg/ml). Déle jsem postupovala
podle navodu ptilozeného u “pGEMR-T Easy Vectors” (Promega).
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3.8. Zpracovani sekvenci a statistické zhodnoceni

Ziskané sekvence jsem nejprve ovéiila v databazi NCBI BLAST. Pomoci programu
SeqMan II (DNASTAR) jsem vytvortila kontinualni sekvence (soubor nékolika prekryvajicich
se sekvenci, které vytvofti celistvou konsensualni sekvenci).

Srovnani (alignment) kontinudlnich sekvenci jsem provedla metodou ClustalW v
programu MEGA verze 6.06 (Tamura et al, 2013), neurcité baze jsem opravila ru¢né¢ podle
chromatogramt v programu BioEdit (Hall, 1999).

Program DnaSP verze 5.10 (Rozas et al, 2009) jsem pouzila k vypoctu nasledujicich
parametri:
nukleotidovy polymofismus 6 (Nei, 1987) — ocekdvany podil segregujicich polymorfnich mist
v rdmci druhu
nukleotidova diverzita m (Nei,1987) — prumérny pocet rozdilnych nukleotidd mezi
jednotlivymi haplotypy
nukleotidova divergence K (Nei, 1987) - primérny pocet rozdilnych nukleotidi mezi
jednotlivymi druhy
pocet haplotypt h (Nei, 1987) — celkovy pocet haplotypt v populacich
haplotypova diverzita Hd (Nei, 1987) — jeji hodnota vyjadiuje odliSnost jednotlivych
haplotypt. Vysoka hodnota Hd mtZe naznacovat balancovanou selekci, nizka naopak selekci
purifikacni
Fu a Liho D* (Fu & Li, 1993) — hodnota zohlediujici rozdil ve vyskytu “singletone” mutaci
(vyskytujicich se ojediné€le) a v absolutnim po¢tu mutaci v ramci druhu
Fu a Liho D (Fu & Li, 1993) — test pracuje s outgroupem, srovnava rozdilny pocet mutaci v
ramci druhu a mezi nimi
Tajimovo D (Tajima, 1989) — porovnava hodnotu nukleotidového polymorfismu 6
a nukleotidové diverzity m. Pokud je gen selek¢éné-neutrdlni, ob€ hodnoty jsou si rovné.
McDonaldiv a Kreitmaniv test (McDonald & Kreitman, 1991) — srovnava variabilitu
vnitrodruhovou a mezidruhovou, a ¢etnost synonymnich a nesynonymnich mutaci v rdmci
druhu 1 mezidruhove.

Analyza rozlozeni nukleotidového polymorfismu a divergence byla provedena pomoci

metody “sliding window” .
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Program Selecton (Stern et al, 2007) nam umoznil otestovat dal$i model pro detekci
selekce. Tento program pracuje s koeficientem Ka/Ks, coz je pomér synonymnich mutaci a
mutaci nesynonymnich — ty by v pfipad¢ adaptivni selekce mély pfevazovat. Navic tento
pomér vypocitava pro kazdy triplet zvlast, takze z vysledkli jsme piesné schopni urcit, kde se
pravdépodobné déji evolucni zmeény.

Pro $irsi fylogenetickou analyzu jsme pouzili pouze koédujici ¢ast genu enol-1. Z
dostupnych databazi (GenBank, Wormbase, ParaSite) jsme ziskali uplné¢ kodujici sekvence
enol-1 od 35ti druhi z kmene Nematoda (ptiloha 3), ke kterym jsme ptidali 19 vlastnich
sekvenci (pochazejich od 4 druhil). Vybér sekvenci se tidil jednak identifikovdnim homologa,
jednak Slo o zahrnuti predstaviteld kazdého kladu. Ve vybéru proto chybi zastupce kladu II,
nebot’ zde jesté nebyl Zadny genom ani anotovany transkriptom publikovan.

Konstrukcefylogenetického stromu byla provedena v programu MEGA v 6.06
(Tamura et al, 2013). Nejprve byly stanoveny zakladni genetické vzdalenosti, poté vybran

vhodny model pomoci modulu ModelTest a nakonec zkonstruovany dendrogramy.

3.9. Testy virulence

3.9.1. Metodika testii virulence

V ramci své bakalafské prace jsem testovala virulenci celkem 20 linii zrodu
Heterorhabditis a Steinernema (viz tabulka 1).

Testy virulence jednotlivych linii hlistic jsem provadéla infekci larev zavijece
voskového (Galleria mellonella). Nejprve bylo tieba stanovit vhodny pocet infekénich
jedinct na 10 larev (tzn. na jednu Petriho misku). Pro optimalizaci metody jsem provedla
nékazu larev zavije¢e pomoci 50, 100, 200 a 500 infekénich jedinct z linie HB 221 ve dvou
opakovanich pro laboratorni teplotu a pro 19 °C. Vysledky optimalizace jsem zaznamenala do
tabulky 2.

