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1 Uvod

Pfi dnesnim trendu neustale se zvySujiciho pocCtu obyvatel na nasi planeté, rostou 1
naroky na mnozstvi potravy, kterou je vramci uspokojujicitho zasyceni lidstva nutno
vyprodukovat. S tim je spojena ¢im dal vysSi potfeba zvySovani vynostu zemédé€lskych
ploch, které kvuli preplnéni planety jiz neni mozné dostateCné rozSifovat. Jednim ze
zpusobt, jak tento problém co mozna nejSetrnéji fesit, je zefektivnéni zemedélské vyroby,
diky ¢emuz by se mohla zvysit zemédelska produkce 1 bez zvétSovani zemeédelskych ploch.
Efektivité zemédeélské produkce vsak stale brani dilezity faktor, a to rostlinni skudci, ktefi
znehodnocuji zemédélskou urodu. Pied skidci je mozné rostliny chranit pomoci chemicky
vyrabénych pesticidi. Ty vSak maji ve vEtsi mife nepfiznivy vliv na zdravi ¢lovéka i na cely
ekosystém. Dalsi moznosti ochrany plodin je vyvijeni geneticky modifikovanych organismu
(GMO), coz s sebou nese podobna rizika. Z hlediska zdravi ¢lovéka 1 pfirodniho prostiedi se

Setrnou cestou jevi biologické ochrana zemédélskych plodin.

1.1 Biologicka ochrana

Biologickd ochrana predstavuje vyuziti prirozenych neptatel, jako jsou parazité,
predatofi nebo patogeny, k likvidaci rostlinnych skadcu (Stock, 2002, A). Jednémi z mnoha
adeptt na biologickou ochranu jsou v pudé€ Zijici hlistice, zejména entomopatogenni, tedy
napadajici hmyz. Entomopatogenni hlistice (EPN) s pomoci symbiotické bakterie zahubi
Sktidce bez zatizeni zivotniho prostiedi a neni tedy potieba pouzivat chemické pesticidy.
Utinnost hlistic je ovlivnéna n&kolika faktory. Takovymi faktory jsou piedeviim typ a
vlhkost pidy, vystaveni UV zafeni, nebo metoda aplikace hlistovek (Georgis et al., 2006).
V ptirozenych podminkéach totiz EPN mohou hubit jen ta vyvojova stadia hmyzu, ktera se
nachazeji v pud€, coz muze byt dost omezujici faktor. V posledni dobé€ se proto rozviji nové
aplikacni postupy. Hlistice jsou uzivany s pomocnymi latkami, které rozsifuji pole jejich
pusobnosti i do nadzemni Casti rostliny, kde maji larvy hlistic obvykle ztizeny pfistup (Lacey

et al., 2015).

1.2 Entomopatogenni hlistice (EPN)

Hlistice, latinsky Nematoda, jsou evoluéné mimoradné uspéSny kmen volné zijicich i
parazitickych zivocicha, ktefi se vyskytuji téméf ve vSech ekosystémech na svété. Popsano
je pres 20 tisic druhd hlistic, ale odhadovany pocet mize Splhat az k nékolika milionim
(Bongers & Ferris, 1999; Curtis & Sloan, 2004; Curtis et al., 2002; Rappe & Giovannoni,
2003; Torsvik et al., 2002).



Hlistice mohou zit ve vodé, ve vlhké pudé€, nebo ziji paraziticky. Z popsanych druht
tvofi 60 % zivocisnych ¢i rostlinnych paraziti, ale velka vétSina hlistic je dosud
nepopsanych, a mezi nimi pravdépodobné prevladaji volné zijici druhy (Puza, konzultace).
T¢lo hlistice je valcovité a ke konci zten¢ené (viz Obrazek 1). Povrch téla je tvofen
kutikulou, ktera jim umoziiuje paraziticky zptsob Zivota. Pro hlistice je typické tstni ustroji
se tfemi az Sesti pysky a zanimi hltan, umoziujici nasavani télnich tekutin od hostitele

