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1. UVOD

1.1. Zakladni charakteristika kmene Nematoda

Hlistice (Nematoda) twd starobylou a velmi rozmanitou skupinu organisrjejiz
zé&stupci jsou z hlediska biomasy kvantitativiejpaetregjSimi ze vSech metazoi (Platt 1994).
Tato skupina vyuziva té&nvSechny ekologické niky a je ro#Sha po celém $i&€. Zajimaveé
je, Ze rktefi zastupci jsouifizpusobeni dokonce k Zivotu v extrémnich podminkachi.nza
dr¢ nejhlubSich ocednnebo v ledovych poustich Antarktidy (Platonova &’'tGova 1976,
Blaxter 2003). Tento kmen zahrnuje vblrijici terestrické a nmiské mikrobivory, predatory
meiofauny, byloZzravce a parazity rostlin a Ziebu véetné ¢lovéka (Mitreva a kol. 2005).
Dosud bylo popsanofiplizné 25 tisic druli, z nichz velkoucast tvdi paraziti (De Ley a
Blaxter 2002, de Meeus a Renaud 2002)gmz celkovy poet druhi je odhadovan na 40
tisic az 100 miliofi (Lambshead 1993, Dorris a kol. 1999), nicgh@osledni Udaj rize byt
nadhodnoceny (Lambshead a kol. 2003).

Hlistice maji nesegmentovanéad protahlého az rkovitého tvaru. Dutinouétni je
pseudocoel. Vyskytuji se zde mikroskopické orgagidiipucionema balantonengeale i
nékolikametrovi obi (Placentonemaarazitujici u velryb). dini s€éna se sklada z nebtimé
kutikuly, burg¢né epidermis a podélné somatické svaloviny (Lee2RO®&utikula tvai
multifunkeni exoskelet, jenz zajigje ochranu proti W)Simu prositedi, hostitelské imunif
pIni opornou funkci, podili se na osmoregulaci daelismu a umailje pohyb spolu se
svaly, které jsou k ni pe¢npiipojeny. Epidermis vyltuje vre kutikulu, kterd je Bhem
ontogenezeétyiikrat svliékana.

Zastupci této skupiny jsou az na vyjimky gonochiogsvelmi rozmanitymi imymi,
negimymi i alternativnimi vyvojovymi cykly. Ontogenezahrnuje vznik vagka (ve kterém
se mohou vyvijet az 2 larvy), 4 larvalni stadiacspllce. Infelkinim stadiem pro hostitele je
obycejné larva tetiho stadia. Mezihostiteli jsou obvykle bezobraffiag. mekkysi,
krouzkovci, korySi nebo hmyz).iPpifenosu jsou mnohdy vyuZzivani i fakultativni hosgtel
nag. parateniti nebo postcyktiti hostitelé (Anderson 2000). Samice jsou oviparebo
ovoviviparni a zpravidla mnohen®téi nez samci. Samci byvaji vybavertidatnymi, ¢asto
napadnymi kopuknimi organy, jako jsou spikuly nebo gubernakulunyrgtdn 1951).

K charakteristickym znakn t€chto helmini& pati vétSinou dobe vyvinuta trubicovita
travici soustava, ktera je ratdna na 3 hlavnfasti (Bird a Bird 1991): stomodeum zahrnujici

Gsta, pysky, dutinu dstni a hltan (v helmintologckteratde vztahujici se k hlisticim



cizopasicim u obratlovic je hltan obeckh uvadn jako jicen, coZz je dano historicky),
mesenteron (&vo) a proctodeum, jehoZ s@sti je sandii rektum a saii kloaka. Pedni a
zadni Usek travici trubice je vystlan kutikulou ttisiast byva u ¥tsiny zastupi orientovana
termindlré a casto dochazi k jeji modifikaci a vznikdiznych gfidatnych struktur, jako jsou
pysky, papily, stylety, trngi zuby, které usnadji prijimani potravy. Jicen (hltan) obsahuje
tii jicnové Zlazy, pcemz rekdy byva Zetelre rozctlen na pedni svalnatou a zadni Zlaznatou
cast. Podle stavby seldna dorylamoidni, rhabditoidni nebo oxyuroidnto®@odeum hraje
jiz tradiéné hlavni roli v utovani jednotlivych druln i klasifikaci vysSich taxonomickych
jednotek (Munn a Munn 2002).

Parazitické druhy hlistic jsou medicinsky, vetem@da hospodi&ky vyznamné.
Pisobi vazna onemoéni ¢lovéka postihujici stamiliony lidi. Ndjklad Skrkavka étska
(Ascaris lumbricoidesnapada pblizné 1,47 miliard lidi (Luke$ a kol. 2005), z nichZ¢ng
umird 100 tisic. MchovciNecator americanua Ancylostoma duodenalefikuji 1,3 miliardy
lidi ro¢n¢ (Lukes a kol. 2005) a #Asobuji ankylostomézu projevujici se anémii a poanwh
metabolismuLymfatické a kozni filarie\Wuchereria bancroftiBrugia malayia Onchocerca
volvulug infikuji dohromady pes 130 miliof lidi (LukeS a kol. 2005), u nichzupobi
zavazneé &ni a lymfatické poruchy (Chan a kol. 1994, Bund®72.9Crompton 1999, Blaxter a
kol. 2000). Cizopasnici hospadéych zvfat zpisobuji ve velkém mnozZstWasto znané
ekonomickeé ztraty, a to zejména u ovci, koz, skotasat a ryb. Vaznpostizeni byvaji i psi a
korg (Prichard 1994, Blaxter a kol. 2000).

Voln¢ Zijici hlistice Caenorhabditis elegang povaZzovana za nejlépe prostudovany
laboratorni modelovy organismus naleZici ke kmeemistoda (Blaxter 1998, Dieterich a
Sommer 2009). Genom tohoto dfétka byl kompletéd osekvenovan jako prvni ze
vSech metazoi (Consortium 1998, 1999). Vyzkum na béistici grinesl tymim veédeckych
pracovniki jiz tfi Nobelovy ceny v oblasti fyziologie a mediciny ) 2006) a chemie
(2008). Od té doby byla dokdéenaiada dalSich dalSichakkZitych studii zaloZzenych na
sekvenovani genomu u hlistic, jez zahrnuji ¥dijici druhCaenorhabditis briggsaéStein a
kol. 2003), lidskeho parazit®Brugia malayi (Ghedin a kol. 2007), rostlinné parazity
Meloidogyne incognit§Abad a kol. 2008)Meloidogyne hapldOpperman a kol. 2008) a na
brouky vazanéhe@ristionchus pacificugDieterich a Sommer 2009).



1.2. Taxonomie hlistic (Nematoda)

Umiseni nematod v zoologickém systému je nejasné #Hbpznost s ostatnimi
skupinami je neustalef@dmétem diskuse. Rudolphi v roce 1808 ve svém systéatmihti
povazoval hlistice zaad, ktery pojmenoval Nematoidea. Pg&rdbyl taxon Nematoda
vétSinou povazovan zditu podkmene Aschelminthes (spoldidami Rotifera, Gastrotricha,
Kinorhyncha, Priapulida, Nematomorpha) kmene Verrfiégman 1951). Potts (1932) jej
vSak povysil na samostatny kmen. V &&sné dob vétSina nematodolagpovazuje hlistice
za kmen. Nyni jsou Nematoda na zakladolekularnich datazena do skupiny Ecdysozoa
Aguinaldo a kol., 1997, jejizifslusniky charakterizuje chitinova kutikula, ktgeabchem
Zivota nejmén jednou sviékana. Tato skupina zahrnuje také deiny: Nematomorpha,
Tardigrada, Priapulida, Loricifera, Kinorhyncha, y@hophora a Arthropoda. Morfologické
vlastnosti a molekularni fylogenetika nedavno pality piibuznost hlistic se strunovci
(Nematomorpha), s nimiz dohromady ttivekupinu Nematoida. Sesterskym taxonem skupiny
Nematoida je Scalidophora, jeZ zahrnuje skupinydifera, Priapulida a Kinorhycha. Na bazi
skupiny Ecdysozoa se vyskytuje skupina Panarthgpddara obsahuje Tardigrada,
Onychophora a Arthropoda (Aguinaldo a kol. 1997nda kol. 2008).

Systém hlistic je velmi komplikovany a neni jistéla odpovidairozenym vztafim
jednotlivych skupin, ngéemz ma stj podil i absence fosilnich vzaitConway Morris 1981,
1993). Tradini klasifikace kmene Nematoda je zaloZzend na mmgfokych znacich a
biologickych vlastnostech. Nejbrgji pouzivané morfologické znaky jsou Ustni a faryalgi
struktury, ale i dalSi morfologické charakteristigko stavba kutikuly, pysk steva,
reprodukniho systému, smyslovych orgam zadnicasti €la (Dorris a kol. 1999). ied
piichodem molekularni fylogenetiky byly systematickédie tohoto kmene velmi limitovany:
(i) velkym paitem drutii a morfologickou diverzitou, (ii) omezenim&esiné mikroskopie
zkoumajici morfologii hlistic, (iii) nevyhnuteln@pecializaci systematikBlaxter 2003).

VétSinou byly hlistice rozglovany do dvou skupin Adenophorea a Secernentéa, a
podle absence nebdimmnosti fasmid (senzorické Zlazy vytigjici na povrch u zadniho
konce &la). Totoc¢lereéni se udrzelo v mnohaigiéjSich klasifikacich (Chitwood a Chitwood
1933, Chitwood 1937) &asto i v sotiasné dob (nagg. Gibbons 2010). Maggenti (1963) a De
Conick (1965) nazridi nejednotnost iidy Adenophorea a nasletdindrassy (1976) tuto
skupinu rozdlil do dvou taxoiri, Torquentia a Penetrantia. Prvni taxonomicky sgsté
zaloZzeny na Kkladistickych principech byfegdstaven Lorenzenem (1981). Jeho analyza



podpdila parafylii ttidy Adenophorea, ale zaravepoukazala na nedostatek informativnich
morfologickych vlastnosti, jez by tento vysledeknily hodnowrnym.

Az molekularg fylogenetické analyzy definitivn potvrdily parafylii  tidy
Adenophorea (Blaxter a kol. 1998). Secernentea a#lepmolekularnich dat vyvinula
ze skupiny Adenophorea a dlékterych analytickych kritérivykazuje monofylii (Blaxter a
kol. 2000). Adenophorea zahrnufadu mdskych, sladkovodnich augnich hlistic, ale
relativne malo parazit zvirat a rostlin, zatimco zastupci Secernent€ginou obyvaji

suchozemské prasidi a obsahuji parazitické a veldijici druhy (Blaxter 2003). Obr. 1
zobrazuje historicky versus s@msny nazor na monofylii skupin Adenophorea a Seceea.

Molekularni fylogeneze a taxonomie kmene Nematoda

Hypoteticly stav Skuteéné vvsledky z molekularnich
moncfyletickych tHd dat: parafyleticka tiida Adenophorea

Obr. 1. Historicky nazor na monofyliiftd Adenophorea a Secernentea versusasng
vysledky podptené molekularnimi daty: parafylieidy Adenophorea, jez dava vznik
monofyletickeé tidé Secernentea.

Hlistice byly na z&klad molekularnich analyz genu pro malou ribozomalni
podjednotku nejprve roZteny do @ti vétvi: oznaenych jako “clade” I-V (Blaxter a kol.
1998), které byly nasledrpojmenovany: | — Dorylaimia, Il — Enoplia a C {Ghromadorida
+ Secernentea) — Chromadoria obsahujici skupinyMla V (De Ley a Blaxter 2002, Blaxter
2003, Mitreva a kol. 2005). “Clade” | a Il byly pdgi slouceny do jedné skupiny zidodu
nejasné divergence. V stasné dob jsou hlisticefazeny do dvou skupin: Chromadorea a
Enoplea (De Ley a Blaxter 2004, Meldal a kol. 20@viz Obr. 2). Ok skupiny jsou
biologicky rozmanité a zahrnuji rfeké a terestrické formy a v obou se vyskytuji pécka
taxony (Blaxter 2003). Anderson (1984) nadra rekolikanasobny, navzajem nezavisly
vznik rostlinného i zveciho parazitismu a molekularni analyzy tuto my&epotvrzuji.

Blaxter a kol. (2000) tvrdi, Ze nezavisly vznikimdiho parazitismu prehl nejmér Sestkrat.



Skupina Enoplea zahrnuje dva taxony: DorylaimiaEraoplia. Uvnit taxonu

ey

Dorylaimia jsou umisiny skupiny Dorylaimida (vol& Zijici mikrobivai a rostlinni paraziti),
Mermithida (paraziti hmyzu), Mononchida (véldijici predatai), Dioctophymatida (paraziti
obratlova@l) a Trichinellida (paraziti vSech hlavnich Z&&nych taxod). Taxon Enoplia
neobsahuje Zadné zndmé feei parazity, nicmén dosud velmi nizky piet zastupd
popsanych z migkych bezobratlych nevyuje, Ze i zde mohou byt cizopasné taxony
(Blaxter 2003, De Ley a Blaxter 2004, Meldal a &907).

Skupina Chromadorea/Chromadoria zahrnuje velnmesité vol@ Zijici a terestrické
formy, ale i mnoho parazitickych skupirivdni tidy Secernentea. S&asti této ¥tve je
skupina Rhabditida, &ici se na skupinu Spirurina s parazity ravi Wetrg askaridnich,
spiruridnich a oxyuridnich parazitobratlové@ a oxyuridnich a rhigonematidnich parazit
¢lenovai. Uvniti skupiny Tylenchina se nalézaji zastupci Ziviciragstlinami a houbami,
paraziti obratlovg i voln¢ Zijici hlistice. Na brouky vazana velkd skupinanaéodi tvori

skupinu Rhabditina (Blaxter 2003, De Ley a Bla2@04).

