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1. Uvod

Kmen hlistice (Nematoda) je rozsédhlou skupinou mnohobunéénych Zzivocicht s
pestrou skalou zivotnich stylt od plovoucich volné Zijicich zéstupcti, piidnich Zivocichl az
po rtizn¢ specializované parazity, at’ uz obligatni nebo fakultativni. Jsou charakteristi¢ti svym
vétsSinou drobnym télem Cervovitého tvaru bez segmentace, pokrytym silnou obrannou
kutikulou, s jednoduchou organovou stavbou, a vyskytem s vysokou abundanci. Jejich
pocetnost, vSudypfitomnost a rozsiteny parazitismus z této skupiny déla atraktivni cil pro

studium evoluce, parazitismu a symbiozy (Sommer a Streit, 2011)

1.1 Parazitismus v ramci kmene Nematoda
Parazitismus v ramci Nematoda vznikl nejméné 18krat (Blaxter 2014, Weinstein

2018), a to v podstaté ve vSech péti hlavnich kladech (viz obrazek 1, Blaxter 2011)
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Obr. 1: Fylogeneze kmene Nematoda s vyznaenim parazitizmu (pfevzato z Blaxter,

2011).

Bazalni skupina Enoplia, jejiZ postaveni v rdmci fylogeneze bylo prokazano nedavno

(Smythe et al. 2019), je vSak sloZena pfedevSim z volné Zijicich hlistic. Proto je vSeobecné



piijimano, Ze parazité se vyviji z volné zijiciho pifedka s komenzalnim, ¢i saprofytickymi
vztahy s ostatnimi zivocichy (Sudhaus 2008).

Hlistice ziji velice Casto ve spojeni s dal§imi organismy a nemusi se jednat jen o
vztah parazit-hostitel. Tato spojeni popsali a rozd€lili do 4 skupin Dillman et al. (2012):
foréze — hlistice pouzivaji hmyz jako vektor do novych stanovist, nekromenie — hlistice je
v klidovém stadiu na zivém hmyzu a az po jeho umrti se zivi bakteriemi na jeho mrtvole, a
parazitimus fakultativni ¢i obligatni podle stupné prizptisobeni se tomuto zplisobu zivota.

Tyto kategorie nejsou vzdy pevné dané. Piikladem je druh Pristionchus pacificus,
jehoz zptisob zivota je oznacovan jako nekromenicky (Herrmann et al. 2006, Herrmann et al.
2007). Ovsem tento druh lIze také najit bez problému zijici i v substratu bez asociace
s hmyzem (Félix et al. 2018). Pro vyvoj parazitismu je asociace klicova, i kdyz vztah
s hmyzem nutné neznamend, Ze se z hlistice vyvine parazit. Na tento vyvoj poukazuje 1 fakt,
ze u vétsiny parazitickych hlistic je stddium larev piechdzejici z volné Zijicich stadii do
parazitickych shodné se stadii volné zijicich hlistic s foretickymi vztahy (Blaxter et al.

2014).

1.2 Vliv parazitismu na genom

Ptechod do parazitického zpiisobu Zivota provazi mnoho zmén jak na morfologické,
fyziologické, tak i genetické tirovni. Genomy v celé skupin¢ nematod vykazuji zna¢nou miru
ziskavani a ztrat genti (Sommer a Streit 2011, Rodelsperger et al. 2013).

Vyznamnym procesem, ktery pfispiva k ziskdvani novych genii je horizontalni
genovy transfer (HGT). Jedna se o pfedavani genetické informace mezi jedinci stejné
generace, a nikoliv z rodi¢e na potomka (Keeling et al. 2008). Tento jev je hojny zejména u
hlistic parazitujicich na rostlindch. Geny ziskané timto zplsobem u rostlinnych paraziti
pochézeji z bakterii a hub (Kikuchi et al. 2004, Paganini et al. 2012). Jedna se vétSinou o
geny kodujici enzymy degradujici rostlinnou bunécnou sténu, zpracovani Zivin ¢i potlacujici
obranné mechanismy hostitele (Bird et al. 2015, Palomares-Rius et al. 2014, Danchin et al.
2016).

U parazitickych hlistic, at’ uz rostlin, nebo zivo€ichd, lze pozorovat také znacné
expanze genovych rodin specifickych podle typu parazita. Tyto duplikace a expanze jsou
povaZovany za klicové pro tvorbu novych funkci (Treangen a Rocha 2011). Expandované
geny hraji roli v pronikani do hostitele (astacinové protedzy), ochranou pted zhoubnymi
molekulami hostitele (superoxid dismutazy, flavin monooxygenazy), ¢i k potlatovani
imunniho systému jako celku (Baskaran et al. 2017, Zhang et al. 2020, Zarlenga et al. 2016,
Xu et al. 2019).



1.3 Srovnavaci genomika

Klicové pro pochopeni podstaty parazitismu a jeho evoluce v rdmci nematod je
identifikace genli a genovych rodin, které jsou s nim spojeny. Vychozim piedpokladem je
evoluce parazitickych hlistic z volné Zijiciho pfedka. Na zadklad¢ tohoto principu jsou
porovnavany genomy volné zijicich zastupcl s parazitickymi a odlisné geny jsou
povazovany za produkt evolu¢niho tlaku spojeného s parazitismem. Dilezitou podminkou je
porovnavat druhy ve stejném fylogenetickém kladu, protoze genomové rozdily mezi
hlisticemi z riiznych kladi nemuseji nutné¢ byt vysledkem rozdilného zpiisobu zivota, ale
odli$né evoluéni historie (Viney 2017).

Na podobném ptedpokladu je zalozen i specifictéjsi pfistup, coz je porovnavani
exprese genll ve voln¢ zijicim stddiu se stadiem parazitickym. Zde je vSak také moznost, ze
zmény mohou souviset nejen se zZivotni strategii, ale také s Zivotnim stadiem, které nejsou
stejna ani u druhtl se stejnym zivotnim stylem natoz pak u druhi se stylem odliSnym (Viney

2018).

1.4 RNA interference.

RNA interference je uzite¢nd metoda pro tzv. ,,reverse genetics®, kdy se testuje, jaky
ucinek ma vypnuti, nebo utlumeni genové exprese, na fenotyp testovaného zvifete. Tato
metoda je idedlni pro ovéfeni spojitosti kandidatnich gent s parazitismem. Jeji podstatou je
vyuziti pfirozeného procesu, kdy je cizorodd dvouvldknova RNA S§té€pena nukleazou Dicer,
¢imz tvofi siRNA (Ketting et al. 2001). Tyto siRNA se pak vazi na komplementarni mRNA a
navazuji komplex RISC (RNA interfering specificity complex), ktery po navazani degraduje
mRNA (Viney a Thompson 2007).

Zakladni metodou pro vpraveni dsRNA do téla organismu je mikroinjikace do gonad
nebo télni dutiny, kterd je pouzivand u fady organismt, napf. u modell hlistice
Caenorhabditis elegans (Fire et al. 1998), mouchy Drosophila melanogaster (Dzitoyeva et
al. 2001), ale 1 mySi Mus musculus (Svoboda et al. 2000).

Pro modelovy druh C. elegans byly vyvinuty dalSi dva procesy, vyuZivajici jejich
zakladni biologie (Maine 2008). Prvni metoda se nazyva ,,feeding* neboli krmeni. Pro tento
piistup je potieba vyroba rekombinantnich bakterii, které exprimuji cileny gen. Hlistice
pozie bakterii i s dSRNA a dochazi ke spusténi celé kaskady reakci pro umlceni exprese
genu. Nutno podotknout, Ze tato metoda je proveditelnd pouze u bakteriofagnich hlistic jako
jsou voln¢ Zijici C. elegans. Ttetim pristupem je tzv. ,,soaking*, kdy jsou hlistice ponofeny

ve fyziologickém roztoku s dsRNA, kterou polykaji (Fortunato a Fraser 2005).



Obecné je RNA interference variabilni v u¢innosti u jednotlivych druhii a zejména u
parazitickych hlistic zvitat. Nizk4 GspéSnost ale neni dédna pouze odlisSnym stylem Zivota,
jelikoz na C. elegans Uspésné aplikované metody nefungovaly u druhu Pristionchus
pacificus, ktery je svym zivotnim stylem podobny C. elegans a je proto vedle n¢j pouzivan

pro studie jako dals$i priklad voln¢ Zzijici hlistice (Félix 2008).

1.5 Entomopatogenni hlistice Heterorhabditis bacteriophora

Skupinu entomopatogennich hlistic (EPN) tvoii druhy z kladu IV (rod Steinernema) a
kladu V (rod Heterorhabditis). Ackoliv se nejednd o ptibuzné druhy, tak u obou rodi vznikl
podobny zptsob zivota (Blaxter et al. 1998). Podstatou jejich entomopatogenicity je
symbidza s bakterii, kterou si uchovavaji ve stfevni dutiné. V tomto vztahu je hlistice
zodpovédna za prinik do hostitele, zatimco bakterie se do znacné miry podili na usmrceni
obéti a dale slouzi jako potrava pro hlistici (Nermut’ et al. 2012).

Zivotni cyklus H. bacteriophora se da rozdélit do dvou fazi. Ve fazi volné Zijici se
infek¢ni larva (nese kutikulu predchoziho instaru, uzavieny ustni otvor a nepiijima potravu)
pohybuje v piidé a hled4 hostitele detekci molekul zanechanych po hostiteli jako napf.
amoniak pomoci hlavovych senzorickych papil (Hallem et al. 2011, Dillman et al. 2012). Ve
fazi parazitické dojde k proniknuti hlistice do hostitele pfes ustni ¢i fitni otvor, nebo
mezi¢lankovou membranu, a nasleduje postupna regurgitace symbiotickych bakterii. Na
zacatku regurgitace jsou hlistem vyluovany proteiny potlacujici hostitelovu imunitni
odpovéd hostitele (Kenney et al. 2019). Po dosaZeni kritického poctu bakterii hostitel umira
na zéklad¢ otravy bakteriemi sekretovanymi latkami do cca 24 - 48 hodin (Nermut et al.
2012). Po proniknuti do hostitele pokracuji infekéni larvy ve vyvoji do hermafroditickych
dospélct, ktefi daji vzniknout potomkim s oddélenym pohlavim. Hlistice se mnozi zhruba
po 2-3 generace. Touto dobou dojde vétSinou ke spotfebovani Zivin. V tomto okamzZiku se
za¢nou produkovat nové infek¢ni stadia, ktera opousti hostitele, a cely cyklus se opakuje.

Hostitelské spektrum H. bacteriophora je Siroké v ramci hmyzu vazaného na padu.
(Peters 1996, Stefanovska et al. 2008) Diky tomu je tento druh hojn€ pouZzivan v biologické

ochrané rostlin proti Skiidctim.

1.6 RNA interference u EPN

Vyzkum pomoci RNAI je u entomopatogennich hlistovek stdle na pocatku a zatim
jsou spiSe testovany rtizné protokoly. Mikroinjikaci jako moznou metodu potvrdil Ratnappan
et al. (2016). Metoda ,,feeding® je teoreticky mozna, ale doposud nebyla uspé$né pouzita.

Dlivodem je pravdépodobné problematicka ptiprava rekombinantni bakterie, nebot’ jsou tyto



hlistovky v zké vazb¢ na své symbionty a nelze pouzit E. coli jako u C. elegans (Pluza, pers.
communication).

Ovéfeni Ucinnosti metody ,,soaking™ na H. bacteriophora bylo provedeno v praci
Ciche a Sternberg (2007), kteti aplikovali roztok dsSRNA na vajicka téchto hlistic. Vylihnuté
hlistice vykazovaly snizenou expresi cilenych genti. Podle autort je vSak zasadnim
nedostatkem skutecnost, Ze se z takto oSetfenych vaji¢ek lihnou dospélci, a ne infek¢ni larvy,
nejspiS kviali dostatku potravy u rodici. Na infekénich larvach oznacili ,,soaking® za
problematicky, jelikoz maji uzavieny ustni otvor.

Tuto piekazku se vSak podafilo piekonat tymu Morris et al. (2017), ktery Gspésné
potlacil expresi genu fIp-21 u infekéniho stadia (IJ) entomopatogenni hlistice Steinernema
carpocapsae. Jejich metoda ,,soaking* se liSila v tom, Ze infekéni stadia koupali v roztoku
s dsRNA s pfidanim serotoninu pro stimulaci polykaciho reflexu. Vysledkem bylo 81%
snizeni exprese po 48 hodinach.

Ackoliv jsou hlistovky rodu Steinernema a mnou zkoumana H. bacteriophora
z rozdilnych kladd, jejich Zivotni styl je velmi podobny. Z tohoto divodu jsem se rozhodl

metodu ,,soaking* otestovat u 1J a pouZit pro studium parazitismu u H. bacteriophora.

1.7 Kandidatni geny pro parazitismus Heterorhabditis bacteriophora

U hlistice H. bacteriophora byla nedavno provedena transkripéni analyza pro
zjiStovani kandidatnich genl spojenych s parazitismem. Porovndnim H. bacteriophora a
dalSich 4 parazitickych druhti z kladu V s C. elegans bylo nalezeno 75 gent spole¢nych pro
testované parazitické hlistice, z nichZ bylo 17 silné¢ konzervovanych pro parazity kladu V.
Konzervované geny koédovaly hlavné sekretované peptidazy spojované s prilnikem do
hostitele (Vadnal et al. 2017).

Podrobnéjsi studium genii souvisejicich s parazitismem vsak bylo zahgjeno jiz diive
tymem Hao et al. (2008), ktery u druhu S. carpocapsae sestavil knihovny cDNA z n¢kolika
Zivotnich stadii, a porovnanim miry exprese pomoci Real-Time PCR urcil nékolik geni
s moznym spojenim s parazitismem. Stejny postup provedli o dva roky pozdéji u
entomopatogenni hlistice H. bacteriophora (Hao et al. 2012). V praci pouzili dv€ rtzné
virulentni linie z Azorskych ostrovil, vybrané na zakladé pfedchéazejicich testli virulence
(Rosa a Simoes, 2003). Z indukovaného parazitického stadia sestavili knihovnu sekvenci,
z nichz se 48 shodovalo s proteiny o znamé funkci. Vybér pro dal$i zkouméni zazili na 5
gentl, které by mohly byt spojené s parazitismem: lectin, SSA (SurfaceAssociated antigen),

chitindza, enoldza a astacin. Spojitost téchto genl s parazitismem bylo ovéfeno pomoci



indukce v hemolymf¢ v Casové posloupnosti, ktera méla simulovat prinik hlistice do
hostitele. Z indukovanych hlistic byla izolovana RNA a ur¢ena mira exprese pomoci Real-
time PCR. Autofii ptredpokladali, ze pokud geny nemaji spojitost s parazitismem, pak bude
mira jejich exprese shodna jak u mén¢ virulentni linie Az36, tak u vice virulentni linie Az29.
Mira exprese se nejen liSila v jednotlivych ¢asovych bodech, ale pro geny pro enoldzu a
zinkovou proteazu nebyla u méné virulentni linie zaznamenéana viibec zadné exprese (Hao et
al. 2012).

Gen pro enolazu byl uz zkoumén v nasSi laboratofi v ramci bakaldiské prace M.
Flegrové, ktera porovnala jeho vnitrodruhovou variabilitu u H. bacteriophora a S. feltiae
s jejich virulenci. I kdyZ se nepodatilo prokézat zddnou selekci, mira genetické variability
enolazy byla u téchto druhii odliSnd. H. bacteriophora totiz vykazovala polymorfismus
v minimalni mife, a to pouze v jednom intronu. Riizné geografické linie se vSak ve virulenci
signifikantné liSily.