(Adams et al., 20006, Jelinek & Zichacek, 2014).
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: -\1‘_ -;3..“ .«
Obrazek 1 Samec S.affine, foto V. Piiza
Entomopatogenni hlistice jsou obligatni parazité hmyzu. Napadaji vubec nejSirsi
spektrum hostitell, které zahrnuje hmyz mnoha rad a vzacnéji i jiné bezobratlé. Mizeme je
nalézt v pudach vétsSiny ekosystému svéta (Nermut’ et al., 2012). Jejich velikost se obvykle

pohybuje v rozpéti od 0,4 do 12 mm, kdy samicka je n€kolikanasobné& vétsi nez samec.

Entomopatogenni hlistice se deéli do dvou celedi, a to Steinernematidae
a Heterorhabditidae. Jejich strategie preziti je zalozena na symbiotickém vztahu
s gramnegativnimi  bakteriemi rodi Xenorhabdus (Steinernematidae) a Photorhabdus
(Heterorhabditidae) z Celedi Enterobacteriaceae (Chaston et al., 2011; Griffin et al., 2005).
Symbiotické bakterie jsou umistény bud pfimo ve stfevé, coz je priklad rodu
Heterorhabditis, nebo ve specialnim stfevnim vacku, jak je tomu u rodu Steinernema

(Boemare et al.,1993; Chaston et al., 2011).

1.2.1 Zpusob zivota

Entomopatogenni hlistice ziji v pid€ ve stadiu invazivni larvy (larva tfetiho instaru).
Pro larvy hlistic je velkym problémem sucho, jelikoz jim pudni vlhkost pomaha vytvaret
obalovou vrstvu, ktera jim usnadiiuje pohyb (Koppenhofer et al., 2007). Vhodnou strategii
proti suchu muaze byt migrovani do nizs§ich pudnich vrstev, nebo pfeckani nepfiznivych

podminek v mrtvém téle hostitele (Piza et al., 2007).

2



Pro larvy hlistic v pide je klicové nalezeni hostitele. K tomuto ucelu jim slouzi citlivé
smyslové organy umisténé v hlavové ¢asti (amfidy a hlavové papily), diky kterym zachycuji
slouCeniny vylucované hostitelem. Takovou slouceninou je predev§im vydechovany oxid
uhlicity (Banerjee & Hallem, 2020). Jakmile hlistice nalezne vhodnou obét, pronikne do jeji
télni dutiny skrze ustni nebo fitni otvor, spirakula vzdusnic, nebo penetraci intersegmentalni

membrany (Nermut et al., 2012).

Jakmile dojde k priniku larvy do téla hostitele, hlistice uvolni symbiotické bakterie,
které se zmnozi a do 48 hodin usmrti hostitele septikemii (neboli otravou krve). Na smrti
hostitele se podili i hlistice produkci toxickych proteina (Dillman et al., 2012). Zmnozené
bakterie poté slouzi jako potrava pro hlistice. Dochazi k vyvoji v dospélce, hlistice se pafi a
kladou vajicka (Nermut et al., 2012). Pohlavni rozmnozovani se vSak nachdzi v prvni
generaci pouze u rodu Steinernema. U rodu Heterorhabditis jsou dospélci hermafroditicti a
jedinci s oddélenym pohlavim vznikaji az v dal$i generaci. U starSich samic a hermafroditi
dochézi k nitrodéloznimu lihnuti vajec (endotokia matricida), pii kterém rodi€ umira a stava
se potravou pro novou generaci (Askary et al., 2010). Druha generace se znovu vyviji do
faze dospé€lce a mnozi se. Vyvoj jejich potomki se vSak zastavi ve fazi tetiho instaru a jako
invazivni larvy hostitele opousti (Nermut’ et al., 2012). Béhem invaze miize vzniknout i vice
generaci, v zavislosti na mnozstvi zivin. Zivotni cyklus od infekce az po uvolnéni novych

invazivnich larev probiha 7-15 dni (Askary et al., 2010).