Tabulka 2: Umrtnost larev zavije¢e voskového pii riiznych davkach infekénich jedincii a rozdilnych teplotich

(hodnoty v %).

Teplota 50 1J 100 1J 250 1J 500 1J
laboratorni 50 60 80 90
19 °C 70 50 50 80
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Na zéklad¢ optimalizac¢nich testi jsem si zvolila jako nejvhodnéjsi davku 50
infekénich jedincti na misku. Pro kazdou linii jsem provedla osm opakovani — Ctyfi
Vv laboratorni teploté a ctyfi v termoboxu v 19 °C. Larvy zavijece byly po 10 kusech umistény
do Petriho misek o priiméru 9 cm a jejich dno bylo vypodlozeno filtraénim papirem.

Poté jsem ze zasobniho roztoku, ktery obsahoval hlistice, tfikrat odebrala vzdy po 10
ul a pomoci mikroskopu spocitala abundanci jedinct v jednotlivych davkéch. Infekci jsem
provadéla vzdy pomoci Cerstvych hlistic do stafi cca 3 mésicti. Nehybni jedinci, ktefi
nereagovali na mechanickou stimulaci, byli povazovani za mrtvé a tudiz nebrani v potaz.
Vysledné ¢islo jsem zpriimérovala, a nasledné dopocitala potfebny objem tak, aby obsahoval
50 infek¢nich jedinc. Pomoci pipety jsem nejprve nanesla na misky sterilni vodu a poté
potiebny objem roztoku s infekénimi jedinci tak, aby se celkovy objem tekutin na misce
rovnal 600 pl (coz byla davka vypocitana pro tento primér Petriho misek tak, aby vysledna
vlhkost filtraéniho papiru zajistila vyhodné podminky pro hlistice). Infikované larvy jsem

ponechala ve tmé a po uplynuti 5 dni jsem provedla vyhodnoceni mortality.

3.11.1 Statistické zhodnoceni testii virulence

Pro statistické Ucely bylo zapotiebi vyuZit dvoucestnou analyzu variance (Fisher,
1952), protoze jsem testovala vliv dvou nezavislych proménnych — teploty a linie.
Dale byl pouzit Tukey-Kramer test (Tukey, 1953 & Kramer, 1956) pro urceni signifikance
rozdili vZzdy mezi dvémi konkrétnimi liniemi. Tyto analyzy byly provedeny v programu
Microsoft Excel 2010.
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4. Vysledky

Vzhledem k tomu, ze v pocatku mé prace nebyly zndmy sekvence genti pro enolazu z
genomu, ale jen transripty, se velikost PCR produkti zahrnujici i introny od minimalni
predpokladané délky liSila. Na vytvoteni jedné kontinudlni sekvence bylo zapotiebi zhruba 3-
5 sekvenci (za pouziti strategicky umisténych primert), takze celkovy pocet vlastnich

analyzovanych sekvenci presahl 80.

4.1. Nukleotidovy polymorfismus a divergence

V ramci druhu S. feltiae jsem porovnanim translatované mRNA sekvence z databaze
ParaSite identifikovala ve osekvenovaném tseku genu enol-1 celkem 4 exony a 3 introny.
Komparativni anlyzou celkem 8 linii S. feltiae jsem nalezla celkem 20 polymorfnich mist, z
¢ehoz pouze 5 polymorfismii se nachazelo v misté intronu, zbylych 15 se nachazelo v kddujici
sekvenci. Také jsem objevila tii singletonové (ojedinéle se vyskytujici) mutace u linie Jakutsk
— na nukleotidovych pozicich 327 a 780 §lo o zaménu adeninu za guanin, a na pozici 888 byl
cytosin nahrazen guaninem.

Pouze jedina mutace byla tzv.nesynonymni — na nukleotidové pozici 793 byl u linii
ALG 3 a HOK 36 zaménén adenosin za guanin, coz zpusobilo Zze kodon GTC kodujici
aminokyselinu valin byl zmé&nén na ATC, nasledkem cehoz ¢Eteci ramec dekodoval isoleucin.
Vsechny ostatni mutace byly synonymni, tzn. nemély vliv na vysledné sloZeni proteinu.

Pocet vyskytujicich se haplotyptli byl 7, pouze linie ALG 3 a HOK 36 byly indenticke.