Rhabdtomorta
Bunonematomarpha %abditina\
Diglogasieromorptia
Brebiceidat
[Rar—
- Cgtakbomgla  Ttenchina
Trachoamrphi
n (o}
hscaidomorpha 7z
Rhigonemormoepha "
=
Grathostomatoenorpha 2 P
———— Drauncodes ¥
L Tophide
. Plectida
a ]
E ‘r“ 1 ' T
I--—-———-— Trefusiina
Oncholair .
honina gn
Campydorina 0
Tl ‘g.
Tripylina =
Tobelfina Triplonchida 2
Diphthero- ) /
phorina . 0
Trichineflida 0
Mononchida v
_r| Mermithida 3
Donjamida ) 3 |

Obr. 2. Klasifikace kmene Nematoda zaloZzena na molekulanalyze jaderného genu pro
malou ribozomalni podjednotku. Strom byl ziskan atimovanim vysledk z MP a NJ analyz
(podle De Ley a Blaxtera 2004).



1.3. Klasifikace spiruridnich hlistic

Ra&d Spirurida byl ustanoven v roce 1933 Chitwoodemjeho systému byl s@ésti
podtidy Secernentea & dy Nematoda. Podle Chabauda (1974) se teqdoctli na dva
podady: Camallanina a Spirurina. Rad Camallanina obsahuje atedi Camallanoidea a
Dracunculoidea, zatimco pi@dl Spirurina zahrnuje deset ®dabtbdi (Acuarioidea,
Aproctoidea, Diplotriaenoidea, Filarioidea, Gnatlbosatoidea, Habronematoidea,
Physalopteroidea, Rictularioidea, Spiruroidea aldtieidea) (Chabaud 1974). Prakticky
vSechny klasifikani systémy byly zaloZzeny vyhragima morfologii a vyvojovych cyklech
spiruridnich hlistic (Chitwood 1933, 1950, Yamagl€i6l, Ivaskin a kol. 1971, Chabaud
1974, 1975) &asto se navzjem dosti liSily. V s@sné taxonomii, vychézejici z morfologie
a biologie, zahrnujeédd Spirurida 25 (Anderson 2000) nebo 28 (Moravkalal998)¢eledi.

Koncem devadesatych let minulého stoleti se olgjguivni rozsahlé molekulaén
fylogenetické analyzy (Blaxter a kol. 1998), kteyg@ruridni hlistice umistily do samostatné
vétve, ozngované jako “clade III” (Blaxter a kol. 1998, Nadkekol. 2007) a pozji nazvané
podad Spirurina (De Ley a Blaxter 2002), jez zahrngkupiny Ascaridomorpha,
Gnathostomatomorpha,  Oxyuridomorpha, Rhigonematphagr Spiruromorpha a
Dracunculoidea jakoincertae sedis Tyto skupiny ¥tSinou odpovidaji morfologicky
ustanovenym fadim  Ascaridida (Ascaridomorpha), Oxyurida (Oxyuront@p
Rhigonematida (Rhigonematomorpha) a Spirurida (@sabmatomorpha, Spiruromorpha,
Dracunculoidea). Podle De Ley a Blaxtera (2002,4208pirurina zahrnuje 21 néeledi,

z nichz 9 parazituje u ryb (Moravec 2007). Daliidgt ale naznaji, Ze usptadani této
skupiny se bude gipyvajicimi molekularnimi daty dale nit (Wijova a kol. 2006, Nadler a
kol. 2007).

Wijova se ve své bakdkké a nasledné magisterské praci &#Hm nejprve na
drakunkuloidni hlistice a jako prvni ziskala selsiemnalé ribozomalni podjednotky
vyznamného lidského parazifxracunculus medinensis umistila jej do systému nemaitod
K dalSimu neméhdilezitému vysledku pé&t odhaleni parafylie n&eéledi Dracunculoidea a
nasledné wlenéni nadeledi Anguillicoloidea, ktera twd sesterskou skupinu Keledi
Gnathostomatidae (skupina Gnathostomatomorphagzigpbdadu Spirurina podle De Ley a
Blaxtera (2002) (viz Obr. 3) (Wijova 2004, 2006,j@via a kol. 2005, 2006, Moravec 2006).
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Obr. 3. Fylogeneze pdddu Spirurina podle De Ley a Blaxtera (2002) (axededi
Philometridae (b) a Camallanidae (c) zalozené radyaea SSU rRNA sekvenci metodami
maximum likelihood, maximum parsimony a Bayesovskderenci (Wijova a kol. 2006).

NejnowjSi molekularni studie zahrnujici velky q& druhi odhalily parafylii mnoha

skupin uvnit podadu Spirurina podle De Ley a Blaxtera (2002) a dakoi parafylii
samotného “clade IlI” (viz Obr. 4) (Nadler a koD@7). Nejedna se ale dggkvapivy vyvoj a
Wijova a kol. (2006) i Nadler a kol. (2007) doddyaje pro vyeSeni vztah uvnitt této



skupiny je teba dale rozEbvat p@et zastupg, stejré jako sekvenovat dalsi geny pro ziskani

statisticky lépe podgenych zawru.
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Obr. 4. Taxonomie “clade III” (pothd Spirurina podle De Ley a Blaxtera (2002)). $iiik
konsensus 167 nejlepSich stforadvozeny z metody maximalni parsimonie (PAUP TBR
branch swapping)Xisla v trojuhelnicich ozraji posty druhi taxonu reprezentujicich danou
vétev. Cislo v zavorkach vyjatije paset druhii, které nejsou v tétoswi. Hvézdicky uvadji
taxony redstavujici Ascaridida (podle Nadlera a kol. 2007).

1. 4. Charakteristika Fadu Spirurida Chitwood, 1933

Chabaud (1974) stgjnjako Anderson (2000) roZhliji spiruridni hlistice do dvou
podradi: Camallanina a Spirurina. Mezi typické morfologicklastnosti této skupiny frat
bilateralni symetrie fi@dnicasti €la. Hlavovy konec j€asto opatn dwma lateralnimi pysky
(pseudolabia), jez mohou bytkdy redukované nebo mohou Uplchykit. Kaudalni papily u
samd nalezneme vzdy ve ventralni nebo ventrolateralozigh. Jicen (oesophagus) je
rozdklen do dvoucésti: gedni svalnat&ast byva kratSi nez zadni Zlaznata, nicéntaio
déleni nemusi bytasto Zetelné. Preanalnifisavka neni vyvinuta. Samci nesou obvyklg dv
spikuly nestejné délky, ale tyto mohou rézrchykEt (Chabaud 1974, Moravec 1994, 2004a).



Dosglci cizopasi v zaZivacim traktu nebo tk&nichémith dutinAch obratlovic
(Moravec 1994, 2004a). Ontogeneticky vyvoj u tdtapény zahrnuje mezihostitele &asto
také paratenické hostitele. Samio#Siny spiruridnich hlistic produkuji véla obsahujici
pIné vyvinutou larvu prvniho stadia, ktera se vyviji tetiho infekniho stadia ve tkanich
mezihostitele, jimz byva obvykiédenovec. Ve vodnim prasdi jsou mezihostiteli korysi a
larvy hmyzu. Penos v terestrickém prdeti zaji¥uje suchozemsky hmyz a korysi (Anderson
2000). Vyvojoveé cykly rybich druhjsou znamy jen u malého ¢ta zastupg a dostupna data
se tykaji druli parazitujicich ve sladkovodnich rybach. Bémic neni znamo o vyvojéthto

Y

rybach (Moravec 2007).

1.4.1. Podad Camallanina Chitwood, 1937

Zéastupci tohoto paddu tvdi podle Moravce (2006¥itnadteledi: Anguillicoloidea,
Camallanoidea a Dracunculoidea. Reldd Anguillicoloidea s jedinou celedi
Anguillicoloidae gedstavuje malou skupinu dhuttizopasicich v plovacim dohyti Ghora
rodu Anguilla. Nadteled” Camallanoidea obsahuje jedindeled Camallanidae na rozdil od
nadieledi Dracunculoidea, ktera zahrnuje osmledi, z nichz s vyjimkou Dracunculidae
vSechny zahrnuji vyhradnparazity ryb: Daniconematidae, Guyanemidae, Liencetidae,
Micropleuridae, Philometridae, Skrjabillanidae aar®nematidae.

Hlavnimi morfologickymi znaky jsou &Sinou jednojaderné jicnové zlazy (krém
rodu Philonemaa rekolika dalSich rod) (Moravec 2004b, 2006). Jicen s#i¢ha svalnatou a
Zlaznatowast nebo byva svalnaty po celé délce. Pseudolabiajc. Larvy nemaji cefalické
h&ky, kaudalnicast tla je zpravidla dlouha a zagpiela, obvykle s vyraznymi fasmidy
obsahujicimi Siroké dutiny a napadné otvory (Chdba974, Moravec 2004a). Samice
drakunkuloidnich hlistic mohou dstat délky mnoha desitek centinietr tim se velmi lisi
od samad, jejichz velikost se obvykle pohybuje jen koletkalika milimetr.

Jde o parazity stva studenokrevnych obratlavca riznych organ vSech tid
obratlova@l (Chabaud 1974). Zastupci rt@tedi Camallanoidea cizopasi véest, zatimco
druhy nadeledi Dracunculoidea nalezneme hlawwm hlubSich tkanich a dutinach jejich
hostiteli (Anderson 2000). Mezihostiteli jsouétginou klanonoZci (Copepoda) fidka
kapivci (Branchiura) nebo lasturnatky (Ostracoda) (Mac 2004b).



Ne¢které druhy drakunkuloidnich hlistic patk vyznamnym patogeéimn clovéka
(zndmy Dracunculus medinengis hospodéskych zvfat a lovné z¥fe (zastupci rodl
Avioserpensa Dracunculu3, ale i sladkovodnich, brakickych a tskych ryb. Jsou znami
jako pavodci vaznych onemoéni ryb s ekonomickym vyznamem, kde moholsgbit
masovy Uhyn u volh Zijicich i un€le chovanych ryb (ndfklad angvilikoléza Ghi,
filometroiddza kapk, filoneméza losas. Casta destrukce gonadi@mbena zastupci rodu
Philometrau maskych okounovitych ryb fi#e zna&né snizit reprodukci&chto ryb nebo
dokonce zpsobit jejich plnou parazitickou kastraci (Ramachrand1975, Sakaguchi a kol.

1987, Moravec a kol. 2003, Moravec 2004b).

1.4.2. Podad Spirurina Chitwood, 1937

Podad Spirurina zahrnuje deset dablbdi, z nichz zastup¢tyr (Gnathostomatoidea,
Habronematoidea, Physalopteroidea a Thelazioidaggzpuji u ryb Zijicich ve sladkych,
brakickych a miskych vodach, zatimco Sest zbyvajicich qededi reprezentuji paraziti
obojzivelnild, plazi, ptaki a sava véetre ¢loveéka. Zmireéni rybi cizopasnici nalezi dgyi
celedi: Gnathostomatidae (Gnathostomatoidea), Poywaldae (Physalopteroidea),
Cystidicolidae (Habronematoidea) a Rhabdochonidibel&zioidea) (Moravec 2007).

K zakladnim morfologickym vlastnostem této skuppaki piitomnost vicejadernych
jicnovych Zlaz. Jicen je roZén na pedni svalnatokast a delSi zadni Zlaznatoast, toto
déleni vSak nize byt u gkterych zastupt nezetelné. Larvy prvniho stadia charakterizuji
cefalické héky a trny a nevyrazné porovité fasmidy (Chabauddl®foravec 2004a, 2007).
Hlavovy konec dosfici byva opaten malymi pseudolabii, kterd& mohou bygkdy
redukovana. Samci maji &wspikuly. Oviparni samice uvalji zrala vajéka, ktera u ¥tSiny
druhi obsahuji pla& vyvinutou larvu prvniho stadia, jeZz se vegpim prostedi spontanh
nelihne. Vajtka rekterych zastupic spirurinnich hlistic byvaji vybavena polarnimafihenty
nebo polarnimici ekvatorialnimi zdiéeninami (tzv. plovaky). Sexualni dimorfismus neni
piilis vyrazny a velikost gravidnich samic se pohgbaf jednoho do &kolika centimeti
(Moravec 2007).

Vyvojové cykly spirurinnich hlistic se vyz&igi velkou rozmanitosti. Mezihostiteli
jsou bezobratli (u n&eledi Gnathostomatoidea klanonoZci — Copepoda) @i 1974,
Moravec 2007). Ontogeneticky vyvoj rybich parazztahrnuje korySe a vodni hmyz jako
mezihostitele (Anderson 2000). Dochazi zthsto k pedtasnému vyvoji nebo dokonce

dospivani v mezihostiteti paratenickému nebo postcyklickému parazitismur@dec 1994).
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Zéastupci tohoto paddu parazituji ve g a tkanich vSecliil obratlové (Anderson
2000). Rybi paraziti se¢hdy vyskytuji u svych hostitél ve velkych pétech, negativé
ovliviuji jejich zdravotni stav a sniZuji jejich obranlgepnost proti sekundarnim infekcim.
Mezi vyznamné patogeny ryb panagiklad Cystidicola farionisFischer, 1798, parazit
plovaciho méchyfe lososovitych ryb, nebBpinitectus inermigZeder, 1800) &. caroliniHoll,
1928, cizopasnici zaZivaciho traktu evropskychitilacseveroamerickych ryb (Kinkelin a kol.
1973, Bauer a kol. 1977, Moravec 2007).
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2. CILE PRACE

1. U zéastupé hlistic (Nematoda) pdddu Spirurina podle De Ley a Blaxtera (2002) se
zametenim na zastupceeledi Rhabdochonidae, Cystidicolidae a Philometrida
cizopasicich u ryb ziskat sekvence jaderného germ rmpalou ribozomalni
podjednotku (SSU rRNA).

