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1. Uvod

Entomopatogenni hlistice (EPN) z celedi Steinernematidae (Rhabditida,
Nematoda) jsou obligatnimi patogeny hmyzu (Poinar, 1979). Vzhledem k jejich schopnosti
infikovat rizné druhy hmyzu (Laumond, et al., 1979) se ¢asto vyuzivaji i v biologické
ochran¢ pro kontrolu hmyzich sktidct (Georgis, 2002). Je znamo, ze se EPN vyskytuji
ve zvlastni symbidze s gramnegativnimi bakteriemi rodu Xenorhabdus z celedi
Enterobacteriaceae (Boemare, et al., 1993). Jedna se o tzv. mutualisticky vztah, ktery
prinasi prospéch obéma ziacastnénym stranam.

Entomopatogenni hlistice se v padé vyskytuji ve formé invazni larvy, kterd
ve specializované struktute svého téla nese desitky symbiotickych bakterii (Bird a Akhurst,
1983; Snyder, et al., 2007). Po vstupu do téla hmyziho hostitele uvolni hlistice své
symbiotické bakterie, které produkuji extracelularni toxiny a degradacni enzymy. Bakterie
se rychle mnozi ve vyzivné hmyzi hemolymfé a smrt hostitele nastava nasledkem
bakterialni septikémie asi po 24-48 hodinach (Griffin, et al., 2005). Bakterie dale slouzi
jako zdroj potravy pro rostouci a mnozici se hlistice. Kdyz jsou z téla hmyziho hostitele
vyCerpany veskeré ziviny, vraci se hlistice zpét do invazniho stadia a jejich télo je
osidlovano dalSimi bakterialnimi bunkami (Ciche, et al., 2008). Nasledn¢ se hlistice opét
uvolni do ptdy a hledaji nového hmyziho hostitele (Adams a Nguyen, 2002).

Vztah mezi hlisticemi rodu Steinernema a jejch symbiotickou bakterii rodu
Xenorhabdus je v ptirozeném prostiedi obligatni (Akhurst a Boemare, 1990). Kromé toho,
Ze bakterie slouzi jako potrava pro rostouci a mnozici se hlistice, chrani také mrtvé télo
hostitele proti dal$im mikroorganismiim, ptredevSim produkeci antibiotik, exotoxind,
fungistatik a mnoha dalSich antimikrobialnich latek, které jsou potiebné pro potlaceni
pruniku dalSich mikroorganismt do t¢la mrtvého hostitele (Akhurst, 1982; Chen, et al,
1994).

Ptredpoklada se, Ze organismy zijici v mutualistickém vztahu casto podléhaji
koevoluci, coz mize nakonec vést k paralelni speciaci nebo kospeciaci u obou partneri
(Page a Charleston, 1998). Obecné¢ plati, ze nejpiiméjsi evidenci paralelismu je mozné
pozorovat u kofylogenetickych studii blizce ptibuznych druhii a vnitrodruhovych linii
(Funk, et al, 2000; Wernegreen, et al., 1999; Peccoud, et al., 2009; Liu, et al., 2013).

X. bovienii a jeho hostitelské hlistice predstavuji idealni model pro

kofylogenetické studie. X. bovienii je nejvice "promiskuitni" druh z rodu Xenorhabdus,



asociovany nejméné s deseti druhy hlistic rodu Steinernema (Campos - Herrera, et al.,
2012), které¢ se tadi do dvou zpéti hlavnich fylogentickych skupin v ramci celedi
Steinernematidae. U komplexu Steinernema a Xenorhabdus vsak byla dosud provedena
jedina studie (Lee a Stock, 2010), zaméfujici se na feSeni kospeciace, ve které byla
zahrnuta cela ¢eled’ Steinernematidae a vSechny druhy rodu Xenorhabdus. Tato studie vSak
nepfinesla zadny dikaz o kospeciaci vtomto komplexu. Autofi absenci kospeciace
vysvétlili Castymi preskoky symbionta mezi hostitelskymi druhy (,,host switch®) nebo
nedostateCnym mnozstvim studovanych taxont.

Podobné pak Murfin, et al. (2015) u komplexu Steinernema — Xenorhabdus
porovnali fylogenezi 9 riznych kment X. bovienii odvozenou z celého genomu
s fylogenezi hostitelskych hlistic, a pozorovali moznou ko-kladogenezi mezi tiemi kmeny
X. bovienii a tfemi kmeny S. feltiae, coz naznacilo moznou specifi¢nost v ramci tohoto
komplexu.

Znalost trovné kospeciace mize osvétlit roli koevoluce v utvareni speciace
a diverzifikace symbiotickych partnerti a probihajicich biologickych procest (Kawakita,
et al., 2004). Takové poznani u entomopatogennich hlistic a jejich symbionta povede
Kk rozvoji nasich znalosti o vyvoji symbiozy mezi hlisticemi a bakteriemi. Nasledn¢ mutize
také zvysit uspéSnost vyuzivani EPN v biologickych ochrané. Kromé toho, pochopeni
specifi¢nosti vztahu Steinernema - Xenorhabdus by mohlo pfinést dalsi dilezité informace
o mozném riziku pouzivani EPN v biologickém boji proti hmyzim $ktdcim, kde
teoreticky hrozi, ze bakterialni symbiont komeréné aplikované hlistice by mohl nahradit

symbionta pivodni populace hlistic.

1.1 Hlistice

Hlistice (Nematoda) pfedstavuji kmen mnohobunéénych organismu, tvofici
nejrozsitenéjsi a nejpocetnéjsi skupinu zivocichl na zemi (Bongers a Ferris, 1999; Torsvik,
et al., 2002; Curtis, et al., 2002; Rappe a Giovannoni, 2003; Curtis a Sloan, 2004). Je
znamo obrovské mnozstvi druhli (pfes 20 tisic), které se vyskytuji v riznych
ekosystémech. Neékteré hlistice jsou volné Zijici a Zivi se bakteriemi, jiné patfi mezi
saprofagni druhy, prezivajici na rozkladdajicich se tkdnich. Neékteré parazituji na
bezobratlych ¢i obratlovcich (véetné ¢lovéka), jiné na rostlinach, houbach nebo hmyzu.

Télo teéchto hlistic je valcovité a ke konci ztencené, na jeho povrchu se vyskytuje

pevna kutikula, produkovand jednovrstevnou pokozkou, ktera zajiStuje pruznost



a predevsim pevnost téla. Té€lni dutinu maji vyplnénou tekutinou, kterd udrzuje
hydrostaticky tlak a umoziuje tak pohyb hlistic. Diky tomu jsou nékteré druhy schopny
,,stat“ nebo dokonce skakat, cehoz vyuzivaji pii hledani hostitele (Campbell a Kaya, 1999).
Hlistice se také vyznacuji ustnim ustrojim se 3 az 6 pysky. Traveni je zajiSténo travici
trubici, prochazejici pseudocoelem, majici na jedné stran¢ pistovity hltan, diky kterému

muze dochazet k nasavani potravy (Adams, et al., 2006).

1.2 Entomopatogenni hlistice

Hlistice ¢eledi Steinernematidae a Heterorhabditidae, také nazyvané jako hlistovky
(Weiser a Mracek, 1988), patii do skupiny entomopatogennich hlistic, které jsou dle
Maggentiho (1981) tazeny do kmene hlistic (Nematoda), fadu had’ata (Rhabditida).
Skupina entomopatogennich hlistovek mé v soucasné dob¢ vice nez 100 druhti, fazenych
do dvou celedi. Do celedi Steinernematidae Chitwood a Chitwood, 1937 se fadi rody
Steinernema Travassos, 1927 doposud s vice nez devadesati popsanymi druhy a rod
Neosteinernema Nguyen a Smart, 1994 s druhem jedinym. Celed Heterorhabditidae

Poinar, 1976 obsahuje jediny rod Heterorhabditis Poinar, 1976 s cca 18 dosud znamymi
druhy.

Hlistovky jsou roz$ifenou skupinou organismu, které se vyskytuji na vSech
obydlenych kontinentech. Jedna se o pudni organismy, zijici na polich, v sadech
a zahradach (Nermut, et al., 2012). Nejvice druhti se v8ak nachazi v oblastech mirného
pasu. Pro vyzkum je Castéji vyuzivana ¢eled’ Steinernematidae, zejména proto, ze se jedna
0 5x vétsi skupinu, nez je Celed’ Heterorhabditidae. S nejvétsi pravdépodobnosti se u Celedi
Steinernematidae vyskytuje vétsi molekularni diverzita mezi jednotlivymi druhy. Pfi¢inou
velké mezidruhové diverzity je ziejmé stari celedi Steinernematidae, jejiz prvni vyskyt je
datovan dfive, nez tomu bylo u ¢eledi Heterorhabditidae (Adams a Nguyen, 2002). Prvni
entomopatogenni hlistice z ¢eledi Steinernematidae byla popsana vroce 1923 jako
Aplectana kraussei — nyni Steinernema kraussei. V soucasné dobé je znamo téméf
100 druhti z&eledi Steinernematidae a 18 druhii Celedi Heterorhabditidae. V Ceské
Republice je nejrozsifenéjsim druhem S. feltiae, druhym nejrozsitengjsim je lesni druh S.
kraussei. Ve svété je nejrozsifenéjSim druhem také S. feltiae, avSak druhym
nejrozsitenéjsim druhem je S. carpacapsae.

Vyskyt ptivodnich hlistovek je datovan pied 350 ti miliony let, kdy existoval jejich

pravdépodobny ptedchiidce, kterym byla volné zijici bakteriofagni hlistice, ktera nejprve



pozirala bakterie z mrtvych tél hmyzu a teprve postupnymi zménami zacala pronikat i do
zivého hostitele, tak jak je to znamé u dnesnich hlistovek (Nermut’, et al., 2012). Je vSak
dalezit¢ uvédomit si fakt, Ze cCeledi Steinernematidae a Heterorhabditidae s nejveEtsi
pravdépodobnosti nesdileji spolecného piedka. Z tohoto divodu je skupina hlistovek
nazyvana jako polyfyleticka (Blaxter, et al., 1998). Pfesto se u dvou zminénych celedi
vyskytuji podobné znaky, které vznikly nejspiSe konvergentni evoluci, pfi niz dochazi
k vyvoji dvou nepfibuznych druht, na které vSak pusobi stejné selekéni tlaky, jako jsou
prostiedi ¢i podobny styl Zivota a na zakladé toho si mohou byt tyto druhy podobné. Mezi
spole¢né znaky patii naptiklad entomopatogenita (schopnost infikovat, usmrtit a pak vyuzit
svého hostitele), symbioza s bakterii, zivotni cyklus a adaptace invazni larvy. V soucasné
dobé se predpoklada, ze celed’ Steinernematidae patfi do skupiny Panagrolaimomorpha,
zatimco Celed’ Heterorhabditidae je sesterska skupiné Strongylida (Blaxter, et al., 2000,
2015).

1.2.1 Zivotni strategie

Entomopatogenni hlistice parazituji na riznych druzich hmyzu véetné larev motyli,
mr, broukl i much. V laboratornich testech byla dokonce prok4zéana infekce u pavouku
(Poinar a Thomas, 1985) a rozto¢u (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 rodt Xenorhabdus
(Steinernematidae) nebo Photorhabdus (Heterorhabditadae). Ztoho vyplyva, zZe tito
parazité jsou vyznamni tim, Ze dokdzi zit v symbidze s bakterii (Akhurst a Boemare,
1988). Aby vsak mohlo dojit v pfirodé k nakaze hostitele, musi byt splnéna dilezita
podminka, a to vyskyt alesponi jednoho z vyvojovych stadii v padé¢ (Bathon, 1996).

1.2.2 Invazni larva

Jedinym volné Zzijicim stadiem v ptidnim prostfedi je larva tietiho instaru, tzv.
»invazni larva“ (dauer larva). Tato larva ma velice dilezity tkol — hledani nového
hostitele. K tomu ma specifickou vybavu, ktera zahrnuje mj. zesileni kutikuly. Nesvlecena
kutikula chrani larvy proti predatoriim i proti nékterym nematofagnim houbam (Timper
a Kaya, 1989). Dalsim dulezitym znakem je uzavieni travici soustavy, larva tak nepfijima
potravu a spoléha se pouze na svoje energetické zasoby v buiikach stfeva, diky kterym

muze prezit pomérné dlouhou dobu (Poinar a Leutenegger, 1968; Poinar, 1990).



Dtlezitym mechanismem pro pieziti v ptid¢ je agregace, neboli seskupeni. Diky
tomuto mechanismu hlistovky vytvareji shluky, pficemz ty pii okrajich shluku vétSinou
zahynou, ¢imz vytvofi ochrannou barieru (Ishibashi a Kondo, 1990), ktera zabranuje
vysychani ostatnich clent tohoto shluku a chrani je rovnéz proti slune¢nimu zafeni
(Wallace a Doncaster, 1964). Toto chovani je Casto fizeno citlivosti hlistovek, ktera mize

byt mechanicka nebo dotykova (Croll a Matthews, 1977).

1.2.3 Detekce hostitele a zivotni cyklus

Entomopatogenni hlistice maji specificky Zivotni cyklus, ktery zacind infekci
hostitele jiz zminénou invazni larvou, ktera detekuje svého hostitele pomoci riznych
smyslovych organt. Jedna se pfedev§im o senzorické organy tzv. amphidy a papily,
umisténé na hlavé larvy, které zachycuji CO2 a dal§i metabolity uvolfiované hostitelem
(Griffin, et al., 2005). Invazni larva se poté muze pohybovat po chemickém gradientu
téchto latek smérem k hostiteli (Ishibashi a Kondo, 1990).

Hlistice mohou pronikat do téla svého hostitele pomoci pfirozenych télnich otvord,
jako jsou ustni otvor a fit. Dal§im zpisobem priniku do hostitele mize byt prichod pies
spirakula (vng&jsi otvor trachealniho systému, obvykle opatien uzaviracim mechanismem),
intersegmentalni membranu ¢i skrz kutikulu (Mracek, et al., 1988; Ishibashi a Kondo,
1990). Nékteré druhy hmyzu mohou byt proti ndkaze hlistovkou imunni a to zejména
proto, Ze maji pfili§ uzky ustni otvor nebo maji fitni otvor vybaven uzaviratelnymi
chlopnémi (Eidth a Thurston, 1995). Jedna se pfedev§im o nékteré larvy dvouktidlych
(Poinar, 1979), larvy kovarikt (Eidth a Thurston, 1995) ¢i dospélce stievliku (Georgis,
et al., 1991; Ropek a Javorska, 1994).

Pokud se invazni larva dostane do téla hmyzu, uvolni svym Ustnim otvorem
symbiotickou bakterii (Xenorhabdus pro celed’ Steinernematidae, Photorhabdus pro ¢eled’
Heterorhabditidae), ktera se rychle mnozi ve vyzivné hmyzi hemolymf&. Smrt hostitele
nastava nasledkem bakterialni septikémie asi po 2448 hodinach (Griffin, et al., 2005).
Hlistice tyto bakterie dale vyuzivaji jako zdroj potravy (Nermut,, et al., 2012).

Béhem Zivotniho cyklu dochéazi uvnitt hostitele k reprodukci nékolika generaci.
Invazni larvy se vyvijeji ptfes larvu &tvrtého instaru do prvni, tzv. ,,obFi generace®.
Vyvinou se mali samci a téméf centimetrové samice, které kladou vajicka v téle mrtvého
hostitele. Z téchto vaji¢ek se pozdéji vylihnout larvy, které se rovnéz ptes 4 instary vyvijeji
Vv dospé€lého jedince, do druhé, tzv. ,,normalni generace”. Samice z této druhé generace
opét kladou vajicka. Tento cyklus se opakuje az do vy€erpani zivin, kdy vyvoj pokracuje
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pouze do tfetiho larvalniho instaru — invazni larvy, kterd opousti svého hostitele a nadale
zGstava v padé. Zivotni cyklus hlistovek je zpravidla dokon¢en v pribshu 7-15 dnd
(Poinar, 1979; Adams a Nguyen, 2002). Po dokonceni celého cyklu vznikaji desitky tisic
novych infek¢énich jedinct, velkych 0.4-1.5 mm, ktefi hledaji nového hostitele.
Schematicky je zivotni cyklus znazornén na obrazku 1.