U druhu H. bacteriophora jsem osekvenovala a analyzovala gen kodujici enolazu pro
celkem 9 linii. Pomoci transkriptomu z databaze Nembase4 (jde o databazi transkriptomi
nematod) jsem charakterizovala 11 exont a 10 intronti. U tohoto druhu byla enoldza mnohem
konzervovanéjsi, polymorfismy byly velmi vzacné. Celkem jsem nalezla 4 polymorfismy —
spole¢nou mutaci, tedy zdménu adeninu za thymin, sdilely na 2105. pozici linie Az 36 a CAL
3C. Zbylé 3 mutace byly singletonové: u linie USA na nukleotidové pozici 2046 byl adenin
zaménen na guanin; u linie PAL na nukleotidové pozici 2097 byla zdména thyminu za adenin,
a u linie Az 36 na pozici 2107 byl adenin zaménen za thymin. VSechny mutace se nalézaly v
misté¢ posledniho (tedy 10.) intronu. Souhrn nalezenych polymorfismi a vypoctenych

parametr nukleotidové variability je uveden v tabulce 3.
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Tabulka 3: Zjisténé hodnoty tykajici se nukleotidové variability v rimci druht.

ocet syn/nesyn ocet
druh délka (bp) P y Y P Hd T 0
mutaci mutace haplotypt
H.bacteriophora | 2 120 5 4/0 5 0,722 0,00051 | 0,00071
S.feltiae 1350 20 19/1 7 0,964 0,00539 | 0,00514

Hd — haplotypova diverzita, m — pozorovany polymorfismus, 6 — o¢ekavany polymorfismus.

Pro zjisténi nukleotidové divergence bylo zapotiebi vybrat vhodny druh jako
“outgroup” (tedy druh fylogeneticky nejblizsi).

Pro druh S. feltiae jsem zvolila S. monticolum, a to z duvodu Ze jeji sekvence je
dostupnd v databazi ParaSite a lze u ni urcit polohu intrond. V rdmci téchto dvou druhti jsem
nalezla 151 variabilnich mist, z toho 125 mutaci bylo synonymnich a 26 nesynonymnich

Pro druh H. bacteriophora jsem jako “outgroup” zvolila H. beicherriana, u které se
nam podafilo urcit strukturu intronti a exonil pouze za pomoci vlastnich sekvenci. Tento druh
je fylogeneticky bliz§i nez H. indica, se kterou jsme také pracovali. Nalezeno bylo 19
variabilnich mist, z toho pouze 6 mutaci bylo nesynonymnich, tzn. znamenalo zménu

proteinového slozeni. Pfehled hodnot souvisejicich s divergenci u obou druhtl je uveden v

tabulce 4.

Tabulka 4: Zjisténé hodnoty tykajici se divergence mezi druhy.

druh/outgroup pocet mutaci synonymni/nesynonymni | K
H. bacteriophora/
) ) 19 13/6 0,0146
H. beicherriana
S. feltiae/
151 125/26 0,44889

S. monticolum

K — nukleotidova divergence.
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4.2. Distribuce variability

V programu DnaSP jsem vytvofila schéma distribuce nukleotidové variability po délce
genu enol-1 (Obr. 4 a 5). Z grafii tak Ize snadno vycist, kde se jednotlivé polymorfismy ¢i
divergence nachazeji (jestli v intronu nebo v exonu), a zda maji tendenci se shlukovat. U obou

druhti je rozmisténi detekované divergence pomérné vyrovnané.

0,25 | — polymorfismus
0.2 —— divergence
0.15

0.1 A

0.05 -

Obr. 4: Nukleotidovy polymorfismus a divergence S. feltiae za pouZiti outgroupu S. monticolum a schéma

intron/exon distribuce mutaci (¢ara znac¢i intron, obdélnik exon).

01 polymorfismus
0,08 4 —— divergence
0.06 4
0.04 4
0.02 Lﬂ
0. -

0 500 1000 1500 2000

Obr. 5: Nukleotidovy polymorfismus a divergence genu enol-1 u H. bacteriophora za pouziti outgroupu

H. beicherriana a schéma intron/exon distribuce mutaci (¢ara znaci intron, obdélnik exon).
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4.3. Testy neutrality a selek¢ni koeficient Ka/Ks
Testy neutrality pouzivame k detekci ptipadného selekéniho tlaku, ktery mize na dany

gen pusobit. Pomoci téchto testil 1ze zjistit, zda se evoluce enoldzy ubirala cestou neutralni,
nebo na ni naopak pusobila selekce ur¢itého typu — kazdy test reaguje citlivéji na jeden
konkrétni typ selekce (viz tabulka 5).

Pro H. bacteriophora jsem opét jako outgroup pouzila H. beicherriana, stejné jako pro
S. feltiae jsem pouzila S. monticolum.Vzhledem k tomu, Ze introny nebylo mozné pro potieby
programu DNAsp vhodné sefadit, vS§echny testy byly provadény pouze na kodujicich tsecich

sekvenci.

Tabulka 5: Vysledky testi neutrality. Chybéjici hodnota znamend, Ze nebylo moZno test pouzit kvuli

monomorfismu exont.