Na zaklad¢ téchto praci jsem si zvolil pro svou analyzu geny pro enoldzu a pro

astacin, které u virulentné&jsi linie vykazovaly nejveétsi nariist exprese v parazitické fazi.

1.7.1 Astaciny

Astaciny jsou genovou rodinou zinkovych metaloprotedz, které maji své zastupce v
zivociSich a bakteriich (Bond a Beynon 1995). Nedavna studie Yew et al. (2016) poukazuje
na moznou existenci téchto enzymi i v houbédch. Dodnes nebyly zddné nalezeny v
rostlinach. Astaciny za¢inaji na N-terminalnim konci pre-prosekvenci slouzici jako signalni
peptid pro transport do endoplazmatického retikula, a prosekvenci, ktera je enzymaticky
Stépena pii aktivaci celého proteinu. Nasleduje zhruba 200 aminokyselin dlouhd katalyticka
doména, kterou konci nejjednodussi proteazy. Valna vétSina pokracuje na C-terminalnim
konci dal§imi doménami o rGzné struktufe, délce a poctu opakovani. Mezi typické patii EGF
(Epidermalgrowthfactor)-like a CUB (Clr/Cls, embryonic sea urchin protein Uegf, and
BMP-1) domény, jejichz funkce pravdépodobné spociva v urcovani specificity enzymu k
substratu, ¢i interakcim s dal$imi proteiny (Bond a Beynon 1995). Vedle téchto se mohou
vyskytovat domény specifické pro jednotlivé rodiny kuptikladu doména MAM (meprin, A-5
protein, and receptor protein-tyrosine phosphatase mu) zodpoveédna za ptilnuti k bunkdm a
protein-protein interakce u meprind, ¢i domény TSP1 (Thrombospondin-like 1) a SXC
nalezenych u C. elegans (Mohrlen et al. 2003, Sterchi et al. 2008). Jejich Siroké zastoupeni
napfi¢ druhy se promita také do $ite jejich funkci. Jako vyznamné ptiklady lez uvést indukce
tvorbu kostni a chrupavkovité tkané St€épenim prokolagenul—-3 lidskou protedzou BMP-1

(Bone Morphogenetic Protein 1) ¢i urCovani dorzo-ventralniho uspotadani ektodermalni



tkdn€ u Drosophila melanogaster proteinazou tolloid (Shimell et al. 1991). Na rozdil od
predeslych ptikladii jsou astaciny popsané v praci Trevisan-Silva et al. (2010) mnohem
Loxosceles. Zajimavosti je, ze pii mezidruhovém srovnani byly tyto astaciny podobné;si
astaciniim nematod nez pavoukovcl, coz poukazuje na zajimavou evoluci, ktera nemusi
nutné kopirovat vyvoj druhti (Trevisan-Silva et al. 2010).

Pocty astacind u riznych druht se lisi. Zatimco u lidi se vyskytuje pouze 6 zastupcti
téchto protedz, tak u C. elegans bylo nalezeno celkem 40 astacini (vCetné¢ jednoho
pseudogenu) rozd€lenych do 6 skupin na zakladé jejich doménové struktury (Mohrlen et al
2003). Role téchto astacintl je spojena s tkanémi, ve kterych jsou exprimovany. Znacna Cast
u C. elegans se nachazi ve stievé, kde jim je pfisuzovana travici funkce. Hlavni funkci je ale
Stépeni kutikuldrnich substrat. S tim je spojen jejich vliv na lihnuti, obménu kutikuly, rist
hlistice, ale také na vyvoj jicnového ,,zoubku* pottebného k drceni potravy, jak naznacuji
defekty v mutantnich jedincich pro astacin nas-6 a nas-7 (Park et al. 2010).

Sekvence identifikovana v praci Hao et al. (2012) odpovida genu hba 20530, coz je
ortolog genu dpy-31 u C. elegans. Tento protein patii podle rozdé€leni astacint v praci Park et
al. (2010) do skupiny V. Struktura tohoto proteinu (viz obrdzek 2) je od N-termindlniho
konce: Signalni peptid, prosekvence a doména katalyticka, EGF, CUB a TSP1 (Mohrlen et al

2003).

Obr. 2: Schéma domén u genu astacin metaloproteaza. fialovd — presekvence, Seda —

prosekvence, Cervena — astacinova katalytickd doména, zlutda — EGF, modra — CUB,

oranzova — TSP1

Pro tento astacin je jako u jednoho z mala astacinovych protedz znamy substrat,
kterym je pro tvorbu kutikuly nutny kolagen SQT-3 (Novelli et al. 2004). Dpy-31 §tépi SQT-
3 na C-termindlnim konci, ¢imZ se podili na jeho maturaci (Page et al. 2014). Mutantni
fenotypy pro tuto protedzu vykazuji embryonalni letalitu a defekty v tvorbé kutikuly, ktera se
projevuje zmensenou velikosti téla. Ve dvou studiich, které pouzivaly zachranné expresni
konstrukty z druhtt Haemonchus contortus a Teladorsa giacircumcinta doslo k obnoveni

standardniho fenotypu u C. elegans mutantnich pro geny dpy-31. Stejny pokus se nezdafil u



vzdalenéjsiho druhu Brugia malayii, coz mize poukazovat na konzervovanost tohoto genu
pouze v kladu c¢islo V. AvSak enzymatické testy dpy-31 z téchto druhli vykazovaly stejnou
katalytickou funkci na substratu SQT-3, coz poukazuje na funkéni konzervaci napti¢ klady

(Stepek et al. 2015, Stepek et al. 2009).

1.7.2 Enolaza

Enol-1 je ortologem pro lidské geny ENOI, 2 a 3, které¢ koduji enzym enolazu. Jedna
se 0 hydro-lydzu s hotfeCnatym iontem jako kofaktorem, jejiz funkce spociva v pfeméné 2-
fosfo-d-glyceratu na fosfoenolpyruvat za vzniku vody jako vedlejSiho produktu. Tato reakce
je predposledni reakci v metabolickém procesu zpracovani cukrii glykolyzy a probiha i
opacnym smérem v procesu glukoneogeneze za vzniku glukozy. Proteinova sekvence se da

rozd¢lit na krat§i N-terminélni a del$i C-terminalni domény (viz obrazek 3).

C-terminalni doména

Obr. 3: Schéma genu pro enolazu. modra — N-termindlni doména, zelena — C-termindlni

doména.

Ackoliv jsou sekvence enolaz mezi druhy odlisné do takové miry, Ze similarita se
pohybuje v rozmezi 40-90%, tak se stile jedna o velice konzervované enzymy (Pancholi
2001). Enoldza neni povazovana za ,housekeeping“ gen kvili kolisavé mife exprese
v zavislosti na staii bunky ¢i chorobnych stavech. Enol4dza neslouzi pouze v glykolytickém
fetézci. U parazitickych prvoki Leishmania mexicana a Plasmodium falciparum, hlistice
Onchocerca volvulus €1 tasemnice Taenia solium bylo prokdzano, ze enolaza slouzi jako
receptor a aktivator plasminogenu na plasmin, ktery slouzi k udrzovani homeostaze Stépenim
fibrinu a extraceluldrni matrix. Pfedpoklada se, ze vazbou a aktivaci plasminu na povrchu

téchto parazitlh dochéazi k snadnéjSimu pronikani do hostitele (Ayon-Nunez et al. 2018).

1.8 Detekce vlivu adaptivni evoluce na molekuldrni irovni

Porozuméni procesu adaptace, tedy procesu jakym se organismy pfizpusobuji
zmé&nam prostiedi, je hlavnim problémem evolu¢ni biologie (Jensen et al. 2007).

Rozvoj molekularnich metod pfinesl obrovské mnozstvi dat, jejichz zpracovani a
vyhodnocovani vedlo k vyvoji fady statistickych metod a modeli. Tyto jsou zaméfeny na

rizné¢ formy selekce (ptfirodniho vybéru), za pouziti bud’ polymorfismi (variabilita



vnitrodruhovd), divergenci (variabilita mezidruhova), nebo jejich kombinace. Ve vsech
ptipadech jsou pouzity DNA sekvence ortolognich gent. Zakladnim piedpokladem pak je
postulat neutrdlni teorie (Kimura 1983), ze vétSina evolu¢nich zmén na molekularni irovni
je vysledkem nahodného genetického driftu mutantnich alel, které jsou selektivné neutralni.

Modely =zalozené na polymorfismu jsou zaméfené na detekovani selekce
v populacich dané¢ho druhu, tedy selekci relativné recentni. Jejich nevyhodou je, Ze selekci
pusobici v ramci druhu je nékdy tézké odlisit od demografickych vlivii. Tomu Ize predejit
jednak vybérem vzorka pro testovani (nikoliv zjedné populace, ale jako soubor linii
z raznych populaci), jednak porovnanim vice genu, nebot’” demografie by se na rozdil od
specifické selekce méla projevit u vSech lokusti stejn¢ (Hartl a Clark 1997)

Modely pouzivajici divergenci jsou témét vyhradné pouzivany pro kodujici sekvence
a Casto je brana v potaz i informace o souvisejicich druhovych fylogenetickych vztazich
(Jensen et al. 2007). Zékladnim parametrem je vypoCet poméru nesynonymnich
(aminokyselinovych) (Ka) a synonymnich mutaci (Ks), neboli ® = Ka/Ks (Nei a
Gojobori ,1986). Vychazi se pritom z piredpokladu, ze pokud pozitivni selekce vyznamné
ovlivnila protein kodujici DNA sekvenci, pak je @ = Ka/Ks > 1, zatimco negativni selekce se
projevi opacné, tedy o = Ka/Ks < 1. Tyto modely se zamétuji na selekci, kterd probihala v
prabéhu evoluce druhti, resp. vysSich taxonomickych jednotek. Vzhledem ke stale
nariistajicim databazim genomi a transkriptomil je tento postup pouzivan u stale vétSiho

mnozstvi organismu i evolucnich hypotéz.



2. Cile

Geny hlistice Heterorhabditis bacteriophora kddujici enolazu a astacinovou metaloprotedzu
byly vytipovany jako geny s potencidlnim vyznamem pro paraziticky zptsob Zivota u tohoto
organismu. Cilem této prace je ovéfit moznosti pouziti metod reverzni a evoluéni genetiky
pro podrobnou charakterizaci téchto genti. Konkrétné se zaméfime na:

1) Provéfeni moznosti provadeét experimentdlni umlCovani genl v infek¢éni fazi larev
Heterorhabditis bacteriophora na modelovych genech pro enolazu a astacinovou
metaloprotedzu.

2) Hledani projevu selekce v genech, jez by mohly souviset s parazitickym zpiisobem Zivota
vramci skupiny Nematoda. Geny pro enolazu a astacinovou metaloprotedzu podrobit

detailni biostatistické evolu¢ni analyze na vnitrodruhové i mezidruhové Grovni.
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3.Material a metody

3.1 Entomopatogenni hlistice

Ve svém projektu jsem navazoval na vysledky bakalaiské prace M. Flegrové
(Flegrova 2015), a proto jsem pracoval se stejnymi liniemi hlistic rodu H. bacteriophora (viz
tabulka 1). VSechny linie byly zahrnuty v selek¢ni statistické analyze DNA sekvenci. Pro
analyzu genové exprese a RNA interferenci jsem vybral na zaklad¢ testi virulence
provedenych v uvedené bakalarské praci pét linii, a to nejmén¢ virulentni linii HB HEPAL,
nejvice virulentni linii HB 09-48 a dvé linie HB 221 a HB USA s primérnou virulenci.
V experimentech s genovou expresi byla také pouzita pro srovnani standardni linie TTO1.
Linie byly dodany RNDr. Vladimirem Pizou Ph.D. z laboratornich sbirek. Linie TTO1 byla
darovana a poslana doc. RNDr. Pavlem HyrSlem PhD.

Tab. 1: Seznam pouZzitych linii hlistic Heterorhabditis bacteriophora.

Linie Misto sbéru Pivod/Sbératel
HB 09-43 Turecko Hazir S.

NIG Nigérie Mengistu T. M.
CAL 3C Kalifornie, USA Nermut’ J.

MG 618 Svycarsko Campos-Herrera R.
HB HEPAL* Palestina Ehlers R. U.

HB 221* Pouzdiany, CR Mréacek Z.

HB USA* Virginia, USA Kaya H.

HB 09-48* Turecko Hazir S.

TTO1* Tobago a Trinidad Ciche, T.A.

Pozn.: * Linie vybrané pro analyzu genové exprese a RNA.
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3.2 Chov hlistic

Metodika nakazovani housenek hlisticemi principidlné vychazela z prace Bedding a
Akhurst (1975). Larvy zavijeCe voskového Galleria mellonela byly nakazeny v Petriho
miskéach o priméru 9 cm s filtracnim papirem na dné. Nejdiive byl zméfen primérny pocet
hlistic v zasobnim roztoku. Tiikrat bylo odebrano 20ul zasobniho roztoku s hlisticemi a
pocet jedinct stanoven pod mikroskopem. Pocet hlistic byl zprimérovan a na infekei byl
pouzit objem s 50 hlisticemi na jednu housenku. Déle byla pipetou ptfidana sterilni H>O tak,
aby celkovy objem tekutin dosahoval 600ul na misku. Takto nakazené larvy byly ponechany
v temnu po dobu 5 dnii. Pro potfebu izolace nukleovych kyselin byli po 5 dnech z housenek
vypitvani hermafroditi¢ti dospélci.

Infekéni larvy (1J) byly kultivovany metodou ,,Whitetrap* (Kaya a Stock 1997).
Kultivace probihala tak, ze nakazené housenky byly po péti dnech poskladany na obracenou
9 cm Petriho misku s filtraénim papirem na vrchu. Tato miska byla néasledné vloZena do
Petriho misky s primérem 15 cm a na dno dolita voda tak, aby se dotykal filtra¢ni papir
hladiny. Zhruba po 12 dnech od prvniho nakazeni housenek zacala infek¢éni stadia hlistic
opoustét télo hostitele a presunula se do pfipravené vody, ze které byli pak odebrani a

zpracovani.

3.3 1zolace nukleovych Kkyselin
3.3.1 Izolace DNA

Izolace byla provadéna z dospé€lct za pouziti 20 pl lyzaéniho pufru na jedince (17,7ul
ddH>O, 2ul  10x PCR pufr TopBio, 0,2ul 1% Tween, 0,1ul Proteinaza K o koncentraci
20mg/ml). Hlistice v lyzacnim pufru byly zvortexovany, zcentrifugovany a po dobu 20 minut
nechany v -20°C. Nasledovala inkubace pii 65°C a nakonec inaktivace enzymu pii 95°C po

dobu 8 minut. Vysledna smés byla pouZita jako templat do PCR reakce.

3.3.2 Izolace RNA za uziti kituHybrid-R™ (GeneAll)

Veskeré nastroje pro homogenizaci byly osetieny 0,1% DEPC H>0 po dobu 12 hodin
pro inaktivaci RNaz. Inaktivace DEPC byla provedena autoklavovanim pii 121 °C po dobu 2
hodin. Homogenizace vzorkid byla provedena jejich zmraZzenim tekutym dusikem a
naslednym drcenim v hmozdifi. Vyslednd drt’ byla ptenesena do 1,5ml RNAse-free
zkumavky. Déle bylo postupovéno podle nédvodu vyrobce. Vytézek a cCistota RNA byla
spektrofotometricky urena na piistroji Nanodrop 2000/2000c (ThermoFisherScientific).
Kvantifikovand RNA byla 5x nafedéna pro pouziti v Real-Time PCR a uskladnéna pro

pozdéjsi uziti do -80°C.
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3.4 PCR amplifikace a DNA sekvenovani kandidatnich genti

Pro evolu¢ni analyzu bylo nutné ziskat sekvence kandidatnich genti a referen¢niho
markeru ITS (Internal Transcribed Spacer) z jednotlivych linii. Sekvence pro enolazu byly
pfevzaty z prace M. Flegrové, ale sekvence pro astacin a pro ITS byly ziskdny ,.de
novo* standardnim postupem, tedy amplifikaci polymerazovou fetézovou reakci (PCR) a

naslednym pfimym sekvenovanim ziskanych amplikont.