U celedi Steinernematidae se invazni larvy vyskytuji jako samci a samice, kdezto
u Heterorhabditidae se jedna o hermafrodity. Dilezitym znakem u ¢eledi Steinernematidae
je tedy vyrazny pohlavni dimorfismus. Samec se od samice 1isi nejen pohlavim, ale také
sekundarnimi znaky, jako je velikost téla ¢i rozdilné zbarveni. U hlistic je pohlavni
dimorfismus vazan na rozdil ve velikosti téla, pficemz samice je az 10x vEtsi nez samec

a dosahuje velikosti az 1 cm.

Infekéni jedinci (1))
: Infekce

Smrt hostitele

Uvolnéninovych UJ /’ Dospilci
J4 Vajléka
generace l
13 n Vyvoj uvnit¥ hostitele
o “’

Obr. 1: Zivotni cyklus entomopatogenni hlistice (Hyrsl, 2012).

1.3 Hostitelské spektrum

Hlistovky obecné dokazi napadat velice Siroké spektrum hostiteli. Celed
Steinernematidae zahrnuje témét 100 riznych druhd, pifi¢emz kazdy druh se muze
vyskytovat v odlisSném prostfedi a mize parazitovat na jiném hostiteli. Hlistovky jsou
povazovany za druhové nespecifické, protoZze jsou schopny napadat nejen hmyz, ale i jiné
bezobratlé, kterymi jsou stejnonozci (Isopoda), stonozkovei (Symphyla), klepitkatci
(Chelicerata) a mnohonozky (Diplopoda), (Bathon, 1996). Jelikoz se jedna o Zivocichy



vazané na zivot v pudé, za ptirozenych podminek mohou napadat pouze hostitele, ktefi se
v pad¢ vyskytuji alespon urcitou dobu. Mezi takové hostitele patii hmyz z tadu brouci
(Coleoptera), motyli (Lepidoptera), dvoukiidli (Diptera) a blanokiidli (Hymenoptera),
(Peters, 1996), a to ptedevsim v larvalnim stadiu.

Nékteti padni zivocichové se ale dokdzi branit proti infekci zpisobené hlisticemi
a to diky riznym strategiim, které zahrnuji zvySenou rychlost kéleni, jako je tomu
napfiklad u vrubounovitych, kukly motylt zase snizuji produkci oxidu uhli¢itého a tak
dokazi minimalizovat chemické podnéty a snizit moznost infekce. Nékteré druhy hmyzu se
pred invazivnimi larvami ukryvaji do kofenu rostlin (Gaugler, 1988), jiné druhy si proti
infekci casto vytvaii morfologickou obranu (napt. larvy kovarikt (Elateridae)), (Eidth
a Thurston, 1995), kterou mohou byt ruzné bariery ve formé kokonid nebo pevné kutikuly
(Gaugler, 1988).

Hlistovky spolu s bakteriemi mohou byt vystaveny i silnym reakcim hostitele,
oznac¢ovanym jako bunécné ¢i humoralni. Mezi tyto reakce se fadi napiiklad enkapsulace
(Peters a Ehlers, 1994), tedy schopnost hmyzich krevnich bunék (hemocytt) shlukovat se
kolem parazita a nasledn¢ ho uzavtit do mnohovrstevné kapsule (Poinar, 1974; Ratcliffe,
1982). Dalsi reakci muze byt fagocytdza bakteridlnich bunc€k a jejich zniceni pomoci
antimikrobialni aktivity hmyzi hemolymfy. Avsak diky tomu, ze hlistovky spolupracuji se
symbiotickymi bakteriemi, mohou imunitu hmyzich hostiteld piekonavat (Wang
a Gaugler, 1999).

1.4 Symbioza hlistovek

Hlistovky se vyskytuji ve zvlaStni symbioze s gramnegativnimi bakteriemi rodu
Xenorhabdus (Steinernematidae) a Photorhabdus (Heterorhabditidae), které spadaji
do celedi Enterobacteriaceae (Boemare, et al., 1993). Jedna se o tzv. mutualisticky vztah,
ktery pfinasi prospéch obéma zicastnénym. Tento velice tésny vztah potvrzuje fakt, Ze
symbiotické bakterie nejsou schopné Zit samostatné ve vnéjSim prostiedi a jsou tedy zcela
zavislé na pritomnosti hlistovek, které slouzi jako vektor, pienasejici bakterie z jednoho
hostitele do druhého, za pouziti specialniho stfevniho vacku nebo ptimo ve stievé. Bakterie
jsou hlistovkami pienaSené do hemocoelu hostitele, kde zdolavaji imunitni systém
a pomoci uvolnénych toxint svého hostitele zabijeji (Boemare, 2002; Forst a Clarke, 2002)
a vytvareji potravu pro vyvijejici se hlistovky (Bird a Akhurst, 1983; Poinar, 1990). Dalsi

funkci bakterii v této symbioze je tvorba velice dulezitych latek, pfedevSim antibiotik,



exotoxintl, fungistatik a mnoha dalSich, které jsou potifebné pro potlaceni pruniku dalSich
mikroorganismi do mrtvého téla hostitele (Forst a Clarke, 2002). Je tedy patrné, Ze se
hlistovky v pfirozeném prostfedi nevyskytuji bez svého symbionta, stejn¢ tak jako se
bakterie nevyskytuji volné bez hlistovek (Fischer-Le Saux, et al., 1999).

Hlistice rodu Heterorhabditis se bez pfitomnosti své symbiotické bakterie
nedostanou ve svém vyvojovém cyklu dale nez do faze L1 a nevytvari tak infek¢ni jedince
nové generace (Han a Ehlers, 2000). Hlistice rodu Steinernema se sice bez pfitomnosti
svych symbiotickych bakterii dokazi vyvijet i rozmnozovat, ale je vyrazné snizeno
mnozstvi nové vznikajicich infek¢énich jedincti v dal§i generaci (Hurychova, 2016).
Nékteré hlistovky jsou schopné kromé symbiotickych bakterii konzumovat i jiné
nesymbiotické bakterie, napi. E. coli (Sicard, et al., 2003), ale pouze v kratké dobé a na
ukor rychlosti ristu, ktera je timto zpusobem potravy znaéné zpomalena (Aguillera
a Smart, 1993).

Bakterie se v symbioze mohou vyskytovat ve dvou ruznych fazich — ve fazi
vegetativni nebo ve fazi foretické. Ve vegetativni fazi se symbioticka bakterie vyskytuje
Vv hostiteli a ma k dispozici nadbytek zivin. Naopak foreticka faze ptredstavuje uchovavani
symbionta ve stfevnim vacku invazni larvy, kdy symbiotickd bakterie nepfijima zadné

Ziviny (Bird a Akhurst, 1983).

1.4.1 Symbiotické bakterie

Vyzkum EPN se zabyva dvéma zakladnimi modely nematobakteridlnich komplexi,
kterymi jsou celedi hlistic Steinernematidae s jeji asociovanou bakterii Xenorhabdus
a Celed” Heterorhabditidae s bakterii Photorhabdus. Do rodiny Photorhabdus se fadi tfi
druhy bakterii — P. asymbiotica, ktery patii mezi lidské patogeny, vyskytuje se ale
I u H. gerrardi a n¢kterych populaci H. indica, dale P. luminescens, a P. temperata
(Blackburn, et al., 2016). Bakterie, které patii do rodiny Xenorhabdus zahrnuji vice nez
desitky druhti a stale jsou objevovany nové.

Bakterie rodu Xenorhabdus a Photorhabdus jsou ftazeny do cCeledi
Enterobacteriaceae, skupiny y-Proteobacteria (Akhurst, 1986; Adams, et al., 2006). Jedna
se o gramnegativni, heterotrofni a fakultativné anaerobni tycky, jez maji na svém povrchu
fimbrie, které slouzi k pohybu a k naslednému uchyceni ve stfevé infekéniho jedince
(Easom, et al., 2010).

Prestoze oba bakterialni rody vykazuji mnoho spole¢nych rysti, mizeme u nich najit
celou fadu rozdili. Dulezitym rozdilnym znakem je jejich umisténi v téle hostitele.
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Zatimco se symbiotické bakterie rodu Xenorhabdus vyskytuji u rodu Steinernema
ve specialnich vaccich stfeva invaznich larev (Bird a Akhurst, 1983; Snyder, et al., 2007),
bakterie rodu Photorhabdus se u rodu Heterorhabditis vyskytuji ptimo ve stfevé a hltanu
téchto larev (Boemare, 2002). Dalsim duleZzitym rozdilnym znakem je patogenita
symbiotickych bakterii. Zastupci rodu Heterorhabditis nejsou schopni bez ptitomnosti své
symbiotické bakterie Photorhabdus luminiscens (Han a Ehlers, 2000) usmrtit hmyziho
hostitele, naopak nékteré druhy rodu Steinernema (S. carpocapsae, S. feltiae) produkuji
toxiny, které k patogenité jejich symbiotickych bakterii piispivaji (Burman, 1982; Ehlers,
etal., 1997).

U celedi Steinernematidae je zajimavé, ze kazdy druh hlistice vykazuje pfirozenou
vazbu pouze vici jednomu druhu symbiotické bakterie, ale urcity druh bakterie mize byt
vazan s vice druhy hlistic. Symbiotickd bakterie druhu Xenorhabdus bovienii, mize mit
symbiotickou vazbu s 9 riznymi hlisticemi rodu Steinernema, (napt. S. feltiae, S. affine,
S. kraussei nebo S. intermedium). Proto byva druh Xenorhabdus bovienii velice ¢asto volen
jako modelovy organismus pro experimentalni vyzkum. U celedi Hetororhabditidae tento
vztah neplati. H. bacteriophora mulize mit pfirozenou vazbu se dvémi riznymi
symbiotickymi bakteriemi rodu Phototorhabdus (P. luminiscens a P. temperata); bakterie
Photorhabdus temperata, se navic mize vyskytovat u minimalné tfech rtiznych hlistic rodu
Heterorhabditis (H. bacteriophora, H. megidis a H. zealandica), (Adams, et al., 2006; Lee
a Stock, 2010).

1.5 Identifikace bakterii

Obecné jsou metody pro identifikaci organismt rozdélovany do 2 skupin — analyza
souhrnu fenotypovych (zevnich) znakt jedince tzv. fenotypové metody, a analyza genomu
organismu tzv. genotypové ¢i genotypizacni metody (Zaidi, et al., 2003).

V soucasné dob€ maji stale velky vyznam fenotypové metody, které jsou zalozené na
sledovani biochemickych a fyziologickych vlastnosti, uréenych vzajemnym plisobenim
genotypu a prostiedi. Nedostatky fenotypové identifikace mikroorganismt vsSak vedly
k vyvoji metod, zalozenych na sekvenci DNA, tedy genotypovych metod, které
minimalizuji problémy typologie a reprodukovatelnosti a v n¢kterych piipadech umoziuji
vznik databazi charakteristickych organismii, knihoven klonii ¢i fylogenetickych stromt

(Olive a Bean, 1999; Amann, et al., 1997).



1.5.1 Genotypizaéni metody

Genotypizacni metody jsou vyuzivany zejména ke zjisténi miry piibuznosti mezi
jednotlivymi izolaty daného druhu, ziskanymi zriznych zdroji v rizném case. Pro
spolehlivou identifikaci mikroorganismii pomoci genetickych metod se velmi casto
vyuziva stanoveni nukleotidové sekvence jejich genu, kodujiciho 16S podjednotku
ribosomalni RNA (Fox, et al., 1980). Prvni navrh vyuziti sekvence genu pro zjisténi
fylogenetickych vztahii mezi organismy se objevil jiz v 60. letech (Zuckerkandl a Pauling,
1965). Woese a Fox (1977; Woese, 1987) poté k tomuto ucelu zacali vyuzivat sekvence
gent kodujicich rRNA. Na zakladé 16S rRNA se jim podarilo rozdélit zivé organizmy
na 3 hlavni skupiny — archebakterie, eubakterie a eukaryota. Dutvodd, pro¢ jsou
ribosomalni geny Siroce vyuzivany ke studiu fylogenetickych a evoluénich vztaht, je hned
nékolik. Ribosomalni RNA je nezbytnd pro syntézu proteinti a jako takova se nachazi
ve vSech organismech. Molekuly ribozomalni RNA (rRNA) jsou dilezité zejména pro
buné¢ny rist, funkce a preziti organismu a diky tomu je tato oblast dostate¢né sekvenéné
konzervativni pro navrhovani primerti, amplifikujicich DNA Sirokého spektra bakterii, ale
rovnéz dostate¢né variabilni v ramci uréitych skupin bakterii, coz je nezbytné pro jejich
identifikaci (Olsen, et al., 1986).

Tyto metody mohou byt zalozeny na $t€peni DNA restrikénimi endonukleazami
s naslednou amplifikaci ziskanych fragmentli pomoci metody PCR (AFLP — Amplified
Fragment Lenght Polymorphism), na amplifikaci useki ohranienych repetitivnimi
sekvencemi (REP-PCR, ERIC-PCR) nebo na amplifikaci fragmenti nahodnymi primery
(RADP). Dalsi typem je metoda PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis), ktera vyuziva
makrorestrikéni analyzy geonomové DNA provedené in situ. Ziskané fragmenty jsou
nasledn¢ analyzovany na zaklad€ jejich pfitomnosti nebo nepiitomnosti u jednotlivych
izolatli a mira jejich shody je mirou pifibuznosti. Dtlezitou metodou je metoda MLST
(Multi-Locus  Sequence Typing), zalozena na srovnavani sekvenci vybranych

konzervativnich gend.

1.5.2 MLST — multilokusova sekvenéni typizace

Metoda MLST, neboli multilokusova sekvencéni typizace, byla poprvé popsana
vroce 1998 (Maiden, et al., 1998) a aplikovana na vyzkum bakterie Neisseria
meningitidis. Dnes se pouziva ke studiu genetické struktury patogennich i nepatogennich

bakterii (Maiden, 2006).
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Principem této metody je skladani sekvenci vice lokusii. Pro konkrétni bakterialni
druh jsou urcovany sekvence nckolika vybranych tzv. ,,housekeeping genii, které¢ maji
zékladni metabolickou funkci. Jedna se o geny exprimované ve vSech typech tkani a bunék,
potfebné pro udrzbu zakladnich bunécnych funkci (Warrington, et al., 2000). Néasledna
kombinace jejich bodovych sekvencnich polymorfismi jednozna¢né uréi ptislusnost
urCitého izolatu ke konkrétnimu bakterialnimu kmenu (Almeida, et al., 2010).
Charakterizace bakteridlnich izolati pomoci metody MLST je zalozeno na sekvenovani
zhruba 450 bp internich fragmentii kazdého z vybranych gent (Enright a Spratt, 1999;
Urwin a Maiden, 2003). Kmeny jsou definovany jako sekvencni typy (ST). Urcuji se podle
zvlastnich alel, které jsou pfitomny v genu. Primérné je v kazdém lokusu pritomno 42 alel.
Pokud je zména v izolatech stejnd, jsou tyto kmeny povazovany za tentyz klon.

Vyuziti techniky MLST je zaloZeno na porovnavani sekvence sedmi riznych
provoznich gend, lokalizovanych na prvnim a druhém chromozomu: atpD (ATP syntaza,
B fetézec), gltB (glutamat syntaza, velka podjednotka), lepA (GTP vazebny protein), phaC
(acetoacetyl-CoA reduktaza), trpB (tryptofan syntaza, podjednotka B), recA (rekombinaza
A) a gyrB (DNA gyraza B). Na zakladé téchto sekvenci je tak mozné pro kazdy bakterialni
1zolat vytvofit unikatni profil pro identifikaci druhii a kmen.