2. Ziskané sekvence pouzit ke konstrukci fylogenetibkstroni.
3. Posoudit fylogenetické vztahy jednotlivyateledi v ramci této skupiny hlistic a

porovnat je se s@asnou Klasifikaci zaloZzenou na morfologiicetre posouzeni

souwasného slozZeni jednotlivych rind
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Material

Hlistice pouzité k analyze byly ziskany zryb (mg dvou vzork pochéazejicich
z Zelvy a z jepiich nymf) Bhem vyzkumnych cest Skolitele a od jeho zalirich
spolupracovnik, ale i daldich zasstnané Parazitologického Ustavu BC AUR. Prehled

zpracovaného materialu je uveden v Tabulce 1.

Tabulka 1. Material pouZzity k izolaci DNA

(druhy, u nichZ se po#ito ziskat sekvence jsou zvyrany tung)

Druh/Celed’/ Lokalizace/Hostitel (pokud neni jinak uvedeno, j& o sladkovodni nebo mitské
ryby)/Lokalita

ANISAKIDAE

Goezia spinulosa (Diesing, 1839)
ZaludekArapaima gigasMexiana, Amazonia, Brazilie, 2008, F. Moravec

CAMALLANIDAE

Camallanus hypophthalmichthys Dogel et Akhmerov, 1959
strevo Aristichthys nobilisLiangzi Lake Cina, 2005, S. Wu

Camallanus tridentatu@rasche, 1884)
sttevoArapaima gigasMexiana, Amazonia, Brazilie, 2008, F. Moravec

Procamallanus (Procamallanus) fulvidraconis Li, 1935
ZaludekPelteobagrus fulvidragd_iangzi Lake Cina, 2005, S. Wu

Procamallanus (Procamallanus) laeviconchus (Wedl, 1862)
ZaludekSynodontis schalSudan, 2006, T. Scholz

Procamallanus (Procamallanus) sigani Moravec et Justine, 2010
sttrevo Siganus lineatysNova Kaledonie, 2006, J.-L. Justine

Procamallanus (Spirocamallanus) lethrini Moravec et Justine, 2010
sttevoLethrinus genivittatusNova Kaledonie, 2006, J.-L. Justine

Procamallanus (Spirocamallanus) rarus (Travassos, Artigas et Pereira, 1928)
strevo Calophysus macropteruBeru, 2005, T. Scholz + R. Kuchta

CUCULLANIDAE

Cucullanus baylis Campana-Rouget, 1961
stt'evo Synodontisp., Sudan, 2006, T. Scholz

CYSTIDICOLIDAE

AscarophigAscarophi$ longiovataMoravec et Klimpel, 2008
ZaludekCoryphenoides mediterrangustlanticky ocean (Middle Ridge), 2004, iimpel

Ascarophis (Dentiascarophis) adioryx Machida, 1981
ZaludekSargocentron spiniferupiNova Kaledonie, 2007, J.-L. Justine

Comephoronema macrochiMoravec et Klimpel, 2007
ZaludekHalosauropsis macrochjAtlanticky ocean (Middle Ridge), 2005, I9impel

Cystidicola farionis Fischer, 1798
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plovaci néchyf Salmo trutta fariox Salmo marmorataeka Adige, Italie, 2006, AGustinelli

Metabronema magnum (Taylor 1925)
plovaci néchy¥ Gnathonodon speciosulNova Kaledonie, 2006, J.-L. Justine

Neoascarophis longispicula Moravec et Klimpel, 2008
ZaludekCoryphenoides mediterraneustlanticky ocean (Middle Ridge2004,S. Klimpel

Salmonema ephemeridarum (Linstow, 1872) larvy
dutina €Ini jepicich nymfEphemera danicgpotok ve Velkém Beznu (severnCechy),CR, 2008, E.
Cernotikova

Spinitectus oviflagelli&ourment, 1884
pylorické givésky Macrourus berglaxirmingerské mie, Grénsko, 2002, S. Klimpel

Spinitectus tabascoensis Moravec, Garcia-Magafia et Salgado-Maldonado, 2002
strevolctalurus furcatusRio Lacantin, Chiapas, Mexiko, 2007, F. Moravec

DANICONEMATIDAE

Mexiconema africanum Moravec et Jirk, 2009
dutina &Ini Auchenoglanis occidentaligezero Turkana, K, 2009, M. Jirk

DRACUNCULIDAE

Dracunculus globocephalddackin, 1927
dutina &Ini Zelvy Chelydra serpentinaWesthampton Lake, Richmond, Virginia, USA, 1980Platt

GNATHOSTOMATIDAE

Echinocephalus overstreddieardorff et Ko, 1983
sttevo Taeniura meyeniNova Kaledonie, 2003, J.-L. Justine

Echinocephalus sinensi®, 1975
sttevo Aetobatusf. narinari, Nova Kaledonie, 2003, J.-L. Justine

GUYANEMIDAE

Guyanema longispiculutdoravec, Prouza et Royero, 1996
dutina €Ini sladkovodni ryby oricariichthys brunneugeka Mercedes, Venezuela, 1992, A. Prouza

Ichthyofilaria argentinensigncorvaia, 1999
plovaci néchyt Merluccius hubbsiArgentina, 2001, J. Timi

LUCIONEMATIDAE

Lucionema balatonenddoravec, Molnar et Székely, 1998
plovaci néchyt Sander luciopercaBalaton, Md’arsko, 2008, C. Székely

PHILOMETRIDAE

Afrophilometra hydrocyoni (Fahmy, Mandour et El-Nafar, 1976)
ploutveHydrocynus forskahljiijezero Turkana, K, 2009, M. Jirk

Buckleyella buckleyRasheed, 1963
mezenteriunScomberoides talJpokiezi Pakistanu (Karachi) (Arabské fay 1963, S. Rasheed

Carangiema americanumdoravec, Montoya-Mendoza et Salgado-Maldonado8200
podkoZni tké morské rybyCaranx hipposGulf of Mexico (Veracruz), 2005, J. Montoya-Mezdo

Carangiema americanum Moravec, Montoya-Mendoza et Salgado-Maldonado8200
podkoZiCaranx hipposFlorida, Mexicky zaliv, USA, 2009, MBakenhaster

Philometra bagri Khalil, 1965
podkozi hlavyBagrus bajadjezero Turkana, K&, 2009, M. Jirk

Philometra brevispicula Moravec et Bakenhaster, 2010
epitel dutiny Ustni migké rybylLutjanus griseusFlorida, Mexicky zaliv, USA, 2009, MBakenhaster

Philometra diplectri Moravec et Bakenhaster, 2010
podkoZi UsDiplectrum formosumFlorida, Mexicky zaliv, USA, 2009, M. Bakenhaster

Philometra filiformisStossich, 1896
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vajeénik Pagellus erythrinusMarmarské mie, Turecko, 2003, E. Genc

Philometra filiformis(Stossich, 1896)
gonadyPagellus erythrinusStedozemni mie u Sicilie, Italie, 2008, G. Gaglio

Philometra floridensis Moravec, Fajer-Avila et Bakenhaster, 2009
vajeinik Sciaenops ocellatus#lexicky zaliv u Floridy, USA, 2008, M. Bakenhaste

Philometra gymnosardae Moravec, 2006
dutina &Ini tundkaGymnosarda unicolgiMaledivy, 2005, R. Konay

Philometra inimiciYamaguti, 1935
vajeinik Inimicus japonicusJaponské nfe, Japonsko, 1987, K. Nagasawa

Philometra kobulejMolnar et Fernando, 1975
dutina &Ini Hypentelium nigricansGuelph Reservoir, Ontario, Kanada, 1979, F. Mecav

Philometra lati Moravec et Jirk, 2009
dutina &Ini Lates niloticusjezero Turkana, K&, 2009, M. Jirk

Philometra lethriniMoravec et Justine, 2008
gonadyLethrinus miniatuy Nova Kaledonie, 2006, J.-L. Justine

Philometra morii Moravec, Bakenhaster et Fajer-Avila, 2010
tkan Gstni dutinyEpinephelus morioMexicky zaliv, Florida, USA, 2000. Bakenhaster

Philometra obladadvioravec, Gaglio, Panebianco et Giannetto, 2008
dutina &Ini morské rybyOblada melanuraStedozemni mie u Sicilie, Italie, 2008, G. Gaglio

Philometra ocularis Moravec, Ogawa, Suzuki, Miyazaki et Donai, 2002
hlava mdské rybyEpinephelus areolatyudNova Kaledonie, 2006, K. Ogawa

Philometra rischtaSkrjabin, 1923
pod kizi Alburnus alburnusieka Tisa, Md&arsko, 2005, M. Oros

Philometra saltatrixRamachandran, 1973
gonadyPomatomus saltatrixToskanské me (Pisa), Italie, 2007, M. Magi

Philometra saltatrix Ramachandran, 1973
testisPomatomus saltatrixpol¥ezi Jizni Karoliny, USA, 2007, F. Moravec

Philometra sebasticvamaguti, 1941
srdceSebastiscus japonicukyushu, Japonsko, 1997, T. Yoshinaga

Philometra serranellicabrillaglaniszewska, 1949
vajeinik Serranus cabrillaKorsika, 2008, C. Levron

Philometrasp. 1
dutina &Ini Arothron immaculatysindonézie (Pelabuhan Ratu, Java), 2001, H. Palm

Philometrasp. 2
dutina &Ini Lobotes surinamensitnhdonézie (Pelabuhan Ratu, Java), 2001, H. Palm

Philometra sp. 3
podkozi Ust a dutiMycteroperca microlepjslorida, Mexicky zaliv, USA, 2009, M. Bakenhaster

Philometrasp.4
svalovinaPsettodes erumgindonézie (Palabuhan Ratu, Java), 2001, H. Palm

Philometrasp. 5
dutina &Ini Pterogobius zonoleucudaponské nie, Japonsko, 2010, K. Nagasawa

PhilometraspicaraeMoravec Gaglio, Giannetetto et Marino., 2010
dutina &Ini Spicara smarislonské moe u Sicilie, Italie, 2009, G. Gaglio

Philometra spiriformis Moravec, Charo-Karisa et Jitk2009
skiele Lates niloticusjezero Turkana, k&, 2008, M. Jirk

Philometroides aphanonarigoravec, Crosby, de Buron, Gonzalez-Solis et Rbatn2008
dutina UstnMicropterus salmoidesSantee River, Jizni Karolina, USA, 2007, F. Me@av

Philometroides barbMoravec, Simkovéa, Hanzelova, Spakulova et €ak005
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ploutevBarbus meridionalisBulharsko, 2005, A. Simkovéa

Philometroides fulvidraconYu, Wu et Wang, 1993
dutina &Ini Pelteobagrus fulvidracdCina, 1999, S. Wu

Philometroides grandipapillatus Moravec et Bakenhaster, 2010
ploutveCaranx hipposFlorida, Mexicky zaliv, USA, 2009, M. Bakenhaster

Philometroides huronenslghazy, 1976
ploutveCatostomus commersoniiuronské jezero, Kanada, 1979, F. Moravec

Philometroides wellbornMoravec, Crosby, de Buron, Gonzalez-Solis et Réamn2008
orbit Lepomis auritusSantee River, Jizni Karolina, USA, 2007, F. Meav

Rumai rumai Travassos, 1960
tkan dutiny UstniArapaima gigasMexiana, Amazonia, Brazilie, 2008, F. Moravec

PHYSALOPTERIDAE

Heliconema longissimum (Ortlepp, 1923)
ZaludekAnguilla sp., Manoray River, Madagaskar, 1998, H. Tarasskiew

Heliconema longissimum (Ortlepp, 1923)
ZaludekAnguilla japonica Misho Cove, Japonsko, 2010, Kagasawa

QUIMPERIIDAE

Paraquimperia africana Moravec, Boomker et Taraschewski, 2000
sttevo Anguilla marmorataFish River, JAR, 2008, H. Taraschewski

RHABDOCHONIDAE

Rhabdochona cottsustafson, 1949
sttevo Cottus caeruleomentuBishing Creek, Maryland, 2005, Fuzzal

Rhabdochona hellichi hellichi (Sramek, 1901)
strevoBarbus barbusLabe u B&ina,CR, 2005, F. Moravec

Rhabdochona hellichi turkestanica (Skrjabin, 1917)
sttevo Schizothoraxsp., Sikkim, Indie, 2009, T. Scholz

Rhabdochona hospeti Thapar, 1950
sttrevoTor sp., Sikkim, Indie, 2009, T. Scholz

Rhabdochona kiddeRearse, 1936
sttevo Rhamdia guatemalensi€enote Ixin-ha, Yucatan, Mexiko, 2002, T. Scholz

Rhabdochona mazeedi Prasad et Sahay, 1965
sttevo sladkovodni rybZlupisoma garugiMukutmamipur, W. Bengal, Indie, 2009, T. Scholz

Rhabdochona zaccon¥&amaguti, 1935
sttevo Tribolodon hakonensjseka Takahara, Japonsko, 2010N&gasawa

SKRJABILLANIDAE

Esocinema bohemicum Moravec 1977
sttna plovaciho rchyie Esox luciusdeltareky Volhy, Rusko, 2006, S.G. Sokolov

3.2. Metodika

3.2.1. I1zolace DNA

Material pouzity kizolaci pochézel z débgh jedindi (kromé jednoho vzorku

larvalniho stadia ziskaného z jepice) fixovanycfiOv99% etanolu, ale i ve formalinu,
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mnozstvim analyzovanych vzdrkoyl zpisoben tim, Ze byly pouzity téZkteré vzorky
hlistic fixovanych 4 % formalinem, ktery jgipinou fragmentace DNA, coz vyrazatzuje
amplifikaci genu g PCR. Formalin se uZzivaigdevsSim pro fixaci vzoik ur¢enych
k morfologickému studiu. Pro molekularni studiavstSinou pouZziva jako fixa&isty 70-99%
etanol.