3.4.1 PouZité primery

Pro ITS byly pouzity primery 18S (forward) a 28S (reverse) podle prace Vrain et al.
(1992). Primery pro astacin byly nové navrzeny. Jednalo se celkem o part 8 primert. Pary
Znl a Zn4 byly posazeny na exonovou a intronovou ¢ast genu, zatimco pary Zn2 a Zn3 byly

posazeny pouze na exony. Pfehled primeri je uveden v tabulce 2.

Tab. 2: Piehled pouzitych primeri pro PCR amplifikaci atacinu a SSU.

Nazev Orientace | 5'-> 3" sekvence Autor
Znl F ATCGCCCATATTTTTCTGTTTG J. Hartmann

R CGGGTCTTTTTATCGTCTATGAGT J. Hartmann
Zn2 F GCGCTCCCCTGCCTTGTTCTAA J. Hartmann

R TCGCTGGCCTATTGTCTTTTGGTA J. Hartmann
Zn3 F TCTTGGGTTTTGGCATGAGCAGTC J. Hartmann

R CACCGCGTAGAAGGGAAAGAAATC J. Hartmann
Zn4 F CAGGAGGAGCTTGCGCGTCAGTAT J. Hartmann

R GCATTCTCACAGGGCTCCATC J. Hartmann
18S F TTGATTACGTCCCTGCCCTTT Vrain et al. 1992
28S R TTTCACTCGCCGTTACTAAGG Vrain et al. 1992

Pozn.: F — forward, ve sméru transkripce, R — reverz, proti sméru transkripce.

3.4.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Reakce byla michana do 0,2 ml zkumavek na ledu. Na vSechny reakce byla pouzita
polymerdza TAKARA Ex Taq. Celkovy objem reakce bez DNA templatu byl 11,55 pl.
Reakce se byla slozena z 7,75 pl ddH>O, 1,25 pl 10x reakéniho pufru (TAKARA), 1 pl
dNTPs mix (TAKARA), 0,75 ul ,,forward*“ a 0,75 ul ,reverse” primeru (5 uM), 0,05ul Ex
Taq polymerazy (TAKARA). K takto namichané reakci byly pfidany 2 pl templatové DNA.
Reakce probihala v pfistroji Tprofessional TRIO PCR Thermocycler (Biometra). Profily se
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skladaly z klasickych krokti: predenaturace, nékolikandsobnému opakovani trojcyklu
denaturace, nasedani primer (annealing), elongace a poté zavérecné postelongace. PCR
byly provadény pro amplifikaci genu pro astacin, ITS a pro vyrobu DNA templatd pro in

vitro transkripci. Jednotlivé profily jsou vypsany v Ptiloze 1-3.

3.4.3 Gelova elektroforéza

Pro verifikaci GspéSnosti a velikosti produkti amplifikacnich reakci byla vyuzita
elektroforetickd gelova separace. Produkty byly separovany na 2% agar6zovém gelu. Gel byl
pripraven rozehiatim 4 g agar6zy ve 200ml 1x TAE pufru (nafedén ze zasobniho 50x TAE:
2M Tris, 1M kyselina octova, 0,05M EDTA) v mikrovinné troubé po dobu 2—4 minut.
Rozehtaty gel byl ochlazen pod proudem vody na cca 45 °C, kdy bylo do smési ptidano 12pl
ethidium bromidu o koncentraci 0,5 pg/pul. Tato smés byla dale ochlazena a nalita do
ptipravené plastové formy s hfebinky. Forma s gelem byla ponechana na ztuhnuti po dobu
45 minut ve tm¢.

Do jamek gelu byly vzdy naneseny 3pul vzorku s 1,5ul nanaseciho pufru (69,5%
ddH20, 30% glycerol, 0,5% bromfenolova modr). Délka fragmentu byla urcena podle
velikostniho markeru ze Stépeni plazmidu pBR322 restrik¢ni endonukleazou Mspl. Po

separaci byl gel vizualizovan na UV transiluminatoru.

3.4.4 Sekvenace

Produkty PCR reakci byly pfed sekvenaci enzymaticky preciStény. Do 10 ul vzorku
bylo ptidéno 0,5 pl Exonukleazy I (20 U/ul, ThermoFisherScientific) a 1ul FastAP (1 U/ul,
ThermoFisherScientific). Vzorek byl v termobloku inkubovéan po dobu 30 minut pii 37 °C a
nasledné po 15 minut pfi 80°C. Sekvenacni reakce byly pfipraveny do 1,5 ml zkumavky
pfidanim 5 pl precisténého vzorku, 5 pl primeru pouzitého pii PCR a nasledné byla reakce

poslana do firmy GATC Biotech na sekvenaci.
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3.5. Analyza genové exprese

3.5.1 Indukce infekéniho stadia hlistovek

Hemolymfa byla odebréna z 3-4 tydny starych larev Galleria mellonella. Po
odstfizeni panozky prvniho paru koncetin larvy byla hemolymfa vymackéna do 1,5ml
zkumavky na ledu. Vyznamnou slozkou koagula¢ni kaskady hemolymfy jsou hemocyty, a to
ptfesnéji granulocyty (Rowley a Ratcliffe 1976). Pro inhibici koagulace byly hemocyty ze
ziskané hemolymfy precipitovany centrifugaci pii 6000 g po dobu 5 minut v 4°C.
Hemolymfa zbavena hemocyta byla odebrana do nové 1,5 ml zkumavky a uskladnéna do -
80 °C pro pozd¢jsi vyuziti. Pro potfeby indukce bylo potfeba udrzet hemolymfu v
nesrazeném stavu po del§i Casovy usek (az 24h). Z tohoto divodu byly otestovany tfi
zpisoby inhibice koagulace hemolymfy:

a) kyselinou askorbovou (AA), jenZ inhibuje srdZeni od koncentrace 10mM (Beard 1950).
Pro nase ucely byl testovan roztok hemolymfy a askorbové kyseliny o findlni koncentraci
SmM, 10mM a 25mM.

b) fenylthiomocovinou (PTU), kterd je Siroce uZivanym inhibitorem enzymu fenoloxidazy.
Ten je spojen s koagulaéni kaskadou (Li et al. 2002, Ryazanova et al. 2012). Pro naSe ucely
byl testovan roztok hemolymfy a fenylthiomocoviny o findlni koncentraci 33mM podle
prace Vadnal et al. (2017).

¢) pomoci antikoagula¢niho roztoku (AC — NaCl 62mM, 100mM gluk6za, 10mM EDTA,
30mM citronan sodny, 26mM Kkyselina citronova). Princip spo¢iva v chelataci Ca*" iontl
potiebnych pro funkci transglutamindz. Na rozdil od ostatnich slozek srazecich reakci
obratlovctll a bezobratlych jsou u obou skupin transglutaminazy podobné jak strukturou, tak
funkci, kterd spociva v pricném spojovani strukturnich proteinti srazeniny (Theopold et al.
2002).

Infekéni larvy byly sterilizovany v 0,1% roztoku benzetoniumchloridu (Biochemica)
po dobu 10 minut. Hlistice byly zcentrifugovany piti 5000 g po dobu 1 minuty a 5x promyty
sterilnim Ringerovym roztokem (153 mM NaCl, 5SmM KCI, 4mM CaCls, 2,3mM NaH,CO:3).
Piiblizné¢ 20 000 invaznich larev bylo pfeddno do Petriho misky s 8ml 25% roztoku
hemolymfy s modifikovanym Tyrodovym roztokem (137mM NaCl, 2,7mM KCI, 2,1mM
MgCl, 0,42mM NaH;PO4, 12mM NaHCOs;, 5,5mM Glukoéza) a antikoagulantem (AC).
Petriho misky s hlisticemi a indukénim roztokem byly uzavieny do Petriho misky o priméru
20 cm s navlh¢enym filtracnim papirem na dné. Misky byly michany na tfepacce po dobu 6,
12, 18 a 24 hodin. Po uplynuti stanovené doby byly hlistice dvakrat promyty Ringerovym

roztokem a prefiltrovany ptes sito o velikosti otvort 42um.
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3.5.2 Relativni exprese
Z indukovanych hlistic byla izolovdana RNA pomoci kitu Hybrid-R (viz vyse).
Mira genové exprese byla analyzovdna pomoci Real-time PCR. Prvnim krokem byla
pifiprava ¢cDNA z RNA pomoci kitu Revert Aid ,First Strand c¢cDNA Synthesis
Kit*“ (ThermofisherScientific). Do reakce bylo pfidano vstupni mnozstvi 1ug RNA. Dalsi
ptiprava reakce probihala podle navodu vyrobce za pouziti primeru Oligo(dT)s. Vysledna
cDNA byla natedéna ddH>O v poméru 1:5 a rovnou pouzita nebo ulozena v -20°C.
Mira relativni exprese gend pro enoldzu a astacin v jednotlivych ¢asovych tusecich
(Oh, 6h, 12h, 18h, 24h) byla analyzovana za pouziti Real-Time PCR. Jakozto endogenni
kontrola byly vyuZzity mnou navrzené primery pro geny rackl a rpl-32. Sekvence vSech
pouzitych primert pro Real-time PCR jsou v Priloze 5. Reakce byla namichdna do 48
jamkového platicka. Jedna reakce byla slozena z 9,5 pl ddH2O, 4pl HOT
FIREPolEvaGreengPCR Mix Plus (SolisBiodyne), 0,75l forward a reverse primeru (4uM),
Sul ¢cDNA o celkovém objemu 20ul. Plato s reakénimi roztoky bylo dano do pfistroje Eco
Real-Time PCR System (Ilumina). Profil se sklddal z nasledujicich krokt: aktivace
polymerédzy za 95°C po 15 minut, 45 opakovani cyklu o tfech krocich: denaturace 95°C po
15 sekund, nasedani primerit 60°C po 30 sekund, elongace 72°C po 15 sekund. Pro vSechny
primery byla vypocitana efektivita PCR standardni kfivkou. Data byla analyzovana v

programu Microsoft Excel metodou 224¢T (Livak a Schmittgen 2001).

3.5.3 RNA interference

Metodika uml€ovani genii byla inspirovana protokolem pro ,,soaking* podle prace
Morris et al. (2017), konkrétné pouZitim serotoninu pro stimulaci polykaciho reflexu.
Nejdiive probéhla optimalizace mnozstvi a roztokd pouzitych v ,,soakingu®. Byla testovana
mortalita 1000 a 2000 jedinci v roztocich PBS (137mM NaCl, 2,7/mM KCI, 10mM
Na;HPO4, KH>PO4), Ringerové roztoku a Schneiderové roztoku (36mM NaCl, 5,4mM
CaCl,, 15mM MgSO4, 21mM KCl, 3,3mM KoHPO4, 4,76mM NaHCO3, 4,94mM Na,HPOq,
11,1mM glukéza, 12,3mM L-Glutamin) po 48 hodinach. Do kazdého testovaného roztoku
byl pfidan serotonin kreatinin sulfat (SCS) (SigmaAldrich) o kone¢né koncentraci S0mM.

K syntéze dvouvldknové RNA byl vyuzit kit MEGAScript T7 TranscriptionKit
(Invitrogen). Nejdiive byly vyrobeny templaty s pfipojenymi T7 promotory pro spravné
nasedani RNA polymerdzy. Templaty byly vyrobeny polymerazovou fetézovou reakci za
uziti primerQ pro vytipované geny s T7 promotory na 5 konci (viz Ptiloha 4). Profil PCR se
lisil od standartniho amplifika¢niho profilu 7 cykly, kdy byla sniZena annealingova teplota

pro spravné nasedani genovych ¢asti primeru. Po téchto cyklech byla annealingova teplota
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zvysSena pro spravné nasedani celého primeru s T7 konci. Pouzité profily jsou vypsané
v Ptiloze 3. Spravna velikost DNA templatu byla ovétena elektroforeticky.

Transkripce a ptecisténi dsSRNA bylo provedeno podle navodu vyrobce. Vysledna
RNA byla uskladnéna v -80°C. 1000 infek¢nich larev z linii HB HEPAL, HB 09-48 a TTO1
bylo pfidano do 50ul roztoku dsRNA, Ringerova roztoku a serotonin kreatinin sulfatu
(50mM) po dobu 48h. Koncetrace dsSRNA v jedné reakci dosahovala 2ug/ul. Pro kazdou linii
byly pfipraveny 3 biologické replikaty s dsRNA, 3 biologické replikaty bez dsRNA pro
vylouceni vlivu serotoninu na genovou expresi a 3 kontrolni replikaty pouze v ¢isté vodé. Po
48 hodinach byli hlistice tfikrat promyté Ringerovym roztokem. Nasledovala izolace RNA,
Reverzni transkripce a Real-Time PCR pro stanoveni miry exprese. Signifikance zmén

v expresi byla ovéfena t-testem v programu Microsoft Excel.

3.6. Testy virulence

Tento test byl proveden k ovéfeni vlivu RNA interference na schopnost hlistic
napadat hostitele. Hodnoty ptvodni virulence populaci HB HEPAL a HB 09-48 byly
ptevzaty z prace M. Flegrové (Flegrova 2015). Pro populaci TTO1 byla stanovena virulence
v této préci, stejné jako virulence linii po RNA interferenci. Pro kazdou linii oSetfenou pro
enoldzu ¢i astacin byla pfipravena tfi opakovani. Do Petriho misky o priméru 9 cm s
filtra¢nim papirem na dné bylo vlozeno 10 housenek Galeria melonella. Do ptipravenych
misek byl ze zdsobni lahve s hlisticemi pfidan objem smési s 50 infekénimi larvami. Pro
zajisténi vhodnych podminek pro hlistice byla do kazdé misky dodana voda tak, aby celkovy
objem kapalin na misku dosahoval 600ul. Misky byly uloZzeny do temna a po 48 hodinach
byly odecCteny pocty usmrcenych housenek. Pro urceni signifikance rozdilti mezi oSetfenymi

a neoSetfenymi liniemi byl pouZit Tukeyho-Krameriv test.

3.7 Evolu¢ni statisticka analyza

Vliv moZné selekce pilisobici na zajmoveé geny (resp. jejich kodujici sekvence) je
mozné statisticky vyhodnotit na zékladé¢ nékolika modeli, a to pomoci analyzy genetické
variability vnitrodruhové (mezi vybranymi liniemi ¢i populacemi) a mezidruhové (mezi
ortology z riznych druhtli). Analyzy selekénich tlakli byly provedeny na sekvencich genil pro
enolazu a astacin. Byly pouzité pouze kodujici sekvence kandidatnich genli a u astacinu byly
vyuzity pouze znamé domény (Astacin, CUB, TSP1), protoze okolni sekvence byly
hypervariabilni, nebo u n¢kterych druhtli chybély a jejich alignment by tedy nebyl spolehlivy.