N ) ) McDonald &
Druh Tajimovo D | Fu & Li D* Fu&LiD )
Kreitman
H. bacteriophora | - - -1,74763 -
S. feltiae 0,31072 0,78198 0,90923 0,401

Ani jeden test neutrality neprokdzal signifikantni odchyleni od neutralni evoluce genu.

Za pouziti programu Selecton jsme u S. feltiae detekovali ¢astecné neutralni, a
casteCné purifikacni selekci rizné intenzity (viz obr. 6). Jelikoz program pracuje se
synonymnimi a nesynonymnimi mutacemi, byla pro tuto analyzu pouZita jen kodujici ¢ast

sekvence.
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1 11 21 31 41
GIFREEVPSc BSsTEGEHEALE LRECBXTIEHE cKkoREXKAVEAN EEEKEEEALE
51 61 71 81 91
ExBrovIfol BEBxrMEBLD cTEFKsSLEA NATILeVSLEV ExEclVvEReV
101 111 121 131 141
PLYKHLEDLA cEkovILPfir BrfifiElccess BeExLEMQEF MELPfcHKSF
151 161 171 181 191
REEFMRMGSE YEHLKTEEKK RYGLEETHEEc BEccrErlEc BEXEGLBLLE
201 211 221 231 241
TABGLEGY¥Tc KvSsEEMEVE2 SEFYKENEXKK YELBFxHPHs BeskwEEEHe
251 261 271 281 291
LEEL¥osFEK B¥rfizsreBl FEQDBWENWE XLKAfssEoL veEpLIvTfip
301 311 321 331 341
KREQMABEKK scHCLLLKEN cEGsHTEsHE BExLsrRENGW GvMfjsHRsGE
351 361 371 381 391
TERTFEADLV VGLATGQEKT GAPCRSERLE k¥HoILrEEE ELEGHEEEHG

LEGENDA: M2 3 2 5 A

pozitivni selekce purifikaéni selekce

Obr. 6: Intenzita a druh selekce na jednotlivych kodonech enolazy S. feltiae.

Pro druh H. bacteriophora bohuzel nebylo mozné tento test provést kvili monomorfismu

exonu.

4.4. Fylogeneticka analyza
Fylogeneticka analyza byla provedena v programu MEGA 6.06 (Tamura et al, 2013).

K samotné konstrukci dendrogrami (obr. 7-8) jsem pouzila metodu ‘“Neighbor-joining”
(sdruzuje postupné do klastri nejpiibuznéjsi druhy az po nejméné ptibuzné; Saitou & Nei,
1987) a metodu “Maximum Likelihood” (zalozené navyhodnocovani pravdépodobnosti
zadanych dat; Tamura, 1992).

Nejprve vsak byly vybrany vhodné modely — u metody “Neighbor-joining” §lo o T92 Tamura
tiiparametrovy model (Tamura, 1992), u metody “Maximum Likelihood” byl vybran

“General Time Reversible Model G+I” (Waddel & Steel, 1997).
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Obr. 7: Dendrogram enol-1 (Maximum Likelihood, General Time Reversible G+l Model, Bootstrap 1000x)

Zakotfenéno kladem I.
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Obr. 8: Dendrogram enol-1 (Neighbor-joining, T92 Tamura tfiparametrovy

Zakorfenéno kladem I.

20

model, Bootstrap

1000x)



Topologie obou dendrogramt se od sebe nijak zasadné nelisi, nadefinované klady se k
sob¢ vicemén¢ sdruzuji dle soucasné uznavané fylogenetiky hlistic (Blaxter & Koutsovoulos,
2014).

Vyssi podporu maji predevsim koncové klastry zahrnujici rody, vzdalenéjsi uzly jsou
vSak jiz mén¢ rozlisené. Nejvyraznéjsi rozdil oproti standardni fylogenezi je umisténi klastru
rodu Caenorhabditis. Ac¢koliv nalezi do kladu V, na obou stromech je v klastru s druhy kladu
IV, a to s pomérn¢ vysokou podporou.

Po nadefinovani kladi podle obecné uznavaného systému byly vypocitany zakladni
vzajemné genetické vzdalenosti (Kimura, 1980). Tyto hodnoty vyjadfuji variabilitu genu

enol-1 jak v ramci téchto kladd, tak i mezi nimi (Tabulka 6-7).

Tabulka 6: Genetické vzalenosti (Kimura, 1980). genu enol-1 mezi jednotlivymi klady.

Klad I Klad 111 Klad IV
Klad |
Klad 11l 0,314
Klad IV | 0,308 0,340
Klad V 0,374 0,386 0,377

Tabulka 7: Genetické vzalenosti (Kimura, 1980) genu enol-1 v ramci kladi.

Klad V 0,204518964

Klad IV |0,237416309

Klad 111 ]0,259369891

Klad | 0,298157273

Z obou tabulek je patrné, ze genetické vzdalenosti v ramci kladd i mezi nimi dosahuji velmi

podobnych hodnot.
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4.5. Testy virulence

Testy virulence jsem provadéla na larvach zavijeée voskového (Galleria mellonella)
Rozdily mezi liniemi byly otestovany dvoucestnou anovou s opakovanim.