Celkova DNA byla extrahovana pomoci metody izoldeaol — chloroformem.
Vzorky hlistic byly zbaveny etanolu a homogenizovamalym mnoZzstvim zirkonium-
kiemiitanovych kultek (silica beads o pméru 0,5 mm), které usnadnily rozinéni cervi,
ve 200 pl lyzaniho ¢inidla SET (0,15 M NacCl, 0,1 M EDTA, 10 mM Tris Hpg8.0).
K homogenizatu bylo fidano 20 pl proteinazy K (20 mg/ml) a &nbyla inkubovanaips
noc @i teplo€ 56°C. Po inkubaci byly kulky odstragny a homogenizat byl smichan
s fenolem v porru 1 : 1 a praepavan 10 minut. Poté byla &mncentrifugovanaip 13 000
rpm (ot&ky za minutu) 10 minut ip teplo€ 21°C. Po centrifugaci byla odsata vrchni faze
obsahujici DNA a cely postup promyvani byl zopakov&i tietim promyvani byl fidan
k vzorkim fenol spoléné s chloroformem v pogmu 1 dil fenolu : 1 dil chloroformu : 2 dily
promyvané sisi obsahujici DNA. Celd st byla 10 minut iepana a 10 minut
centrifugovana 13 000 rpm a p teplo 21°C. Po centrifugaci byla épodsata vrchni faze
vzorka a k ni byly pidany 2 objemy 96% etanolu. Vzorky pak byly chlaz@0 az 30 minut
pii teplog -80°C nebo 1-2 hodinyipteplo€ -20°C. Po zchlazeni byly vzorky znovu
centrifugovany 10 minut ip teplo€ 4°C a 13 000 rpm. iP centrifugaci se ve vzorcich
vytvorily pelety promyté DNA. Pelety byly vysuSenyi pokojové teplat a poté rozpushy
v 50 pl bidestilované vody (Sambrook a Russell 2001

3.2.2. PCR amplifikace

Usek malé ribozomalni podjednotky (SSU) byl anikdifan pomoci polymerazové
fettzové reakce (PCR) za pouZiti primmgoro SSU (Wijova a kol. 2004, 2006), a todbu
vcelku: forward primer: PhilonemaF-&8CC TAT AAT GGT GAA ACC GCG AAC-3 a
revers primer: PhilPCRr 5-CCG GTT CAA GCC ACT GOOT A-3’, nebo oddlere ve
ttech menSicltasténé se gekryvajicich¢astech: 1. fragment: forward primer: PhilonemaF
5'-GCC TAT AAT GGT GAA ACC GCG AAC-3’ a revers primeameb620r 5'-GGA ATT
ACC GCG GGT GCT GGC-3, 2. fragment: forward primgvF400 5:GCG CAA ATT
ACC CAC TCT-3' a revers primer: WR800-6GT ATC GTT TAC GGT CAG-3, 3.
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fragment: forward primer ameb620f-6CC AGC ACC CGC GGT AAT TCC-3' a revers
primer PhilPCRr 5-CCG GTT CAA GCC ACT GCG ATT A-3PCR reakce obsahovala ve
25 pl: 2,5 pl10x Taq PCR bufferu, 0,25 pl Tag DNA polymerazyJ/ul), 0,2ul 10 mM
dNTP (Top-Bio), 0,5 pl(25 nmol) kazdého primeru, dl (50-200 ngal) DNA, 20,05 pl
ddH,O. DNA byla amplifikovana v cycleru MJ Mini (Bio-Ra Amplifikacni program se
skladal z poateini denaturace 5 minutip94°C, nasledované 35 cykly zahrnujici tytsti
94°C/40 sekund, 55°C/40 sekund, 72°C/2 minuty,vé&rgédné elongace 72°C/10 minut.

Elektroforéza byla pouzita ke kontrole &Sposti izolace genomové DNA z tkéa ke
kontrole velikosti fragmerit DNA po PCR amplifikaci a byla provéda na 1% TAE
agar6zovém gelu. K &eni velikosti fragmeiit byl pouZzit 2-Log DNA ladder (New England
Biolabs, Inc.) slouzici jako molekularni marker.oéukty byly detekovany na UV
transiluminatoru (TFX-35.M Vilber Lourmat). Amplkované Useky pozadované velikosti
byly z gelu vyiznuty a izolovany kitem QIAquick GBlExtraction Kit (QIAGEN) podle
prilozeného manualu.

U vzorki, u nichZz nevznikaly nespecifické produkty, bylsoywdena purifikace
enzymatickynisténim. Na kazdych 15 pl PCR produktu byliedano 1 pl Shrimp Alkaline
Phosphatase (1 U/ul); 1,5 pl Exonuclease | (1 Uig®diné v pondru 1 : 10 v 50 mM Tris
HCI (pH 8,8); oba tyto produkty jsou od firmy USDofporation. Cela reakce byla
inkubovana 30 minutip37°C a dalSich 15 minutip80°C. Purifikovany a enzymatickjisty
PCR produkt byl pouzitiimo k sekvenovani.

3.2.3. Klonovani amplifikovanych PCR produkii

Vycistené PCR produkty byly zaklonovany pomoci pGEM-T E¥&gtor System |l
(Promega). Ligéni smés obsahovala 0,5 pl pGEM-T Easy plazmidu (50 ng/u§ pl PCR
produktu, 0,5 pl T4 DNA ligazy (3 U/ul) a 2,5 plx@igatniho pufru. Cela sis byla
dukladné promichana a inkubovanags noc pi 4°C.

Kompetentni bilky E. coli DH50 byly pomalu rozmrazeny na ledu. Celkem 30 ul
burgk bylo pridano ke kazdé ligai snesi a inkubovano na ledu 10 az 30 minut. Pak byla
celéd snds s buikami vystavena teplotnimu Soku 42°C po dobu 45 sékupoté vracena &p
na led na dobu 2 minut. Nasleédbylo pgidano 250 pl SOC média vytemperovaného na
pokojovou teplotu a transformovanénky byly naneseny na LB agar6zové plotny obsahujici
ampicilin (100 pg/ml), 40 pl X-galu (40 mg/ml) (%emo-4-chloro-3-indolylB-D-
galaktopyranosid, Serva) a 4 pl IPTG (2% isoprdpgtialaktosid) rozprostného po celém
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povrchu plotny. Plotny byly umigty do termalniho boxu a blly zde rostly pi teplot 37°C
po dobu 15 az 17 hodin (Sambrook a Russell 20a1)nkubaci na plotnach narostly bilé a
modré kolonie. Bilé kolonie byly posbirany a urigt do 3 ml LB média obsahujiciho
ampicilin (50 pg/ml). LB média s likami byla inkubovana sdpanim (200 rpm) ve 37°C
13-15 hodin. Plasmidy DNA byly izolovany QlAprep i8Miniprep Kit (250) (QIAGEN)

podle instrukci v manualu.

3.2.4. Restrikni analyza

Pritomnost inzeft v plasmidech byla dovana restrigni analyzou. Reakce
obsahovala 1 pl enzymu EcoR | (15 U/ul), 2 ul E¢dBuffer, 12 ul bidestilované vody a 5
ul plasmidové DNA. Reaki snts byla promichana a inkubovand 37°C 1 hodinu.
Elektroforéza byl pouzita ke kontrole, zda plasmathgahuji DNA inzerty poZzadované délky.

3.2.5. Sekvenovani

Pro spravné provedeni reakce bylo nutné znat karese PCR produktu. Ta byla
vypaotitana podle absorbance z§isé @i spektrofotometrii (BioPhotometr Eppendorf).
Sekvenani snes obsahovala 500 nM primeru, 300-390 mefiSténého PCR produktu a byla
doplréna do celkového objemu 7,5 ul bidestilovanou vodbpiipad sekvenace plasmidu
byl pouzit primer M13R nebo M13F, pokud byla DNs&kvenovana z PCR produktu, byl
vybréan jeden z primérpouzity v amplifik&ni reakci. Genové fragmenty byly sekvenovany
pomoci ABI PRISM BIG DYE® Terminator v3.1 cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems). Sekveéni reakce a sekvenace byly provedeny v labératgenomiky

Biologického centra AWCR. Pouzité sekverai primery jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2. Prehled pouzitych primér

Nézev primeru Sekvence primeru 52 3’ Smér
PhilonemaF GCC TAT AAT GGT GAA ACC GCG AAC -
PhilPCRr CCG GTT CAAGCCACT GCG ATT A «
WF400 GCG CAAATT ACCCACTCT -
WR400 CAA CTT CAT GCG GCT GAA «
ameb620f GCC AGC ACC CGC GGT AAT TCC -
ameb620r GGA ATT ACC GCG GGT GCT GGC «
WF760 GCC TGA ATACTC GTG CAT -
WR800 GGT ATC GTT TAC GGT CAG «
Phil1200F CCG TGAGGATTG ACAGATTGAGAG C -
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Phil1200R CCGCGGCTGCTGGCACCAGACTT «
WF1550 CCT AGT AAG TGT GAG TCA
WR1600 CAG ACT CAC CAATTG ACG «

\2

3.2.6. Analyza sekvenci

P¥i praci s molekularnimi daty byly pouzity progrardNASTAR ver. 5.06 (DNA
STAR, Inc.). Program EditSeq slouzil jako textowjiter sekvenci; v programu SegManll
byly komplementarni sekvence spojeny, upraveny k& laynich vytvéena konsensualni
sekvence. Kontrolni identifikace sekvenci byla gaena vyhledanim homolognich sekvenci
algoritmem BLAST v databazi NCBI (http://www.ncdimnih.gov). Alignment byl vytvien
metodou iterativniho vylepSovani alignmentu algoein L-INS-i (local alignment with
affine gap costs) v programu Mafft (Multiple aligent program for amino acid or nucleotide
segences) ver. 6 (http://align.omr.kyushu-u.ac.gfitfonline/server/) (Katoh a kol. 2005).
Upravy alignmentu byly provedeny v programu BioBEait. 7.0.5.2 (Hall 1999).

K now ziskanym sekvencim bylarigano celkem 138 sekvencigwzatych z genoveé
banky, z nichz 79 sekvenci zastupovalo “clade (ppddad Spirurina ustanoveny na zakiad
molekularnich dat podle De Ley a Blaxtera (2002Yharfologicky ustanovenychadi
Spirurida, Ascaridida, Rhigonematida a Oxyurida (Vabulka 3). Jako outgroup byli pouziti
zastupci pibuznych skupin: AreolaimidaAfaplectussp., Plectus aquatilis Tylocephalus
auriculatug a Rhabditida Brevibucca sp., Myolaimus sp.). V analyze zabyvajici se
umisenim “clade IlII” v rdmci nematod byly zahrnuty dvaw osekvenované druhy ze
skupiny Ascaridida a k nim bylo vybrdno 51 zastupstatnich skupin taxonu Chromadorea
(z nichz 10 zastupicje sowasti “clade 111") podle Meldal a kol. (2007) (vizabulka 3). Jako
outgroup byli pouziti zastupcitfipuznych skupin Dorylaimia: Dorylaimidaporcelameillus
obtusicaudatus Mononchida Prionchulus muscorumTrichocephalidaTrichinella spiralig
a Enoplia: EnoplidaAlaimussp.).

Tabulka 3. Prehled sekvenci SSU rDNA pouzitych z genové banlgn@ank)

Rad Celed Druh A.N.

AREOLAIMIDA AXONOLAIMIDAE Axonolaimus helgolandicus  AY854232
PLECTIDAE Anaplectussp. AJ966473
PLECTIDAE Plectus aquatilis AF036602
PLECTIDAE Tylocephalus auriculatus AF202155

ASCARIDIDA ANISAKIDAE Terranova scoliodontis DQ442661
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DESMODORIDA

DIPLOGASTERIDA
DORYLAIMIDA
ENOPLIDA
CHROMADORIDA

ISOLAIMIDA
MONHYSTERIDA

MONONCHIDA
OXYURIDA

RHABDITIDA

RHIGONEMATIDA

SPIRURIDA

ASCARIDIDAE
ASCARIDIDAE
ASPIRODERIDAE
ATRACTIDAE
CUCULLANIDAE

HETERAKIDAE
HETERAKIDAE
KATHLANIIDAE
RAPHIDASCARIDIDAE
TOXOCARIDAE
DESMODORIDAE
DESMODORIDAE
MICROLAIMIDAE
MONOPOSTHIIDAE
DIPLOGASTERIDAE
APORCELAIMIDAE
ALAIMIDAE
CYATHOLAIMIDAE
CHROMADORIDAE
CHROMADORIDAE
ISOLAIMIDAE

COMESOMATIDAE
LINHOMOETIDAE
LINHOMOETIDAE
MONHYSTERIDAE
SPHAEROLAIMIDAE
STRONGYLOIDIDAE
XYALIDAE
MONONCHIDAE
HETEROXYNEMATIDAE
OXYURIDAE
BREVIBUCCIDAE
BUNONEMATIDAE
CEPHALOBIDAE
CEPHALOBIDAE
MYOLAIMIDAE
PANAGROLAIMIDAE
RHABDITIDAE
RHABDITIDAE
RHABDITIDAE
RHABDITIDAE
TERATOCEPHALIDAE

RHIGONEMATIDAE
ACUARIIDAE
ACUARIIDAE
ANGUILLICOLIDAE
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Ascaris lumbricoides
Toxocara canis
Paraspidoderasp.
Rondonia rondoni
Truttaedacnitis truttae
Railliethemasp.