Udaje o alelach a sekvenénich typech jsou ulozeny v databazich, které jsou vefejné
pfistupné na internetu. Databaze zaru€uji spravnost a pfesnost prezentovanych dat. Hlavni
databazi pro MLST je databaze Imperial College v Londyné (www.mlst.net). PouZzitim
software BURST je mozné izolaty seskupovat do klonalnich skupin (CC), urenych podle
metody MLST za tcelem studia evolu¢niho vyvoje a evoluéni ptibuznosti kment. Jako
vysledek jsou poskytovany DNA sekvence, které umoznuji mezilaboratorni standardizaci.
Standardizace MLST je idealni pro globalni epidemiologii, protoze umoznuje rozliSeni
obrovského poctu genotypli za vyuZzivani genetické variability, kterd vznika relativné
pomalu, a ziskané tdaje jsou jednozna¢né. Bylo prokazano, ze i kdyz tato metoda
zpravidla zkouma pouze 7 lokusu, coz je asi 0.1% z celého jaderného genomu, klonalni
pfifazeni ziskdna touto metodou jsou ndasledné potvrzena analyzou kompletnich
genomovych sekvenci (Feil, 2004). Tato data jsou poté analyzovana pomoci programu
dostupnych na internetovych strankach (Chan, et al., 2001; Jolley, et al., 2004; Jolley,
etal., 2001).

Stejné jako vSechny ostatni metody ma i tato své nevyhody. Jednou z nich je, Ze ne
vSechny organismy je mozné analyzovat pomoci metody MLST. Rozsahlé studie potvrdily,

7ze n¢které patogeny jako jsou Mycobacterium tuberculosis (Sreevatsan, et al., 1997)
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a Yersinia pestis (Achtman, et al., 1999) maji velmi malou diverzitu v celém genomu. To
je snejvétsi pravdépodobnosti nasledkem toho, Ze predstavuji jediné rody, které si
vyvinuly patogenni zivotni styl teprve v nedavné dobé¢, a proto jeste¢ nedoslo ke vzniku
dostate¢né variability mezi jejich ,,housekeeping geny*“. Metoda MLST by tedy v tomto
ptfipad¢ nebyla schopna poskytnout dostate¢né rozliSeni. Jiné bakterie mohou byt zase
natolik odli$né, Zze by genotypizace pomoci metody MLST neposkytla jiz zadné uzite¢né
informace.

Dalsi nevyhodou mtize byt technicka naro¢nost. Pokud je MLST provadéna rucné,
potom je velice ¢asové naro¢nd. Nicméné feSenim jak docilit vysoké ucinnosti je
automatizace (Clarke, et al., 2001; Clarke, 2002; Jefferies, et al., 2003), ktera umoznuje
zpracovavat velké mnozstvi vzorkll soucasné. To vede rovnéz ke zvySeni spolehlivosti
a spravnosti vysledkili, protoze se snizuje riziko chyby, kterd by mohla byt zplisobena

¢lovékem.

1.6 Koevoluce

V prubéhu evoluce dochazi k prizptisobovani biotického (nezivého) i biotického
(zivého) prostiedi. Bioticka slozka se méni rychleji nez abioticka. Na rozdil od viceméné
stalé¢ abiotické slozky se biotické prostiedi nechova pasivné. Pokud jsou vedle sebe
ekologicky vazané organismy, pii evoluci jednoho druhu dochézi k evoluci druhu druhého.
Dochazi tedy ke koevoluci.

Koevoluce znamena, Ze v disledku vzijemné interakce podstupuji dva druhy
genetickou zmeénu (Thompson, 1989). Témito druhy mohou byt naptiklad hostitel
a symbiont, hostitel a parazit nebo kofist a predator. Jedna se tedy o spole¢ny evolu¢ni
vyvoj dvou ¢i vice druhtl, béhem kterého dochazi ke vzajemnému piizpisobovani. Vztahy
mezi organismy musi byt viceméné v rovnovaze, protoze pti uhynu hostitele zahyne i jeho
parazit, pfi Uhynu kofisti miZze uhynout jeji predator apod. Kofylogenetické studie
zkoumaji vztah mezi evoluci takovychto druhti (Banks a Paterson, 2005) a jejich
kongruence (shoda) byla dlouho povazovana za dikaz kospeciace (Paterson a Banks,
2001). Kospeciace nastava v situaci, kdy jsou na sebe dva taxony silné ekologicky vazany
a speciace jednoho z nich miize vyvolat speciaci druhého, tedy Ze divergence hostiteli jsou
doprovéazeny divergenci jejich paraziti ¢i symbiontd. Takovyto jev byva oznaCovan jako
kospeciace (Brooks, 1979), kodivergence nebo, pokud k nému dochazi dlouhodobé, jako

kofylogeneze.
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Na zdklad¢ modernich fylogenetickych metod mulzeme zjistit rozsah
koevoluénich vzort, které se zabyvaji spojenim hostitel — parazit popt. hostitel — symbiont
od velmi tésného vztahu az po zcela oddélenou fylogenezi (Clayton, et al., 2004).
Koevoluce mezi parazity a jejich hostiteli je jiz dlouhou dobu povazovana za zakladni
hnaci silu makroevoluénich procesti (Page, 2003). Nicméné spolecna diferenciace muze
byt Casto zkreslena geografickym rozmisténim hostitelské distribuce (Nieberding, et al.,
2008).

Jsou-li znamy pravdépodobné fylogenetické rekonstrukce parazitii a hostiteld,
nebo symbiontli a hostiteld, lze srovnanim dvou fylogenetickych stromli stanovit
pravdépodobny prubéh jejich koevoluce. Ten popisuje soubor koevoluénich udalosti, do
kterého patii kospeciace, duplikace, hostitelsky preskok (,,host switch®), tFidéni linii
(,,s0rting lineage event) a neuspéch divergovani (,,failure to diverge™) znazornéné na
obrazku 2. Kospeciace je proces, kdy vznik nového druhu u jedné skupiny organismu je
doprovazen vznikem nového druhu u druhé skupiny organismi. Hostitelsky pieskok
nastdva tehdy, pokud parazit pfeskoci na novy druh hostitele, na kterém doposud
neparazitoval a je schopen se na ném uchytit. Duplikace popisuje vznik dvou novych
parazitickych druhli u jednoho hostitele. V neposledni fad¢é se jednd o tfidéni linii nebo
netspéch divergovani. Ttidéni linii miize byt vysvétleno tak, Ze pokud je objeven druh
hostitele, na némZ se nevyskytuje urcity druh parazita, ktery je u piibuznych druht
hostitelll béZzny, s nejveétsi pravdépodobnosti to znamend, Ze bud’ nékdy v minulosti tento
hostitelsky druh tohoto parazita m¢l, ale nasledné u této linie vyhynul, nebo jesté nebyl
objeven. Neuspéch divergovani naopak popisuje piipady, kdy diverzifikace u hostitele

nevyvolala odpovidajici diverzifikaci u jeho parazita.

x
a < ¢
kospeciace

Pl tfidéni linii

Iy

!
netspéch divergovin

¢ — f
duplikace \

y \ tidéni linii

hostitelsky preskok

Obr. 2: Koevoluéni udalosti (Mendlova, 2013 - upraveno z Johnson, et al., 2003).

Vysvétlivky viz predchozi text.
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1.6.1. Studium koevoluce pomoci kofylogenetickych metod

Metody pro posuzovani interakce hostitele a symbionta jsou zaloZeny predevs§im
na porovnavani fylogenezi zucastnénych druhti. Jsou proto nazyvany “kofylogenetické”,
a jejich podstatou je hypotéza, ze pokud evoluce hostitelli a symbiontii probihala
kospeciaci, pak budou jejich fylogeneze zcela kongruentni (shodné), tedy jejich
dendrogramy budou mit stejnou topologii.

V soucasnosti existuje cela fada kofylogenetickych metod; v zasad¢ je vSak
muzeme rozdé¢lit na dva typy. Metody Vv prvni skupiné testuji celkovou kongruenci (tzv.
,»global fit”). Nékdy jsou také oznaCovany za metody distan¢ni, nebot’ je jejich podstatou
porovnavani matic vzdalenosti hostitele a symbionta, vypoctenych z matic vzdalenosti
fylogenetickych. Vysoka troven kongruence je brana jako dikaz o casté kospeciaci. Jsou
tedy metodami obecné¢jSimi, nebot’ jen detekuji urcity ,,signdl* o probihajici koevoluci,
ovSem mozné koevolucni udalosti neposuzuji. Tyto testy jsou umoznény napf.
v programech ParaFit (Legendre, et al., 2002) a PACo (Balbuena, et al., 2013), které se
odlisuji v pouzitém matematickém modelu. ParaFit zkouma, zda jsou asociace hostitele
a symbionta ndhodné, a umoznuje také kromé celkové kongruence vyhodnotit i jednotlivé
asociované dvojice. PACo k porovnéni topologii pouziva tzv. Prokrustovu analyzu -
nejdiive provede tranformaci genetickych distanci hostitele a symbionta na matice
hlavnich komponent, které jsou nasledné ,pfizpisobovany* jedna druhé tak, aby se
optimalizovaly vzdalenosti dvojic hostitel - symbiont. Toto je vyhodnoceno jako soucet
¢tvercll (druhych mocnin) rezidui, parametr nepfimo imérny kongruenci topologii.

Druhou skupinu tvoii metody, které¢ se snazi o rekonstrukci evoluéni historie
hostitelt a symbiontdl, pficemZ jsou do porovnavani fylogenezi zaclefiovany evolucni
udalosti (kospeciace, hostitelsky preskok, duplikace, netspéch divergovani a téidéni linii)
s riznou relativni evoluéni nakladnosti (,,cost®). Pfitom aplikuji parsimonidlni kritérium —
tedy preferuji nejjednodussi a nejméné nakladné feSeni. Programi S timto pfistupem je
opét cela fada; K nejvice pouzivanym patii TreeMap (Page, 1994), TreeFitter (Ronquist,
1995) nebo Jane (Conow, et al., 2010). Program Jane odstrafiuje nékteré nedostatky
ptedchozich metod. Podle autorti je Jane efektivnéjsi pro vétsi soubory dat nez metoda
TreeMap.

Tyto dva rizné piistupy se vSak vzijemné dopliuji, proto je vhodné je
ve vlastnich analyzach kombinovat. U obou metodickych pfistupli je vSak nutno mit na

paméti, ze ke kongruenci fylogenezi nemusi dojit jen kospeciaci, ale ze dalsi evolu¢ni
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udalosti mohou kongruenci jak posilit, tak I narusit. Napf. odhad ,néakladnosti” ¢i
pravdépodobnosti urcitych evolu¢nich udalosti je velmi naroény; pro ptesnou rekonstrukci
kofylogeneze jsou také nutna dalSi data, jako Casovani vétveni v dendrogramech (tedy
pouziti geologického ¢i paleontologického datovani), fylogeografie hostitelského druhu,
ptipadné experimentalni evidence (Balbuena, et al., 2013).

Koevoluce entomopatogennich hlistic a jejich symbiotickych bakterii byla
dukladnéji, pomoci MLST a kofylogenetickych metod, studovéana teprve nedavno. Prace
Maneesakorn, et al., 2011 se zabyva vztahem Heterorhabdus a Photorhabdus, pricemz
jako markery byly pouzity ITS a gyrB. V tomto ptipadé se pomoci kofylogenetickych
metod jak distan¢nich, tak i mapovanim evolu¢nich udalosti podatilo prokdzat moznou
koevoluci mezi hlisticemi rodu Heterorhabdus a jejich symbiotickymi bakteriemi rodu
Photorhabdus.

U komplexu Steinernema - Xenorhabdus je naproti tomu vyzkum v zacatcich.
Tailliez, et al., 2010 provedl fylogenetickou studii bakterii rodd Photorhabdus
a Xenorhabdus, v niz vlastn¢ vytvoril metodu MLST pro tyto druhy - vytipoval soubor
markerd a nésledné ovéfil jejich pouzitelnost pro dany ucel, véetné vySetieni moznosti
vyskytu lateralniho genového trasferu (LGT) u jednotlivych lokust. Na zakladé svych
vysledku také stanovil, Ze pokud jedinci v rdmci rodu sdileji méné nez 97% nukleotidové
identity (NI), nejedena se o tentyz druh. Ziejm¢ paralelné s touto praci probihala studie
(Lee a Stock, 2010), v niz 1ze bohuzel vysledovat fadu nedostatkti — jednak pii vybéru
markerti (pro MLST byly pouzity lokusy, u nichz dochazi k LGT), jednak v nékolika

ptipadech doSlo pravdépodobné k chybé pfi taxonomickém urceni zkoumanych hlistic.
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2. Cile prace

1. Na zakladé osekvenovani vybranych genti (MLST) charakterizovat symbiotické

bakterie druhu X. bovienii u vybranych druhi hlistovek rodu Steinernema.

2. Pomoci srovnavaci Kkofylogenetické analyzy zjistit urovei koevoluce tohoto

entomopatogenniho komplexu.
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3. Material a metody

Ve své praci jsem analyzovala vybrané druhy hlistic rodu Steinernema a jejich
symbiotické bakterie rodu Xenorhabdus. Pro hlistice jsem pouzila kombinaci markerd,
bézné pouzivanych Vv molekuldrni taxonomii hlistic. Pro charakterizovani bakterii jsem
aplikovala nové pouzivanou metodu MLST, tedy sekvenovani standardizovaného setu
markerti. VSechny laboratorni molekularni metody byly provadény s pouzitim
aerosolovych pipetovych Spicek, aby bylo zabranéno kontaminaci nebo kroskontaminaci
vzorku. Ziskana data byla zpracovana biostatickymi metodami.

Vybrané druhy a kmeny hlistovek rodu Steinernema poskytl RNDr. Vladimir Puza,
Ph.D (Biologické centrum AV CR, Entomologicky ustav), ktery se svymi zahrani¢nimi
kolegy provadeél terénni sbér vzorkli a jejich naslednou druhovou identifikaci. Piehled
jednotlivych vzorkd je uveden v tabulce 1 — jednotlivé druhy jsou rozliSené barevné.
Celkem bylo pouzito 45 kmeni pochazejicich z 15 ti uréenych druhti hlistic a z kazdého

kmene byl analyzovan jeho bakteridlni symbiont.

Tab. 1: Prehled analyzovanych vzorki hlistic a jejich symbiotickych bakterii. Druhy
jsou barevné rozliSeny.

Kmen Druh Misto sbéru
GAR S. cholashanense Cina
JOL S. jollieti USA
181 S. feltiae Ceska Republika
899 S. feltiae CR
37Ca S. feltiae Kanada
ALG3 S. feltiae Alzir
Be S. feltiae Irsko
EPN S. feltiae Ceska Republika
IFR S. feltiae Maroko
Jakutsk S. feltiae Rusko
Pt S. feltiae Polsko
Te S. feltiae ?
Tojc S. feltiae Finsko
Zm S. feltiae Kanada
SAR S. ichnusae Italie
4Ca S. kraussei Kanada
Dca S. kraussel Kanada
Hok?22 S. krausseli Japonsko
KR S. krausseli Ceska Republika
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Tab. 1: Pokradovani.