Vysledky pro druh S. feltiae ukazaly, ze signifikantni vliv maji jednotlivé linie, u
teploty se bohuzel signifikance neprokazala. Hodnoty signifikance a F-testu jsou uvedeny v
tabulce 8.

Tabulka 8: Hodnoty F-testu (F) a signifikance ( p) pro vliv linii a teplot u S. feltiae.

F P
Vliv linie 10,7246 <0,0001
Vliv teploty 3,1803 0,0808

Tukey-Kramerdv test odhalil signifikantni rozdily mezi nékterymi liniemi navzajem
(ptiloha 4.1). Pfi laboratorni teploté¢ mél nejvyssi virulenci japonsky kmen HOK 36, nejnizsi
kanadsky kmen S Queb. Pii teplot€¢ 19°C byl nejvirulentngj$i australsky kmen NB Aus,
nejméné virulentni byl opét S Queb (viz obr. 9).

Pti slouceni vysledkti pro ob¢ teploty je opét nejvirulentnéjsi HOK 36, a nejméné
virulentni S Queb. Priimérné hodnoty pfi obou teplotach a celkovy prumér pro jednotlivé linie

byl zaznamenan do tabulky (pfiloha 5.1).
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Obr. 9: Primérna mortalita zavije¢li pii nakaze jednotlivymi liniemi S. feltiae pti dvou riznych teplotach

(hodnoty v %).
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Vysledky pro druh H. bacteriophora prokazaly signifikantni vliv jak u linie, tak u
teploty. Hodnoty signifikance a F-testu jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9: Hodnoty F-testu (F) a signifikance (p) pro vliv linii a teplot u H. bacteriophora.

F p
Vliv linie 21,2525 < 0,0001
Vliv teploty 6,4693 0,0139

Tukey-Kramertv test opét odhalil signifikantni rozdily i mezi né€kterymi liniemi navzajem
(ptiloha 4.2).
palestinsky kmen PAL. Pfi teploté 19°C byl nejvirulentnéjsi americky kmen USA, nejméné
virulentni byl azorsky kmen Az 36 (viz obr. 10).
Pokud zanedbame teplotu a budeme na vysledky testl pro jednotlivé linie pohlizet jen
Primérmné hodnoty pro obé teploty a celkovy primér pro kaZdou linii jsem

zaznamenala do tabulky (ptiloha 5.2).
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Obr. 10: Praim&rna mortalita zavije¢ti pii ndkaze jednotlivymi liniemi H.bacteriophora pii dvou riznych

teplotach (hodnoty v %).

Dale jsem testovala virulenci druhd H. indica, H. beicherriana a S. riobrave. Jelikoz

od kazdého druhu jsem méla k dispozici pouze jednu linii, provedla jsem tedy standartné 4
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opakovani pro laboratorni teplotu a 4 pii 19 °C. V nasledujicim grafu (obr. 11) jsem
zohlednila i predeslé vysledky H. bacteriophora a S. feltiae a to tak, Ze ze vSech dostupnych

vysledki pro vSechny testované linie jsem vypocitala aritmeticky primér (ptiloha 5.3).

80
70 A
60 -
50 -

40 ~
30 - M Laboratorni teplota

NN N N\

20 A 19°C

Obr. 11: Srovnani pramérné virulence u testovanych druht hlistic (hodnoty v %).

Jak Ize na prvni pohled vy¢ist z grafu, druhy H. indica a H. beicherriana maji stejnou
virulenci. Vysledky jsou vSak pravdépodobné zkreslené malym poctem opakovani. Nejnizsi
virulenci pfi obou teplotach vykazuje H. bacteriophora, nejvyssi S. feltiae. Pti laboratorni
teploté je sice nejvirulentnéjsi S. riobrave, jeji aktivita vSak vyrazn¢ klesa s nizsi teplotou.

Tukey-Krameriv test odhalil, Ze v§echny druhy (krom¢& H. indica a H. beicherriana)

se od sebe navzajem signifikatn¢ odlisuji (pfiloha 4.3).
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5. Diskuze

5.1. Molekularné-fylogeneticka analyza

Zjisténé hodnoty nukleotidové variability u S. feltiae naznacuji, ze by zde mohl
probihat jisty druh selekce. Provedené testy neutrality sice neprokazaly signifikantni
vysledky, ovSem celkové se piiklani spiSe k selekci balancované, udrzujici variabilitu. Tyto
testy vSak zanedbavaji pohled na jednotlivé kodony. Proto jsme pouzili i program Selecton,
ktery naopak kalkuluje miru selekce pro kazdy kodon zvlast. Z vystupu tohoto programu by
se dalo soudit, Ze na gen enolazy pusobi naopak selekce neutralni, a na nékterych mistech
dokonce az purifikacni, kterd zfejmé v testech obecnégjSich (vztaZzenych na gen jako celek)
slabou balancovanou selekci vyrovnava. Jednoznaéné tedy nejde urcit, o jaky typ selekce se
zde jednd, a proto bude tfeba analyzovat vétsi mnozstvi vzorkd a porovnat variabilitu u
raznych populaci, resp.linii s rozdilnymi virulencemi.