Heterakis gallinarum
Heterakissp.

Cruzia americana
Goezia pelagia

Toxocara canis
Catanemasp.

Desmodora ovigera
Calomicrolaimus
Monbposthia costata
Aduncospiculum halicti
Aporcelaimellus
A'Iaim'ussp:
Cyatholaimussp.
Dichromadorasp.
Chromadora nudicapitata
Isolaimiumsp.
Cyartonema elegans
Sabatieria punctata
Desmolaimus zeelandicus
Terschellingia longicaudata
Tridentulussp.
Sphaerolaimus hirsutus
Strongyloides ratti
Daptonema procerus
Prionchulus muscorum
Dentostomellasp.

Oxyuris equi
Brevibuccasp.

Bunonema franzi
Cervidellus alutus

Zeldia punctata
Myolaimussp.
Panagrolaimussp.
Caenorhabditis elegans
Rhabditoides inermis
Rhabditis myriophila
Teratorhabditis synpapillata
Teratocephalus lirellus
Brumptaemilius justini
Rhigonema thysanophora
Echinuria borealis
Synhimantus laticeps
Anguillicoloides crassus

U94366
U94382
AF083005
DQ442679
EF180063
DQ503461
DQ503462
AF083003
U94371
U94372
AF036608
Y16912
Y16913
AY854218
AY854221
U61759
DQ141212
AJ966514
AY854213
AY854209
AY854205
AY919142
AY854203
AY854236
AY854229
AY854230
AJ966507
AY854228
U8s1581
AF047889
AJ966500
AF036590
EF180062
AF202163
AJ966477
AF202152
U61760
U81585
U81579
X03680
AF082996
U81588
AF083015
AF036607
AF036589
EF180067
EF180064
EU004818
DQ49022



CAMALLANIDAE
CAMALLANIDAE
CAMALLANIDAE
CAMALLANIDAE
CAMALLANIDAE
CAMALLANIDAE
CAMALLANIDAE
CAMALLANIDAE
CAMALLANIDAE
CYSTIDICOLIDAE
CYSTIDICOLIDAE
CYSTIDICOLIDAE
DIPLOTRIAENIDAE
DRACUNCULIDAE
DRACUNCULIDAE
DRACUNCULIDAE

GNATHOSTOMATIDAE
GNATHOSTOMATIDAE

HABRONEMATIDAE
MICROPLEURIDAE
ONCHOCERCIDAE
ONCHOCERCIDAE
ONCHOCERCIDAE
ONCHOCERCIDAE
ONCHOCERCIDAE
ONCHOCERCIDAE
PHILOMETRIDAE
PHILOMETRIDAE
PHILOMETRIDAE
PHILOMETRIDAE
PHILOMETRIDAE
PHILOMETRIDAE
PHILOMETRIDAE
PHILOMETRIDAE
PHILOMETRIDAE
PHILOMETRIDAE
PHILOMETRIDAE
PHILOMETRIDAE
PHILOMETRIDAE
PHILOMETRIDAE
PHILOMETRIDAE
PHILOMETRIDAE
PHILOMETRIDAE
PHILOMETRIDAE
PHILOMETRIDAE
PHILOMETRIDAE
PHILOMETRIDAE
PHILOMETRIDAE
PHILOMETRIDAE
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Camallanus cotti
Camallanus lacustris
Camallanus oxycephalus
Camallanussp.
Procamallanus pacificus
Procamallanus pintoi
Procamallanus rebecae
Spirocamallanus istiblenni
Spirocamallanus rarus
Ascarophis arctica
Neoascarophis macrouri
Spinitectus carolini
Serratospiculum tendo
Dracunculus insignis
Dracunculus medinensis
Dracunculus oesophageus
Gnathostoma binucleatum
Gnathostoma turgidum
Cyrnea mansioni
Micropleura australiensis
Acanthocheilonema viteae
Brugia malayi

Dirofilaria immitis

Loa loa

Onchocercidae gen. sp.
Subanguina radicicola
Alinema amazonicum
Clavinema parasiluri
Dentiphilometra monopteri
Dentiphilometrasp.
Margolisianum bulbosum
Nilonema senticosum
Philometra clavaeceps
Philometra cyprinirutili
Philometra fujimotoi
Philometra lateolabracis
Philometra madai
Philometra nemipteri
Philometra obturans
Philometra ovata
Philometra sawara
Philometra sciaenae
Philometrasp.
Philometroides carassii
Philometroides cyprini
Philometroides fulvidraconi

EF180071
DQ442663
DQ503463
DQ442664
DQ442665
DQ442666
DQ442667
EF180076
DQ494195
DQ094172
DQ442660
DQ503464
AY702704
AY947719
AY852268
AY852269
796946

796948

AY702701
DQ442678
DQ094171
AF036588
AF036638
DQ094173

DQ103704

AF202164
DQ442672
DQO076682
DQO076685
DQ442673
AB185161
DQ442671
DQ076686
DQ442675
DQO076680
FJ161972

FJ161974

FJ161975

AY852267
DQ442677
FJ161973

FJ161971

DQ442674
DQO076683
DQO076688
DQO076684

Philometroides ganzhounensisDQ076681
Philometroides pseudorasbori DQ076687

Philometroides sanguineus

DQ442676



PHILOMETRIDAE Philometroides seriolae FJ155811
PHILOMETRIDAE Philonema oncorhynchi DQ442670
PHILOMETRIDAE Philonemasp. u81574
PHYSALOPTERIDAE Physaloptera alata AY702703
PHYSALOPTERIDAE Physalopterasp. EF180065
PHYSALOPTERIDAE Turgida torresi EF180069
PHYSALOPTERIDAE Turgida turgida DQ503459
RHABDOCHONIDAE Rhabdochona denudata DQ442659
SKRJABILLANIDAE Molnaria intestinalis DQ442668
SKRJABILLANIDAE Skrjabillanus scardinii DQ442669
TETRAMERIDAE Tetrameres fissipina EF180077
THELAZIIDAE Spirocerca lupi AY751497
THELAZIIDAE Thelazia lacrymalis DQ503458
STRONGYLIDA HELIGMONELLIDAE Nippostrongylus brasiliensis AF036597
STRONGYLIDAE Strongylus equinus DQ094176
TRICHOCEPHALIDA TRICHINELLIDAE Trichinella spiralis U60231
TYLENCHIDA APHELENCHIDAE Aphelenchus avenae AF036586
BELONOLAIMIDAE Geocenamus quadrifer AY993977
CRICONEMATIDAE Criconemasp. AJ966480
HOPLOLAIMIDAE Scutellonema bradys AJ966504
MELOIDOGYNIDAE Meloidogyne incognita u81578
PRATYLENCHIDAE Pratylenchus thornei AJ966499
TYLENCHIDAE Boleodorus thylactus AY993976
TYLENCHIDAE Tylenchidae gen. sp. AY854241

3. 2.7. Fylogenetické analyzy

Bylo vytvoieno Sest datasetzantienych na jednotlivé skupiny hlistic. Dataset
zabyvajici se vztahy uviiteledi Philometridae byl doptn o kratSi sekvence (~ 950 bp)
z GenBank. K datasetu Spirurina byljdany 3 sekvence z néeledi Filaroidea z GeneBank.
VSechny datasety byly analyzovany metodami maximamrohodnosti (Maximum
Likelihood, ML) a Bayesianské inference (Bayesiaieiience, Bl).

Evolueni modely byly vybrany na zakladAkaike information criterion v programu
ModelTest ver. 3.7 (Posada a Crandall 1998) s cileeni partikularniho modelu pro
evoluci sekvenci, ktery by nejlépe odpovidal anahgnym daim. Jako nejvhodfjsi byl
vybran model GTRF+I (general-time-reversibles gamma distribuovanou rychlosti evoluce
jednotlivych mist v alignmentu a zapitanim mnoZzstvi neémnych pozic.

ML stromy byly zkonstruovany programem PHYML 2.4Quindon a Gascuel 2003)
s neparametrickou bootstrapovou analyzou pro 1@@aeplikaci.

Bayesianska analyza byla provedena programem MeBage 3.1.2 (Huelsenbeck a

kol. 2001). Posteriorni pragdodobnosti (posterior probabilities) byly odhadnutgavislosti
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na ihzném pdtu generaci, a to pro 10 000 000 a 5 000 000 genaftalikost burn-in periody
byla ugena dle konvergence dvou nezavislych MCMCi#€zci (standard deviation of split
frequencies).

K vizualizaci vyslednych topologii byl pouzit pr@gn TreeView ver. 1.6.6 (Page
1996).
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4. VYSLEDKY

4.1. Sekverini analyza

Byly ziskanycast&éné sekvence SSU rDNA 38 zasttpgéchtoceledi (viz Tabulka 4).
Rad Ascaridida:¢eled” Anisakidae-1 sekvence, Cucullanidae-1 sekvenceuiang@riidae-1
sekvence afadd Spirurida: celed Camallanidae-6 sekvenci, Cystidicolidae-6 sekyenci
Daniconematidae-1 sekvence, Philometridae-15 sekveRhysalopteridae-2 sekvence,
Rhabdochonidae-4 sekvence, Skrjabillanidae-1 salevedélky sekvenci se pohybovaly
v rozmezi 1629-1920 bp (Tabulka 4).

Tabulka 4. Prehled ziskanych sekvenci a jejich délky [bp].

Druh/ Celed Délka sekvence
ANISAKIDAE

Goezia spinulosa 1636
CAMALLANIDAE

Camallanus hypophthalmichthys 1666
ProcamallanugProcamallanu} fulvidraconis 1667
Procamallanus (Procamallanyiaeviconchus 1667
ProcamallanugProcamallanu¥ sigani 1663
ProcamallanugSpirocamallanuklethrini 1663
ProcamallanugSpirocamallanusrarus 1656
CUCULLANIDAE

Cucullanus baylisi 1629
CYSTIDICOLIDAE

AscarophigDentiascarophisadioryx 1665
Cystidicola farionis 1639
Metabronema magnum 1644
Neoascarophis longispicula 1636
Salmonema ephemeridarum 1638
Spinitectus tabascoensis 1655
DANICONEMATIDAE

Mexiconema africanum 1759
PHILOMETRIDAE

Afrophilometra hydrocyoni 1656
Carangiema americanum 1705
Philometra bagri 1673
Philometra brevispicula 1787
Philometra diplectri 1734
Philometra floridensis 1770
Philometra gymnosardae 1667
Philometra lati 1739
Philometra morii 1713
Philometra ocularis 1739
Philometra saltatrix 1648
Philometrasp. 3 1739
Philometra spiriformis 1654
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Philometroides grandipapillatus 1755

Rumai rumai 1706
PHYSALOPTERIDAE

Heliconema longissimut@aponsko) 1644
Heliconema longissimuifMadagaskar) 1644
QUIMPERIIDAE

Paraquimperia africana 1630
RHABDOCHONIDAE

Rhabdochong&Rhabdochonpghellichi hellichi 1644
Rhabdochong&Rhabdochonpghellichi turkestanica 1643
RhabdochongRhabdochonphospeti 1643
Rhabdochon&Globochona mazeedi 1643
SKRJABILLANIDAE

Esocinema bohemicum 1920

4.2. Fylogeneticka analyza

K nowe ziskanym sekvencim bylyidany sekvence vybranych diuhlistic z genové
banky, z nichZz bylo vytv@no Sest fylogenetickych strammetodou Baesianské inference
(BI) se skuténou délkou ¥tvi doplrénych o bootstrapové podpory jednotlivychiuzl ML
analyzy. Tato studie se zafila na prozkoumani ifbuzenskych vztah uvnit “clade IlI”
(podrad Spirurina podle De Ley a Blaxtera (2002)) (&r.nadeledi Dracunculoidea (Obr.
7), celedi Philometridae (Obr. 83eledi Camallanidae (Obr. 8), p@dlu Spirurina Chitwood,
1937 (Obr. 9), ale i na umésti samotného “clade 111" ve skugirChromadoria (Obr. 6).

Nejrozsahlejsi analyza zahrnuje 109 taxome kterych 104 druhy reprezentuji
zastupce “clade III” (Obr. 5). Na bazi tohoto storse objevuje nagled’ Seuratoidea
zastupujici na jedné¢tvi celed Quimperiidae RParaquimperia africanpa na druhé &tvi
¢eled Cucullanidae Cucullanus baylisi a Truttaedacnitis truttap Poloha celedi
Quimperiidae, ktera twd sesterskou skupinu k digb podpdenému klastru zbyvajicich
zastupa Spirurina podle De Ley a Blaxtera (2002), je pdépa jen velmi nizkou posteriorni
pravdEpodobnosti i nizkym bootstrapem. @vddu nepibuznosti této skupiny se skupinou
Spirurina podle De Ley a Blaxtera (2002) a tedy méoparafylie celého “clade III” byl
sestrojen strom, dohozZ byli zahrnuti vybrani zastupci skupiny Chrom@a@Obr 6). V této
analyze se “clade 1lI” jevi jako monofyleticky, astatistickd podpora uklspojujicich tyto
skupiny je stale relativnnizka.