Pro obé moznosti byly ze ziskanych sekvenci a ze sekvenci referen¢nich gent (mala

ribozomalni jednotka — SSU, ITS) vytvofeny fylogenetické stromy pomoci webového
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serveru [Q-Tree (Nguyen et al. 2015). Pro vyhledani nejvhodnéjsiho distanéniho modelu byl
pouzit ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al. 2017). Dendrogramy byly sestaveny metodou
Maximum likelihood, za pouziti UFBoot ,,Ultrafast* bootstrapu (Hoang et al. 2017) s 1000
opakovanimi.

Porovnani soubéznosti druhové fylogeneze s genealogii jednotlivych genii bylo
provedeno v programovém prostiedi R (RStudio Team, 2015), pomoci balickli dendextend
(Galili 2015), ape (Paradis a Schliep, 2018 ) a phylogram (Wilkinson a Davy, 2018). Kromé¢
diagramu znazornujiciho soub¢h fylograml (tanglegram) byly vypocteny koeficienty
Lentanglement® (entg) a kofenetické korelace (ccf). Entg vyjadiuje kvalitu soubéznosti dvou
fylogramt (1 — zcela nesoubézné, 0 — zcela soubézné). Hodnota koeficientu ccf se pohybuje
v rozmezi od -1 do 1 a hodnoty kolem O znamenaji, Ze porovnavané fylogramy si nejsou

statisticky podobné.

3.7.1. Vnitrodruhova analyza

Sekvence ITS, genl pro enoldzu a astacin vSech studovanych populaci byly upraveny
a sefazeny v programu MEGA X (Kumar et al. 2018). K ,,alignmentu* byl pouzit algoritmus
MUSCLE. Pro analyzu vnitrodruhové variability byl vyuzit program DnaSP v6 (Rozas et al.
2017). Pomoci tohoto programu byly vypocitany nasledujici parametry:
Nukleotidova diverzita = — praimérny pocet rozdilnych nukleotidi mezi dvéma ndhodné
vybranymi sekvencemi z populace (Nei 1987),
Nukleotidovy polymorfismus @ — ocekavany pocet segregujicich mist v populaci (Nei
1987),
Nukleotidova divergence K — primérné ¢islo odlisnych nukleotidit mezi druhy (Nei 1987),
Pocet haplotypt 4 (Nei 1987) — pocet unikatnich sekvenci v daném souboru,
Ke grafickému zndzornéni rozlozeni nukleotidového polymorfismu a divergence byla
pouzita metoda ,,klouzavého okénka“ (sliding-window).
Haplotypova diverzita (Nei 1987) Hd — tato hodnota vyjadiuje odliSnost haplotypi. Nizké
hodnoty poukazuji na purifika¢ni selekci, zatimco vysoké hodnoty poukazuji na selekci
balancovanou.
Fu a Liho D* (Fu a Li 1993) - tento test testuje nulovou hypotézu, ze vSechny vyskytujici se
mutace jsou selekéné neutrdlni. Srovnava vyskyt ojedinélych mutaci s celkovym poctem
mutaci. Kladné hodnoty jsou znakem balancované selekce, zaporné selekéniho

,smeteni (sweep).

18



Tajimovo D (Tajima 1989) — vypocet tohoto testu pracuje s rozdily v poctu segregujicich
mist (©) a primérnym poctem rozdilnych nukleotidd (w). Pokud jsou si obé hodnoty rovny,
pak se vysledna hodnota D rovna nule a sekvence jsou selekéné neutrdlni. Hodnoty D > 0
sved¢i pro balancovanou selekcei, D <0 pro selekci direktivni.

Test podle Hudsona, Kreitmana a Aguadé (HKA, Hudson et al. 1987) — za pouziti
nejméné dvou lokusii kontrastuje vnitrodruhovy polymorfismus a mezidruhovou divergenci
(ta umoziuje odhadnout mnozstvi o¢ekavaného polymorfismu). Vyrazné odlisné mnozstvi
polymorfismu od ptedpokladanych hodnot pak poukazuje na moznou selekci balancovanou

(polymorfismt je vice) nebo selekéniho ,,smeteni (polymorfismi je méng).

3.7.2. Mezidruhova analyza
Nejdiive jsem vyhledal sekvence ortolognich genli za pomoci databazi OrthoDB

v10.1(https://www.orthodb.org/?), WormBase Parasite

(https://parasite.wormbase.org/index.html) a sekvence SSU  z databaze SILVA

(https://www.arb-silva.de/) a to tak, abych mél ve vysledném souboru zastupce jak druht

parazitickych, tak i volné Zijicich, a to ze vSech fylogenetickych kladi. Kritéria vybéru pro
ortology kandidatnich gent byla sekven¢ni similarita minimalné 85% a také alespont 80%
pokryti délky sekvence. Seznam pouzitych druhti s databazemi a jejich pristupovymi kody

jsou v Piiloze 6.

3.7.2.1 Selek¢ni analyza za uZiti fylogenetickych stromii - Datamonkey

Testovani riznych selekénich hypotéz pomoci fylogramt jsem provedl ve webovém
serveru Datamonkey (https://www.datamonkey.org/). Metody jsou zaloZzeny na poméru
nesynonymnich (Ks) a synonymnich (Ks) substitucich v alignmentu sekvenci neboli na
hodnoté selekéniho koeficentu w=Ka/Ks (Weaver et al. 2018). Soubor implementovanych
modelll umoznuje testovat selekéni hypotézy bud’ na celém fylogenetickém stromu, nebo na
vybranych vétvich, pfi¢emz nekteré také rozliSuji selekcei epizodni (plisobici jen kratkodob¢)
nebo pervazivni (pisobici dlouhodob¢). Pro svou praci jsem vyuzil tyto modely:
BUSTED (Branch-Site Unrestricted Statistical Test for Episodic Diversification)- tento
test detekuje pozitivni selekci na celém genu, nebo zda doslo k pozitivni selekci alespont na
jednom kodonu na jedné vétvi fylogenetického stromu. Jde o test velmi obecny a pro
pfesnou analyzu je potfeba pouzit dal§ich metod (Murrell et al. 2015).
MEME (Mixed Effects Model of Evolution) — metoda zjist'uje, jestli jsou jednotlivé

kodony pod epizodickou pozitivni nebo diverzifikacni selekci (Murrell et al. 2012).
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FEL (Fixed Effects Likelihood) — tato metoda testuje, zda jsou jednotlivé kodony pod
vlivem pervasivni positivni nebo diversifikacni selekce (Kosakovsky Pond a Frost 2005).
aBSREL (adaptiveBranch-Site Random Effects Likelihood) — model testuje, které
jednotlivé vétve fylogenetického stromu jsou pod pozitivni nebo purifikacni selekci (Smith
et al. 2015).
3.7.2.2 Analyza na urovni aminokyselin — TreeSAAP

Na rozdil od metod selekce pomoci vnitro-a mezidruhové selekce zaméfenych na
projevy selekce jako takové, metody implementované do programu TreeSAAP pométuji vliv
selekce na 31 strukturdlnich a biochemickych vlastnostech aminokyselin na zakladé
genealogie kodujicich sekvenci daného lokusu. Pfitom vyhodnocuje vyznamnost
aminokyselinovych zmén vedoucich na urcitych nodech k zasadnim zménam v uvedenych
fyzikalné-chemickych vlastnostech odpovidajiciho proteinu.

Pro oba kandidatni geny bylo dle navodu autorli provedeno dvoustupiiové testovani.
V prvnim je vyhodnocen vliv selekce na vSech 31 aminokyselinovych sekvenci. Ty, které
jsou nejvyznamnéji ovlivnény, jsou pak podrobeny druhému, detailnéjSimu testu, ktery
umozni nejen odhadnout miru selekce na jednotlivych kodonech (zplisobujici zménu ve

struktufe proteinu), ale 1 ,,namapovat* na genealogii, kde k témto zménam doslo.

3.7.2.3 Predikce sekundarni struktury — I-TASSER

Pro tplnou analyzu proteinli byla predikovana sekundarni struktura programem I-
TASSER. Tento program piedpovi trojrozmérnou strukturu proteinu na zaklad€ jeji
aminokyselinové sekvence. Tato struktura je pak porovnavana s databazi proteini s jiz
zndmou trojrozmérnou strukturou a na zakladé podobnosti odvodi funkci domén, vazebna

mista pro ligandy, ¢i aktivni misto enzymu (Roy et al. 2010).
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4. Vysledky

4.1 PCR a sekvenovani astacinu a ITS

Po optimalizaci PCR reakce se podatilo ziskat sekvence pro astacin a ITS ze vSech
laboratornich linii, které byly dale pouzity pro biostatistickou analyzu vnitrodruhové
genetické variability.

Sekvence genu pro astacin byla sestavena ze Ctyt vzajemné se presahujicich sekvenci
v programu MEGA X (Kumar et al. 2018). Tyto Ctyfi sekvence byly namnozeny z cDNA.
Vysledna sekvence tedy obsahovala pouze kodujici oblasti. Sekvence ITS byla ziskéna jako

jeden amplikon.

4.2 Analyza genové exprese

V prvni fazi bylo potfeba optimalizovat proces indukce, tedy zajistit vhodné prostiedi
po celou dobu. Neni totiz zcela jasné, zda potiebuji hlistice k vyvoji zinfekéni larvy
v dospélce pouze kratkodobé vystaveni hemolymf€ (napt. pouze 2 hodiny) nebo delsi casovy
interval. Bé¢hem této doby nesmi dojit k zatuhnuti (koagulaci) hemolymfy, protoze ze srazené
hemolymfy byl problém indukované hlistice oddélit. Byly testovany 3 antikoagulacni
pristupy. V prvnim byla narusena srdzeci kaskada, a to inhibici U¢inku fenoloxidazy
fenylthiomocovinou (PTU) podle prace Vadnal et al. (2017). Experimenty udrzely
hemolymfu sraZzenou po maximalni dobu 3 hodin, a protoze PTU je toxicka latka, tak jsem
nezvysSoval findlni koncentraci. Druhy postup s kyselinou askorbovou sice branil srazeni se
stejnym ucinkem jako PTU, ale pii vysSich koncentracich (25mM) dochazelo ke
zrosolovaténi hemolymfy. Jedinci ztohoto roztoku zkontrolovani pod mikroskopem
vykazovali znamky pokracujiciho vyvoje jako svlékani kutikuly, ale nebyly zaznamenané
zadné bakterie Photorhabdus luminescens. Jako tfeti a dale pouZivany ptistup jsem pouzil
antikoagulacni roztok z prace Soderhall a Smith (1983). Pfi tomto pfistupu byla hemolymfa
nesrazena po nejdelsi interval (24 hodin) a hlistice vykazovaly znamky pokracujiciho vyvoje
v dospélce jako svlékani kutikuly a regurgitace symbiotickych bakterii. Hemolymfa by
mohla zanést cizorodou RNA do vzorku a tim znehodnotit nésledujici reakce. Proto byly
hlistice po indukci mnohonasobné promyty Ringerovym roztokem.

Pted analyzou exprese indukovanych hlistic byla stanovena efektivita Real-Time
PCR pro jednotlivé primery metodou standardni kiivky. Pro vSechny pouzité primery se
efektivita pohybovala v rozmezi 95%-104%.

Pro osvétleni miry exprese genl enol-1 a astacinu po proniknuti do hostitele byla
provedena indukce infek¢nich stadii po dobu 6, 12, 18 a 24 hodin a z izolované RNA byla

stanovena mira exprese pomoci Real-Time PCR. Vysledné grafy jsou uvedeny na obrazku 4.
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Exprese genu enol-1 jednotlivych linii (Obr. 4a) neni jednotnia. Ve srovnani se
stadiem infekéni larvy se exprese zvysuje s ¢asem pouze u populace HB HEPAL. U HB 221
vrcholi exprese po 6 hodinach, ale dale klesd pod plvodni urovenn exprese v infekénim
stadiu. Zbylé tfi populace vykazuji kolisavou, ale niz§i miru exprese s postupujicim ¢asem
ve srovnani s ptivodni expresi v infek¢nim stadiu. Transkripéni profil pro gen astacinu je o
néco odlisny (Obr. 4b). Podobny trend exprese je pouze u linii HB 09-48 a HB221. Nejvice
se vymyka populace HB USA, jejiz exprese genu po vyvrcholeni po 6 hodindch v dalsich
Casovych bodech znacné klesa. Rozdily v expresi mezi ¢asovymi Useky u populace HB
HEPAL a TTO1 jsou velmi malé, az na bod 24h, kdy Exprese u TTO1 klesa, zatimco u HB
HEPAL se naopak zvysuje.

a) Enolaza b) Astacin
25
(0]
© o 2
¢ 1.5 o = HB HEPAL
g % 1,5
° 2 = HB 221
c
}% z ! HB USA
2 05 ¢ 05 = HB 09-48
0 = TTOL

6h 12h 18h 24h

12h 18h 24h Doba indukce

Doba indukce

Obr. 4: Miry exprese gent enol-1 a astacinu: a) transkripcni profil genu enol-1 u péti linif

H. bacteriophora, b) transkrip¢ni profil genu astacinu u péti linii H. bacteriophora.

4.3 RNA interference

Optimaliza¢nimi testy jsem zvolil jako nejvhodnéj§i médium pro RNA interferenci
Ringeriiv roztok o 1000 invaznich larvach. Pti této konfiguraci dosahovala umrtnost po 48
hodinach pod 5%.

,Knock-down* kandidatnich genti byl proveden na populacich HB HEPAL (nejméné
virulentni), HB 09-48 (nejvice virulentni) a TTO1 (srovnavaci standard). Ovétfeni umlceni
genu bylo provedeno pomoci Real-Time PCR. Exprese byla zméfena i pro gen, ktery nebyl
v hlisticich uml€ovan, aby se zjistilo, jestli nedochazi k uml€ovani genii mimo zacilenou
sekvenci neboli tzv. ,,off-target” efektu. Zda je zména exprese pouhym dilem nahody, nebo
dasledkem procedury bylo ovéfovadno neparovym t-testem. Vysledné hodnoty t-testu a

hladiny signifikance jsou zaznamenany v tabulce 3.
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Tab. 3: Vysledky t-testu a hladiny signifikance pro RNAi.

Linie Umlcovany gen t hodnota p-hodnota
HB 09-48 Enol-1 1,47951 0,1895
HB 09-48 Astacin -0,05904 0,9546
HB HEPAL Enol-1 1,381217 0,2097
HB HEPAL Astacin -1,29446 0,2366
TTO1 Enol-1 1,5519 0,1956
TTO1 Astacin -0,11272 0,9157

Grafy relativni exprese po RNA interferenci u jednotlivych linii jsou na obrazku 5
(HB 09-48), obrazku 6 (HB HEPAL) a obrazku 7 (TTO1). U linie HB 09-48 exprese obou
genl po proceduie zlstala s malymi odchylkami nezménéna. U linii TTOl a HB HEPAL
nedoslo k signifikantnimu potlaceni exprese, naopak doSlo k nesignifikantnimu zvySeni

exprese. Metoda podle téchto vysledktl nefungovala.

2,5
2
1,5
M Enolaza
1 B Astacin
0,5
0

Kontrola bez dsRNA RNAi Astacin  Off-target

Obr. 5: Vysledek RNA interference u populace HB 09-48. Kontrola — srovnéavaci vzorek,

chybové usecky znazoriuji stitedni chybu prameéru.

2,5
2
1,5
H Enolaza
1 H Astacin
0,5 I
0

Kontrola bez dsRNA RNAi Off-target

Obr. 6: Vysledek RNA interference pro linii HB HEPAL. Kontrola — srovnavaci vzorek,

chybové usecky znazornuji stiedni chybu priméru.
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Obr. 7: Vysledek RNA interference pro linii TT01. Kontrola — srovnavaci vzorek,

chybové usecky znazornuji stitedni chybu praméru.