Kmen Druh Misto sbéru
VAG6.1 S. kraussei Bulharsko
Ibar S. litorale Japonsko
Aichi S. litorale Japonsko
ORE S. oregonense Kanada
S11 S. silvaticum Ceska Republika
Deq S. xueshanense Cina
NAG S. xinbinense Japonsko
HOK35 S. xinbinense Japonsko
1025 S. weiseri Ceska Republika
1128 S. weiseri Ceska Republika
1158 S. weiseri Ceska Republika
Dub04 S. weiseri Ceska Republika
TUR S. weiseri Turecko
CAK S. affine Ceska Republika
CB1B S. affine Ceska Republika
HOS S. affine Ceska Republika
Chaff S. affine Ceska Republika
0G656 S. affine Svycarsko
0G667 S. affine Svycarsko
IntUSA S. intermedium USA
1160 S. poinari Ceska Republika
IntMu S. sp. Némecko
Londres S. sp. Francie
KAV S. sp. Rusko
SAKH S. sp. Rusko
Tama S. sp. Japonsko

3.1 Izolace DNA

3.1.1 Izolace DNA hlistic

Ziskané vzorky byly zamrazeny pti -80 °C a dale byly skladovany v mrazicim boxu
az do jejich dalsiho pouziti. Extrakce DNA byla u vSech vzorkll (vzdy z jedné samice)
provedena pomoci extrakéniho pufru. K izolaci DNA byly pouzity vyhradné samice hlistic,

nebot’ jsou nékolikrat vétsi nez samci, a proto obsahuji vétsi mnozstvi DNA.
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3.1.1.1 Extrakce pomoci extrakéni purfu (Cox and Hebert, 2001; Frati, et al.,
2001)

Ke kazdému vzorku bylo ptidano pipetou s aerosolovou $pi¢kou 20 pl extrakéniho
pufru (885 pul ddH20; 100 pul 10x PCR pufr s MgClz (TopBio); 10 ul 1% Tween 20; 5 ul
proteinazy K o koncentraci 100 pg/ ml). Poté byly vzorky uloZzeny do mraziciho boxu
o teploté -20 °C, kde byly ponechany po dobu 20 minut. Nasledovala inkubace po dobu
60—90 min pfi 65 °C, zavéreCnym krokem byla inaktivace proteinazy K, zahtatim na 95 °C
po 8 minut. Takto vznikla smés byla ponechana v mrazicim boxu pii teploté -20 °C

a pripravena na dalsi pouziti jako templat pro PCR.
3.1.2 Priprava bakterii a izolace bakterialni DNA

Nakazena housenka (cca 24 hodin od infekce) byla povrchové sterilizovana po dobu
5 minut v 99% etanolu. Poté byla ve flowboxu odstfizena panozka a odebrana hemolymfa,
kterd byla sterilni klickou rozetfena na NBTA agarovou plotnu (skladajici se z 37 g
standardniho vyzivného agaru (Merck), 25 mg bronthymolové modii (Sigma), 1 1
destilované vody, 4 ml 2,3,5 — Triphenyl — tetracoliumchloridového roztoku (1%, sterilni,
filtrovany), (Akhurst, 1980)). Jednotlivé kolonie vykazujici znaky bakterii rodu
Xenorhabdus byly nasledné pieneseny do tekutého YS (yeast solution) media
a inkubovany na tfepacce (180 rpm) pii teplot¢ 22 °C po dobu 48 hodin. Po prob¢chlé
inkubaci bylo vizudln¢ zkontrolovano zabarveni media, které mélo byt tmavé zluté, popf.
byl zkontrolovan tvar a pohyb bakterii pod mikroskopem. Poté mohlo dojit ke ,,sklizeni‘
bakterii, kdy byl prepipetovan 1 ml media s bakteriemi do 1.5ml zkumavky
a centrifugovan 2 min pii 10 000 x g, nasledné¢ byl zbyly supernatant odstranén. Tento krok
byl opakovan 3x, tedy do té doby, nez bylo ziskano pozadované mnozstvi peletu (cca
200 pl).
Vzhledem k tomu, Ze vzorky byly Cerstvé, ¢i v pozd¢jsi fazi mrazené, bylo mozné

provést rovnou izolaci DNA. Pro izolaci DNA byly vyzkouseny dva komer¢ni kity.

3.1.2.1 Izolace DNA pomoci kitu GeneJET Genomic DNA (ThermoScientific)

Izolace DNA probihala dle navodu vyrobce, podle protokolu pro gramnegativni
bakterie. Pro vétsi vytéznost byla zavérecna eluce provedena ve dvou krocich. Nejprve

bylo pouzito 200 pl elu¢niho pufru, nasledné bylo odpipetovano 50 pl pro okamzité
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pouziti, které byly uchovavany pfti 4 °C, zbytek vzorku byl zmrazen piti -20 °C. Pti druhém

kroku bylo pridano pouze 100 pl, tato frakce byla ihned zamrazena pro pozdéjsi pouziti.

3.1.2.2 1zolace DNA pomoci kitu Exgene Tissue (plus) SV mini (GeneAll)

Izolace pomoci tohoto kitu probihala opét dle navodu vyrobce, podle protokolu pro
gramnegativni bakterie. Zavére¢na eluce byla opét provedena ve dvou krocich, jako
u predchoziho kitu. S rozdilem v druhém kroku eluce, kdy nebylo ptidano 100 pl eluéniho
pufru, ale pouze 50 ul. I v tomto ptipad¢ byla ¢ast prvni frakce (50 pl) ponechana pii 4 °C

pro okamzité pouziti. Zbytek frakce byl spolu s druhou frakei opét zamrazen pii -20 °C.

3.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR reakce byla vzdy michand na ledu, do 0.2ml zkumavky. Kazda reakce se
skladala z mnozstvi uvedeném v tabulce 2. Celkovy objem reakce byl 11.1-11.5 pl
Vv zavislosti na pouzitém systému DNA polymerazy. Nésledné byl ke kazdému vzorku
pridan 1.0 ul templatové DNA.

U vzork, u kterych se nepodafilo provést PCR reakci za pouziti bézné polymerazy,

o 24

Master Mix (Solis BioDyne), TaKaRa LA Tag, PrimeSTAR GXL DNA Polymerase
(TaKaRa) a TaKaRa Ex Tag. Posledni dva uvedené typy polymeraz se ukazaly jako

vevr

se ostatni typy polymeraz neosvédcily.

Tab. 2: SloZeni reak¢ni smési pro Gspésné pouzité DNA polymerazy.

UNIS ExTaq PrimeStar GXL
ddH20 7.25 ul 7.75 ul 6.25 pl
Pufr
10x Unis/ 10x ExTag/ 5x PrimeStar
GXL 1.25 ul 1.25 ul 2.5 ul
dNTPs (2.5 mM) 1 ul 1 ul 1 ul
Primer forvard (5 uM) 0.75 ul 0.75 ul 0.75 ul
Primer revers (5 uM) 0.75 ul 0.75 ul 0.75 ul
Taq polymeraza
UNIS Taq (5U/ul)/ Ex Taq (5
U/ul)/ PrimeSTAR GXL (1.25 U/ul) [0.1 pl 0.05 pl 0.25 ul
DNA 1 ul 1 ul 1 ul
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3.2.1 Primery pro amplifikaci vybranych oblasti genomu

3.2.1.1 Primery pro hlistice

Pro rekonstrukci fylogenetickych vztahu hlistic jsme na zakladé¢ literatury vybrali
standardni nuklearni marker ITS. Pro ilustraci vnitrodruhovych vztahii riznych kment
S. feltiae pak byly pouzity markery mitochondrialni ND2,12S a COX I.

U marker ITS byla amplifikace provedena pomoci primerta 18S a 28S (Vrain, et al.,
1992). Pro oblast mitochondridlniho genu ND2 jsme navrhli v nasi laboratofi primery
ND2Forl a ND2Rev1 (Faktorova, 2014). Pro dalsi mitochondrialni markery byly primery
ptevzaty ze studie Nadler, et al., 2006, a to dvojice 505 a 506 pro oblast 12S a dvojice 507
a 508 pro oblast COX I. VSechny pouzité primery jsou blize popsany V Ptiloze 1.

3.2.1.2 Primery pro bakterie — MLST

Jako zédkladni marker, pouzivany pro standardni identifikaci vSech bakterii, jsem
pouzila ¢ast genu 16S (amplifikace a sekvenovani pomoci paru univerzalnich primerti 10F
a 1507R). Tento gen vSak neni dost specificky pro rozliSeni jednotlivych linii X. bovienii
a navic muze podléhat tzv. lateralnimu transferu, kdy pii smésné infekci (2 komplexy —
hlistice + bakterie) dojde k prevladnuti jednoho z komplexii a druhy z nich zahyne. Zivé
bakterie mohou nasledné pohltit DNA z uhynulych bakterii, coZ je problém, pfi rozliSovani
mezi druhy bakterii. Ackoli je pravdépodobnost tohoto jevu nizka, né€kolikrat byl jiz
potvrzen (napt. Yap, et al., 1999). Z tohoto duvodu byly pro studii vybrany jesté¢ dalsi
a specifi¢téjsi oblasti gentl, které tomuto transferu nepodléhaji (metoda MLST).

Pro multilokusovou charakteristiku bakterii jsem aplikovala dva markery, které jiz
diive byly pro tento Gcel testovany ve studii zabyvajici se molekularni fylogenetikou rodu
Xenorhabdus (Tailliez, et al., 2010; Lee a Stock, 2010). Pro oblast recA byl pouzit jeden par
primeru (recALF a recA2R). Pro oblast gyrB byla zvolena dvojice primerd 1200F a 1200R,
se kterou byla provedena Uspésna amplifikace ve vétSiné pripadt. Pokud amplifikace
neprob¢hla, byla aplikovana druha dvojice primer 8Sf a 9Rev, pfipadné¢ kombinace
»forward“ a ,revers“ primerti z obou dvojic. Jednotlivé aplikované primery a jejich

sekvence jsou uvedeny v Ptiloze 2.
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3.2.2 PCR profily

PCR reakce probihaly na termocyklerech Mastercycler ep gradientS (Eppendorf)
a TC-XP Cycler (Bioer) podle béznych programi, zahrnujicich tyto kroky: predenaturaci,
denaturaci, annealing, elongaci a zavére¢nou elongaci. Protokoly pro jednotlivé primery

jsou v Ptiloze 3-6.

3.3 Gelova elektroforéza

Po probéhnuté PCR reakci bylo nutné ovéfit jeji uspesSnost. K tomu byla vyuzita
elektroforetickéd verifikace, pomoci které byla rovnéz zjisténa velikost a mnozstvi DNA
fragmentu. Ovéfovani probihalo na 2% agarozovém gelu, ktery byl ptipraven rozpusténim
4 g agarozy ve 200 ml 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 H20) a naslednym rozpu$ténim
v mikrovinné troubé& po dobu cca 2—-3 minuty. Poté byl gel zchlazen pod proudem tekouci
vody na 45 °C. Do zchlazeného gelu bylo piidano 15 ul ethidium bromidu o koncentraci
0.5 pg/ul. Dalsim krokem bylo naliti gelu do pfipravené formy a nasledné umisténi
hiebinki, které zajistily vznik jamek. Hotovy ztuhly gel byl ulozen do nadoby s 1x TAE
pufrem a vloZen do lednice, kde byl pii 4 °C uchovéavan pro dalsi pouziti.

Na pfipraveny gel byly naneseny 2 pl PCR produktu smichaného se 2 pl
nanaseciho pufru (700 pl ddH20, 300 pl 100% glycerolu, 0.5 mg bromfenolové modfi).
Elektroforéza bézela pii pokojové teploté, pii napéti 120 V piiblizné 45 min. Pro
porovnani mnozstvi a velikosti PCR produktu byl do prvni jamky gelu nanesen velikostni
marker Lambda 17 DNA/EcoRI+Hind III (FERMENTAS). Po probéhnuti elektroforézy
byl rozdéleny PCR produkt pozorovan pod UV transiluminatorem. Vysledkem je

fotografie gelu, ktera je znazornéna na obrazku 3.
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Obr. 3: Vlevo Lambda DNA/EcoRI+Hind 111 marker, vpravo vysledna fotografie

rozdélenych PCR produktia — 1: Lambda DNA/EcoRI+Hind 111 marker, 2: negativni
kontrola PCR reakce bez DNA, 3-6: uspésné amplifikované testované vzorky marker
recA, 7: mezera, oddélujici vzorky dvou ruznych markeri, 8: negativni kontrola PCR

reakce bez DNA, 9-12: uspésné amplifikované testované vzorky marker gyrB.

3.4 Purifikace PCR produktd a sekvenovani

Po ovéteni uspéSnosti amplifikace daného fragmentu musel byt PCR produkt

precistén. Precisténi slouzilo k odstranéni piesahujicich jednofetézci DNA popf.

I k odstranéni volnych nukleotidi.

3.4.1 Precistovani pomoci smési ExoSap-IT® (USB), (Dugan, et al., 2002)

Ke kazdému PCR produktu (cca 9 pl) bylo pfidano 0.5 ul ddH2O, 0.5 ul Exo
(Exonuclease I (20 U/ ul, Fermentas)) a 1 ul FastAP (Thermosensitive Alkaline
Phosphatase (1 U/ ul, Fermentas)). Michani probihalo na ledu, vzorek byl po pfidani
¢inidel zvortexovan a inkubovan v Bioer XP termocykléru pii 37 °C 30 minut.
Nasledovala inaktivace enzymu pii 80 °C 15 minut. Takto vznikly produkt byl pouzit na

sekvenacni reakci.
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3.4.2 Sekvenacni reakce

Smés pro sekvenacni reakci byla michana na ledu do zkumavky o objemu 1.5 ml. Na
jednu reakci bylo napipetovano 5 pl primeru (5uM) a 5 ul pieéisténého PCR produktu.
Takto ptipravené vzorky byly odeslany do firmy GATC Biotech.

DalSim zpisobem zpracovani precisténych vzorkd bylo jejich odeslani do firmy
SEQme. Vzorky musely byt pfed odeslanim namichany opét ve stejném pomeéru, tedy 5 pl
precisténého PCR produktu a 5 ul primeru, do zkumavky o objemu 0.6 ml. Nicméné
sekvence zhotovené touto firmou nebyly dostatecné kvalitni, jako tomu bylo u piedchozi

firmy.

3.5 Statistické zpracovani sekvenci

3.5.1 Kontrola a sefazeni sekvenci

Kontrolni identifikace obdrZzenych sekvenci byla realizovana pomoci programu
BLAST v databazi NCBI BlastSearch (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Sekvence byly dale
vizualn¢ zkontrolovany a v ptipadé potfeby manualné opraveny v programu MEGAG6
(Tamura, et al., 2013). Tento program byl nasledné pouzit také pro sefazeni sekvenci —
tvorbu alignmentd, které byly vytvofeny metodou ClustalW, u kodujicich sekvenci se
zohlednénim ¢teciho ramce (ORF).

Fylogenetické analyzy byly konstruovany se dvéma soubory — prvni (vicedruhovy)
zahrnoval 37 kment rtznych druht rodu Steinernema, zatimco, druhy (vnitrodruhovy)
sestaval z jedenacti kmenu S. feltiae. Tti kmeny (181, ALG3 a EPN) byly analyzovany
v obou souborech, kmen Jakutsk je zahrnut pouze do velkého souboru, protoze se u néj

nepodafilo ziskat v§echny potfebné sekvence k zahrnuti do vnitrodruhového souboru.

3.5.2 Fylogenetické stromy

Pro kofylogenetickou analyzu bylo nejdiive nutné ovéfit, zda je mozné pii
multilokusové charakteristice ziskané sekvence spojit do tzv. ,,konkatenovaného*
souboru. To znamena tedy nejprve vytvofit fylogenetické stromy (fylogramy) pro
jednotlivé geny a zjistit, zda jsou jejich topologie stejné (kongruentni) ¢i nikoliv.

Pro konstrukce fylogramt byl opét vyuzit program MEGAG6 (Tamura, et al., 2013).
Nejprve byl v modulu Modeltest vybran nejvhodné&jsi model pro vypocet genetické
vzdalenosti (,,genetic distance®), a to na zaklad¢ Akaike a BIC kritérii. Vybrana distance
pak byla aplikovana pii konstrukcich fylogrami metodami ,,Neighbor — Joining“ (NJ),
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a ,,Maximum Likelihood* (ML). K témto dvéma metodam byla jesté¢ ptidana ,,Maximum
Parsimony* (MP), jako alternativni metoda pro srovnani vytvotrené topologie. Statisticka
podpora stromi byla testovana metodou ,,bootstrap* (1000 opakovani). U markera 16S,
recA a gyrB byla pouzita volba ,,Complete deletion”. U markeru ITS byly mezery
v alignmentu (gapy) brany jako variabilita, nikoliv jako chybéjici data, proto byla zvolena
volba ,,Pairwise deletion®.