Podle pedchozi analyzy “clade IlI” (Obr. 5) se na tomtdofyenetickém strogn
nachazi jediny monofyletick§ad, a tardd Oxyurida, ostatrifady (Ascaridida, Rhigonematida
a Spirurida) jsou parafyletické. Zastuptddu Spirurida (vyjmaiech druli ze dvou

nadteledi),fadu Ascaridida (krogétyr zastupé ze tech nadeledi),fadu Rhigonematida a
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fadu Oxyurida tvi ve stedni¢asti stromu polytomii. ¥Sina druli fadu Spirurida séadi do
klastru na vrchnéasti stromu adi se zde do dvou morfologicky i molekul&rdefinovanych
podadi Camallanina a Spirurina Chitwood, 1937. Zastupatkaeledi Anguillicoloidea
(Camallanina) a Gnathostomatoidea (Spirurina) jgoistni na vzdalené &tvi tvorici velmi
dohkie podpéenou sesterskou skupinu ke vSem zmym fadim (viz vySe), ktera seied
doplrenim datasetu o druhy z nadedi Seuratoidea nachazela na bazi celého “cliddgikz
Wijova a kol. 2006).

Monofylie nadeledi Dracunculoidea je po povySedéledi Anguillicoloidea na
nadieled silné podpdena. Sesterskou skupinu k Dracunculoidea fitvaadieled
Camallanoideaceled Camallanidae), ktera je ro¥h monofyleticka s dobrou statistickou
podporou. Dracunculoidea zahrnuje monofyleticigdedi Dracunculidae, Micropleuridae,
Daniconematidae a parafyletické Philometridae ajaBklanidae. Sild podpdena cast
Philometridae tvii sesterskou skupinu deledim Dracunculidae a Micropleuridae
s nejasnymi vztahy. Obrazek 7 zobrazuje fylogekgtistrom sestrojeny z datasetu
obsahujicim pouze zastupce Dracunculoidedirgadi tak detailgjSi pohled na fibuzenské
vztahy uvnit tohoto taxonu. Polytomie je eliminovana Micropleura australiensis
(Micropleuridae) zde tvd sesterskou skupinudeledi Dracunculidae. Sesterskou skupinu ke
ttem zmignym celedim tvdi skupina zahrnujici Skrjabillanidae, Daniconemetica¢ast
Philometridae Rhilonemasp.). Mexiconema africanunfDaniconematidae) selenuje mezi
zastupce skrjabilanid a tvai sesterskou skupinu k dnmm Micropleura australiensisa
Skrjabillanus scardinii Tyto # druhy jsou umisiny na jedné &tvi s casti celedi
Philometridae zastoupenédiva druhy Philonemasp. aPhilonema oncorhynchijez tvai
k zmingnym dwmaceledim sesterskou skupinu.

Vztahy dvou v analyzach nejvice zastoupen§eledi Philometridae a Camallanidae
ilustruji fylogenetické stromy na Obr. 7 a 8led Philometridae byla v prvni analyze
zkoumana v ramci celé n&ledi Dracunculoidea (Obr. 7). Druhy fylogenetickyom se
zametuje pouze na tut@eled (Obr. 8). OB tyto analyzy podporuji vysledky zgxchozi
studie (Wijova a kol. 2006). RodRhilometrg Philometroidesa Dentiphilometra i pres
doplréni datasetu o dalSi druhy, zdéstavaji parafyletické. Ddb statisticky podp@na
vétev s d¥ma jihoamerickymi druhy Nilonema senticosuma Alinema amazonicum
odcElujici se od ostatnich drihje doplréna dalSimRumai rumaj ktery se nachazi na
spole&né tvi sNilonema Z fylogenetického stromu zkoumajiciho vztahy tivrieledi
Camallanidae je patrné, Ze ro@amallanusa Procamalllanus ale i podrodyProcamallanus

a Spirocamallanugsou parafyletické (Obr. 8).
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Sesterskou skupinu pfitlu Camallanina t#6 morfologicky definovany paéd
Spirurina Chitwood, 1937. Toto&teni je podpieno v jedné analyze vysokou posteriorni
pravdEpodobnosti (0,95), zatimco ML analyza vykazuje wizbootstrap (34). Pd@édd
Spirurina Chitwood, 1937 se ro#dje do dvou stabilnich &vi, z nichZ prvni je tviiena
jednou monofyletickou na&eledi Acuaroideacgled’ Acuaridae) aiemi parafyletickymi
nacdteledmi Habronematoidea, Physalopteroide®ldd’ Physaloperidae) a Thelazioidea.
Zajimavym vysledkem je, Ze s#st nadeledi Physalopteroidea (s druhddeliconema
longissimun odStpuje od pibuznych rod (Physalopterasp., Turgida sp.) nachazejicich se
na bazi této &tve a \lenuje se mezi Habronematoidea a Acuaroidea. Druékévwzahrnuje
zéstupce parafyletickych n&ledi Filarioideadeled Onchocercidae) (Obr. 9), Thelazioidea,
Habronematoidea a n&all’ Diplotriaenoideadeled’ Diplotriaenidae) s jedinym druhem. Obr.
9 ilustruje parafyliiceledi Cystidicolidae a Thelaziidae, monofyeledi Rhabdochonidae a
Celedi Tetrameridae a Habronematidae, které jsououpsny pouze jednim druhem.
Vysledky analyzy dokazuji, Ze rodyNeoascarophis Spinitectus (Cystidicolidae),
Rhabdochona(Rhabdochonidae) a druReliconema longissimungPhysaloperidae) jsou

monofyletické a doile podpdené na rozdil od roddiscarophisjez je parafyleticky.

»
»

Obr. 5. Fylogeneticky strom “clade III” (pddd Spirurina podle De Ley a Blaxtera (2002)) sgstip
Bayesianskou inferenci (Bl) vypitany z 7,5 x 10 generaci. Podpory uzludavaji posteriorni
pravdipodobnost pro 1 x IQyeneraci (piet odstrasnych generaci — burn-in = 2,5 x ®hodnoty
bootstrapu z analyzy ML (get opakovani 1000). Nevziskané sekvence jsou ozZeay twné.
Ozna&eni — ukazuje, kde se topologie Bl a ML neshodBjné kruhy znazawji podporu uzi
s BI=1.0 a ML>90. Prazdné kruhy znéaitoji podporu uZi s BI>80 a ML>70.Vétev, na které se
nachazBrevibuccasp., je zkracena o diretiny.
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CAMALLANINA

0.89/60

0.51/54

SPIRURIDA

0.95/34]

0.99/65
I~

0.87/65
0.66/59

SPIRURINA
\
0.90/52

0.85/53
0.97/63
0.92/51

]
I~

0.53/35
0.86/54 ~

SPIRURIDA

/// |l

N

0.90/60

/

0.73/70

Philometra sciaenae
Philometra nemipteri
Philometra madai
Philometra saltatrix
Philometra sawara
Philometra lateolabracis
A Philometra cyprinirutili
J Philometra ovata
Philometroides sanguineus
Philometra lati
Philometra morii
Philometra sp.
Dentiphilometra lutjani
Philometra brevispicula
Philometra ocularis
Caranginema americanum
Philometra sp.
Philometra obturans
\ll_— Philometra floridensis
Philometra diplectri
Margolisianum bulbosum
Philometroides grandipapillatus
\.E Philometra spiriformis
Philometra bagri
Philometra gymnosardae
Philometroides seriolae
— Afrophilometra hydrocyoni
Rumai rumai
Nilonema senticosum
Alinema amazonicum

Dracunculus insignis )
_&Dracunculus medinensis Dracunculidae
Dracunculus insignis

3

Philometridae

Mexiconema africanum 3 Daniconematidae
3

Philonema oncorhynchi p :
Philonema sp. 4 3 Philometridae
Procamallanus (Procamallanus) pacificus
Procamallanus (Spirocamallanus) rarus
Procamallanus (Procamallanus) fulvidraconis
Procamallanus (Procamallanus) laeviconchus
Camallanus carangis
Procamallanus (Spirocamallanus) lethrini
Procamallanus (Spirocamallanus) istiblenni
Procamallanus (Spirocamallanus) rebecae Camallanidae
Procamallanus (Procamallanus) sigani
Procamallanus (Procamallanus) pintoi
Camallanus lacustris
Camallanus oxycephalus

0.73/53
0.67/51
0.84/38

0.81/50

'—— Cruzia ame

Camallanus hypophthalmichthys
Camallanus cotti

———— Procamallanus (Spirocamallanus) rarus
fystidiqua( /{arionish_ ) arci

scarophis (Ascarophis) arctica .
Neoascarophis macrouri } Habronematoidea
Neoascarophis longispicula
Heliconema longissimum f
Heliconema Iongissimum } Physalopteroidea
MEetzl}ronelr)na mﬁgnum 3 Habronematoidea
chinuria borealis .

Synhimantus laticeps } Acuaroidea
Ascarophis (Dentiascarophis) adioryx ¥ Habronematoidea
Rhabdochona (Rhabdochona) hellichi hellichi
Rhabdochona (Rhabdochona) denudata
Rhabdochona (Rhabdochona) hospeti Thelazioidea
Rhabdochona (Rhabdochona) hellichi turkestanica
Rhabdochona (Globochona) mazeedi
Salmonema ephemeridarum

Spinitectus tabascoensis } Habronematoidea
Spinitectus carolini
Turgida torresi
Turgida turgida .

Physaloptera alata } Physalopteroidea

Physaloptera sp.

Thelazia lacrymalis 3 Thelazioidea '
Tetrameres fissipina 3 Habronematoidea

Spirocerca lupi 3 Thelazioidea
Cymea mansioni 3 Habronematoidea
Goezia spinulosa

Goez ]

ntis A ' .
Ascaridida

Paraspid
Raillietnema sp

3

'————— Heterakis gallinarum } A idid
Rondonia rondoni Steclisllor

Gnathostoma binucleatum i
::f Gnathostoma turgidum } Gnathostomatoidea
Anguillicoloides crassus 3 Anguillicoloidea

Paraquimperia africana
Cucullanus baylisi } Ascaridida

Tylocephalus auriculatus
Plectus aquatilis
Anap/ectq.? sp.

1/ Brevibucca sp.

0.1

Myolaimus sp.
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0.99/- Pratylenchus thornei
Meloidogyne incognita

Scutellonema bradys
Criconema sp.
Geocenamus qadrifer
Tylenchidae gen. sp.

Panagrolaimus sp.
0.99/- Subanguina radicicola

Boleodorus thylactus

Aphelenchus avenae

1.00/- Zeldia punctata
0.89)- Cervidellus alutus
| Strongyloides ratti
Brevibucca sp.
Brugia malayi
0.94/54 Dirofilaria immitis
O9ioe Ascarophis arctica
0.04L Philonema sp.
0.96/- Toxocara canis
Brumptaemllllus justini SPIRURINA
Heterakis sp.
Dentostomella sp.
o Gnathostoma turgidum
u Paraquimperia africana
_{ Cucullanus baylisi
Truttaedacnitis truttae
Nippostrongylus brasiliensis
Strongylus equinus
Rhabditis myriophila
0.547 Caenorhabditis elegans
N 2% Teratorhabditis synpapillata

Aduncospiculum halicti

Bunonema franzi
Rhabditoides inermis

Myolaimus sp.

'— Teratocephalus lirellus

Tylocephalus auriculatus

Axonolaimus helgolandicus

Desmolaimus zeelandicus

0.96/50

0.59/35

0.51/23

0.98/62

Cyartonema elegans
Terschellingia longicaudata
Isolaimium sp.

Sabatieria punctata

Sphaerolaimus hirsutus
Daptonema procerus
Tridentulus sp.

Chromadora nudicapitata
Co.77/26 ) i{
Qoreey Dichromadora sp.
Cyatholaimus sp.
N . .
>|— Calomicrolaimus parahonestus
Monoposthia costata
_DCatanema sp.
Desmodora ovigera
Aporcelaimellus obtusicaudatus

Prionchulus muscorum
Trichinella spiralis

0.57/53

Alaimus sp.
0.1

Obr. 6. Fylogeneticky strom skupiny Chromadoria sestrojBayesianskou inferenci (Bl) vypibany

z 4 x 16 generaci. Podpory uzludavaji posteriorni praggodobnost pro 5 x f0generaci (piet
odstranych generaci — burn-in = 1 x hodnoty bootstrapu z analyzy ML @&t opakovani 500).
Nowe ziskané sekvence jsou oZany twné. Ozna&eni — ukazuje, kde se topologie Bl a ML neshoduiji.
PIné kruhy znazawiji podporu uzi s BI=1.0 a ML>90. Prazdné kruhy znamgji podporu uz

s BI>80 a ML>70.
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0.56/49

Caranginema americanum

Philometra sp.

Philometra obturans

Philometra floridensis

Philometra diplectri
4 Margolisianum bulbosum
Philometroides grandipapillatus

0.68/- |

0.67/55

0.96/33 Philometra morii
0.65/- .
u Philometra sp.
1.00/67 N

Dentiphilometra lutjani

Philometra brevispicula

Philometra ocularis
0.99/|

r Philometra gymnosardae
Philometroides seriolae
q Philometra spiriformis

Philometra bagri
Afrophilometra hydrocyoni

Philometridae

Philometra lati

—C
0.71/53 \

Philometra sciaenae
Philometra nemipteri

Philometra madai
Philometra saltatrix

Philometra sawara
Philometra lateolabracis

Philometra cyprinirutili
Philometra ovata

Philometroides sanguineus

Rumai rumai
— @ . .
Nilonema senticosum
Alinema amazonicum

Dracunculus insignis

Dracunculus medinensis } Dracunculidae
Dracunculus oesophageus

3
| Mexiconema africanum 3} Daniconematidae
3
Philonema oncorhynchi ) )
) } Philometridae
Philonema sp.