4.4 Testy virulence

Testy virulence jsem pouzil k otestovani ucinkii procesu RNA interference na
zkoumané linie. Procentudlni umrtnost housenek podle pouzité linie a oSetfeni je
zaznamenana graficky na obrazku 8. NejdrastictéjSi zména prob&hla hlavné u linie HB
HEPAL, ktera je obycejné nejméné virulentni, zatimco po RNAIi astacinu a enolazy
vykazovaly tyto hlistice virulenci téméf srovnatelnou s linii HB 09-48 za normalnich
podminek. Virulence linie HB 09-48 klesla vyrazné po RNAI enoldzy, zatimco linie TTO1
byla oproti norméalnim podminkdm lehce virulentngjsi. Vysledky exprese po RNAI
nenaznacuji, ze by doslo k potlaceni exprese. Roli ve zménach virulence mozna hral pouzity

serotonin.
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Obr. 8: Procentualni umrtnost housenek Galleria melonella v testech virulence.
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Vysledky testtli jsem otestoval dvoucestnou Anovou s opakovanim. Vysledna hodnota
statistiky pro porovnavani linie je F'= 9,559 (p = 0,0015), neboli byl zaznamenan rozdil ve
virulenci jednotlivych linii. Srovnani virulenci linii po RNAi a kontrolnich skupin bez
oSetieni vyslo opét signifikantni s F'= 3,647 (p = 0,047).

Na porovnani rozdili mezi jednotlivymi liniemi poslouzil Tukey-Krameriv test.

Vysledky tohoto testu jsou zndzornény v tabulce 5. Pfi srovnani byl timto testem zjistén

rozdil pouze na urovni linii.

Tab. 5: Vysledky Tukey-Kramerova testu pro testované linie. (*) signifikantni rozdil, (-)

nesignifikantni rozdil.

HB 09-48 HB HEPAL TTOl
HB 09-48
HB HEPAL -
TTO1 * *

Tukey-Kramerav test srovnavajici kombinace kontrolnich vzorkidl se vzorky, které

prosly RNAi neprokézal signifikantni odchylky.

4.5 Evolucni statisticka analyza

Podstatou evoluc¢ni statistické analyzy je na zakladé genetické variability odhalit,
jakym zplsobem probihala evoluce na vybraném utseku genomu, tedy zda byla ovlivnéna
selekei (ptfipadné jakou), ¢i nikoliv.

Ke konstrukci fylogenetickych stromd bylo nutné nejdiive vytvofit soubory
obsahujici ,,alignment®, tedy podle ¢teciho ramce sefazené DNA sekvence ortolognich gentl,
které pak byly pouZity 1 pti dalsi analyze. V databazich byly vyhledany sekvence pro geny
pro enoldzu, astacin a malou ribozomalni podjednotku (SSU). Sekvence pochazely z druhti
napfi¢ klady V, IV, III. K tém byla pfidana jest€ jedna sekvence druhu Plectus sambesii,
ktera slouzila jako ,,outgroup. U kladi II a I se nepodafilo ziskat ortologické sekvence
v dostatecné délce, a proto jsem je nemohl do analyz zahrnout. Pro enoldzu bylo pouzito
dohromady 25 druhti, zatimco pro astacin pouze 24 z divodu absence anotovaného genomu
pro Heterorhabditis indica a nedostupnosti této laboratorni linie. Druhy, ze kterych byly

ziskany sekvence, jsou vypsany spolecné s databazemi a ptistupovymi kédy v Priloze 6.
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Zékladni charakteristiky sekvenci a zvolené distan¢ni modely na zaklad¢ skére BIC
(Bayesian Information Criterion) jsou vypsany v tabulce 7. Pro SSU byly sestaveny dva
dendrogramy, nebot’ nékteré analyzy pracujici s topologii dendrogramti potiebuji identicky

pocet sekvenci k porovnavani. Fylogenetické stromy jednotlivych genti jsou v Ptiloze 7-10.

Tab. 7. Charakteristika sekvenci a zvolené modely pro konstrukci fylogenetickych
stromii. KP — pocet konstantnich pozic, S — pocet singletonti, PI — pocet parsimonialné

informativnich pozic. Model byl vybran podle skore BIC.

Gen Délka v bp | KP S PI Model
EnolDH 1362 621 81 660 SYM+I+G4
SSUDH 1892 856 288 748 GTR+F+R4
AZiMD 1362 483 105 786 SYM+R4
SSUD 1881 846 285 750 GTR+F+I+G4

Pro porovnani soubéznosti evoluce druhti a kandidatnich gent jsem pouzil ML
fylogramy bez uvedenych hodnoty bootstrapu. Hodnoty koeficientu soub&znosti byly entg =
0.387 pro Astacin, entg = 0.477 pro enoldzu; ob& hodnoty jsou zhruba v poloviné §kaly,
takze soubéznost neni idedlni, i kdyz u enoldzy je zjevné hor§i. Hodnoty korela¢niho
kofenetického koeficientu ccf = 0.715 pro astacin a ccf= 0.380 pro enoldzu obdobné
nasve&dcuji, Ze zatimco evoluce astacinu se od druhové odchyluje méné, u enoldzy je rozpor
daleko vétsi. Tyto vlastnosti jsou zachyceny v optimalizovaném tanglegramu (Obrazek 9).
V tomto diagramu je patrné, jak jsou jednotlivé klastry pfesunuté — pokud by evoluce druhti
a kandidatnich gentli byly soub&zné, pak by topologie byly naprosto shodné. U obou genl
byly druhy z kladu V a III shlouceny k sobé&. U astacinu doslo k vytvofeni dvou skupin, kdy
jedna sestavala vyhradné z kladu V a druha z kombinace kladu III a IV. V pfipad¢ enoldzy
doslo k rozdrobeni kladu 1V, kdy nékteré druhy zaujaly bazalné;si pozici, zatimco klad I1I
byl v odvozenéjSim postaveni nez skupina s kladem V. Uz z tohoto vysledku je patrné, Ze

vyvoj genil je riznorody, a to zejména co se tyce kladu I'V.
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Obr. 9 Optimalizované tanglegramy pro enolazu a astacin. SSU — druhovy fylogram.
Barvy oznacuji kofenetické klastry (spojené asociacnimi ¢arami téZe barvy). Pouzité
zkratky viz Tabulka druht (Ptiloha 6); fimské ¢islice — ¢islo kladu, F — voln¢ Zijici druh, P —
paraziticky druh. AcnanlVf- 4. nanus, Acvitlllp - A. viteae, AgcanVp - A.cantonensis,
AnceyVp - A.ceylanicum, Brmallllp -B.malayi, BuxyllVp - B. xylophilus,CaeleVf - C.
elegans, Drmedlllp — D. medinensis, HaconVp — H. contortus, HebacVp — H. bacteriophora,
HindiVp — H. indica, HeglylVp — H. glycines, HepolVp — H. polygyrus, MebelVf — M.
belari, NeameVp — N. americanus, Onvollllp — O. volvulus, OstipV{ — O. tipulae, PagibVt —
P giblindavis, ParedIVf — P. redivivus, PatrilVp — P. trichosuri, PlsamCf — P. sambesii,
PrjapVt — P japonicus, RhabdIVf — Rhabditophanes spp., StcarlVp — S. carpocapsae,
StpaplVp — S. papillosus.

4.5.1 Vnitrodruhova variabilita, divergence a testy neutrality

Pro analyzy byly pouZity sekvence enol-1 z bakalaiské prace M. Flegrové (Flegrova
2015) a originalni sekvence ITS a astacinu z tychzZ laboratornich linii. Jako outgroup byla
pouzita sekvence ITS z H. indica (NCBI GenBank). Vzhledem k tomu, Ze se nepodafilo najit
sekvenci Astacinu ani v databazich, ani ziskat tuto linii pro sekvenovani, byly provedeny jen
analyzy bez outgroupu.

Charakteristiky nukleotidové variability vSech tfi genil jsou uvedeny v tabulce 8. Je
ziejmé, ze kodujici oblast enol-1 je vyjime¢né monomorfni, zatimco variabilita astacinu je

ve srovnani s ITS mirn€ zvySena u vSech parametra.
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Tab. 8: Charakteristiky vnitrodruhové variability ITS, enol-1 a astacinu. P — pocet
polymorfismi, = — nukleotidova diverzita, © — nukleotidovy polymorfismus, 2 — pocet

haplotypii, K — nukleotidova divergence.

Délka lokusu (bp) | P /4 (2] h K
ITS 1031 9 0.00297 0.00334 6 0.1321
enol-1 1104 0 0 0 1 0.1105
Astacin | 1758 18 0.00302 0.00388 8 X

U genu pro astacin bylo celkem nalezeno 18 polymorfnich mist, z toho 14 bylo lokalizovano
na konci sekvence mimo jakoukoliv doménu, 3 byly umistény mezi astacinovou katalytickou
doménou a doménou CUB a 1 bylo umisténo uvniti astacinové domény. Celkem doslo k 15
zménam aminokyselin napfi¢ vSemi populacemi. Jedind aminokyselinova substituce uvnitf
domény byla na kodonu 77 v astacinové katalytické doméné. Zaménéné aminokyseliny a

jejich piesné pozice jsou vypsany v tabulce 9.

Tab. 9: Substitované aminokyseliny v ramci testovanych linii.

Kodon | MG618 HB 09-48 |HB 09-43 |HBUSA |HB HEPAL |NIG

77 Gly->Lys

537 Cys-> Ala

538 Ala->Leu

546 Val->Tyr

553 Asn->Asp | Asn->Asp Asn->Asp

556 Cys-> Arg | Cys-> Arg
558 Gly-> Arg

567 Asn->Asp | Asn->Asp Asn-> Asp

569 Phe-> Ser Phe-> Ser
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Metodou ,,klouzavého okénka* (window size = 20, step = 1) jsem sestavil grafy
distribuce nukleotidové diverzity z a divergence K pro gen enolazy (Obrazek 7) a gen pro
astacin (Obrazek 8). U astacinu je nukleotidova diverzita pfevazné nahromadéna mimo
jednotlivé domény, s vyjimkou kratkého Useku v astacinové katalytické doméné. U enolazy
bylo mozné vyhodnotit jen rozloZeni variability mezidruhové vztazené na outgroup H.
indica. V tomto piipad¢ je variabilita rozprostiena viceméné rovnomérné po celé délce

kodujici sekvence.

LI
RIATAR T T =
ooy

2T Y U U (]

Obr. 7: RozloZeni nukleotidové diverzity a divergence napri¢ genem pro enolizu u

o

Heterorhabditis bacteriophora.
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Obr. 8: RozloZeni nukleotidové diverzity napii¢ genem pro astacin u Heterorhabditis

bacteriophora.
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Oba kandidatni geny byly podrobeny nékolika testiim neutrality, z nichz kazdy je
zalozen na jiném modelu, a proto reaguji na rizné typy selekce s riznou citlivosti (Tabulka
10). U astacinu jsou hodnoty srovnatelné s referencnim genem ITS, coz znamena, ze vliv
selekce zde neni prokazatelny. Jako jediny poukazuje na pritomnost selekce test HKA u genu
pro enoldzu, ktery svéd¢i o mozné nedavné pozitivni selekci typu ,,sweep®, kdy je
nejvyhodnéjsi haplotyp rychle rozSifen a zafixovan a ptevladne preferovany haplotyp.

Vysledky vSech provedenych testi neutrality jsou v tabulce 10.

Tab. 10: Testy neutrality pro enol-1, astacin a ITS. Hd — haplotypova diverzita, ns —

nesignifikantni vysledek, x -nemozny vypocet.

Hd FuaLiD Tajimovo D | HKA
ITS 0.917 -1.01869 ns | -0.92984 ns | x
enol-1 0 X X 0.0316*
Astacin 0.972 -1.15884 ns | -1.07263 ns | x

4.5.2 Detekce selekce pomoci mezidruhové genetické variability
Vsechny testy byly pro oba geny provadény na celych fylogenetickych stromech
jednotlivych kandidatnich genti (genealogiich) vytvofenych ve vyse uvedeném programu

IQtree metodou Maximum Likelihood (ML).

4.5.2.1 Selekéni analyza pomoci fylogenetickych stromii - Datamonkey

a) BUSTED
Pro oba geny vySel vysledek signifikantni (LRT, p-value<0,05). Z toho se lze

usuzovat, Ze alesponi jeden kodon na jedné vétvi stromu byl ovlivnén pozitivni selekci.

b) MEME a FEL

U obou gent byla nalezena epizodickd pozitivni nebo diverzifikani selekce na
neznamych vétvich. Naproti tomu se nepotvrdila pozitivni selekce pervazivni; timto
zpusobem je vSak ovlivnéna vétSina kodujicich sekvenci negativné. Strucné shrnuti je

obsaZeno v tabulce 11, podrobné&jsi data jsou pak v Ptiloze 11-18.
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Tab. 11: Shrnuti analyz MEME a FEL pro genealogie genti pro astacin a enolazu. Cisla
uvadéji pocet selektovanych kodont na ttech urovnich signifikance (p<0.1/ p<0.05/ p<0.01).

Gen MEME- episodicka | FEL -pervazivni
pozitivni/diverzifikaéni | negativni/purifika¢ni

Enolaza 41/33/19 404/390/366

Astacin 18/13/5 420/414/383

c) aBSREL

Pti explorativnim pouziti této metody byl nalezen vliv epizodické pozitivni selekce u
obou genealogii. Signifikance byla vyhodnocena po korekci pro mnohonéasobné testovani

pomoci LRT (Likelihood Ratio Test) s hrani¢ni hladinou signifikance p<0,05.

Signifikantni vysledek pro pozitivni epizodickou selekci u genu enol-1 vysel u 15 ze
47 vétvi. Na téchto vétvich je @>1 rozloZeno na 1%-11% kodonech na vétvi (detailni tabulka
viz Ptiloha 19). Na dendrogramu v obrazku 9 vidime zvyraznéné vétve a nody po positivni
selekci. Epizodni selekce zjevné neovlivnila néktery klad vyrazné, ani nepiisobila jen na

parazitické ¢i jen na voln¢ Zijici druhy.
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Obr. 9: Vysledky testii aBSREL pro enoldzu. Barevné oznaceni vétvi nebo nodli znamena

detekovanou epizodni pozitivni selekci, zakotenéno Plectus sambiesii.

U genu astacinu vysel test signifikantni pro 3 vétve ze 45. RozloZeni w>1 napfic
kodony na signifikantnich vétvich dosahovalo 2% - 10% vétvi (detaily viz Ptiloha 20) Stejné
jako v predchozim ptipadé¢ jsou zvyraznéné vétve a nody po pozitivni selekci na

dendrogramu (Obrazek 10).
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Obr. 10: Vysledky testii aBSREL pro astacin. Barevné oznaceni vétvi nebo nodli znamena

detekovanou epizodni pozitivni selekci, zakofenéno Plectus sambiesii.