Nasledn¢ byl proveden test kongruence dendrogramu z jednotlivych genti, pomoci
metody CADM, tedy ,,Congruence Among Distance Matrices® (Campbell, et al., 2009),
Vjazyce R a jeho softwarovém prostiedi (https://www.r-project.org/). Na zaklad¢
zjisténych vysledki byly spojeny do ,konkatenovaného® alignmentu pro vytvofeni
spoleéného fylogenetického stromu. Pro zakofenéni byly pouzity jako ,outgroup®

adekvatni sekvence C. elegans pro hlistice a X. indica pro jejich symbiotické bakterie.

3.5.3 Kofylogenetické metody

Zkonstruované fylogenetické stromy pro hlistovky (hostitele) a bakterie
(symbionta) byly dale vyuzity pro analyzu mozné koevoluce, a to jak metodami
distan¢nimi, tak i metodou topologickou.

Fylogenetické stromy jsou pro kofylogenetickou analyzu obvykle redukovany,
a to nahrazenim taxonomickych jednotek detekovanymi haplotypy. Je to ze dvou diivoda —
jednak se tim snizuje zkreslovani analyz vlivem velkych nerozliSenych skupin, jednak se
redukci zkracuje casova néarocnost vypoctu. Haplotypova analyza byla provedena
v programu DNAsp (Librado a Rozas, 2009) a nasledné¢ na jejim zakladé pak byly
zrekonstruovany nové fylogeneze.

Celkova shoda (kongruence) byla testovana dvémi metodami, a to v programech
ParaFit a PACo. Oba byly provedeny v jazyce R a jeho softwarovém prostiedi. Nezbytné
distanéni matice, které predstavuji fylogenetické vzdalenosti mezi hostiteli, resp.
symbionty, byly pro tento ucel vypocteny na zakladé ML stromti. Tteti matice popisujici
asociace hostitelti a symbiontl byla vytvofena na zékladé haplotypové analyzy v programu
Excel.

Kromé¢ testu celkové kongruence (parameter ParaFitGlobal) byly v program
ParaFit také testovany vazby jednotlivych dvojic hostitel - symbiont. Tyto jsou
povazovany za signifikantni, pokud je alespoil jedna hodnota pravdépodobnosti P z testd
ParaFit 1 nebo ParaFit 2 mensi nez 0.05. Pro stanoveni spolehlivosti vysledkt bylo

nastaveno 999 permutaci.
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Vzhledem k tomu, ze ParaFit je povazovan za ,liberalni” test, pouzili jsme také
nové vyvinuty program implementujici do kofylogenetiky tzv. Prokrustovu analyzu
(PACo0). Béhem vypoctu je pouzita Prokrustova superimpozice, tzn. matice symbionti je
rotovana a Skalovana tak, aby bylo dosazeno co nejvétsi shody s matici hostiteld. To
v podstaté znamend, ze je explicitné testovana zavislost fylogeneze symbionta na
fylogenezi hostitele. Celkova shoda je pak statistikou, zaloZzenou na testu dobré shody
sumy rezidualnich ¢tverci vysledné superimpozice. Pro stanoveni spolehlivosti bylo
provedeno 10.000 permutaci.

Dale jsme zvolili metodu “mapovani udalosti” implementovanou v programu
Jane, s cilem zjistit co nejpravdépodobnéjsi koevoluéni scénar pro asociované hostitele
a symbionty. Opét byly pouzity ML stromy hostitelii a symbiontd. V tomto pfipad¢ jsme
ponechali zakladni nastaveni doporuéené tviirci programu, tedy péti evolu¢nim udalostem
byly pfisouzeny rizné hodnoty nakladnosti (O pro kospeciaci, 1 pro duplikaci symbionta,
2 pro duplikaci a zménu hostitele, 1 pro ztratu symbionta a 1 pro neuspéch divergence),
a vypocet byl nastaven pro 100 generaci s populaéni velikosti 100 jedinct. Pro stanoveni

hodnoty pravdépodobnosti byla zvolena randomizace s velikosti vzorku 10 jedincu.
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4. Vysledky

4.1 Testované markery

Pro tuto praci byly vybrany 4 markery pro hlistice a 3 markery pro jejich
symbiotické bakterie. U hlistic se jednalo o 1 jaderny marker (ITS) a 3 markery
mitochondrialni (12S, COX | a ND2). Mitochondrialni markery jsem aplikovala pouze
u druhu S. feltiae. Ve své bakalaiské praci jsem totiz zjistila, ze marker ITS neni pro tento
druh vhodny (vyskytuje se zde vysSsi variabilita uvnitf jedinci v ramci jednotlivych
tandemovych kopii ITS), naopak marker ND2 se jevil pti rozliSovani jednotlivych linii jako
vhodné;jsi. Pro bakterie byly v obou ¢astech studie vybrany 3 markery — jeden ribozomalni
gen (16S) a dva ,housekeeping geny (recA a gyrB), kdy jsme vychazeli pfedev§im
z piedchozich studii (Lee a Stock, 2010; Tailliez, et al., 2010). U vSech zvolenych markert
se mi podafilo provést tispé$nou amplifikaci a naslednou sekvenaci.

Marker 16S byl vybran piedev$im pro ovéfeni druhu zkoumanych symbiotickych
bakterii. Po otestovani ziskanych sekvenci v programu BLAST bylo potvrzeno, Ze se
u vSech vzorkl jedna o X. bovienii, jelikoz shoda se sekvencemi tohoto druhu byla vzdy

vy$$i nez hrani¢ni hodnota pro rozliSeni druhti 97%.
4.1.1 Fylogenetické vztahy hlistovek — vicedruhovy soubor

Jaderny marker ITS

U oblasti genu ITS bylo analyzovano 37 sekvenci z 37 ruznych kmend, z 15 ti
druhti. De novo bylo ziskano 31 sekvenci, zbylych 6 sekvenci pro kmeny Jakutsk
(KM016419), JOL (AY171565), HOK35 (JN171593), Deq (FJ666052), GAR (EF431959),
SAR (EU421129) bylo ptevzatych z databaze GenBank — www.ncbi.nlm.nih.gov. Vsechny
sekvence byly vizudln¢ zkontrolovany a nésledn¢ upraveny v programu MEGAG6 na
jednotnou délku 1092 bp (vcetné¢ mezer). V tomto programu byly nasledné vytvoreny
fylogenetické stromy ,,Neighbor — Joining“ (NJ), ,,Maximum Likelihood“, (ML)
a ,,Maximum Parsimony* (MP), za pouziti distan¢niho modelu Tamura — Nei. Topologie
téchto stromu je viceméné stejna, proto je prezentovan na obrazku 4 jen fylogram ML,
(fylogramy NJ a MP jsou uvedeny v Ptiloze 7 a 8), ktery byl dale pouzit i pro

kofylogenetickou analyzu.
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4.1.2 Fylogenetické vztahy linii X. bovienii

Prvnim testovanym genem byl standardizovany gen, kodujici 16S podjednotku
ribosomalni RNA, ktery se bézn¢ vyuziva pro identifikaci bakterialnich druhd. Sekvence
byly ziskany ze vSech 37mi izolovanych linii.

Dalsimi testovanymi geny byly gen recA a gen gyrB. U vSech zvolenych oblasti
bylo opét analyzovano 37 sekvenci, tedy ze vSech analyzovanych kmeni hlistovek rodu
Steinernema. Sekvence byly vizualn¢ zkontrolovany a nasledné upraveny v programu
MEGA®6 na jednotnou délku 1466 bp pro 16S, 856 bp pro recA a 1121 bp pro gyrB.

Pro vSechny uvedené markery byly rovnéz zkonstruovany fylogramy ,,Neighbor —
Joining“ (NJ), ,,Maximum Likelihood“ (ML) a ,,Maximum Parsimony* (MP), s vyjimkou
markeru 16S, pro ktery nebylo mozné vytvotit fylogram MP. Pro marker 16S byl pro
konstrukci stromd pouzit distanéni model Jukes — Cantor, a pro zbylé dva markery recA
a gyrB distan¢ni model Kimura 2 — parameter. Topologie téchto stromi je také viceméné
stejna, proto jsou prezentovany na obrazcich 5, 6 a 7 pouze stromy ML, (NJ a MP v Ptiloze
9-13), které byly dale pouzity i pro kofylogenetickou analyzu, jako tomu bylo
u ptredchoziho markeru. U vSech stromi, které byly zkonstruovany pro symbiotické
bakterie, se jedna o bakterie linii X. bovienii. Pro vétsi piehlednost vSak bylo zachovano

oznaceni hostitelu.
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Obr. 5: Fylogram symbiotickych bakterii — linii X. bovienii, izolovanych ze 37mi
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Cantor, Complete deletion, Bootstrap 1000), zakoienény X. indica. Bakterialni linie
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barevné. Délky vétvi odpovidaji poctu substituci na bazi.
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linie Jsou ozna¢eny jmény hostitelskych druhii; jednotlivé hostitelské druhy jsou
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Po provedeni testu kongruence, kdy byly vzajemné porovnany ML fylogramy
ze vsech tii marker(, bylo zjisténo, ze marker 16S neni kongruentni s ostatnimi, a proto byl
z dalSich analyz vyfazen. Naopak pfi vzajemném porovnani fylogramt pro oblast recA
a gyrB byla kongruence (podle o¢ekavani) potvrzena (P = 0.001).

Po vyhodnoceni vysledkli testu kongruence byl vytvofen spole¢ny tzv.
,konkatenovany“ alignment pro markery gyrB a recA a nasledn¢ byly zkonstruovany
spole¢né fylogramy ,Neighbor — Joining“ (NJ), ,,Maximum Likelihood“ (ML)
a ,,Maximum Parsimony*“ (MP) za pouziti modelu Tamura 3 — parameter. Protoze
topologie zhotovenych stromti se rovnéz jevila téméf shodna, je prezentovan na obrazku 8
opét jen strom ML (NJ a MP vptiloze 14 a 15), ktery byl dale pouzit i pro

kofylogenetickou analyzu.
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jednotlivé hostitelské druhy jsou oddéleny barevné. Délky vétvi odpovidaji poctu

substituci na bazi.
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4.1.3 Kofylogeneticka analyza

Celkove bylo detekovano 35 unikatnich haplotypd pro 37 hostiteld a 24 haplotypi

pro symbionta (v tabulce 3). Vzhledem k tomu, Ze se stejny haplotyp Symbionta

vyskytoval u vice hostitelskych kmeni, nebyl fylogram hlistic redukovan. Pocet haplotypt

detekovanych u symbionti byl naproti tomu vyrazné¢ niz§i, a proto byl pro

kofylogenetickou analyzu zkonstruovan novy ML strom na zakladé redukovaného souboru

(distan¢ni model Tamura 3 — parameter).

Tab. 3: Asociace symbiontnich haplotypi a odpovidajicich kmeni hlistic.

Haplotyp | Pocet kment Kmeny (zkratky)
Shap 1 2 S. weiseri 1025 (Sweis1025), S. weiseri Dub04 (SweisDub04)
S. weiseri 1128 (Sweis1128), S. feltiae ALG3 (SfeltALG3), S. feltiae
EPN (SfeltEPN), S. kraussei Hok22 (SkrausHok22), S. ichnusae SAR
Shap 2 6 (SichnuSAR), S. kraussei VA6.1 (SkrausVA6.1)
Shap 3 2 S. weiseri 1158 (Sweis1158), S. kraussei KR (SkrausKR)
Shap 4 1 S. poinari 1160 (Spoin1160)
Shap 5 1 S. feltiae181 (Sfelt181)
Shap 6 1 S. kraussei 4Ca (Skraus4Ca)
Shap 7 1 S. litorale Aichi (SlitoAichi)
Shap 8 2 S. affine CAK (SaffiCAK), S. affine 0G667 (SaffiOG667)
S. affine CB1B (SaffiCB1B), S. affine HOS (SaffiHOS), S. affine Chaff
Shap 9 4 (SaffiChaff), S. affine OG656 (SaffiOG656)
Shap 10 1 S. kraussei Dca (SkrausDca)
Shap 11 1 S. xueshanense Deq (SxuesDeq)
Shap 12 2 S. cholashanense GAR (ScholaGAR), S. sp SAKH (SspSAKH)
Shap 13 1 S. xinbinense HOK35 (SxinbiHOK35)
Shap 14 1 S. litorale Ibar (Slitolbar)
Shap 15 1 S. sp IntMu (SspIntMu)
Shap 16 1 S. intermedium IntUSA (SinterIntUSA)
Shap 17 2 S. feltiae Jakutsk (SfeltJakutsk), S. weiseri TUR (SweisTUR)
Shap 18 1 S. jollieti JOL (SjollJOL)
Shap 19 1 S. sp KAV (SspKAV)
Shap 20 1 S. sp Londres (SspLondres)
Shap 21 1 S. xinbinense NAG (SxinbiNAG)
Shap 22 1 S. oregonense ORE (SoregORE)
Shap 23 1 S. silvaticum S11 (SsilvS11)
Shap 24 1 S. sp Tama (SspTama)

4.1.3.1 Parafit a PACo

V programu ParaFit je celkova kongruence dle parametru ParaFitGlobal = 0.0034

signifikantni (P = 0.003). V celém souboru pak bylo detekovano 14 signifikantnich

individualnich vazeb (tabulka 4), a to pfedev§im u druhu S. affine.
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Tab. 4: Vysledky testu ParaFitl a ParaFit2 pro jednotlivé asociace hostitel —

symbiont (hodnota P je zaloZena 999 permutacich). Zkratky druhu viz tabulka 3.

Symbiont Hostitel ParaF1 P ParaF2 P
Shapl Sweis1025 |-6.0028 0.787 -1.1693 0,787
Shapl SweisDub04 |-6.0370 0.771 -1.1760 0.771
Shap2 Sweisl1128 |-5.6617 0.753 -1.1029 0.753
Shap?2 SfeltALG3  |-5.9213 0.767 -1.1535 0.768
Shap2 SfeltEPN -6.0183 0.781 -1.1724 0.781
Shap2 SkrausHok22 |-9.7273 0.858 -1.8949 0.858
Shap2 SichnuSAR |-5.8979 0.756 -1.1489 0.756
Shap2 SkrausVAG6.1 |-1.0013 0.855 -1.9507 0.855
Shap3 Sweisl158 |6.2616 0.101 1.2197 0.101
Shap3 SkrauskKR 8.6547 0.046 1.6859 0.046
Shap4 Spoin1160 |4.9317 0.002 9.6073 0.002
Shap5 Sfelt181 6.6516 0.094 1.2957 0.094
Shap6 Skraus4Ca |8.1812 0.039 1.5937 0.039
Shap7 SlitoAichi 1.4732 0.112 2.8699 0.112
Shap8 SaffiCAK 6.8848 0.001 1.3419 0.001
Shap8 SaffioG667 |6.9326 0.001 1.3505 0.001
Shap9 SaffiCB1B |6.5039 0.001 1.2669 0.001
Shap9 SaffiHOS 6.5039 0.001 1.2669 0.001
Shap9 SaffiChaff | 6.5039 0.001 1.2669 0.001
Shap9 SaffiOG656 |6.5266 0.001 1.2714 0.001
Shap10 SkrauDCa 1.0540 0.415 2.0533 0.415
Shap11 SxuesDeq 1.1849 0.047 2.3083 0.047
Shap12 ScholaGAR |1.1068 0.064 2.1561 0.064
Shap12 SspSAKH 8.7080 0.092 1.6963 0.092
Shap13 SxinbHOK35 | 1.9210 0.069 3.7422 0.069
Shap14 |Slitolbar 1.3135 0.088 2.5587 0.088
Shapl5 |SspIntMu 3.0358 0.004 5.9139 0.004
Shap16 SinteIntUSA |-3.7131 0.898 -7.2332 0.898
Shap17 SfeltJakutsk |-6.3084 0.786 -1.2289 0.786
Shap17 SweisTUR  |-6.1377 0.800 -1.1956 0.800
Shap18 SjollJOL 4.9980 0.527 9.7363 0.527
Shapl9 | SspKAV 3.1537 0.002 6.1436 0.002
Shap20 | SspLondres |1.8315 0.003 3.5678 0.003
Shap21 SxinbNAG | 1.1969 0.054 2.3316 0.054
Shap22 SoregORE  |3.3937 0.414 6.6110 0.414
Shap23 | SsilvS11 8.7231 0.049 1.6992 0.049
Shap24 | SspTama 1.6984 0.049 3.3086 0.049

Signifikantni hodnoty jsou zvyraznény Cervené.
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V programu PACo byla hodnota celkové shody my? = 1.712343 na zakladé
10.000 permutaci signifikantni (P = 0.0004). Oba distanc¢ni testy tedy vySly obdobné,

potvrdily moznou koevoluci zkoumanych hostitelit a symbionti.