Camallanus oxycephalus

Camallanus hypophthalmichthys
Procamallanus pintoi

0.1

Obr. 7. Fylogeneticky strom na&eledi Dracunculoidea sestrojeny Bayesidnskou infedrgBl)
vypagitany z 3 x 1B generaci. Podpory uzposteriorni pravthodobnost pro 5 x f@eneraci (peet
odstragnych generaci — burn-in = 2 x ®hodnoty bootstrapu z analyzy ML @&t opakovani 500).
Nowe ziskané sekvence jsou oZany twné. Ozna&eni — ukazuje, kde se topologie Bl a ML neshoduiji.
PIné kruhy znazawji podporu uzi s Bl=1.0 a ML>90. Prazdné kruhy znaaai podporu uzi

s BI>80 a ML>70.
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0.75/95

0.71/94

Philometra diplectri

Margolisianum bulbosum
Philometroides grandipapillatus
Philometroides ganzhounensis *

Philometra clavaeceps *

0.85/- Philometroides fulvidraconi *

Carangi ameri
Philometra sp.
Philometra floridensis

0.79/70

Philometra obturans
Philometra morii
Philometra sp.

0.99/52

Dentiphilometra lutjani

Phil 1’

Philometra brevispi

061 Phil tra ocularis

Philometra lati
Philometra gymnosardae
Philometroides seriolae

0.96/-

Philometra spiriformis
Philometra bagri
Afrophilometra hydrocyoni
Philometra sciaenae
Philometra nemipteri
Philometra madai
Philometra saltatrix
Philometra sawara
Philometra lateolabracis
Philometra cyprinirutili

0.75/-

0.96/62

0.91/58

Philometroides cyprini *
Philometra ovata
Philometroides sanguineus
Philometroides pseudorasbori *
Philometroides carassii *
Phllornetra fujimotoi *
C/awnerna parasiluri *

Rumai rumai
Nilonema senticosum
Alinema amazonicum

Dentiphilometra monopteri *

Dracunculus insignis
[_L Dracunculus medinensis

Dracunculus oesophageus

////

(Spirc ) lethrini
0.79/78 Procamallanus (Spirocamallanus) istiblenni

Procamallanus (Spirocamallanus) rebecae

Il; (Pr llanus) sigani

Procamallanus (Spirocamallanus) pintoi

Pre II; ) fulvidraconis
us (Pr ] ) laeviconchus
Procamallanus (Procamallanus) pacificus
Procamallanus (Spirocamallanus) rarus

Camallanus carangis

- C Il hypl't‘L hal ich L)’
-\5— Camallanus oxycephalus
- Camallanus cotti
L Camallanus lacustris
Prc Il (Spirc Il ) rarus
Philonema oncorhynchi
0.1
Obr. 8. Fylogenetické stromyeledi Philometridae a Camallanidae sestrojené Bayssou inferenci

(Bl) vypocitané z 3,5 x 10a 3 x 16 generaci. Podpory uzlLidavaji posteriorni pra¥godobnost pro
5 x 10 generaci (peet odstradnych generaci — burn-in = 1,5 x%48 2 x 16)/hodnoty bootstrapu
z analyzy ML (pget opakovani 500). N@vziskané sekvence jsou ozmay twné. Ozn&eni —

ukazuje, kde se topologie Bl a ML neshoduji. PInéhi znazotiuji podporu uzi s BI=1.0 a ML>90.
Prazdné kruhy znéaziawji podporu uzi s BI>80 a ML>70. Huzdicky oznauji kratké sekvence.
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Cystidicola farionis

0.50/46 Ascarophis (Ascarophis) arctica o
Cystidicolidae
Neoascarophis longispicula

0.51/43 . .
Neoascarophis macrouri

0.91/39 Heliconema longissimum

} Physalopteroidea
Heliconema longissimum

0.66/39 | ——— Metabronema magnum 3} Cystidicolidae
Echinuria borealis
—é } Acuaroidea

Synhimantus laticeps

Ascarophis (Dentiascarophis) adioryx } Cystidicolidae

Rhabdochona (Rhabdochona) hellichi hellichi

0.58/51
Rhabdochona (Rhabdochona) hospeti

Rhabdochona (Rhabdochona) hellichi turkestanica Rhabdochonidae
Rhabdochona (Rhabdochona) denudata

Rhabdochona (Globochona) mazeedi

0.78/67 | Salmonema ephemeridarum

Spinitectus tabascoensis Cystidicolidae
Spinitectus carolini

Turgida torresi

Turgida turgida

Physalopteroidea
Physaloptera alata y P !

Physaloptera sp.

{ Tetrameres fissipina 3 Tetrameridae
0.75/54

Thelazia lacrymalis 3 Thelaziidae
1
Spirocerca lupi 3 Thelaziidae

Cyrnea mansioni } Habronematidae

| Philonema oncorhynchi

Camallanus cotti
0.1

Obr. 9. Fylogeneticky strom pd@ddu Spirurina Chitwood, 1937 sestrojeny Bayesiamgkizrenci (BI)
vypositany z 3 x 10generaci. Podpory uzlidavaji posteriorni praggodobnost pro 5 x f@eneraci
(poet odstratinych generaci — burn-in = 2 x 9YModnoty bootstrapu z analyzy ML @& opakovani
500). No¢ ziskané sekvence jsou oZaay twné. Ozna&eni — ukazuje, kde se topologie Bl a ML
neshoduji. PIné kruhy znazwiji podporu uzi s BI=1.0 a ML>90. Prdzdné kruhy zn&#aji podporu
uzli s BI>80 a ML>70.
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5. DISKUSE

Tato prace navazuje nadepchozi studie Wijové (Wijova 2004, 2006, Wijov&dal.
2005, 2006), kter4 se zabyvala fylogenetickymi kytalrakunkuloidnich hlistic v rdmci
podadu Spirurina podle De Ley a Blaxtera (2002) gdvna zaklad srovnani sekvenci genu
pro malou ribozomalni podjednotku. Mnohé z vystetto studie podporuji jeji zéwy, na
druhou stranu ale podstatné réedi druhového spektra ukazalo &kalika pripadech na
odlisnosti v pibuzenskych vztazichekterych skupin.

Dosavadni prace zabyvajici se molekularni fylogémdistic se vyznaji znanou
nevyvazenosti studovanych vzarkZatimco naprostouétsinu dosud studovanych hlistic
piedstavuji skupiny vokh zZijicich druli a parazii rostlin, p@&ty osekvenovanych hlistic
cizopasicich v obratlovcich ttigen nepatrnodast (ve skupiti ozn&ované jako “clade 111"
v praci Blaxtera a kol. 1998) v recentnich molekud&ylogenetickych studiich, coz snizuje
jejich pouzitelnost pro vyti@ni novych klasifikénich systéra v ramci kmene Nematoda
(De Ley a Blaxter 2002, 2004, Holterman a kol. 200&dler a kol. 2007, van Megen a kol.
2009).

Vysledkem této studie je podstatné réesi p@tu osekvenovanych drahhlistic
cizopasicich u obratlovc(prevazr ryb), a to celkem o 36 nominalnich diéuh poddrufi
nalezicich k10 celedim, pevazr z nadeledi Camallanoidea, Dracunculoidea,
Habronematoidea a Thelazioidea. Me&nito druhy se objevuji poprvé zastupszledi
Daniconematidae Mexiconema africanuijna Quimperiidae Raraquimperia africana a
rovnéZz prvni druhy dive nestudovanych radCystidicola (C. farionig, Metabronema(M.
magnum a Salmonema(S. ephemeridarumz ¢eledi Cystidicolidae,Afrophilometra (A.
hydrocyon), Carangiema(C. americanun a Rumai (R. ruma) zceledi Philometridae a
EsocinemaE. bohemicuinz ¢eledi Skrjabillanidae. Wad piipadi jde o unikétni materialy
casto teprve nedavno popsanych novych dlhlfstic.

Molekularni fylogenetickd analyza na bazi SSU rRNAn zaloZzena na nev
ziskanych sekvencich a sekvencich vybranychideufienové banky umoznila noposoudit
fadu gibuzenskych vztahu ®chto parazii. Ze ziskanych vysledklze vyvodit, Zeceled
Cucullanidae Cucullanus baylisia Truttaedacnitis truttad= Cucullanus(Truttaedacniti
truttag) tvoii bazalni skupinu Spirurina podle De Ley a Blaxt€2802), jejiz sesterskou
skupinou jeteled” Quimperiiidae Paraquimperia africanp Anderson a kol. (2009) untigji
Cucullanidae a Quimperiidae do @atbdi Seuratoidea, jejiz zastupci se vyagianékterymi
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archaickymi znaky. Podle sétgkého systému hlistic jsou tyto skupifazeny do poihdu
Cucullanata a jsou povazovany za nikwiek mezi Ascaridata a Spirurata (lvaskin a
Chromova 1976). Zastupci Cucullanidae a Quimpegiidaopasi ve gw studenokrevnych
obratlova (hlavre ryb), ale téz obojzivelnika plaz (Zelv). Goezia spinulosge umistna na
stejné ¥tvi jako Goezia pelagiacoz potvrzuje Zazeni rodu do na&eledi Ascaridoideaadu
Ascaridida — podle De Ley a Blaxtera (2004) @edi Raphidascarididae (zastupci jsou
strevnimi parazity ryb).

Camallanoidea a Dracunculoidea ifivanonofyletickou skupinu vytw@jici dw
zietelné vyvojové linie, coz gd¢i o vzdalené vzajemnéiipuznosti obou skupin. Tyto
skupiny maji podobny ontogeneticky vyvoj — vyZuaj se ovoviviparii, mezihostitelem jsou
vodni korySi hlavi podadu Copepoda (buchanky), méégasto Branchiura (k&pci)
(Anderson 2000). Pozoruhodnym vysledkem, kterynazn&ili Wijova a kol. (2006), je, Ze
Philonemasp. spolu se zastupétledi Skrjabillanidae a Daniconematidaetrivaamostatnou
skupinu od&tpujici se od ostatnich Dracunculoidea. ChitwoodB{)%a&adil rod Philonema
do ¢eledi Philometridae, ale upozornil, Ze se liSi sthtmich rod mnohojadernymi jicnovymi
Zlazami. Ivaskin a kol. (1971) ustanovili samostatpodeled’ Philoneminae v ramaieledi
Philometridae na z&klédmnohojadernych jicnovych Zl4z a koénického zadrkboce &la.
Toto prejima i Chabaud (1975), avSak p#zdloravec (2006) gemig’uje rodPhilonemana
zaklad stavby jicnu a celkové morfologieceledi Philometridae doéeledi Micropleuridae,
pocteledi Micropleurinae (pagkled” Philoneminae neuznava). Jak vSak ukazuji vysledky
molekularniho studia, rodyhilonema a Micropleura tvori dw odliSné vyvojové linie
(Wijova 2006, Wijova a kol. 2006, tato studie), iétge mozné v systému drakunkuloidnich
hlistic povazovat za dvodliSné celedi. K podobnym vysledikn dosgl i Nadler a kol.
(2007). Je proto mozné povysit geted Philoneminae Ivaskin a kol.,, 1971 reled
Philonemidae a povazovat tento taxon za validni.

Velmi dulezitym vysledkem je ustanoveni fylogenetické pezioduMexiconema-
jako prvniho zastupceéeledi Daniconematidae, kterd ukazuje, Ze tytoibdgpati do stejné
vyvojoveé linie jako typiti zastupciceledi Skrjabillanidae Nolnaria (= Kalmanmolnaria a
Skrjabillanug, ktera je umisina na stejnédtvi s ¢eledi Philonemidae. Naopak zajimaveé je
postaveni roduEsocinema rovréz ustanoveného v ramcieledi Skrjabillanidae, ktery je
vzdalerjSi od typickych skrjabilanoidnich rédnez MexiconemaMoravec (2006) wlenil
Esocinemado samostatné poeledi Esocineminae, zatimco nominotypicka Jedel’
Skrjabillaninae obsahuje rodyalmanmolnaria (syn. Molnaria), Sinoichthyonemaa

Skrjabillanus Jde vesws o tkdiové parazity ryb vyvijejici sei@s krevsajici kafpvce,
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zatimco monofyleticka linie Philoneminae ma zastupavréz cizopasici ve sladkovodnich
rybach, ale vyvoj probiha gasti buchanek.

Z vysledki je patrné, Ze€eled Philometridae je monofyleticka. Fylogenetické styo
obsahuji velky p&et molekulars studovanych druh (30), z nichZz polovina (15) je poprvé
uvadtna v této praci a zahrnuje i zastupcéivel neuvadnych rodi Afrophilometra
Caranginemaa Rumai Zastupci rod Philometraa Philometroidesjsou parafyletické, coz
muze znamenat, Ze tyto rody jsou &léna Ze neobrazeji skdtee fylogenetické vztahy;
nevyskytuji se vSak u linie tvené rodyAlinema Nilonema Rumaj vesngs zahrnujici druhy
vyskytujici se vyldné ve sladkovodnich rybach Jizni Amerikilihema Ruma) nebo Jizni
Ameriky a Afriky (Nilonemd. Na rozdil od jinych filometer se tyto druhy vynji porékud
odliSnou stavbou jicnu ackterymi specifickymi znaky ve stawbhlavového konce, nebo
dokonce pitomnosti funkni vulvy u Alinema ktera je u ostatnich filometer v dekpsti
atrofovana.