Na rozdil od S. feltiae, u H. bacteriophora lze typ selekce pomérné dobie odhadnout
na zakladé velice nizké nukleotidové variability. Skute€nost, Ze variabilia exonil je nulova, a
ze vSech pét mutaci se nachazi ve stejném kodonu, nahrava hypotéze o purifikacni selekci.
Diky monomorfismu exonti nebylo mozné vétsinu testd provést — kromé Fu & Liho D-testu,
ktery ackoliv nevySel signifikantné, se zapornou hodnotou také ptiklani spiSe k purifikacni
selekci. Pocet nalezenych haplotypt je sice relativn€ vysoky (5), ale tyto haplotypy se od sebe
odliSuji pouze jedinou mutaci v misté posledniho intronu. S jistotou tedy lze fici pouze to, zZe
enolaza u H. bacteriophora je ve srovnani s enolazou u S. feltiae vysoce konzervovana, a
navic obsahuje né&kolikandsobné vétsi pocet intrond. DalSim moZnym vysvétlenim
pozorovaného monomorfismu je skutecnost, Zze rod Heterorhabditis je evolu¢né mladsi, a
tudiz jesté nedoSlo k nahromadéni mutaci, které podmifiuji haplotypovou variabilitu
(Nguynen & Hunt, 2007).

Z fylogenetické analyzy vyplynulo, Ze evoluce enolazy zcela nekopiruje evoluci
druht, coz se projevilo umisténim rodu Caenorhabditis z kladu V do klastru s rody kladu IV.
Ackoliv podpora tohoto usporadani byla hrani¢ni, pfeci jen naznacuje, Ze zde muze jit 0
urcitou konvergenci. Zajimavy je 1 fakt, ze by se jednalo o konvergenci u druhii s rozdilnym
zpusobem zivota, nebot’ Caenorhabditis neni druh paraziticky.Pti fylogenetické analyze jsem
se setkala s velmi rozdilnou velikosti a ¢etnosti intronti u enolazy v ramci kmene Nematoda.
Obecné nejptijimangjsi teorie, kterd se snazi objasnit Castou ztratu intront v prabéhu evoluce,

zahrnuje proces homologni rekombinace mezi kopii genomové DNA a kopii cDNA, ktera je
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bez intronti (Long & Langley, 1993) a vznika procesem reverzni transkripce pomoci
retrotranspozonil (Esnault et al,2000). Dalsi pfic¢inou ztraty intront mize byt obycejna delece,
zpusobend nedokonalou rekombinaci (Robertson, 1998). Ziskani introni mize naopak byt
vysledek inzerce mobilniho genetického elementu (Giroux et al, 1994), nebo mohou byt
introny vytvofeny aktivaci nového sestiithového mista v degenerovaném kédujicim regionu.
(Wang et al, 2004).

Nedavné studie ukazuji, ze ztrata intrond se v evoluci objevuje mnohonasobné Castéji
nez ziskani — dokonce se zda, Ze evolu¢né star$i skupiny maji tendenci mit méné kratSich
introntl, narozdil od téch relativné mladych, kde se introny vyskytuji v hojném poctu. (Cho et
al, 2004). Na nasich vlastnich datech se tato teorie dobfe shoduje s pozorovanou praxi — U
fylogeneticky pomérn¢ mladého rodu Heterorhabditis jsem nalezla celkem 10 intront, coz je
téméf trojnasobné mnozstvi nez u fylogeneticky starSich rodu jako Steinernema (3-4 introny)
nebo Caenorhabditis (2-3 introny). U vSech tfech skupin jde o introny pomérné malé,
pohybujici se okolo 100 bazi. Jejich rozmisténi se muze li§it i v ramci velmi blizce

ptibuznych druhti, ov§em vétSinou se jedna o zanedbatelny posun.

5.2. Testy virulence

Vzhledem k velmi konzervované sekvenci u H. bacteriophora bylo zajimavé sledovat
rozdilné vysledky testi virulence. Vlivy linii i jednotlivych teplot byly signifkantni — a do
urcité miry bylo mozno pozorovat i zavislost virulence pfi riznych teplotdch na geografickém
pivodu. Pfi laboratorni teploté byla nejvirulentnéjsi linie T 9-48 (plvodem z Turecka),
jakmile se ale teplota snizila na 19°C tak méla nejvyssi virulenci linie USA (pivodem z
Virginie). Naopak celkové velmi malou virulenci vykazovala linie Az 36 (plvodem z
Azorskych ostrovil), kterou jsme ziskali od N. Simoese, a ktery ji ve své praci (Rosa &
Simoes, 2003) také shledava velmi slab¢ virulentni.