4.1.3.2 Jane

V programu Jane bylo ponechano zakladni nastaveni jako vychozi hodnoty, které
byly navySeny o jednotku. Pro vypocty byl tedy pouzit nasledujici rozsah hodnot:
kospeciace 0-1, duplikace 1-2, hostitelsky pteskok 2-3, ztraty 1-2, chyby v divergovani
1-2. Hodnoty celkové nakladnosti (,,cost“) se pak ve vysledku pohybovaly v rozmezi
feSeni obsahuje: 5 kospeciaci, 8 duplikaci, 10 hostitelskych pteskokt, 73 ztratovych
udalosti, 13 netspéchi divergovani. Jejich rozmisténi na rekonciliovanych (souladnych)
dendrogramech je na obrazku 9. Pocet koevolu¢nich udalosti pro jednotlivé symbionty
a jejich hostitele je uveden v tabulce 5. Celkova kongruence je signifikantni (P < 0.01)

a potvrzuje tak ptredchozi vysledky programti PACo a ParaFit.
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symbiotickych bakterii rodu Xenorhabdus (strom z konkatenovanych markera gyrB,

recA).
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Tab. 5: Poc¢et koevolu¢nich udalosti u jednotlivych symbionti a jejich hostiteld.

Symbiont Hostitel Pocet kO?V()hféniCh
udalosti
Shapl S. weiseri 1025 (Sweis1025) 9
Shapl S. weiseri Dub04 (SweisDub04) 9
Shap2 S. weiseri 1128 (Sweis1128) 8
Shap2 S. feltiae ALG3 (SfeltALG3) 9
Shap2 S. feltiae EPN (SfeltEPN) 5
Shap2 S. kraussei Hok22 (SkrausHok22) 4
Shap2 S. ichnusae SAR (SichnuSAR) 9
Shap2 S. kraussei VAG61 (SkrausVAG6.1) 5
Shap3 S. weiseri 1158 (Sweis1158) 6
Shap3 S. kraussei KR (SkrauskKR) 5
Shap4 S. poinari 1160 (Spoin1160) 5
Shap5 S. feltiae 181 (Sfelt181) 5
Shap6 S. kraussei 4Ca (Skraus4Ca) 4
Shap7 S. litorale Aichi (SlitoAichi) 5
Shap8 S. affine CAK (SaffiCAK) 7
Shap8 S. affine OG667 (SaffiOG667) 7
Shap9 S. affine CB1B (SaffiCB1B) 3
Shap9 S. affine HOS (SaffiHOS) 10
Shap9 S. affine Chaff (SaffiChaff) 9
Shap9 S. affine OG656 (SaffiOG656) 3
Shap10 S. kraussei DCa (SkrauDCa) 1
Shapl1 S. xueshanense Deq (SxuesDeq) 4
Shap12 S. cholashanense GAR (ScholaGAR) 4
Shapl2 S. sp SAKH (SspSAKH) 0
Shap13 S. xinbinense HOK35 (SxinbHOK35) 6
Shapl4 S. litorale Ibar (Slitolbar) 5
Shapl5 S. sp IntMu (SspIntMu) 5
S. intermedium INtUSA
Shap16 (SinteIntUSA) 2
Shapl7 S. feltiae Jakutsk (SfeltJakutsk) 9
Shap17 S. weiseri TUR (SweisTUR) 9
Shap18 S. jollieti JOL (SjollJOL) 1
Shap19 S. sp KAV (SspKAV) 5
Shap20 S. sp Londres (SspLondres) 3
Shap21 S. xinbinense NAG (SxinbNAG) 4
Shap22 S. oregonense ORE (SoregORE) 2
Shap23 S. silvaticum S11 (SsilvS11) 5
Shap24 S. sp Tama (SspTama) 5

Asociace signifikantni dle vysledka ParaFitu jsou zvyraznény Cervené.
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4.1.4 Fylogenetické vztahy hlistovek — S. feltiae

Mitochondrialni markery 12S, ND2 a COX |

V druhé casti prace jsem testovala mitochondrialni markery 12S, ND2 a COX I,
v rozdélovani jednotlivych druhd. U vSech testovanych markert bylo analyzovéano
12 sekvenci z 12 ti riznych kment druhu S. feltiae. VSechny sekvence byly opét vizualné
zkontrolovany a nasledné upraveny v programu MEGAG6 na jednotnou délku 498 bp pro
12S, 569 bp pro ND2 a 645 bp pro COX I. V tomto programu byly nasledné zhotoveny
fylogenetické stromy ,Neighbor — Joining“ (NJ), ,,Maximum Likelihood“ (ML)
a ,,Maximum Parsimony* (MP), za pouziti distanéniho modelu Tamura 3 — parameter u
12S, a modelu Tamura — Nei u markert ND2 a COX I. Topologie téchto stromu je
viceméné stejna, proto jsou prezentovany pouze fylogramy ML, znazornéné na obrazcich
10-12 (fylogramy NJ a MP jsou znazornény v Ptiloze 16-21), které byly dale aplikovany
1 pro kofylogenetickou analyzu.
S. feltiae 181
S. feltiae Be
0 S. feltiae Tojc
S. feltiae Te
S. feltiae Zm
S. feltiae 899
80
0 LS. feltiae Pt

S. feltiae EPN
S. feltiae 37Ca

i S. feltiae ALG3
90l feltiae IFR

AY591323 S. carpocapsae

Obr. 10: Fylogram hlistic s pouzitim markeru 12S (Maximum Likelihood, Tamura 3
— parameter, Use all sites, Bootstrap 1000), zakorFenény S. carpocapsae. Délky vétvi

odpovidaji poctu substituci na bazi.
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Obr. 11: Fylogram hlistic s pouZitim markeru ND2 (Maximum Likelihood, Tamura —
Nei model, Use all sites, Bootstrap 1000), zakoFenény S. carpocapsae. Délky vétvi

odpovidaji po¢tu substituci na bazi.
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S. carpocapsae AY591323
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Obr. 12: Fylogram hlistic s pouZitim markeru COX | (Maximum Likelihood, Tamura
— Nei model, Use all sites, Bootstrap 1000), zakofenény S. carpocapsae. Délky vétvi

odpovidaji po¢tu substituci na bazi.
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Po provedeni testu kongruence, kdy byly vzajemné porovnany ML fylogramy
ze vSech tii markert, bylo zji§téno, ze vSechny markery jsou vzdjemné kongruentni
(12S x ND2: P =0.001; 12S x COX I: P = 0.002; ND2 x COX I: P = 0.001), a proto mohl
byt vytvoren ,,konkatenovany* alignment pro vSechny 3 zvolené markery. Nasledné byly
zkonstruovany spolec¢né fylogramy ,,Neighbor — Joining* (NJ), ,,Maximum Likelihood*
(ML) a ,,Maximum Parsimony* (MP) za pouziti modelu Tamura — Nei. ProtoZe topologie
zhotovenych stromi se rovnéz jevila témét shodna, je prezentovan na obrazku 13 pouze
strom ML (NJ a MP v Piiloze 22 a 23), ktery byl dale zvolen i pro kofylogenetickou

analyzu.

oo S. feltiae 37Ca
82| S feltiae EPN
7 IL S. feltiae Te
S. feltiae Tojc
S. feltiae Zm
S. feltiae 181
99 | S_feltiae Be
S. feltiae 899
9?{ S. feltiae Pt
S. feltiae ALG3
94— S feltiae IFR

91

99

S. carpocapsae AY591323

—_
0.02

Obr. 13: Fylogram hlistic s pouZitim ,,konkatenovanych® markeri 12S, ND2 a COX |
(Maximum Likelihood, Tamura — Nei model, Use all sites, Bootstrap 1000),

zakoienény S. carpocapsae. Délky vétvi odpovidaji poctu substituci na bazi.

4.1.5 Fylogenetické vztahy linii X. bovienii u S. feltiae

V této Casti jsem testovala pouze dva markery pro symbiotické bakterie, tedy recA
a gyrB. Marker 16S byl pouzit pouze pro kontrolni identifikaci bakterialnich druh,
z celkové studie byl vSak vyfazen, protoze se v prvni casti prace ukazal jako nepfilis

vhodny. U obou zvolenych oblasti bylo analyzovano 12 sekvenci z 12 ti riznych kment
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druhu S. feltiae. Sekvence byly vizualné zkontrolovany a nasledné upraveny v programu
MEGAG®6 na jednotnou délku 851 bp pro recA a 966 bp pro gyrB.

Pro uvedené markery byly rovnéz zrekonstruovany fylogramy ,,Neighbor —
Joining® (NJ), ,,Maximum Likelihood* (ML) a ,,Maximum Parsimony* (MP), za pouZiti
distan¢niho modelu Kimura 2 — parameter. Topologie téchto stromt je opét také viceméné
stejna, proto jsou prezentovany pouze stromy ML, viz obrazek 14 a 15 (NJ a MP v Ptiloze
24-27), které byly dale pouzity i pro kofylogenetickou analyzu. U vSech stromi, které byly
zkonstruovany pro symbiotické bakterie, se jedna o bakterie linii X. bovienii. Pro vétsi

prehlednost vSak bylo zachovano oznaceni hostiteld.

S. feltiae IFR
S. feltiae Te
as | S. feltiae Be
S. feltiae 37Ca
93] |S. feltiae 181
r L S. feltiae Tojc
S. feltiae 899
—— S feltiae Zm
S. feltiae ALG3

47
S. feltiae EPN
100
S. feltiae Pt

X. indica FJ823420

0.02
Obr. 14: Fylogram symbiotickych bakterii — linii X. bovienii, izolovanych ze 12 ti

kment rodu Steinernema s pouzitim markeru recA (Maximum Likelihood, Kimura
2 — parameter, Complete deletion, Bootstrap 1000), zakoienény X. indica. Bakterialni
linie jsou oznaCeny jmény hostitelskych druhii. Délky vétvi odpovidaji poctu

substituci na bazi.
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Obr. 15: Fylogram symbiotickych bakterii — linii X. bovienii, izolovanych ze 12 ti

kmeni rodu Steinernema s pouZitim markeru gyrB (Maximum Likelihood, Kimura
2 — parameter, Complete deletion, Bootstrap 1000), zakorenény X. indica. Bakterialni
linie jsou oznaceny jmény hostitelskych druhii. Délky vétvi odpovidaji poctu

substituci na bazi.

Po provedeni testu kongruence kdy byly vzajemné porovnany ML fylogramy z
obou markert bylo zji§téno, ze tyto markery nejsou vzajemné kongruentni (P = 0.061), coz
mohl mit za nasledek marker gyrB, u kterého byly béhem sekvenovani nékterych vzorki
ziskany pouze kratké sekvence. I pfesto byl vytvofen ,.konkatenovany* soubor a nasledné
byly zkonstruovany spolecné fylogramy ,Neighbor — Joining“ (NJ), ,,Maximum
Likelihood“ (ML) a ,Maximum Parsimony“ (MP) za pouziti modelu Kimura 2 —
parameter. ProtoZe topologie zhotovenych stromil se rovnéz jevila téméf shodna, je
prezentovan na obrazku 16 opét pouze strom ML (NJ a MP v Piiloze 28 a 29), ktery byl

dale pouzit i pro kofylogenetickou analyzu.
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Obr. 16: Fylogram symbiotickych bakterii — linii X. bovienii, izolovanych ze 12 ti
kmenti rodu Steinernema s pouzitim konkatenovanych markera gyrB a recA
(Maximum Likelihood, Kimura 2 — parameter, Complete deletion, Bootstrap 1000),
zakofenény X. indica. Bakterialni linie jsou oznaceny jmény hostitelskych druhi.

Délky vétvi odpovidaji poctu substituci na bazi.
4.1.6 Kofylogeneticka analyza

Analyza haplotypu detekovala, Ze pocet unikatnich haplotypt S. feltiae se shoduje
s poctem vysetfenych linii. U symbiontd byly dvé linie shodné (oznaceni Shap6,
u hlistovek S.feltiae Be a S. feltiae IFR), a proto byl , konkatenovany* soubor redukovan

a vytvofen novy ML strom.

4.1.6.1 ParaFit a PACo

V programu ParaFit celkova kongruence dle parametru ParaFitGlobal = 7.0913
nebyla signifikantni (P = 0.573), a signifikantni nebyla také ani jedna z individualnich
asociaci (tabulka 6).
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Tab. 6: Vysledky testu ParaFitl a ParaFit2 pro jednotlivé asociace hostitel —
symbiont (hodnota P je zaloZena 999 permutacich).

Symbiont Hostitel ParaF1 P ParaF2 P
Shapl S. feltiae 181 (Sfelt181) 1.3450 0.279 3.1742 0.281
Shap2 S. feltiae 899 (Sfelt899) 5.7063 0.514 1.3466 0.514
Shap3 S. feltiae 37Ca (Sfelt37Ca) 9.0862 0.401 2.1442 0.402
Shap4 S. feltiae ALG3 (SfeltALG3) 4.5334 0.133 1.0698 0.134
Shap5 S. feltiae EPN (SfeltEPN) -3.1561 0.891 -7.4482 0.891
Shap6 S. feltiae Be (SfeltBe) 1.2274 0.269 2.8966 0.269
Shap6 S. feltiae IFR (SfeltIFR) -4.6839 0.966 |-1.1053 0.966
Shap7 S. feltiae Pt (SfeltPt) -7.0622 0.722 |-1.6666 0.722
Shap8 S. feltiae Te (SfeltTe) 8.2060 0.403 1.9365 0.403
Shap9 S. feltiae Tojc (SfeltTojc) 7.4650 0.362 1.7616 0.362
Shap10 S. feltiae Zm (Sfeltzm) 2.7697 0.737 6.5364 0.737

Analyza pomoci programu PACo rovnéz ukazala, ze v tomto pfipadé kongruence
mezi hlisticemi a jejich symbiotickymi bakteriemi neni potvrzena, nebot hodnota
parametru myy? = 0.0218152 na zékladé 10.000 permutaci neni signifikantni (P = 0.7498).

4.1.6.2 Jane

Obdobn¢ jako v prvni analyze bylo v programu Jane ponechéno zakladni nastaveni
jako vychozi hodnoty, které byly navySeny o jednotku. Pro vypocty byl tedy pouzit
nasledujici rozsah hodnot: kospeciace 0-1, duplikace 1-2, hostitelsky pteskok 2-3, ztraty
1-2, chyby v divergovani 1-2. Hodnoty celkové nakladnosti (,,cost™) se pak ve vysledku
nastaveni. Toto optimalni feSeni obsahuje: 2 kospeciace, 0 duplikaci, 7 hostitelskych
preskokl, 3 ztratové udalosti, 1 neuspéch divergovani. Jejich rozmisténi na topologii je na

obrazku 17. Pocet jednotlivych koevolu¢nich udalosti je uveden v tabulce 7.