Entomopatogenni hlistice jsou roz§ifeny na vSech kontinentech kromé Antarktidy a
obyvaji Siroké spektrum biotopd. Obecné plati, ze jejich rozmisténi ma shlukovity charakter,
pfiCemz uroven shlukovitosti se muze mezi jednotlivymi druhy liit v zavislosti na
podminkach prostiedi, ale 1 na strategii napadani hostitele. Drobna invazivni larva je jediné
stadium schopné samostatného pohybu i na delSi vzdalenost. A tak prevazuje pasivni
transport v téle hostitele (Stuart et al., 2015). U jednotlivych druhi entomopatogennich

hlistic se také mohou lisit biotopové preference (Mracek et al., 2005).

Pro vyzkum je Castéji vyuzivana Celed Steinernematidae, zejména proto, ze se u ni
vyskytuje vétsi molekularni diverzita mezi jednotlivymi druhy. Pfi¢inou velké mezidruhové
diverzity je s nejvetsi pravdépodobnosti stafi této Celedi, jejiz prvni vyskyt je datovan drive,
nez u Celedi Heterorhabditidae (Adams et al., 2002). Tato prace byla zaméfena na druh
Steinernema Affine jako nejlastdji se vyskytujici druh v okoli Ceskych Budg&jovic. (Mragek

et al., nepublikovano) a klad Affine, jelikoz zde zustava nedotesena fylogenetika.



1.2.2 Studium genetické variability EPN

Entomopatogenni hlistice se stavaji atraktivnim prostfedkem k hubeni §kidcu rostlin.
Existuje zde vSak moznost interakce mezi komeréné€ dostupnymi a pavodnimi (pfirodnimi)
populacemi. To vyvolava otazky, zda uzivani komeréné dostupnych hlistic mize ohrozit
puvodni populace v krajiné. K hodnoceni mozného rizika ohrozeni pfirodnich populaci
hlistic komer¢nimi druhy je proto potfeba znat rozsifeni a populacné genetickou strukturu
druhti pavodnich. Tyto informace jsou dulezité, jelikoz populace, které jsou vzajemné
propojené, nejsou tak nachylné ke kratkodobym zmeénam v poctu jedinct jako populace,
které ziji izolované (Stock, 2015). Pro entomopatogenni hlistice vS§ak dosud nejsou tyto

informace k dispozici.

Prvni studie pouzivajici geneticka data byly zaméfeny predevSim na zrekonstruovani
fylogenetickych vztahti. V minulosti byla k ur€ovani druhtt EPN pouzivana srovnavaci
morfologie, kterd ovSem neni pfili§ pfesna, diky nedostatku morfologické variability (Stock
et al., 2002, B). Prvni pokus o druhovou identifikaci Steinernem byl zalozen na analyze genu

18SrRNA (Liu et al.,1997), ale ukazalo se, Ze je pro tento rod piili§ konzervativni.

Idedlnimi kandidaty se poté zdaly byt oblasti I7S z ribosomalni RNA a cytochrom
oxiddza Il z mitochondrialni DNA. Szalanski et al. (2000) analyzoval sedm druhti rodu
Steinernema pomoci markert oblasti I7S1 a 16S ribosomalni RNA a cytochrom oxidazy 11 z
mitochondridlni DNA. Vysledné fylogenetické stromy korespondovaly s morfologickym
rozdélenim. Analyza sekvenci z oblasti ITS1-5,8S-I1TS2 ziskanych z deseti druhti rodu
Steinernema naznacily existenci nékolika monofyletickych skupin (Nguyen et al., 2001,
Nguyen & Duncan, 2002). Stock et al. (2001) poté roztiidil 21 druhii rodu Steinernema do
péti zakladnich kladi. Pozdé&ji toto podpofil i Spiridonov et al. (2004) analyzou 24
pojmenovanych druhi a 16 zatim nepojmenovanymi druhy pomoci sekvenace nékolika
oblasti ITS. Jednotlivé druhy rodu Steinernema byly rozdéleny do péti skupin neboli
evolucnich kladd, zahrnujicich nejpiibuznéjsi druhy: na Klad I: affine/intermedium, Klad 1I:
carpocapsae/scapterisci/tami, Klad IIl:  feltiae/crauseri/oregonense, Klad 1V:
bicornutum/ceratophorum/riobrave a Klad V: arenarium/glaseri/karii/longicaudatum.
Spiridonov & Subbotin (2016) zanalyzovali 85 druhta z rodu Steinernema pomoci ITS rRNA