U druhu S. feltiae byla také prokazana signifikantni odliSnost mezi liniemi, u teploty
se signifikantni vliv sice prokazat nepodatfilo, ale potfebny schodek v hodnoté p byl téméf
nepatrny. Celkové nejvirulentnéjsi byla linie HOK 36 (ackoliv pii 19°C ji prevysila linie NB
Aus), ktera sdilela stejny haplotyp jako linie ALG 3, a zaroven nesla jedinou nesynonymni
mutaci nalezenou v ramci druhu. Po provedeni Tukey-Kramerova testu vySlo najevo, ze
virulence liniit HOK 36 a ALG 3 se od sebe signifikantné neodliSuje. Vysledky tedy mohou
naznacovat, Ze tyto dvé linie mohou nést mutaci, kterd pozitivné ovliviluje virulenci. Pro

overeni této skutecnosti vSak bude tieba SirSiho vyzkumu a vétSiho poctu vzorkd.
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6. Zavér

V ramci této bakalaiské prace se mi podafilo amplifikovat a osekvenovat pievaznou
¢ast genu enol-1 u druhd H. bacteriophora, H. beicherriana, H. indica, S. feltiae a S.
riobrave. Dale jsem pracovala s druhy H. bacteriophora a S. feltiae, u nichZ jsem analyzovala
nukleotidovou variabilitu — u druhu H. bacteriophora byl zjistén monomorfismus exont a
pouze 4 polymorfni mista na pozici 10. intronu; u druhu S. feltiae bylo nalezeno celkem 20
polymorfisma po celé délce sekvence, z toho jedna mutace byla nesynonymni a znamenala
zaménu valinu za isoleucin. Tuto mutaci sdilely linie ALG 3 a HOK 36, které¢ mély i stejny
haplotyp. Mira divergence byla ur€ena s pouzitim vhodného “outgroupu”. Provedeny byly
testy neutrality, které neprokazaly zadnou signifikantni odchylku od neutralniho chovani
genu, i kdyz je mira variability u zkoumanych druht zasadn¢€ odlisna.

V druhé c¢asti své prace jsem testovala virulenci jednotlivych linii a druhti na larvach
Galleria mellonella. U H. bacteriophora byl prokazan vliv jak linie, tak teploty; u S. feltiae se
podaftilo prokazat pouze vliv teploty. S pouzitim Tukey-Kramerova testu byly prokdzany i
vzajemné rozdily mezi nékterymi liniemi. Porovnanim nukleotidové variability a virulence
lze fici, Ze zatimco u S. feltiae mohou rtuzné haplotypy s mirou virulence souviset, u H.
bacteriophora je tomu naopak, nebot’ i signifikantné rozdilna virulence byla detekovana u

stejného haplotypu.
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Priloha 1

Tabulka pouzitych primert, jejich sekvenci, orientace a jejich autorti.

Nazev Sekvence ve sméru 5°— 3’ Orientace | Autor
NenolF1 CTCGCATCCACGCTCGTCAG forward D.Chundelova
NenolR2 GGGTTGGTGACCTTCTCTCCG reverz D.Chundelova
Enol79for TTGATTCACGTGGTAACCCG forward M.Zurovcové
Enol1287rev | CAATGCGCAAAAGCTGGTTGTAC | reverz M.Zurovcova
Enol700for TTCAATGTAATTAACGGAGG forward M.Zurovcova
Enol700rev | GGATTTGTCACAGTCAAATC reverz M.Zurovcové
SfelEnolF1b ATCTACGATTCTCGTGGAAATCC | forward M.Zurovcova
SfelEnolF2 ATCTGAGATCTACCACCACC forward M.Zurovcova

Priloha 1: Seznam pouzitych primert. (forward — pfimy primer ve sméru transkripce, reverz — zpétny primer

proti sméru transkripce).
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Priloha 2

Vizualizace amplifikovaného genu enol-1 u rodu Heterorhabditis na agarézovém gelu

(seznam linii viz tabulka 1).