Celkova kongruence ma pravdépodobnost P = 0.9 coz znamend, Ze neni

signifikantni a potvrzuje tak pfedchozi vysledky programti PACo a ParaFit.
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Obr. 17: Rekonciliované dendrogramy hlistic S. feltiae (strom z konkatenovanych

markeri 12S, ND2, COX I) a jejich symbiotickych bakterii rodu Xenorhabdus (strom

z konkatenovanych markera gyrB, recA).

Tab. 7: Pocet koevolu¢nich udalosti u jednotlivych symbionti a jejich hostiteld.

Symbiont Hostitel Pocet koevolu¢nich udalosti
Shapl S. feltiae 181 (Sfelt181) 2
Shap2 S. feltiae 899 (Sfelt899) 2
Shap3 S. feltiae 37Ca (Sfelt37Ca) 2
Shap4 S. feltiae ALG3 (SfeltALG3) 3
Shap5 S. feltiae EPN (SfeltEPN) 2
Shap6 S. feltiae Be (SfeltBe) 2
Shap6 S. feltiae IFR (SfeltIFR) 0
Shap7 S. feltiae Pt (SfeltPt) 3
Shap8 S. feltiae Te (SfeltTe) 2
Shap9 S. feltiae Tojc (SfeltTojc) 3
Shap10 S. feltiae Zm (Sfeltzm) 1
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5. Diskuze

Cilem mé prace bylo otestovat vhodnost metody MLST u entomopatogenniho
symbiotického komplexu hlistice — bakterie, rodu Steinernema (s detailn&jsi analyzou
S. feltiae) a Xenorhabdus bovienii. Nasledné pomoci srovnavaci kofylogenetické analyzy
zjistit uroven jejich kospeciace.

Ptfi vybéru markert pro MLST jsme vychazeli z piedchozich studii, zejména
ze studie Tailliez, et al., (2010), ve které¢ byla studovana fylogeneze dvou bakterialnimch
rodi Photorhabdus a Xenorhabdus pomoci markerti 16S rRNA, recA, gyrB, dnaN, gltX
a rplB, které byly testovany jiz diive v n€kolika dalSich studiich bakterialni fylogeneze
(Akhurst, et al., 2004; Eisen, 1995; Hannula a Hénninen, 2007; Parkinson, et al., 2007,
Thompson, et al., 2004; Wang, et al., 2007). Dale jsme Cerpali ze studie Lee a Stock,
(2010), ktera se zabyvala studiem koevoluce mezi hlistovkami rodu Steinernema a jejich
symbiotickymi bakteriemi rodu Xenorhabdus, s pouzitim markerti 28S, 12S a COX | pro
rod Steinernema a 16S, recA a serC pro Xenorhabdus. Tieti zvazovanou studii pak byla
prace Maneesakorn, et al., (2011), v niz byly pro podobnou kofylogenetickou analyzu EPN
komplexu Heterorhabditis — Photorhabdus tspé$né pouzity markery ITS (pro hlistice)
a gyrB (pro bakterie). Po posouzeni vhodnosti jednotlivych markerd v uvedenych studiich
jsme vybrali markery 16S, recA a gyrB pro symbiotické bakterie a ITS pro hostitele.
Marker ITS u entomopatogennich hlistic byl odhalen jako nevhodny pro ilustraci
vnitrodruhové variability (Paza, et al.,, 2015). V druhé ¢asti prace zaméfené na druh
S. feltiae jsme proto marker ITS nahradili tfemi mitochondrialnimi geny (12S, COX |
a ND2). ND2 marker byl zvolena na zaklad¢ zjisténi, které¢ho jsem dosahla v mé bakalaiské
praci (Faktorova, 2014), konkrétné faktu, ze vykazuje nejvyssi nukleotidovou variabilitu
a jevi se tak pro rozliSovani jednotlivych linii jako nejvhodnéjsi. Markery 12S a COX |
byly zahrnuty na zakladé pfedchozi studie Lee a Stock, (2010).

Marker 16S byl pouzit pfedevsim jako identifikaéni marker pro ovéfeni spravnosti
uréeni bakteridlniho druhu. V tomto ptipadé jsme se odchylili od prace Lee a Stock,
(2010), ve které byl tento marker zahrnut a pfidan rovnéz do konkatenovaného alignmentu
a pouzit pro dalsi analyzu. Podle naSich vysledkii to vSak neni spravné (jak kvuli nizké
variabilité, tak i nekongruenci s ostatnimi markery), v ¢emz se shodujeme i s vysledky
ze studie Tailliez, et al., (2010).

Nekongruentni topologie mohou byt vysledkem rtiznych evolucnich tlakt, ptisobich

na porovnavané geny. Nicméné bylo také pozorovano, Zze 16S v néckterych piipadech
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podléha lateralnimu genovému trasferu (LGT). Prestoze lateralni pienos genti rRNA byl
diive povazovan za nepravdépodobny (Jain, et al., 1999), cetné piiklady lateralniho
transferu genovych segmenti rRNA a celych rRNA genli a operonii byly objeveny
v nckolika bakteridlnich skupinach, napt. lateralni transfer genovych segmentt byl
prokazan u Aktinomycet (Wang a Zhang, 2000) a ptenos celého genu 16S rRNA byl
potvrzen u rodu Helicobacter (Dewhirst, et al., 2005)

U Dbakteridlnich symbionti entomopatogennich hlistic je pravdépodobnost
lateralniho transferu genu zvySena faktem, Ze patrné Casto dochazi ke koinfekci jednoho
hostitele dvéma nemato — bakterialnimi komplexy (Ptza a Mracek, 2010), z nichz jeden
Zasto zahyne (Ptza a Mracek, 2009). Casti bakterialni DNA pak mohou byt za¢lenény do
genomu ,,vitézné“ bakterie. Mezi faktory usnadiujici lateralni transfer genu 16S patii
i podstatna podobnost sekvenci tohoto genu u blizce pfibuznych bakterii. Sergeant, et al.,
(2006) provedl multilokusovou sekvenéni analyzu véetné Ctyf ,.housekeeping® gent
a navrhl, ze serC oblast, kédujici fosfoserin aminotransferazy, rovnéz c¢asto podléha
u bakterii rodu Xenorhabdus lateralnimu transferu.

Proto jsme markery recA a gyrB vybrali pfedev§im na zakladé toho, Ze ve studii
(Tailliez, et al., 2010) byly oznaCeny za lokusy, u kterych K lateralnimu transferu
nedochazi. Pro kontrolu byl jest¢ proveden test kongruence vypoctem pomoci metody
CADM, ktery nejenze prokazal kongruenci mezi t€émito lokusy, ale rovnéZ potvrzuje
i predpoklad, ze v tomto ptipadé opravdu nedochazi k LGT. Naopak u markeru 16S byla
pravdépodobnost LGT potvrzena.

Po vyhodnoceni vysledki jsem dosla Kk zavéru, ze fylogenetické vztahy mezi druhy
odpovidaji ocekavani, tedy ze se ve vSech piipadech jednalo o symbiotickou bakterii
X. bovienii.

Dosud byla bakterie X. bovienii pozorovana u 10 ti druhi rodu Steinernema.
V ramci této prace byl X. bovienii nové nalezen u druhu S. litorale, S. poinari,
S. xinbinense a S. xueshanense, u kterych dosud nebyla identita bakterialniho symbionta
Znama.

Zajimavé je i zjisténi pritomnosti X. bovienii u druhu Steinernema sp. SAKH. Tento
dosud nepopsany druh patii mezi druhy piibuzné S. monticolum, které se vyskytuji na bazi
skupiny ,.feltiae®, a které obsahuji bakterii X. hominickii (Tailliez, et al., 2006, Spiridonov,

et al., 2010). Nalez X. bovienii u hlistice z této skupiny by tak mohl naznacovat, ze tato
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bakterie muze byt ptivodnim symbiontem celé skupiny ,,feltiae®. Pro dalsi zavéry by vsak
bylo nutno analyzovat symbionty i u dalSich druhti z této skupiny.

Ziskany fylogeneticky strom hlistic nesoucich X. bovienii viceméné odpovida
publikovanym studiim. Jako bazalnéjsi vychazi tzv. skupina ,,affine* ktera je bazalni
v ramci celé celedi Steinernematidae (Spiridonov, et al., 2004). Jediny druh hlistice, ktery
netvoii monofyletickou skupinu je S. weiseri, kde kmeny TUR a 1158 vychazeji jako
sesterské ke skupné dalSich tii kment S. weiseri a druht S. ichnusae a S. feltiae.
Piislusnost kmeni TUR a 1158 k druhu S. weiseri vSak byla potvrzena analyzou sekvence
genu 28S rDNA (Puza, nepublikovana data).

Fylogeneticka analyza kmend X. bovienii z riznych druhd a kmend druhu
Steinernema ukazala, Ze pocet haplotyp bakterii je niz8i nez pocet hlistic, a tedy, Ze
nékteré hlistice sdili stejny haplotyp symbionta. U téchto hlistic vSak nebyla potvrzena
vyrazna spojitost. VétSinou se nejednalo o stejné druhy, ani o druhy vyskytujici se na
stejném Uzemi. Takovato spojitost byla pozorovana pouze u haplotypu 1, ktery sdilely
2 kmeny (1025, Dub04) druhu S. weisseri, lokalizovany v CR. Dale byla obdobna shoda
u haplotypu 3, ktery sdilely dva kmeny (1158 a KR) rozdilnych druhti S. weisseri a
S. kraussei, ale ze stejné lokality (CR). U halotypu 8 se vyskytovaly dva kmeny druhu
S. affine (CAK, 0G667), aviak z raznych lokalit; CR a Svycarsko. Haplotyp 9 sdilely
4 kmeny (Chaff, HOS, 0G665, CB1B) druhu S. affine, kdy 3 byly z CR a jeden ze
Svycarska. Haplotyp 12 sdilely 2 kmeny (GAR a SAKH) zraznych druhi
S. cholashanense a S. sp a riznych lokalit; z Ciny a druhy z Ruska. Posledni spoledny
haplotyp 17 zahrnoval dva kmeny (Jakutsk a TUR) ze dvou druha S. feltiae a S. weiseri,

lokalizovany v Rusku a Turecku.

Programy testujici koevolu¢ni udélosti (PACo, ParaFit a Jane) shodn¢ ukézaly
signifikantni celkovou kongruenci mezi fylogenezi hlistic a bakterii. Jednotlivé vztahy
vSak byly priikkazné pouze z mensi ¢asti. Na prvni pohled je zjevné, Ze se v jednotlivych,
dobfe podporenych klastrech v ramci fylogeneze X. bovienii Casto vyskytuji symbionti
izolovani z riznych druht hlistic, a naopak, symbionti jednotlivych druht hlistic vesmés
nachazeji ve ¢tyfech riznych pozicich. Linie X. bovienii z riznych kmend hlistice S. feltiae
se vyskytuji ve dvou riznych skupindch. Tato data naznacuji, Ze u nékterych linii
X. bovienii dochéazelo v minulosti pomérné Casto k preskoku na jinou hostitelskou hlistici.

Tento fakt je v rozporu s praci Murfin et al., 2015, ktera naznacila specifi¢nost S. feltiae a
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jejich symbiotickych bakterii. Zda se vsak, Ze pti¢inou tohoto rozdilu mohl byt maly pocet
studovanych kment X. bovienii (9, a pouze 3 z S. feltiae).

Naopak, symbionti S. affine a sesterského druhu S. poinari tvoii monofyletickou
skupinu, a koevolucni vztahy téchto asociaci jsou vysoce prukazné. PriCinou specifity
u téchto hlistic muze byt jejich specialni zivotni strategie. Tento komplex se
pravdépodobné specializuje na konkurenci s jinymi EPN a symbiont produkuje toxiny
proti jinym bakteriim X. bovienii (Bashey, et al., 2012) i proti jinym hlistovkam (Puza, et
al., 2013). Tyto skute¢nosti tak patrné zvysuji t€snost vazby hlistovky na symbionta a brani

také preskoku symbionta na jinou hlistovku.

Pro vnitrodruhovou analyzu byla vybrana S. feltiae. Tato hlistovka ma v ramci
Celedi nejvétsi rozsifeni, zahrnujici vSechny kontinenty krom¢ Antarktidy (Adams, et al.,
2006), a je povazovana za nejcastéji nalézany druh. Bylo by tedy mozné ocekavat, ze
u tohoto druhu bude nejspiSe mozné pozorovat vnitrodruhovou fylogenetickou strukturu.
Topologie stromtl, vytvofenych na zakladé¢ tfi mitochodrialnich genti byly konsistentni, coz
ukazuje, ze tyto geny je mozné uspéSné pouzit kilustraci vnitrodruhové variability
u entomopatogennich hlistic.

U markerd pro hlistice 12S, ND2 a COX | se vzdy oddélovaly dva kmeny
S. feltiae ALG3 a IFR. Bootstrap tohoto klastru byl kolem 55-90%, po vytvoifeni
spolecného fylogramu byl 94%. SkuteCnost, Ze tyto dva kmeny pochazejici
ze severovychodni Afriky tvoii monofyletickou skupinu, pfedstavuje pomérné vzacny
ptiklad fylogeografické shody u entomopatogennich hlistic. U téchto organismil je
fylogenetickd diverzita druhu a geografické rozsifeni silné ovlivnéno lidskou cinnosti
(Puza, et al., 2016).

I kdyz u markert gyrB a recA nebyla potvrzena kongruence, pfesto jsme je
zahrnuli do dal$i analyzy. Fale$né negativni vysledek byl ziejm¢ zpisoben nedostate¢nou
kvalitou sekvenci, ziskanych pomoci markeru gyrB. Jak jiz bylo vySe zminéno, tyto dva
markery snejvétsi pravdépodobnosti nepodléhaji LGT, a proto byly spojeny
Vv ,.konkatenovany* alignment, ze kterého byly rovnéz zkostruovany fylogramy. V nich se
oddéloval jeden klastr zahrnujici symbionty S. feltiae EPN, ALG3 a Pt, s podoporou
bootstrap 99%. V tomto ptipadé nebyla prokazana kongruence mezi fylogenezi hlistic
a bakterii, a prukazny vztah nebyl nalezen ani u jediného paru S. feltiae — X. bovienii.

Tento fakt dale potvrzuje vyskyt preskoki X. bovienii mezi riznymi hostiteli.
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Sicard, et al., (2004, 2006) v laboratornich pokusech zkoumali riist a rozmnozovani
entomopatogennich hlistic na symbiontech jinych druhG ¢i kmend hlistovek. Pokusy
ukazaly, ze v ne€kterych neptivodnich kombinacich dochazi k ristu hlistic 1 rozmnoZeni,
a tedy, ze k pieskoku symbionti rodu Xenorhabdus na neptibuzné hostitele rodu
Steinernema mohlo teoreticky dochazet. Navic se zda, ze i fylogeneticka vzdalenost mezi
puivodnimi a nepivodnimi symbionty hraje klicovou roli ve vysledné fittness. Tato
skute¢nost muze vysvétlovat, pro¢ nebyla v nasi vnitrodruhové analyze nalezena Zadna
kongruence mezi liniemi S. feltiae a jejich symbiontl. Lze totiz pfedpokladat, ze mezi
blizce piibuznymi, vnitrodruhovymi liniemi dochézi k pfeskokiim castéji, nez

mezi jednotlivymi druhy.

V soucastnosti jsou entomopatogenni hlistice hojné vyuzivany jako biokontrolni
pesticidy v zemédé@lstvi a zahradnictvi, coz muize vyznamné pfispét k Sifeni téchto
organismil na rdzna uzemi. To zaroven zvySuje pravdépodobnost vyskytu hostitelskych
preskoku (,,host switch®), ktery mtize nastat mezi hlistici a symbiotickou bakterii, pokud se
vyskytuji ve stejné oblasti.