4.5.2.2 Analyza na urovni aminokyselin — TreeSAAP

V prvnim testu, ve kterém bylo vySetfeno vSech 31 moznych fyzikélné-chemickych
proteinovych vlastnosti, byly jako nejvice ovlivnéné selekci u astacinu 4 (a-helical
tendencies, Equilibrium constant (ionisation of COOH), Hydropathy, Power to be at the C-
terminal) a u enolazy 3 vlastnosti (Equilibrium constant (ionisation of COOH), Hydropathy,
Turn tendencies). Tyto vlastnosti pak byly dale prozkoumany ve druhém testovani. Celkovy
seznam vlastnosti je vypsan s jejich zkratkami v tabulce 12. Vlastnosti a-helical tendencies a
turn tendency maji vliv na sekundarni strukturu proteinu, a to zejména na Sroubovicové
utvary. Napiiklad u struktury a-helix mize dochéazet k rozvolnovani Sroubovice, ¢imz se
mohou otevirat aktivni mista pro interakci s dalSimi proteiny, nebo se mohou naopak
stahovat, ¢imzZ se tato mista zneptistupni. Power to be at C-terminal je vlastnosti ovlivitujici
kvartérni strukturu proteinu a ovliviiuje schopnost interakce s dal§imi proteiny, ¢i

podjednotkami. Hydropathy popisuje zmény ve schopnostech proteini se piilnout
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k hydrofobnim strukturdam jako jsou vnitini Casti fosfolipidové membrany. Equilibrium

constant (ionisation of COOH) popisuje schopnost proteinu reagovat s volnymi radikaly.

Tab. 12: Tabulka aminokyselinovych vlastnosti testovanych v programu TreeSAAP.

Vsechny pozitivné selektované vlastnosti jsou tuéné zvyraznény. * - selektované vlastnosti

pro astacin. + - selektované vlastnosti pro enolézu.

Vlastnost Zkratka |Vlastnost Zkratka
a—helicaltendencies * Pao Molecular weight Mw
Average # surroundingresidues Ns Normal. consensus hydrophob. Hnc
p-structuretendencies Pp Partial specific volume VO
Bulkiness BI Polar requirement Pr
Buriedness Br Polarity p
Chromatographic index RF Power to be — C-term., a-helix * |ac
Coiltendencies Pc Power to be — middle, a-helix am
Composition c Power to be — N-term., a-helix on
Compressibility KO Refractive index U
EquilibriumConstant-ionizationof

COOH * + pK Sh.-& med.-rangen.b.energy Esm
Helicalcontactenergy Ca Solvent accessible reduct. ratio Ra
Hydropathy * + h Surrounding hydrophobicity Hp
Isoelectric point pHi Thermodyn. transfer hydrophob. Ht
Long-rangen.b.energy El Totaln.b.energy Et
Meanr.m.s. fluctuat. displace. F Turn tendencies + P
Molecular volume Mv

Vysledky testovani

vytipovanych proteinovych vlastnosti

byly porovnany

s predeslou metodou MEME. Priinik téchto metod je znazornén na genealogickych stromech

pro enoldzu (Obrazek 11) a astacin (Obrazek 12). Pozitivné selektované vlastnosti na

kodonech spole¢nych pro vysledky z testovani v TreeSAAP a MEME jsou zvyraznény na

vétvich a nodech genealogie genli pro enoldzu a astacin. Nad vétvemi jsou vypsany piesné

vlastnosti, které byly na téchto vétvich pod vlivem pozitivni selekce. Vlastnosti jsou znaceny

podle zkratek v tabulce 12. Pocet stejnych vlastnosti na vice kodonech na jedné vétvi je

zaznamenan vzdy cislem pred zkratkou. Vétve, u kterych vysla pozitivni selekce jak u

aBSRELu, tak u TreeSAAPu jsou v Obrazcich 11 a 12 znazornény hvézdickou. Pfesny vycet
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aminokyselinovych vlastnosti s jejich umisténim na kodonu a misté v dendrogramu je pro
enolazu v Ptiloze 21 a pro astacin v Ptiloze 22. U enoldzy byla selekce potvrzena v deviti
pripadech, a to na vétvich ve vSech kladech, u parazitickych i voln¢ zijicich druhii. Pro
astacin doslo k potvrzeni jen jedné vétve, a to vedouci k parazitickému druhu O. volvulus

z kladu III.

3P h

Steinernema carpocapsaelVP

pK 2P
Panagrellus redivivusIVF
P.h

Parapristionchus giblindavisVF
NotFﬂ
o Pristionchus japonicusVF

Oscheius tipulaeVF

Nodes e AN Qi0strongylus cantonensisVP
Node14 .
1 Ancylostoma ceylanicumVP
=] Node 16
Node 13 Necator americanusVP

Nodegd

Haemonchus contortusVP

h Node
Nodel2 . .
* b Heligmosomoides polygyrusVP
— Heterorhahditis bacteriophoraVP
Npge22
Node11 . Heterorhabditis indicaVP
pK 2P
* Mesorhahbditis belariVF
P

Caenorhahditis elegansVF

Parastrongyloides trichosurilvVP

Node31

Node30 Strongyloides papillosusIVP

Rhabditophanes|VF
pK.h

Bursaphelenchus xylophilusIVP

Acanthocheilonema viteaelllP

NodE3e
Hnded!

pK 2P 2h

Node35 Onchocerca volvulusliIP

Naxiedp Brugia malayilllP
pK 2pK.3P h
Node37? Dracunculus medinensisllIP
P
pksh Acrobeloides nanusIVF
Nodeds pK,QP
Heterodera glycinesIVP
— Plectus samhesiiCF
0.2

Obr. 11: Pozitivné selektované vlastnosti umisténé na dendrogramu enoldzy. h —
Hydropathy, pK — Equilibrium Constant—ionizationof COOH, P — Turn tendencies , Shoda
saBSREL — modra hvézda. Cislice za jménem — klad, P — parazit, F — volné Zzijici,

zakorenéno Plectus sambiesii.
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Obr. 12: Pozitivné selektované vlastnosti umisténé na dendrogramu genu pro astacin.
Po. — a—helical tendencies, & — Hydropathy, pK — Equilibrium Constant—ionization of
COOH, ac - Power to be — C-term., a-helix, Shoda s aBBSREL — modra hvézda. Cislice za

jménem — klad, P — parazit, F — voln¢ Zijici, zakofenéno Plectus sambiesii.

Metodou ,,klouzavého okénka® (velikost okénka = 15, krok = 1) bylo znazornéno,
které oblasti proteinové sekvence byly pozitivné selektovany pro danou vlastnost. Intenzita
pozitivni selekce je vyjadiena kategoriemi 6, 7 a 8, kterd urcuje nejradikaIné;si selekci.

Na obrazku 13 je mozno vidét které oblasti jsou pozitivné selektovany pro jednotlivé
vlastnosti u enolazy. VSechny vlastnosti jsou rozdéleny napii¢ obéma doménami tohoto
enzymu. Ani jedna vlastnost se nevyskytuje vyluéné v jedné doméné.

Obrazek 14 zobrazuje oblasti pozitivné selektované pro jednotlivé vlastnosti na
proteinové sekvenci astacinu. VSechny vlastnosti jsou zde rozmistény ve vsech tiech

doménach s vyjimkou vlastnosti a-helical tendencies, které se vyskytuji u tohoto proteinu

v astacinové katalytické doméné, a to v té€ cCasti bliz§i C-terminalnimu konci. Cervena linka

36



-score 3.09. Pod osou x

a je rovna hodnot¢ z

4

ti p<0.01, kter.

YZnamnos

hladinu vy

v

7

znazoriuje

jsou ukazané domény astacinu a enolazy.

HI.JI‘I

BI0D5-F

o TEb
Tz
TTF

TLE

20

b)

15

[=]
—

[Tyl

BI0D5-F

20

)

15

fl »—lll. I

BI0D5F

TET
..m T

J_ Tt
Tt

— TL

20

15

[=]
—

it

[Tyl

BI0D5-F

x*mq

120
3%
Tor
153
133

e

ﬂ._..mﬁ

vE
See

| 7 ot

Tie
I

«m;qmm
..w.._.mN

Jie
Liz
16z

IET
Mﬁmm

~TTZ

M._..m_..
gt

20

e)

15

BI0D5F

[
5

1 na

lastnost

i pro jednotlivé v

h Kkodon

lektovanyc
lazy. a) — Equil. const. (ionisation of COOH) kat. 8; b) — Equil.
const. (ionisation of COOH) kat.7; c) -Hydropathy kat. 7; d) — Turn tendencies kat. 7; e)

ivné se

t

r

Umisténi pozi

Obr. 13

inové sekvenci eno

prote

Turn tendencies kat. 6.

37



mﬂmq 4 TEY s TEY ;Hﬂ TER nl,N TER
o .ww, TZY % jrat = =] T2k
M? 2ot jar’ Wh Ty .ﬂﬂlu Tk
£ Tor ML 1oy Tof »M Tor — Tov
TEE W TEE x = TEE IH TEE
3 e 1= [ 1= T8
TLE [~ TiE 4 uE H:_a 5 E
* T9E 4 = Pl $= 1=
[ =3 A= =1 = T%E
TvE THE = THE Q TvE TvE
TEE TEE - RN B ¢ TEE
7E —TEE LOTEE | e TZE
1€ mw TIE | TIE |11 | —/T1E
ToE | Egs JfﬂH e o] =
ji=4 TE i

~ &
vy,
oo
N oA
Ll
1
L=
[}
oo
~
Lrfeed
o
~N A
o
=
~ A

e | Tk e L e T

]

S 495
r"‘L:L
L

= oo -

ns5y

por
p—x\_’__.l '-J.L\_J
o o o
Z05859
SH553
= oo
ZH0553

b w 4T
TET TET €T TET TET
12T 171 a8 121 12T
1T 11T 111 Tt TIT
_Tor 0T 10T Tot ot
-
M;m 16 -, 16 |~ T6 1 15
= ] = 18 N_ = I =
Aﬂ T T — 1 + w T
1o 19 1o 14 14
hk\L._..n 15 |.P|,r.r 15 I Ts — TS
[z Tt T — Tk = i
€ = 1€ e = = 1~
- —
fa 1z h.w 17 W 1z 1z
T Elas - 1T OTT | = 1T
.W- 4 . Fam
T T L S s T
(=] uy (=] u (=] u (=] uy (=] u (=] u (=] uy [=] u (=] u (=] uy [=] u (=] L (=] Ly (=} L (=} L [=] (] [=] wy [=] [Ta]
(=] — — ! (=] — — ! =] — — ' =] — — =] — — ! ('] - - '
FI0D5F 10057 20057 FI0D5F FI0D5F BI0D5F
= = O =) ' =

inové

te

i na pro

lastnost

i pro v

o

lektovanych kodon
38

ivné se

t

izace pozi

Lokal

(ionisation of COOH) kat. 8; d) — Power to be at the C-term. kat. 6; €) — Hydropathy kat. 6;
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f) — Hydropathy kat. 7.
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4.5.2.3 Predikce sekundarni struktury — I-TASSER

Pozitivné selektované kodony shodné pro obé metody jsem lokalizoval na
hypotetickou sekundarni strukturu obou kandidatnich genti (Enoldza — obrazek 15, Astacin —
obrazek 16). U enolazy se vétSina pozitivné selektovanych kodonii nachdzi v C-terminalni
doménég, zatimco u astacinu se valna vétSina pozitivné selektovanych kodonl nachazi
v koncové doméné TSP1. Jeden kodon se nachdzi v doméné CUB. Tyto kodony nelezi na
mistech, jejichZ zména by méla za nésledek zménu ve funkci proteinu, s vyjimkou kodonu
410 u enolazy v C-terminalni doméné. Toto misto je pravdépodobné zodpovédné za vazbu

peptidovych a hotfecnatych ligandi. V obrdzku 15 je jeho pozice vyznacena cernou hvézdou.
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Obr. 15: Predikovana sekundarni struktura enolazy. zelend Sroubovice — a-helix, cervena
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»alignmentem* — C-terminalni doména, ¢ernd hvézda — pozitivné selektovana pozice shodna

s predeslymi testy, zluta hvézda — pozitivné selektované kodony (MEME).

39



AcnanIVf
AcvitIIlp
Agcanvp

NeameVp
OnvolIIIp
OstipVe
Pagibve
ParedIVe
PatrilvVp
PlsamCf
Priapve
RhabdIve
StcarIVp
StpapIVp

AcnanIVE
AcvitIIlp
AgcanVp
AnceyVp
BrmallIlp
BuxylIVp
CaeleVE

Onvollllp
Ostipve
Pagibve
ParedIVE
Patrilvp
PlsamCf
Prjapve
RhabdIVE
StcarIVp
StpapIvp

AcnanIVf
AcvitIIlp
Agcanvp
AnceyVp
Brmallllp
BuxylIVp
CaeleVe
DrmedIIIp
HaconVp
HebacVp
HeglyIVp
HepolVp
MebelVf
NeameVp
OnvolIllp
OstipVe
Pagibve
ParedIVE
Patrilvp
PlsamCf
Prjapve
RhabdIve
StcarIVp
StpapIVp

Obr. 16: Piredpovézena sekundarni struktura kandidatniho
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5. Diskuse

5.1 Optimalizace metod a analyza genové exprese

V prvnich krocich jsem se potykal s vysokou umrtnosti jedincti v indukénim roztoku
hemolymfy. Tuto uUmrtnost bych pfipsal vydychani kysliku zroztoku a naslednému
hromadnému Gmrti. Jakmile byl celkovy objem roztoku zvysen z 1 ml na 8 ml, tak imrtnost
klesla fadové z tisici na jednotky mrtvych jedinct. Pfi testovani slozeni antikoagula¢nihio
roztoku se dva ze tfi postupit uvadénych v literatufe neosvédCily. 1 v pfipadé tretiho
protokolu podle prace Vadnal et al. (2017) jsem provedl vlastni upravy, a to nahrazeni
fenylthiomocCoviny (PTU) antikoagula¢nim roztokem podle Soderhall a Smith (1983).

Vysledky exprese obou genl jsou v mé praci a praci Hao et al. (2012) rozdilné.
Hlavnim rozdilem je exprese obou genl v infekénim stddiu. Zatimco v mém projektu
probihala exprese ve vSech stadiich, Hao et al. (2012) nam¢fil expresi u infekéniho stadia
nulovou. Rozdily byly také v testovani exprese u riizné virulentnich linii. Hao et al. (2012)
zdokumentoval expresi korelujici s virulenci u obou kandidatnich gent (linie s vysokou
virulenci méla i1 vysokou expresi, linie s nizkou virulenci méla expresi minimalni). V mé
praci mira exprese s virulenci nekorelovala, naopak nejvétsi expresi jsem detekoval v genu
pro astacin u malo virulentni linie HB HEPAL. U ostatnich linii byly exprese genii spi$
kolisavé. V tomto ohledu tedy neni zcela zfejmé, zda kandidatni geny s parazitismem
souviseji tak vyrazné, jak jsem predpokladal. Nelze ovSem vyloucit vliv ptivodu linii, nebot’
Hao et al. (2012) pracovali jen s liniemi izolovanymi z Azorskych ostrovii, zatimco mnou

vybrané¢ linie pochézely z Sirsi geografické oblasti.

5.2 RNA interference

Vzhledem k tomu, Ze byla metoda RNA interference v nasi laboratofi mnou teprve
zavadéna, bylo nutno optimalizovat cely proces. Postup byl inspirovan praci Morris et al.
(2017), ale v prvnich fazich jsem se setkal opét s vysokou tmrtnosti hlistic v roztoku PBS.
Testovanim tii riznych roztokl a poctu hlistic jsem zjistil, Ze jak mnoZstvi, tak typ roztoku
maji vliv na imrtnost jedinci. Vliv typu roztoku spocivé nejspis v rozdilnych osmotickych
tlacich vyvijenych na hlistice v nich. Kupftikladu v destilované vodé€ dochazi po delsi dobé
k praskéni z diivodu odliSnych koncentraci castic (V. Ptza personal comm.). Toto by
odpovidalo i mému piipadu, kdy se Ringertv roztok prokazal jako nejvhodné;jsi.