Dalsi linii predstavuji druhy rail Philometraa Afrophilometraze sladkovodnich ryb
v Africe; pres fiznou lokalizaci v hostiteli — duténtéIni (P. lati), v Zabernich obloucich a
skielich P. spiriformig, pod Kizi (P. bagr) a ploutvich A. hydrocyoni (Moravec a kol.
2009), a pes fylogeneticky vzdalené hostitele (rybyami Characiformes, Perciformes a
Siluriformes) pedstavuji tyto hlistice samostatnou vyvojovou lpiiuze ale v jedné analyze.
Ve dvou zbyvajicich stromech se tato skupina roapddalsi skupinu tMd 3 druhy
z evropskych sladkovodnich rybeledi Cyprinidae, z nichZPhilometra cyprinirutili a
Philometra ovatgsou cizopasniky dutinyini, zatimcoPhilometroides sanguineyes parazit
ploutvi. Jak jiz nazrdli Wijova a kol. (2006) fylogeneticky strom zahiiai zastupce
filometer s kratkymi sekvencemi ukazuje, Ze setd skupirg pripojuji jeS€ 3 asijské druhy
Philometroides cyprini Philometroides carassii Philometroides pseudorasborize
sladkovodnich rylgeledi Cyprinidae. Sesterskou skupinu k nimitvdva druhy pochazejici
také z Asie,Philometra fujimotoize sladkovodnich ryteledi Siluriformes aClavinema
parasiluri ze sladkovodnich rykeledi Perciformes.

Skupina tvéena druhyPhilometra lateolabracisP. madaj P. nemipteri P. saltatrix
P. sawaraa P. sciaenaepiredstavuje druhy z niskych perciformich ryb, vesia parazii
gondd, ¥tSinou z oblasti Tichého ocednu u Japonska, pBuzaltatrixpochazi z vychodni a
zapadnicasti Atlantického oceanu u Severni Ameriky a z Byr¢Stedozemni mie). Zde
jde tedy spiSe o stejnou lokalizaci v hostiteli negeografickou izolaci nebo zavislost na typu
hostitele, i kdyz dalSi druh rod®hilometra z gonad miskych perciformich ryb,P.

floridensis je geneticky odliSny a nalezi k jiné vyvojovéiiliTaké dalsi dé hlavni linie jsou
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piedstavovany druhyipvazi z maskych perciformich ryb, které vSak cizopasi pddik
hlavy, v dutirg astni, v ploutvich, ve svalowna v a@nich orbitech. Na jednéétvi jsou
umisgény druhy Caranginema americanura Philometrasp., jejiz sesterskou skupinu &ivo
dva druhy Philometra floridensisa P. obturans (posledni druh z krevniho & Stik

v Evrops). Jeji sesterska skupina je itgna druhyPhilometra diplectri Philometroides
grandipapillatusa Margolisianum bulbosunigenus et species inquirendae — smichané druhy
Philometra overstreeti- Philometroides paralichthydis- viz Moravec a de Buron 2006).
VSechny tyto druhy se vyskytuji v rekych rybach zapadniho Atlantiku. K této skupse
piitazuje jako sesterska skupina sladkovodnichtdRMiilometra clavaecep®hilometroides
fulvidraconi a P. ganzhounensis(= Philometroides pseudaspii vesnés parazit
sladkovodnich ryb vychodni aistini Asie (rusky Dalny Vychod;ina, Mongolsko). Zatimco
prvni druh cizopasi v duténtéIni ryb, oba zbyvajici v jejich podkoznich tkaniéruha linie
je predstavovana druhyhilometra morii a Philometra sp. (ol formy predstavuji dva
morfologicky blizce pibuzné druhy cizopasici v rybackledi Serranidae) a fylogeneticky
porekud vzdalegjSim druhem Dentiphilometra lutjani a sesterskou skupinou temou
Philometra brevispiculaa Philometra ocularis VSechny tyto druhy s vyjimkou posledniho
jsou roz&ieny v oblasti zapadniho Atlantiku (Mexicky zélivKaribské mae), zatimcoP.
ocularisv Pacifiku (Japonsko, Nova Kaledonie).

Zbyvajici skupinu tvii dva druhy, oba =z niskych perciformich rybceledi
Scombridae, z nichPhilometra gymnosardage parazitem dutinyéini tunaki v Indickém
oceanu (Maledivy), zatimcBhilometroides seriolagizopasi ve svalovinryb roduSeriola
v Tichém oceanu (Japonsko). | kdyz v tomidppc by snad mohlo jit o speciacichto
parazifi v zavislosti na hostitelich a jejich geografickalaci, vzhledem k malému @i
studovanych druh je spiSe prawpodobné, Zze jde o ndhodnotiuznost hostitél téchto
hlistic. Je pozoruhodné, Zeled’ Philometridae tvid sc¢eledi Dracunculidae a Micropleuridae
monofyletickou skupinu. Podle fylogenetického sttom podle typu hostitél recentnich
zastupé téchto celedi (viz Moravec 2006) Ize usuzovat, Ze jako prsa od linie vedouci
k Philometridae (ves#és parazii ryb) odSépila celed Micropleuridae (paraziti Zraldk
obojzivelnilid a plaZ, hlavre krokodyk) a teprve pozgi ¢eled Dracunculidae (paraziti
teplokrevnych obratlovic— ptaki a savé).

Nadteled Camallanoidea (s jedinoteledi Camallanidae) je monofyleticka a ifivo
sesterskou skupinu k Dracunculoidea. Zatimco v3eshadkovodni druhy rodCamallanus
tvoii jednu vyvojovou linii, Camallanus carangiz mdskych ryb ukazuje naiflbbuznost

k jiné linii vedouci ke sladkovodnim a tisgym formam roduProcamallanus Vzhledem

37



k tomu, Ze zastupci rod@rocamallanugvéetné podrodi Procamallanusa Spirocamallanups
se objevuji vitznych vyvojovych liniich, fedstavovanych druhy z rekych i sladkovodnich
ryb riznych kontinent, I1ze gedpokladat, Ze tyto rody, £ amallanusa Procamallanugsou
uneélé a neobrazeji ifbuzenské vztahy. iBkvapujici je také odlisSné umisi hlistic
Procamallanus(Spirocamallanup rarus pochazejicich ze dvouiznych hostitel z Peru.
V daném pipadt miZe jit o chybnou determinaci jedingného druhu.

Jak podle satasného systému hlistic zalozeného na morfologbl§Gns 2010), tak i
podle molekularniho systému (De Ley a Blaxter 2Q& nami studované spirurinni hlistice
ke tem celedim: Cystidicolidae (Habronematoidea), Rhabdoite® (Thelazioidea) a
Physalopteridae (Physalopteroidea). Nadler a Rfl07) vSak wylenuji pro Cystidicolidae
novou nadeled’ Spiruroidea. Z fylogenetického stromu ale vyply¥@,i kdyz zastupcithto
téi ¢eledi z ryb jsou umishi na jedné ¥tvi, dalSi gedstavitelé stejnych naeledi z ptak a
sava@ se vyskytuji v jinych vyvojovych liniich, a jsoudiz parafyletiti. Je tedy #jmé, ze
nadieledi Habronematoidea, Thelazioidea a Physalogtesoi dale jmenovana Spiruroidea
jsou untlé taxony, které neodpovidajifipuzenskym vztaim. Podle morfologického
systému jsou rybi zastupci dosavadeliedi Physalopteridaizeni do poéeledi Proleptinae
(Moravec a kol. 2007, Anderson a kol. 2009); v madw bude nutnéiejme tuto podeled
povysit na samostatnateled’, zatimco dalSi existence ratedi Physalopteroidea je zatim
nejasna.

Z vysledki analyzy vyplyva, Ze Proleptinae fado stejného klastru s Cystidicolidae a
Rhabdochonidae z ryb, ale i s Acuarioidea z{tdkylogeneticky strom doklada, Ze rybi
druhyceledi Cystidicolidae a Rhabdochonidae se vyskytijilvou zetelnych liniich, z nichz
RhabdochonidaeRhabdochongpje monofyleticka a vyskytuje se jen u jedné zwnie niz
vSak nalezneme ro¥a 3 zastupce rad(Salmonema Spinitectuyfazenych doposuddeledi
Cystidicolidae. K této &tvi tvoii sesterskou skupinurgvazre zastupci Cystidicolidae spolu
se zastupci Acuarioidea a rybimi Physalopteroid®azoruhodna je vzajemna vzdalenost
druhi Ascarophis arcticea Ascarophis adioryxa umisini Metabronema magnunZatimco
Metabronemaa Cystidicolazahrnuji parazity plovaciho dohyfe ryb, zastupcAscarophisa
Neoascarophisjsou parazity zazivaciho traktu (zaludku). Zajignge i umisini druhu
Salmonema ephemeridarursladkovodniho parazita lososovitych ryb, jehozZrfologie i
biologie se velmi podoba rekym drulim rodu Ascarophis Ve druhé linii pozorujeme
vyrazné oddleni druhuRhabdochona mazeedd ostatnich studovanych zastaptohoto
rodu, coz rejm¢ obrazi skuténost, ze tento druh nalezi k podro@obbochonaMoravec,

1975, zatimco ostatni k nominotypickému podrd@habdochona Tato pozice zastupce
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podroduGlobochonanazngéuje, Ze by tento taxon ¢hbyt povySen na rod. Fylogeneticky
strom roviéZz ukazuje na genetickou odliSnost populgbiabdochona hellichk evropskych
parem a z ryb rod&chizothoraxz orientalni oblasti; abpopulace jsou nyni povazovany za
samostatné poddrul®: hellichi hellichiaR. hellichi turkestanicgviz Moravec a kol. 2010),
ale mohly by ve skutmosti gredstavovat samostatné druhy.

V uvedenych fylogenetickych stromech se nachéievs nizkou podporou v jedide
obou analyzach, vékolika pripadech se topologie navzajem liSi nebo dokoncéhainc
ke vzniku polytomie. MoZznymieSenim tohoto problému by bylo zahrnuti dalSich
variabilrgjSich geri (nag. LSU, ITS1 a ITS2) do analyz, které by mohlyingst

fylogeneticky relevantni informaci.
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. ZAVERY

Byly ziskanycést&né sekvence SSU rDNA 38 zasttpdistic fadu Ascarididageledi
Anisakidae, Cucullanidae a Quimperiidae fadu Spirurida, ¢eledi Camallanidae,
Cystidicolidae, Daniconematidae, Philometridae, falgpteridae, Rhabdochonidae a
Skrjabillanidae.

Vysledky této studie podporuji ungisi ¢eledi Cucullanidae na bazi p@dlu Spirurina
podle De Ley a Blaxtera (2002), které jiz bylo reamo van Megenem a kol. (2009).
Ziskana data dokladaji parafyéieledi Philometridae, a to na zaktagostaveni rodu
Philonema (pocteled Philoneminae), ktery t¢0 sesterskou skupinu deledi
Skrjabillanidae. Ztohoto todu by bylo vhodné paceled povysSit na celed
Philonemidae.

. DalSim taxonem, jehoz iz@eni nemusi odpovidat skétgm pribuzenskym vztaim, je
Esocinema bohemicunTento druh je dosudéiazen na zakladcelkové morfologie do
celedi Skrjabillanidae pagledi Esocineminae, avSak molekularni data naghaze
podeled’ Esocineminae by &a byt povySena na samostatnmled Esocinemidae, nebo
piipadré c¢eled Daniconematidae Mexiconema africanum pievedena do ¢eledi
Skrjabillanidae jako pagtled” Daniconematinae.

Srovnani velkého ptu sekvenci ziskanych od zastip®ledi Philometridae podporuje
jiz dtive zmirgnou parafylii rod Philometrg Philometroides Dentiphilometraa rovréz
validita no¥ zahrnutych rot@l Afrophilometraa Caranginemaneni podpiena. Vysledky
nazn#uji, Ze geograficka izolace nenitignou speciace této skupiny parézia
v minulosti patré nedoslo ani ke koevoluci s rybimi hostiteli. Nalg&upina zahrnujici
jihoamerické rodyAlinema Nilonemaa Rumaije umistna na samostatnétvi a vyrazr
se tak oddluje od ostatnich zastup¢eledi.

. Vysledky této prace potvrdily parafylii rddCamallanus a Procamallanus ¢eledi
Camallanidae, stefrtak i podrod Procamallanusg Spirocamallanus

. Molekularni data prokazala parafyléledi Physalopteridae a s@sré odliSné postaveni
pocteledi ProleptinaeHeliconema longissimune ryb. Na zakla#l tohoto vysledku by
mohla byt v budoucnu tato p&eled’ povySena naieled” Proleptidae. Parafylie byla
zjisténa uceledi Cystidicolidae a podpena u nac¢eledi Habronematoidea, Thelazioidea,

a Filarioidea &eledi Thelaziidae.
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8. Vysledky analyz row dokazuiji, Ze rodiNeoascarophisSpinitectusa Rhabdochongsou
monofyletické na rozdil od parafyletického rodiscarophis Dale se pod#da potvrdit
samostatnost podrédslobochonaa Rhabdochonakteré byly dosud oddbvany pouze
na zaklad morfologickych znak. Tento vysledek také naznge, Ze podrodlobochona
by mél byt povySen na rod.

9. Tato studie fispiva svymi vysledky k vyjasmi vztati mezi rekterymi ¢elecmi a rody
uvnité fadu Ascaridida a zejménadu Spirurida. Zarovetaké dokazuje, Ze &wvani
druhi nebo rod a jejich z@azovani do fislusnychceledi na zaklad morfologickych
znaki nemusi vzdy obrazet skdteé gibuzenské vztahy. Pro co nigprejsi klasifikaci je
tieba zkombinovat veSkeré dostupné morfologické #odiické Udaje s molekularnimi
daty.

10. Za¥rem lze konstatovat, Ze jéeba ziskat sekvence varialdjffich gerd a pokusit se
vyjasnit vztahy uvnit ¢eledi Philometridae a Camallanidae, ale iiadd Spirurina
Chitwood, 1937. Déle je nutné pokowat v ziskavani sekvenci dalSich drutejména
z dosud molekulag nestudovanych, morfologicky ustanovenyckledi jako jsou
Guyanemidae, Lucionematidae, Tetanonematidae, dtgplnit sekvence dalSich diuh

z podteledi Proleptinae cizopasicich u ryb.
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