Velice dilezité je uvédomit si fakt, ze vyraznym faktorem, ktery mize ovliviiovat
vyskyt kongruence ve fylogenetickych studiich je kvalita a velikost taxont zahrnutych do
studie. Kdyz budeme uvazovat omezeny pocet taxond, mize byt kospeciace navrzena
pouze na zaklad¢ rozloZeni zastupcl z daného komplexu. Statistika kongruence muize byt
falesné¢ vyhodnocena pfi analyze vice zastupcli z daného komplexu. Naopak miize dojit
I kK opaénému jevu, kdy pravdépodobnost vzniku kospeciace je velmi nizka z toho divodu,
ze byly pfidany dal$i taxony do analyzy a to zajména v piipadech, kdy se objevuje
hostitelsky preskok u taxont, které jsou fylogeneticky vzdalené (Refregier, et al., 2008).
Chybné udaje mohou vznikat i na zdklad¢ toho, Ze je v analyze zahrnuto pfili§ mnoho
riznych linii (Clark, et al., 2000). Proto jsme se v této studii zaméfili predevsim na pouziti
multigennich datovych soubord, jez by vedly ke zkvalitnéni vytvofenych fylogenetickych

stromd, které jsou nezbytné pro pouziti v kofylogenetické analyze.
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6. Zaver

Cilem této prace bylo pfispét k objasnéni vztahi mezi entomopatogennimi
hlisticemi Steinernema spp a jejich symbiotickou bakterii rodu Xenorhabdus, pro jejiz
fylogenetickou analyzu jsem otestovala dva markery (metoda MLST). Kofylogenetickou
analyzu jsem provedla na dvou souborech, jednak vétSim (mezidruhovém) zahrnujicim
15 druhti rodu Steinernema (celkové 37 linii), jednak pak menSim (vnitrodruhovém)
zamétenym na 12 geografickych linii S. feltiae. Ve vicedruhovém souboru byla koevoluce
celkové signifikantni, ale vazba mezi hlistovkou a symbiontem je silnd pouze u nékterych
hlistic ze skupiny ,,affine“. U ostatnich druhi dochéazelo patrné casto k pieskokiim
symbionta mezi hlisticemi. U vnitrodruhového souboru byla kospeciace nepriikazna, coz
dale potvrdilo vyskyt pieskokt X. bovienii mezi riznymi hliticemi.

Budouci prace, tykajici se kospeciace v komplexu Steinernema — Xenorhabdus,
by se méla zaméfit na zlepSeni a rozsifeni fylogenezi pouzitych v analyze, zohlednéni
geografickych tdajl, a zjiSténi pficin interakci mezi hostitelem a jeho symbiontem a miru

specifi¢nosti v tomto komplexu.
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8. PFilohy

Piiloha 1: Piehled vSech aplikovanych primeri pro hlistice.

Gen Primer | Typ Sekvence primeru 5" -> 3’ Publikovano
12S rDNA | 505 F |GTTCCAGAATAATCGGCTAGAC Nadler, et al., 2006
506 R |TCTACTTTACTACAACTTACTCCCC Nadler, et al., 2006
COX1 |507 F |AGTTCTAATCATAA(A/G)GATAT(C/T)GG * | Nadler, et al., 2006
588 R |TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA Nadler, et al., 2006
ND2 ND2Forl | F |AAT ATTCTT GTT TGATGG AGT GGT Zurovcova, et al., 2012
ND2Revl | R |AAA AAG TAA AAG TAAAAGGTAT Zurovcov, et al., 2012
ATP6F F |ATYCAAAGTTATATTTTTTCYCG Zurovcovd, et al., 2016
ITS 18S F |TTGATTACGTCCCTGCCCTTT Vrain, et al., 1992
28S R |TTTCACTCGCCGTTACTAAGG Vrain, et al., 1992

*AGTTCTAATCATAARGATATYGG

Priloha 2: Piehled vSech aplikovanych primeri pro symbiotické bakterie.

Gen Primer |Typ Sekvence primeru 5" -> 3’ Publikovano

16S 10f F |AGTTTGATCATGGCTCAGATTG Sandstrom, et al., 2001
1507r R |TACCTTGTTACGACTTCACCCCAG Sandstrom, et al., 2001

recA recA1F F |GCTATTGATGAAAATAAACA Tailliez, et al., 2010
recA2R R |RATTTTRTCWCCRTTRTAGCT Tailliez, et al., 2010

gyrB 1200F gyrB | F |GATAACTCTTATAAAGTTTCCG Tailliez, et al., 2010
1200R gyrB | R |CGGGTTGTATTCGTCACGGCC Tailliez, et al., 2010
8SF gyrB F | TACACGAAGAAGAAGGTGTTTCAG Tailliez, et al., 2010
9Rev gyrB R |TACTCATCCATTGCTTCATCATCT Tailliez, et al., 2010

Priloha 3: PCR profily pro hlistice.

12S rDNA 505/506 COX 1507/588 ITS 185/28S

Teplota (°C) doba (s) teplota (°C) | doba (s) | teplota (°C) | doba (s)
1. predenaturace 94 180 94 180 94 420
2. denaturace 94 30 94 60 94 60
3. annealing 50 30 40 60 50 60
4. elongace 72 45 72 60 72 60
5. zavérecna elongace 72 420 72 420 72 600
6. uchovavani 4 o0 4 o0 4 0
Opakovani kroku 2-4 37x 36x 35x
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Priloha 4: PCR profily pro hlistice.

ND2 Forl/Revl
teplota (°C) doba (s)

1. predenaturace 94 120
2. denaturace 94 60
3. annealing 54 30
4. elongace 68 45
5. zavére¢na elongace 68 120
6. uchovavani 4 o0
Opakovani krokt 2-4 35X

Piiloha 5: PRC profily pro bakterie.

16S 10f/1507r

recA recAlF/recA2R

gyrB 1200F/1200R

teplota (°C) | doba (s) |teplota (°C)| Doba (s) |teplota (°C)| doba (S)

1. predenaturace 94 60 94 120 94 120
2. denaturace 94 60 94 30 94 30

3. annealing 55 60 49,5 35 56,5 35

4. elongace 72 120 72 60 72 60

5. zavére€na elongace 72 180 72 120 72 120
6. uchovavani 4 00 4 00 4 o0
Opakovani krokt 2-4 35X 35X 35x

Priloha 6: PRC profily pro bakterie.

gyrB 8SF/9rev

teplota (°C) | doba (s)

1. predenaturace 94 120
2. denaturace 94 30

3. annealing 66 35

4. elongace 72 60

5. zavérecna elongace 72 120
6. uchovavani 4 o0
opakovani kroka 2-4 35x
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Piiloha 7: Fylogram ITS (Neighbor — Joining, Tamura — Nei model, Pairwise deletion,

Bootstrap 1000), zakoienény C. elegans. Jednotlivé druhy jsou oddéleny barevné.

Délky vétvi odpovidaji poctu substituci na bazi.
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Piiloha 8: Fylogram ITS (Maximum Parsimony, Tamura — Nei model, Use all sites,
Bootstrap 1000), zakoienény C. elegans. Jednotlivé druhy jsou oddéleny barevné.
Délky vétvi odpovidaji poctu substituci na bazi.
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Piiloha 9: Fylogram symbiotickych bakterii — linii X. bovienii, izolovanych ze 37mi
kment rodu Steinernema s pouzitim markeru 16S (Neighbor — Joining, Jukes —
Cantor, Complete deletion, Bootstrap 1000), zakofenény X. indica. Bakterialni linie
jsou oznaceny jmény hostitelskych druhii; jednotlivé hostitelské druhy jsou oddéleny
barevné. Délky vétvi odpovidaji poctu substituci na bazi.

72



. feltise EPN

w w wm

= .
w

D -
u
w
i
o
0
r
5]

n W
i
=
I
3
-
(0]
w

&

w
mn
[
m
-
-
r
[

. feltise Jakuts«
. ichnusse SAR

--

‘e

w w mn w

r
-4

00
™

. intermedium IntUSA
S. jellieti JOL
S. cregenens e ORE

: s —
Lraussei Lo

a

=]

>

Kraussei
. silvaticum S11

. feltise 181

W w wn w

. weiseri 1158

S. litorale Aichi

Y

24 §7) 5. xinbinens e HOK25

- S.5p. Tams

S. litor

le lbar

m

31| S. kraussei 4Ca
, S. xueshanense Deg

S. xinbinens e NAG

2 | S. cholashanens e GAR

Al
AKR

w

4515 sp

S. poinari 1160

L X indica strain OMO01 FJ823420

.08

Priloha 10: Fylogram symbiotickych bakterii — linii X. bovienii, izolovanych ze 37mi
kment rodu Steinernema s pouzitim markeru recA (Neighbor — Joining, Kimura 2 —
parameter, Complete deletion, Bootstrap 1000), zakofenény X. indica. Bakterialni
linie jsou oznaceny jmény hostitelskych druhi; jednotlivé hostitelské druhy jsou

oddéleny barevné. Délky vétvi odpovidaji poctu substituci na bazi.
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Priloha 11: Fylogram symbiotickych bakterii - linii X. bovienii, izolovanych ze 37mi
kmeni rodu Steinernema s pouzitim markeru recA (Maximum Parsimony, Kimura 2
— parameter, Complete deletion, Bootstrap 1000), zakorenény X. indica. Bakterialni
linie jsou oznaceny jmény hostitelskych druhi; jednotlivé hostitelské druhy jsou

oddéleny barevné. Délky vétvi odpovidaji po¢tu substituci na bazi.
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Priloha 12: Fylogram symbiotickych bakterii — linii X. bovienii, izolovanych ze 37mi
kmeniu rodu Steinernema s pouzitim markeru gyrB (Neighbor — Joining, Kimura 2 —
parameter, Complete deletion, Bootstrap 1000), zakofenény X. indica. Bakterialni
linie jsou oznaceny jmény hostitelskych druhi; jednotlivé hostitelské druhy jsou

oddéleny barevné. Délky vétvi odpovidaji poctu substituci na bazi.
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Priloha 13: Fylogram symbiotickych bakterii — linii X. bovienii, izolovanych ze 37mi
kmenu rodu Steinernema s pouzitim markeru gyrB (Maximum Parsimony, Kimura 2
— parameter, Complete deletion, Bootstrap 1000), zakofenény X. indica. Bakterialni
linie jsou oznaceny jmény hostitelskych druhii; jednotlivé hostitelské druhy jsou

oddéleny barevné. Délky vétvi odpovidaji po¢tu substituci na bazi.
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Priloha 14: Fylogram symbiotickych bakterii — linii X. bovienii, izolovanych ze 37mi
kment rodu Steinernema s pouZitim ,konkatenovanych® markeria gyrB a recA
(Neighbor — Joining, Tamura 3 — parameter, Complete deletion, Bootstrap 1000),
zakofenény X. indica. Bakterialni linie jsou ozna¢eny jmény hostitelskych druhu;
jednotlivé hostitelské druhy jsou oddéleny barevné. Délky vétvi odpovidaji poctu

substituci na bazi.
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Piiloha 15: Fylogram symbiotickych bakterii — linii X. bovienii, izolovanych ze 37mi
kment rodu Steinernema s pouzitim ,,konkatenovanych® markeri gyrB a recA
(Maximum Parsimony, Tamura 3 — parameter model, Complete deletion , Bootstrap
1000), zakorenény X. indica. Bakterialni linie jsou oznaceny jmény hostitelskych
druhii; jednotlivé hostitelské druhy jsou oddéleny barevné. Délky vétvi odpovidaji

poc¢tu substituci na bazi.
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Priloha 16: Fylogram hlistic s pouzitim markeru 12S (Neighbor — Joining, Tamura
3 — parameter, Use all sites, Bootstrap 1000), zakoienény S. carpocapsae. Délky vétvi

odpovidaji poc¢tu substituci na bazi.
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Piiloha 17: Fylogram hlistic s pouzitim markeru 12S (Maximum Parsimony, Tamura
3 — parameter, Use all sites, Bootstrap 1000), zakofenény S. carpocapsae. Délky vétvi
odpovidaji po¢tu substituci na bazi.
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Priloha 18: Fylogram hlistic s pouzitim markeru ND2 (Neighbor — Joining, Tamura —
Nei model, Use all sites, Bootstrap 1000), zakoienény S. carpocapsae. Délky vétvi

odpovidaji poc¢tu substituci na bazi.
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Priloha 19: Fylogram hlistic s pouZitim markeru ND2 (Maximum Parsimony,

Tamura — Nei model, Use all sites, Bootstrap 1000), zakofenény S. carpocapsae. Délky

vétvi odpovidaji poétu substituci na bazi.
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Piiloha 20: Fylogram hlistic s pouzitim markeru COX | (Neighbor — Joining, Tamura
— Nei model, Use all sites, Bootstrap 1000), zakofenény S. carpocapsae. Délky vétvi

odpovidaji po¢tu substituci na bazi.
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Priloha 21: Fylogram hlistic s pouzitim markeru COX | (Maximum Parsimony,
Tamura — Nei model, Use all sites, Bootstrap 1000), zakoi‘enény S. carpocapsae. Délky

vétvi odpovidaji po¢tu substituci na bazi.
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Priloha 22: Fylogram hlistic s pouZitim ,,konkatenovanych* markera 12S, ND2 a
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zakorenény S. carpocapsae. Délky vétvi odpovidaji poctu substituci na bazi.
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Priloha 23: Fylogram hlistic s pouZzitim ,,konkatenovanych* markerua 12S, ND2 a

COX I (Maximum Parsimony, Tamura — Nei model, Use all sites, Bootstrap 1000),

zakorenény S. carpocapsae. Délky vétvi odpovidaji poctu substituci na bazi.
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Priloha 24: Fylogram symbiotickych bakterii — linii X. bovienii, izolovanych ze 12 ti

kmeni rodu Steinernema s pouzitim markeru recA (Neighbor — Joining, Kimura 2 —

parameter, Complete deletion, Bootstrap 1000), zakofenény X. indica. Bakterialni

linie jsou oznaceny jmény hostitelskych druhi. Délky vétvi odpovidaji poctu

substituci na bazi.
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Priloha 25: Fylogram symbiotickych bakterii — linii X. bovienii, izolovanych ze 12 ti

kmenu rodu Steinernema s pouzitim markeru recA (Maximum Parsimony, Kimura 2

— parameter, Complete deletion, Bootstrap 1000), zakoienény X. indica. Bakterialni

linie jsou ozna¢eny jmény hostitelskych druhi. Délky vétvi odpovidaji poétu

substituci na bazi.
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Priloha 26: Fylogram symbiotickych bakterii — linii X. bovienii, izolovanych ze 12 ti
kmeni rodu Steinernema s pouZitim markeru gyrB (Neighbor — Joining, Kimura 2 -
parameter, Complete deletion, Bootstrap 1000), zakofenény X. indica. Bakterialni
linie jsou oznaceny jmény hostitelskych druhii. Délky vétvi odpovidaji poctu
substituci na bazi.
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Priloha 27: Fylogram symbiotickych bakterii — linii X. bovienii, izolovanych ze 12 ti
kmeni rodu Steinernema s pouZzitim markeru gyrB (Maximum Parsimony, Kimura 2
— parameter, Complete deletion, Bootstrap 1000), zakoienény X. indica. Bakterialni
linie jsou oznaceny jmény hostitelskych druhii. Délky vétvi odpovidaji poctu
substituci na bazi.
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Priloha 28: Fylogram symbiotickych bakterii — linii X. bovienii, izolovanych ze 12 ti
kmeni rodu Steinernema s pouzitim ,,konkatenovanych* markerta gyrB a recA
(Neighbor — Joining, Kimura 2 — parameter, Complete deletion, Bootstrap 1000),
zakofenény X. indica. Bakterialni linie jsou ozna¢eny jmény hostitelskych druhi.

Délky vétvi odpovidaji poctu substituci na bazi.
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Priloha 29: Fylogram symbiotickych bakterii — linii X. bovienii, izolovanych ze 12 ti
kmeni rodu Steinernema s pouzitim ,,konkatenovanych* markera gyrB a recA
(Maximum Parsimony, Kimura 2 — parameter, Complete deletion, Bootstrap 1000),
zakorenény X. indica. Bakterialni linie jsou oznaceny jmény hostitelskych druhi.
Délky vétvi odpovidaji po¢tu substituci na bazi.
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