Piiloha 2: Typicky vysledek elektroforézy na agar6zovém gelu (jamka &.1 — velikostni standard Lambda
DNA/Eco RI + Hind I, &. 2,3 — HB 221, ¢.4 — NIG, &.5 — PAL, ¢.6 — USA, ¢.7 — H. indica).
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Priloha 3

Druh ID Zdroj
Ancylostoma canicum ANCCAN_17324 ParaSite
Ancylostoma ceylanicum 53326:Acey s0389.g531.t1 Wormbase
Ancylostoma duodendale ANCDUO_ 09450 ParaSite
Angiostrongylus cantonensis ACAC_0000355401 ParaSite
Ascaris lumbricoides ALUE_ 0001430001 ParaSite
Ascaris suum 6253:GS 19426 Wormbase
Brugia malayi Bm13965 Wormbase
Bursaphelenchus xylophilus 6326:BUX.s01281.470 Wormbase
Caenorhabditis brenneri CBN18669 Wormbase
Caenorhabditis briggsae XM_002631326.1 GenBank
Caenorhabditis elegans T21B10.2a Wormbase
Caenorhabditis japonica CJA09944 Wormbase
Caenorhabditis remanei CRE01886 Wormbase
Caenorhabditis tropicalis Cspl1.Scaffold630.g20703 Wormbase
Dirofilaria immitis nDi.2.2.2.9g05723 ParaSite
Drancunculus medinensis DME_0001026501 ParaSite
Enterobius vermicularis EVEC 0000331901 ParaSite
Haemonchus contortus HM138086.1 GenBank
Heterorhabditis bacteriophora 17016 Nembase4
Heterorhabditis indica HMO067750.1 GenBank
Loa Loa LOAG_05708 ParaSite
Meloidogyne hapla MhA1 Contig290.frz3.gene7 Wormbase
Meloidogyne incognita Minc04285 Wormbase
Necator americanus NECAME_00001 ParaSite
Onchocerca volvulus OVO0C9778 Wormbase
Steinernema carpocapse HMO067752.1 GenBank
Steinernema feltiae L889 g1 ParaSite
Steinernema glaseri HQ696924.1 GenBank
Steinernema monticolum L898 g1 ParaSite
Steinernema scapterisci L892 g13537 ParaSite
Strongyloides papillosus SPAL 0000750800 ParaSite
Strongyloides ratti Sra_g180 Wormbase
Strongyloides stercoralis SSTP_0000718800 ParaSite
Strongyloides venezuelensis SVE_0965700 ParaSite
Trichinella spiralis Tsp_09466 Wormbase
Trichuris muris TMUE_s0102000900 ParaSite

Ptiloha 3: Seznam druhd, jejichz sekvence byla ziskana z internetovych databazi.
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Priloha 4

Vysledky Tukey-Kramerova testu pro jednotlivé linie testovanych druhta (seznam linii

viz tabulka 1) a testované druhy.

ALG 3 | BELF | HOK 36 | Jakutsk | NB Aus | NF Ust | PA
ALG 3
BELF -
HOK 36 |- *
Jakutsk - * -
NB Aus - * - -
NFUst |- - * - *
PA - - - - - -
S Queb * - * * * - *

Piiloha 4.1: Vysledky Tukey-Kramerova testu pro S. feltiae (* signifikantni odli$nost, - nesignifikantni

odlisnost).

Az 36 | CAL3C |HB?221 | MG618 | NIG |PAL | T9-43 | T9-48

Az 36

CAL3C |-

HB 221 | - -

MG 618 | * * *

NIG - - - *

PAL - - - * -

T9-43 |- - - * - -

T 9-48 * * * _ * * *

USA * * * - * * _

Piiloha 4.2: Vysledky Tukey-Kramerova testu pro H. bacteriophora (* signifikantni odli$nost, - nesignifikantni

odlisnost).
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Piiloha 4 — pokracovani

H. bacteriophora | H. indica | H. beicherriana | S. feltiae

H. bacteriophora

H. indica *

H. beicherriana | * -

S. feltiae * * *

S. riobrave * * * *

Ptiloha 4.3: Vysledky Tukey-Kramerova testu pro testované druhy hlistic (* signifikantni odli$nost,

- nesignifikantni odlisnost).
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Priloha 5

Pramérné hodnoty mortality larev Galleria mellonella pii infekci jednotlivymi liniemi
druhi S. feltiae a H. bacteriophora a pro testované druhy hlistic (v %). Seznam linii viz

tabulka 1.

ALG 3 | HOK 36 | BELF | NB Aus | NF Ust | S Queb | Jakutsk [ PA

Lab. 1 go5 | g5 375 | 825 55 325 |875 |70
teplota
19°c |70 90 725 |975 675 |45 825 |75

Ptiloha 5.1: Primérné hodnoty pro linie S. feltiae.

HB CAL NIG PAL USA MG Az36 |T9-43 |T9-48
Lab. 47,5 25 35 10 77,5 60 25 50 90
teplota
19 °C 25 30 37,5 15 82,5 77,5 7,5 10 52,5

Ptiloha 5.2: Primérné hodnoty pro linie H. bacteriophora.

H. bacteriophora | H. beicherriana | H. indica | S. feltiae | S. riobrave

Lab. teplota 46,6 50 50 67,8 85

19 °C 37,5 55 55 75 37,5

Ptiloha €. 5.3: Primé&rné hodnoty pro testované druhy hlistic.
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