a rozdélili je do 15 klada: ,,Affine” (7 druhi), ,,Bicornutum* (7 druht), ,,Caeroonense™ (3

druhy), ,,Carpocapsae“ (13 druhi), ,,Costaricense* (2 druhy), ,,Feltiae“ (16 druhu), ,,Glaseri
(11 druha), ,Karii“ (7 druht), ,Khoisanae“ (4 druhy), ,Kushidai“ (2 druhy),

,Longicaudatum® (5 druhi), ,,Monticolum® (5 druha), S. neocurtillae, S. unicornum a S.
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rarum. U jednotlivych kladi je mozné pozorovat rizna specifika (Spiridonov & Subbotin,
2016). Oblast ITS byla uspésna v feseni vztahll uvnitf kladu, ale jiz méné€ mezi jednotlivymi

klady.

Vhodnost mitochondrialnich markerd pro studium genetické variability u rodu
Steinernema analyzovala Faktorova (2014). Jeji studie porovnavala uspéSnost rozdéleni
jednotlivych druhi pomoci markert ND2 a ITS. Z jejich vysledka plyne, ze lepsiho rozdéleni
druht bylo dosazeno pomoci markeru ND2 a ze by tak mohl byt také vyuzivan pro druhovou
identifikaci. Prvni moznosti pouziti mikrosateliti pro populacné genetické studie rodu
Steinernema provedli Raskova (2015) a Hartmann (2017) Ackoliv jsou jinak mikrosatelity
(kratké tandemové se opakujici sekvence DNA) pro podobné studie velmi pouzivanym
markerem, pro hlistovky se ukazaly jako ne zcela vhodné zejména kvili technickym
problémim (Spatna amplifikace, vyssi vyskyt nulovych alel a nizka pouzitelnost napfic

druhy).

1.3 Molekularni markery

Molekularni marker je zndmy gen nebo sekvence DNA, ktera se vyuziva k identifikaci
jedince, populace, nebo druhu. Jsou proto dalezitym nastrojem pii feSeni otazek v oblasti
ekologie, fylogenetiky i evoluce. Vyhodami pouziti molekularnich markerti je moZznost
pouziti riznych vyvojovych stadii, ale i fakt, ze jejich pouziti neni tak limitovano mnozstvim

pouzitého materialu. Lze je tedy vyuzit v pfipadech, kdy jiné metody nejsou mozné.

DNA markery se rozdeluji z hlediska jejich vyskytu na jaderné a mitochondrialni.
DNA markery se od sebe vyrazné odliSuji zejména variabilitou, typem dédicnosti,

rekombinaci nebo rychlosti mutaci (Avise, 2004).

Jaderna (nuklearni) DNA je obsazena v jadfe vSech zivych organismt. Jednim z jejich
hlavnich problému je rychla degradace, a proto se se staiim vzorku snizuje jeji mnozstvi.
Nekodujici variabilni oblast Internal Transcribed Spacer (ITS) a koddujici oblast Elongacéni
Faktor 1o (EF 1a) jsou nejCastéjsimi oblastmi pro tvorbu molekularnich markerti (Loxdale &

Lushai, 1998, Caterino et al., 2000).