Po provedené interferenci se exprese geni enoldzy a astacinu u liniit HB HEPAL, HB

09-48 a TTO1 signifikantné neliSily. Zejména exprese u linie HB 09-48 témér stejnd, jak u
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kontrolniho vzorku, tak u testovanych gent. Nesignifikantni odchylky od kontrolniho vzorku
smétovaly spiSe ke zvySené expresi nez k predpokladané expresi snizené. Neni ovSem jasné,
co bylo pfi¢inou. S nejvétsi pravdépodobnosti by metoda potiebovala delsi optimalizaci.
Protoze v praci Morris et al. (2017) nebyla pfesné stanovena chemikalie, ale pouze serotonin,
pouzil jsem ke stimulaci polykaciho reflexu serotonin kreatinin sulfat, u kterého byly
zjistény stejné vysledky u C. elegans (Song et al. 2012). DalSim moznym divodem je rozdil
ve studovanych organismech. V praci, ze které jsem vychézel, byla metoda aplikovana na
entomopatogenni hlistici S. carpocapsae. Zpusoby zivota jsou si u H. bacteriophora a S.
carpocapsae velmi podobné, ale stejné se jednd o dva vzajemné nepiibuzné druhy (Blaxter
et al. 1998). Je tedy mozné, Ze tento pfistup je druhové specificky a nelze jej pouzit u H.
bacteriophora, jak je zminéno v praci (Ciche a Sternberg 2007). ZvySena exprese po RNAi
by mohla byt zpiisobena odliSnym mechanismem potlatovéani projevu genii. Podobné jako u
miRNA dochazi k potlaceni fenotypli genu navazdnim na mRNA a zabranéni ribozomim
v translaci (Fabian et al. 2010). Nedostatek proteinu by spustil zpétnou vazbu, kdy by se gen
exprimoval vice a tim by se zvysila celkova exprese mRNA. Protiargumentem pro tuto teorii
je, ze dosud nebyla v RNAi ani u entomopatogennich hlistic po potlaceni fenotypu
pozorovana zvysena exprese.

Vysledky virulentnich testd rovnéz potvrzuji, ze k interferenci pravdépodobné

nedoslo ani u jednoho z kandidétnich gen.

5.3 Evolu¢ni statisticka analyza

Evolu¢ni analyzu jsem provedl na ,alignmentu® 25 a 24 druht z klada III, IV a V.
Mym ptvodnim cilem bylo zahrnout druhy napti¢ v§emi 5 klady a s rliznymi styly zivota.
Jak se vSak ukazalo, 1 pfes znacny pocet publikovanych genomt a transkriptomt neslo tuto
podminku dodrZet. Prvnim diivodem je to, Ze genomova analyza je zamétfena predev§im na
ekonomicky nebo medicinsky zajimavé druhy, zatimco pocet analyzovanych volné Zijicich
druhii je pro smysluplné porovnani malo (Viney 2017). Vyvazeny pomér parazitii a voln¢
zijicich hlistic se mi podafilo dohledat jen pro klady IV a V. V kladu III jsou pouze
parazitické druhy. Pfes absenci volné Zijicich druht v tomto kladu jsem je zahrnul do
analyzy pro uplnéjsi rekonstrukci fylogenetickych vztahl s tim, ze jako ,,outgroup® jsem
zvolil volné Zijici druh Plectus sambesii ze specifického kladu C, stojici vzhledem
k vybranym kladlim na bazalni pozici.

Vybrané sekvence byly vyhledavany za ptisnych kritérii 85 % similarity. U niz8ich
hodnot by mohlo dojit k zdméné s jinym paralogem nebo pseudogenem; napt. u C. elegans

se vyskytuje az 40 astacini (Mdhrlen et al. 2003). Toto kritérium vSak spliiovalo méné
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ortologli, nez jsem ocekaval — jednak pro vySe uvedenou absenci osekvenovanych genomt,
ale také nckteré genomy Ci transkriptomy nejsou vefejné pfistupné, nelplné sestavené ¢i
neanotované. Zcela kuridézni situace nastala u genu pro astacin, kterou jsem ptivodné piejal
z publikovaného transkriptomu H. indica. Pti analyzach se vSak tato sekvence fadila ke
kladu III. Podezieni z kontaminace se mi potvrdilo diky praci Smythe et al. (2019). V této
fylogenetické studii byly porovnavéany celé transkriptomy a autofi dosli k zavéru, ze
publikovany transcriptom H. indica je smési n€kolika jinych druhti. Bohuzel se mi
nepodafilo ziskat laboratorni linii, ze které bych sekvenci izoloval, a musel jsem proto
finalni analyzy provést znovu bez tohoto druhu.

Sestaveny fylogeneticky strom podle SSU spolehlivé odpovida soucasné fylogenetice
(Smythe et al. 2019). Genealogie pro astacin a enoldzu byly od tohoto druhového stromu
odli$né, coz svédci o rozdilné evoluéni historii. Zajimavé je, ze parazitické¢ druhy kladu III
byly vzdy ve stejném klastru, i kdyz se jeho pozice zménila jak u astacinu, tak i enolazy
(presun ke kladu IV). Stejn¢ se chovaly i parazitické druhy kladu V, na rozdil od vyrazného
fragmentovani kladu I'V. Parazitické druhy v kladech IIT a V jsou ov§em v druhovém stromu
ve stejnych klastrech, zatimco v kladu IV jsou vybrané druhy parazitické ve stejném klastru
s volné zijicimi. Je tedy mozné, Ze genealogie mlize byt ovlivnéna i touto skutecnosti.

Evoluce genti na vnitrodruhové urovni viceméné potvrdila zavéry M. Flegrové, tedy
vliv selek¢éniho ,,sweepu‘ ptisobiciho na enolazu. Selekce u astacinu detekovana nebyla.

Zkoumani selekce na mezidruhové urovni vSak zjisténi o pisobeni selekce pfineslo.
U obou kandidatnich genl byla zjiSténa selekce epizodickd, a to na celych genech, na
nekterych kodonech i na nékterych vétvich genealogii. To je v souladu s vySe uvedenym
pozorovanim zmén pozic na fylogenetickych stromech. Zatimco u astacinu se selekce
projevovala vice na vétvich vedoucich k parazitickym druhiim, u enoldzy to nebylo tak
jednoznacéné. To znamena, Ze tyto geny souvisi s parazitizmem v rizné mife.

Zajimavé je 1 promitnuti selektovanych kodoni do vlastnosti proteini a jejich
hypotetické struktury a funkce. Jednotlivé pozitivné selektované kodony se nachazeji u
astacinu hlavné na TSP1 doméné, jejiz funkce neni tplné jasnd. Ackoliv byla nalezena mista,
kde byla zaznamenana epizodicka pozitivni selekce v katalytické doméné, tato mista byla
prokazana pod velmi volnou hladinou vyznamnosti. Jejich pozice je navic mimo vazebné
misto, takZe jejich vliv na funkci katalytickou je minimdlni. Pfi pfisnéjSich kritériich se
prokazuje, Ze astacinova doména je konzervovana. Zajimava pozitivni selekce probéhla
v doméné CUB, ktera se ptipisuje zodpoveédnost za specificitu k substratu celého enzymu
(Gaboriaud et al. 2011). Co se tyCe rozlozeni na genealogii, pak doslo k pozitivni selekci

pouze na nodu s parazitickymi hlisticemi z V kladu, coz by odpovidalo jejich shlukovani ve
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fylogramech. Pozitivné selektované kodony u enoldzy jsou naopak rozmistény napiic¢
doménami bez zjevného ucinku.

Rozlozeni pozitivni selekce na genealogickém stromu enolédzy by se mohla vysvétlit
jevem zvanym proteinovy ,,moonlighting®, kdy jeden protein mé vice funkci (Tracy et al.
2000). Tato druha funkce je provozovana jednim proteinem a ne paralogem. U enolazy to je
ptipad u hlistice kladu III Onchocerca volvulus, u které ma enolaza funkci vazby a aktivace
plasminogenu, ¢imz si pomaha pii putovani télem hostitele (Ayon-Nunez et al. 2018). Pii
tomto jevu dochazi k viceru selek¢nim tlakiim na protein, coz by mohlo vysvétlovat
roztrouSenost selekce napfi¢ genalogickym stromem.

Promitnuti proteinovych vlastnosti s detekovanou pozitivni selekci na hypotetickou
sekundarni strukturu ukazalo také zajimavé aspekty. U enoldzy se nejvyraznéji projevila
Turn tendecies, jejiz GCinek je lokalizovan do oblasti bohatych na helixy, coz muze
poukazovat na tlak na jejich rozvolnéni. Nejvyraznéjsi vlastnosti u astacinu pak byla Power
to be at the C-terminal, ale tato vlastnost vykazuje pfi stanovovani vysokou chybovost

(McClellan et al. 2010).

Vysledky mé prace jsou sice v kontrastu k praci Hao et al. (2012), zjiSténi
biostatistické evoluéni analyzy vSak jsou do jisté miry v souladu se zavéry se studie Vadnal
et al. (2017), vniz byla provedena identifikace kandidatnich genii pro parazitismus na
zakladé¢ porovnani transkriptomti péti druhti zkladu Va to, 4 parazitickych (H.
bacteriophora, A. ceylanicum, N. americanus a H. contortus) a voln¢ zijictho C. elegans.
V jejich Sir§im vybéru genil se ani enolaza, ani astacin neobjevily, proto se da predpokladat,
ze jejich vyznam pro parazitismus neni prvotni, stejné jako to naznacuje jejich evoluci

dominujici purifikacni selekce, a jen epizodicky se projevujici selekce pozitivni.
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6. Zavér

Cilem této prace bylo ovétit moznosti pouziti metod reverzni a evolucni genetiky pro
podrobnou charakterizaci dvou kandidatnich genii pro parazitismus.

1. Byla provéfena moznost provadét experimentdlni umlcovani genli pomoci metody
RNA interference na infekénich larvach entomopatogenni hlistice Heterorhabditis
bacteriophora ptistupem tzv. ,,soaking®, ktery dosud nebyl na tomto stddiu u tohoto druhu
pouzit. RNA interferenci jsem provedl na liniich s odlisnymi schopnostmi infikovat hostitele.
BohuZzel tato metoda se neprojevila jako pouzitelnd na tomto stadiu hlistice nejspise
z druhové specifickych divodi.

2. Dalsim cilem této prace bylo hledat projevy selekce na evolu¢nim vyvoji dvou
parazitickych kandidatnich genl pro enoldzu a astacin. Evolu¢ni analyzu jsem provedl na
vnitrodruhovém souboru 9 linii a na vétsim mezidruhovém souboru o 24 druzich ze tfi
fylogenetickych kladd. Vnitrodruhova analyza poukézala na mozny selekéni ,,sweep® u genu
pro enoldzu na rozdil od genu pro astacin, u néhoz vliv selekce nebyl zjistén.

Mezidruhové analyza odhalila epizodickou diverzifikacni selekcei lokalizovanou na
riznad mista v genech i na riznych vétvich u obou genalogii, ale i kdyz doslo ke zméndm
nékterych aminokyselinovych vlastnosti, ve funkci proteinli se pravdépodobné zmény
neprojevuji. Pfevazna vétSina kodontt obou gend je dlouhodobé ovlivnéna selekei
purifikacni. To naznacuje, ze tyto geny jsou spiSe konzervované a nehraji az tak vyznamnou
roli v adaptaci na paraziticky zpiisob zivota, jak se pfedpokladalo.

Budouci vyzkum aplikace RNA interference by se mél zaméfit na prekonani bariéry
transportu dsRNA do téla infekéni larvy. Studie zabyvajici se evoluci parazitismu by se mély

v budoucnu zaméfit na dalsi kandidatni geny.
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8. Prilohy

Piiloha 1: PCR profily pro primery Znl, Zn2 a Zn3.

Znl Zn2 Zn3
Teplota (°C) |Cas(s) | Teplota (°C) |Cas(s) | Teplota (°C) | Cas(s)
1. predenaturace 94 120 94 120 94 120
2. denaturace 94 30 94 30 94 30
3. annealing 48 45 58 45 56 45
4. elongace 72 60 72 60 72 60
5. zavére¢na elongace 72 120 72 120 72 120
6. uchovani 4 o0 4 0 4 o0
opakovani krokit 2-4 34 34 34
Piiloha 2: PCR profily pro primery Zn4 a ITS
Zn4 ITS
Teplota (°C) | Cas(s) | Teplota (°C) Cas(s)
1. predenaturace 94 120 94 120
2. denaturace 94 30 94 30
3. annealing 64 45 50 45
4. elongace 72 60 72 60
5. zaverecna elongace 12 120 72 120
6. uchovani 4 o 4 00
opakovani krokt 2-4 34 34
Piiloha 3: PCR profily pro syntézu DNA templati s T7 promotory do reakce in vitro
transkripce.
EnolT7 AstacinT7
Teplota (°C) |Cas(s) | Teplota (°C) |Cas(s)
1. predenaturace 94 120 94 120
2. denaturace 94 30 94 30
3. annealing 57 45 56 45
4. elongace 72 60 72 60
5. denaturace 94 30 94 30
6. annealing 64 45 64 45
7. elongace 72 60 72 60
8. zavérecna elongace 72 180 72 180
9. uchovani 4 o0 4 o0
opakovani krokt 2-4 7 7
opakovani krok 5-7 32 32
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Piiloha 4: Primery pouZité pro syntézu DNA templatu do reakce in vitro transkripce.

Nézev Orientace | 5" -> 3" sekvence
EnolT7 F TAATACGACTCACTATAGGGAGATCTTCCTGTTCCTG
CCTTCAATGT
R TAATACGACTCACTATAGGGAGATTCCCAGTTATCCC
AGTCGTCTT
AstacinT7 F TAATACGACTCACTATAGGGAGACAAAAGACAATAG
GCCAGCGAGAT
R TAATACGACTCACTATAGGGAGAAAAGAGCGGAAGA
GTACGACGAGA

Piiloha 5: seznam pouZitych primeri v Real-time PCR.

Nazev Orientace | 5" -> 3" sekvence
enolRT F TTGGGGACGATTTGACTGTG

R CATAACTCCCCATCCATTTTCTC
astaRT F AGAGCCGATGGAAACACAGG

R ACCGCGTAGAAGGGAAAGAA
Rpl-32 F GTTCCGTGGTATGCGTGCTAT

R GTGACTTGGCGGAGACTGTGT
Rackl F TGCAGCAGTTGGACCAGTTA

R CAGACACCTGCCATACACGA
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Priloha 6: Seznam pouzitych druhi, jejich prislusnost do kladi a pristupové kody

k sekvencim pro enolazu, astacin a SSU. F — volné zijici, P — parazit, Sekvence pro SSU

byly ziskany z databaze SILVA (https://www.arb-silva.de/), Sekvence pro enolazu a astacin

byly ziskany z databaze Wormbase Parasite (https://parasite.wormbase.org/index.html).

zZivotni
Zkratka Klad strategie SSuU Enolaza Astacin
ACRNAN_scaff |ACRNAN_Path_11
1|AcnanFIV |Acrobeloides nanus v F DQ102707 |old5074.g6694.t(89.g4624
2|AcvitPlll Acanthocheilonema viteae 11 P DQ094171 [nAv.1.0.1.t0145|nAv.1.0.1.g00211
3|AgcanPV  |Angiostrongylus cantonensis |V P AY295804 |ACAC_0000104 |ACAC_0000066201
4|AnceyPV  |Ancylostoma ceylanicum Vv P LC036567 [Acey_s0389.g53|Acey_s0098.g3066
5|BrmalPlll  |(Brugia malayi 1} P AF036588 |Bm13965 Bmb5432
6|BuxylPplV |Bursaphelenchus xylophilus 1Y, P GU206792 |BXY_1599500 |BXY_1550400
7|CaeleFV Caenorhabditis elegans Vv F MN519140 [T21B10.2 enol- |dpy-31
8|DrmedPlll |Dracunculus medinensis 1] P KF770019 [DME_00010265 |DME_0000313901
9|HaconPV  |Haemonchus contortus Vv P LS997564 [HCON_0005815 [HCON_00094450
10{HebacPV |Heterorhabditis bacteriophora |V P AF036593 |Hba_15591 Hba_20530
11{HindiVp Heterorhabditis indica Vv P MF197882 ["de novo"
K1934138 Hetgly.G000016 |[Hetgly.G00001657
12(HeglyPplV |Heterodera glycines v P 581 7
13[HepolPV  |Heligmosomoides polygurus Vv P AJ920355 |HPOL_00000393|HPOL_0000011701
14|MebelFV  |Mesorhabditis belari Vv F MH983024 |mbelari.g8669 [mbelari.g7105
15|NeamePV |Necator americanus \' P AJ920348 [NECAME_09088|NECAME_12931
ADBWO0100
16{OnvolPIll  |Onchocerca volvulus 11 P 3330 0OvVO0C9778 Ovo-dpy-31
KP756939 OTIPU.n0Ot.2.0. |OTIPU.n0t.2.0.1.g
17(OstipFV Oscheius tipulae Vv F 1.608715 03761
Parapristionch |Parapristionchus-
JX163981  |us-mkr-S_190- |mkr-S_242-0.45-
18(PagibFV Parapristionchus giblindavis Vv F 0.0 mRNA-1
19(ParedFIV  |Panagrellus redivivus Y F AF083007 [Pan_g7535 Pan_g22449
20|PatrilVp Parastrongyloides trichosuri v P LM523351 [PTRK_00011651 |PTRK_0000724300
N1UQ01002 [PSAMB.scaffol [PSAMB.scaffold14
21|PlsamFC Plectus sambesii C F 534 d814size40928. |7size72779.82603
KT188850 japonicus-mkr- [japonicus-mkr-S49
22|PrjapFV Pristionchus japonicus Vv F S$11-7.0-mRNA- [1.53-mRNA-1
23|RhabdFIV [Rhabditophanes spp. v F LK995728 |RSKR_00008642 [RSKR_0000104000
24(StcarPIV Steinernema carpocapsae 1Y P AF036604 [L596 012181 L596_030590
25|StpapPIV  [Strongyloides papillosus v P AB923886 [SPAL_00007508 |SPAL_0000285600
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Dracunculus medinensisllip

Angiostrongylus cantonensisVp
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Haemonchus contortusVp
0.004/45

Ancylostoma ceylanicumVp

Pc}ssem
ecator americanusVp

Heligmosomoides polygyrusVp

Heterorhahditis bacteriophoraVp
1100

Heterorhabditis indicaVp

Oscheius tipulagVf

Caenorhahditis elegansVf

1192
Mesorhabditis belariVf
A Parapristionchus giblindavis\Vf
17100
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L 1mo
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Plectus sambesiiCf

0.07

Piiloha 7: Rekonstrukce fylogenetickych vztahii mezi druhy hlistic pomoci SSU.
Maximum-Likelihood, ultrafast bootstrap 1000, hodnoty nodi — aBayes support /
ultrafastbootstrap, ¢islice za jménem — piiSlusnot ke kladu, P- parazit, F — voln¢ zijici druh,

zakorenéno Plectus sambiesii.
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Piiloha 8: Genealogie genu pro enoldzu. Maximum-Likelihood, ultrafast bootstrap 1000,

hodnoty nodii - aBayes support / ultrafastbootstrap, Cislice za jménem — pfiSlusnot ke kladu,

P- parazit, F — volné Zijici druh, zakotenéno Plectus sambiesii.
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Plectus sambesiiCf

0.06
Priloha 9: Rekonstrukce fylogenetickych vztahli mezi druhy hlistic pomoci SSU pro 24
druht. Maximum-Likelihood, ultrafast bootstrap 1000, hodnoty nodt - aBayes support /
ultrafastbootstrap, ¢islice za jménem — piiSlusnot ke kladu, P- parazit, F — voln¢ zijici druh,

zakotenéno Plectus sambiesii.
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Ancylostoma ceylanicumVp
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Priloha 10: Genealogie genu pro astacinu. Maximum-Likelihood, ultrafast bootstrap 1000,

hodnoty nodi - aBayes support / ultrafastbootstrap, ¢islice za jménem — ptislusnot ke kladu,

P- parazit, F — voln¢ zijici druh, zakotenéno Plectus sambiesii
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Priloha 11: Seznam kodont s detekovanou pozitivni epizodickou selekci na genu enol-1

metodou MEME.

Hladina signifikance C-terminalni doména | N-terminalni doména Bez domény
P<0,1 7,9, 39, 54, 57, 83, 90,1197, 198, 199, 200, 202, 203, 2,454
106, 122 204, 205, 207, 208, 209, 249,

257, 271, 272, 273, 274, 276,
284, 289, 329, 330, 350, 357,
383, 394, 401, 407, 410, 424,
426,

P<0,05 7,39,54,57,83,106,122 197, 198,199, 200, 202, 203, 204, 2, 454
205,207,208, 209, 249, 271, 272,
273, 274, 276, 284, 289, 330,
357,383, 401, 424

p<0,01 7,57, 83, 106, 197, 198, 199, 200, 202, 203,454
204, 205. 207, 208, 209, 273,
276, 284, 289, 357, 383,

1,05

0,95
0,9
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0,8
0,75
0,7
0,65 |7 W 1 1 R
] I 1

0,55
0,5 ——P=0,1
0.45 ) ——P=0,05

—— P-value

0,4
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0,3
0,25
0,2
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Priloha 12: Grafické znazornéni pozitivné selektovanych mist na proteinové sekvenci
enoldazy. Modré linie — hladina vyznamnosti pozitivni selekce na kodonu, fialova linie —

hladina vyznamnosti 0,1; ¢ervena linie — hladina vyznamnosti 0,5.
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Priloha 13: Seznam kodoni s detekovanou epizodickou pozitivni selekci na genu pro

astacin metodou MEME.

Hladina

vyznamnosti

Astacin doména

CUB doména

TSP1 doména

Bez domény

P<0,1

41,164

286
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413, 416, 432, 433,
435, 438, 443, 447, 448

9,31

P<0,05

286
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31
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Piiloha 14: Grafické znazornéni pozitivné selektovanych mist na proteinové sekvenci

astacinu metodou MEME. Modr¢ linie — hladina vyznamnosti pozitivni selekce na kodonu,

fialova linie — hladina vyznamnosti 0,1; ¢ervena linie — hladina vyznamnosti 0,05.
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Priloha 15: Grafické znazornéni vysledki metody FEL pro gen enoldzy. Modra linie —
hodnoty selek¢nich koeficientil na jednotlivych kodonech, fialova linie - hrani¢ni hodnota

selekéniho koeficientu, o<1 negativni selekce, w>1pozitivni selekce, =1 neutralni evoluce.
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Piiloha 16: Grafické znazornéni vyslednych hladin vyznamnosti pro pritomnost
pervazivni negativni selekce na jednotlivych kodonech genu enoldzy stanovenych
metodou FEL. Modr4 linie — hladiny vyznamnosti na jednotlivych kodonech, fialova linie —

hladina vyznamnosti 0,1; ¢ervena linie — hladina vyznamnosti 0,05.
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Priloha 17: Grafické znazornéni vysledki metody FEL pro gen astacinu. Modra linie —
hodnoty selekénich koeficientli na jednotlivych kodonech, fialova linie - hrani¢ni hodnota

selekéniho koeficientu, o<l negativni selekce, w>1 pozitivni selekce, ®=1 neutralni evoluce.
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Piiloha 18: Grafické znazornéni vyslednych hladin vyznamnosti pro pritomnost
pervazivni negativni selekce na jednotlivych kodonech genu enoldzy stanovenych
metodou FEL. Modr4 linie — hladiny vyznamnosti na jednotlivych kodonech, fialova linie —

hladina vyznamnosti 0,1; cervena linie — hladina vyznamnosti 0,05.
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Priloha 19: Detailni vysledky metody aBSREL pro enoldazu. B — optimalizovana délka

vétve, LRT — Likelihood Ratio Test, <1 negativni selekce, w>1 pozitivni selekce, w=1

neutralni evoluce.

Nazev B LRT p-value |Uncorrected p-value [Distribuce ®
napfic¢
kodony

AcanthocheilonemaviteaellIP 0,02 51,15 0 0 ol = 0.00
(96%)

02 = 448
(3.6%)

MesorhabditisbelariVF 0,3 79,16 0 0 ol = 0.0226
(93%)

02 = 933
(7.1%)

Parastrongyloidestrichosuril VP[0,07 74,95 0 0 ol = 0.0117
(99%)

02 = 7.08
(1.4%)

Pristionchusjaponicus VF 0,12 161,8 0 0 ol = 0.0312
(89%)

02 = 697
(11%)

Node29 0,09 80,38 0 0 ol =0.00701
(97%)

02 = 508
(2.6%)

Node3 0,04 28,76 0 0 ol = 1.00
(98%)

02 = 2510
(2.1%)

Node30 0,19 84 0 0 ol = 0.0400
(95%)
w2 = o
(4.9%)

Node39 0,25 77,15 0 0 ol = 0.00
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(89%)
®2 = 3.69
(11%)

Node45

0,08

72,03

ol =
10000000000
(100%)

Node35

0,07

22,34

0,0002

ol = 1.00
(97%)
o2 = o

(3.2%)

Nodel2

0,07

17,22

0,0023

0,0001

ol = 0.00
(99%)
©2 = 1720
(1.1%)

OscheiustipulaeVF

0,14

16,12

0,0038

0,0001

ol =
0.000124
(94%)

o2 = 591
(5.5%)

Steinernemacarpocapsael VP

0,13

15,52

0,005

0,0001

ol = 0.0298
(93%)
w2 = 632
(6.9%)

ParapristionchusgiblindavisVF

0,07

12,9

0,0184

0,0005

ol = 0.0137
(98%)
o2 = 405
(1.6%)

BrugiamalayillIP

0,07

12,12

0,0264

0,0008

ol = 0.0313
(98%)
o2 =

(1.9%)
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Priloha 20: Detailni vysledky metody aBSREL pro astacin. B — optimalizovana délka

veétve, LRT — Likelihood Ratio Test, w<l negativni selekce, m>1 pozitivni selekce, m=1

neutralni evoluce.

Nazev B LRT p-value Uncorrected p-|Distribuce ®
value napfii¢ kodony
OnchocercavolvuluslIIIP | 0.0960 88.5105 0.0000 0.0000 ol = 1.00
(91%)
®2 = (9.1%)
Node6 0.1168 13.7645 0.0154 0.0003 ol = 029%
(98%)
®2 =0 (2.5%)
Node31 0.0417 12.5698 0.0274 0.0006 ol = 0.00
(96%)
w2 = 256
(3.5%)
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Piiloha 21: Vysledky selekéni analyzy metodou TreeSAAP pro enoldzu. Pozice
vypsanych vlastnosti jsou shodné s metodou MEME. Cislice udavaji intenzitu diverzifikaéni

selekce — 6 mirna, 8 — vysoka, p<0.05 (*), p<0.01 (**).

Equilibrium constant
(ionization of
Kodon Vétev COOH) Turn tendencies | Hydropathy

9 Node35 -->eBuxyllVp 6**
9 Node37 --> node49 6**
54 Node6 -->ePagibVf{ THE
54 Node38 -->eDrmedlIlIp g** THE
57 Nodel --> node2 7*

57 Node?2 -->eStcarlVp 6**

57 Node3 -->eParedIVf 7*

57 Node25 -->eMebel Vf 7*

57 Node38 -->eDrmedlIllp 7*

90 Node3 --> node29 7*

90 Node27 --> node41 Ak
90 Node38 -->node47 6**
90 Node45 -->eHeglylVp g** 7*
106 Node38 -->node47 6**

106 Node41 -->eBrmallllp T*

122 Nodel --> node2 6*

122 Nodel9 -->eHepolVp 6*

122 Node25 -->eMebel VT 6*

122 Node27 --> node41 6*

122 Node35 -->eBuxyllVp 6*

122 Node38 -->eDrmedlIlIp 6*
249 Node2 -->eStcarlVp TH*
249 Nodell -->nodel2 THE
249 Node29 -->node35 O**
249 Node35 -->node37 g#*
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249 Node38 -->node39 6*

249 Node38 -->eDrmedIlIp g**

249 Node37 --> node45 gH*

257 Node27 -->node29 O**

257 Node41 -->eOnvollllp 6**

257 Node38 -->eDrmedIlIp 6**

257 Node45 -->eHeglylVp g**

272 Nodel --> node2 6%*

273 Node38 -->node39 7*

284 Node2 -->eStcarlVp 6**

284 Node6 -->ePrjapVf 6**

284 Node9 -->nodell 6**

329 Node3 --> node5 6**
329 Nodel4 -->eAgcanVp 6**
329 Nodel9 -->eHaconVp 6**
329 Node38 -->node39 6**
330 Node6 -->ePagibV{ 7*

330 Node6 -->ePrjapV{ 7*

330 Node25 -->eMebel Vf O**

330 Node27 -->eCaeleVf 7*

350 Node2 --> node3 6**
350 node28 -->eParedIVf g#*

350 Node5 --> node9 8**
357 Nodel --> node2 6%*

357 Node3 -->eParedIVf 6**

357 Node29 -->node35 6%*

357 Node45 -->eAcnanlVf 6**

383 Node40 --> node28 6**
383 Nodel2 -->node34 6%*

426 Node2 -->eStcarlVp O**

454 node38 -->eHindiVp g**

454 Node45 -->eHeglylVp 7*
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Piiloha 22: Vysledky selekéni analyzy metodou TreeSAAP pro astacin. Pozice

vypsanych vlastnosti jsou shodné s metodou MEME. Cislice udavaji intenzitu diverzifikaéni

selekce — 6 mirna, 8 — vysoka, p<0.05 (*), p<0.01 (**).

Power to be at | Alpha-helical [ Equilibrium constant
Codon Vétev the C-terminal | tendencies |(ionisationof COOH)|Hydropathy
9 | Node33 -->mDrmedIIlp 6**

31 node25 -->node26 TH*

41 node25 -->mPlsamCf THE
286 | Node2 -->mMebelVf 6**
286 [Node33 -->mDrmedIIIp 7H* THE
402 Node23 --> node24 6%*
404 |[Node33 -->mDrmedIIIp THE
405 | Node24 -->mRhabdIVf THE
405 | Node32 -->mHeglylVp THE
413 | Node34 -->mOnvollllp 6**
416 | Node41 -->mStcarlVp 6**
432 | Node32 -->mHeglylVp 6**
433 | Node5 -->mHebacVp TH*
433 Node24 --> node25 THE
433 | Node24 -->mRhabdIVf THE
433 | Node33 -->mDrmedIIlp 7*
435 Node23 -->node24 6**
435 | Node29 -->mAcnanlVf 6**
435 Node41 -->node42 6**
443 Node3 -->nodel9 g**
443 | Node33 -->mDrmedIIlp 6**
443 Node41 --> node42 6%*
443 | Node42 -->mBuxyllVp g**
447 | Nodel6 -->mCaeleVf 8#*
447 | Node33 -->mDrmedIIIp gaHk
447 Nodel -->mPlsamCf THE 6**
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