Mitochondrialni DNA naproti tomu prestavuje oblast mimojaderné DNA. Jedna se o
kruhovou molekulu s délkou 15-18 kbp, ktera svou stavbou pfipomina vice prokaryotni
nukleotid nez eukaryoticky chromozom. Molekula mitochondrialni DNA obvykle obsahuje
37 genl, z nichz 22 pro tRNA, 2 pro rRNA a 13 kodujicich proteiny (ND 1-6, ND4L, COI-
III, ATP6, ATPS a Cytb). Mitochondrialni DNA je u nematod specificka tim, ze na rozdil od
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hmyzu se cela prepisuje v jednom sméru a obvykle chybi kodujici sekvence pro ATPS.
Vyhodou mitochondridlni DNA je predev§im rychlost mutaci, kterd je asi 20x vyssi
v porovnani s jadernou DNA. Navic se mitochondrialni DNA vyskytuje ve v&tSim mnozstvi
nez jaderna. Ma proto uplatnéni 1 pfi praci se starSimi vzorky, u nichz by mohlo dojit

k degradaci jaderné DNA (Clary & Wolstenholme, 1985).

1.3.1 DNA barcoding

Spojeni ,,DNA barcoding™ znac¢i proces, kdy jsou pouzity kratké standardizované
sekvence DNA, jako markery k druhové identifikaci. Pro vétSinu druht vyzaduje ,,DNA
barcoding“ sekvenaci kratkého fragmentu mitochondridlni DNA — asti cyfochrom oxiddzy 1
(COI). Sekvence tohoto markeru z neznamého druhu je poté porovnana s databazi sekvenci
taxonomicky znamych druhd, a na zakladé podobnosti ¢i shody je zkoumany jedince
identifikovan (Wilson et al., 2019). Vybér uvedeného markeru se odvijel od velkého poctu
studii, které porovnavaly rozsah vnitrodruhové variability a mezidruhové divergence. Rozdil
mezi témito dvéma intervaly je nazyvan ,barcoding gap“ (Obrazek 2) a znali pritomnost
vice druhi. Cim vice se vSak tyto veliiny piekryvaji, tim méné& je ,DNA barcoding®

efektivni (Meyer & Paulay, 2005).

intraspecific/ interspecific/
= coalescent O speciation
# barcoding
"gap“
-—p
A.
overlap
#
B.

genetic distance

Obrazek 2 Schéma odvozeni "barcoding gap". (Meyer & Paulay, 2005) Vnitrodruhova variabilita je zndzornéna
Cervené, mezidruhova zluté. (A) Iredlni rozdéleni druhii, bez prrekryvu. (B) Signifikantni prekryv bez ,,barcoding gap *.

1.3.2 Cytochrom oxidaza I (COI)

Cytochrom oxiddza [ patfi mezi konzervované protein kodujici geny v zivocisSném
mitogenomu (Brown, 1985). Pro tuto oblast byly v roce 1994 Gspé$né navrzeny univerzalni
primery LCO1490 a HCO2198 (Folmer et al., 1994), které umoziuji amplifikaci tohoto

markeru témeéf u vSech zivocichi a hub jako standardu pro ,,DNA barcoding”. U hlistovek



vSak COI vykazuje vySS8i variabilitu, a proto je potencialnim markerem pro studium

variability na niz§i urovni, tedy populaci.

1.3.3 ITS
U nékterych organismi se variabilita fragmentu COI ukazala jako nevyhovujici

podmince ,,barcoding gap“, a proto byl vybran alternativni marker z jaderné DNA.

Jde o ITS, coz znamena ,internal transcribed spacer a zahrnuje nekddujici oblasti,
které strukturné¢ odde€lujyi ribozomalni RNA. Tyto oblasti jsou umistény mezi velmi
konzervovanymi kodujicimi oblastmi /8S a 28S rRNA (Obrazek 3). Oblast ITS je rozdélena
na dvé zakladni podjednotky: oblast I7S1 mezi /85 a 5.8S a oblast ITS2 mezi 5.8S a 28S
(Douglas et al., 2001). ITS marker je u hlistovek pouzivan pro ,,DNA barcoding®, jelikoz
spolehlivé rozliSuje jednotlivé druhy (Bhadury et al., 2006, Zhao et al., 2020). V soucasné
dobé je tento marker jedinym spolehlivym nastrojem delimitace druhu u hlistic rodu
Steinernema. Pro delimitaci druhu byla ptivodné stanovena hranice 95 % a nizsi podobnosti
ITS sekvence. V pozdéjsi dobé se za dostacujici pro delimitaci druhu povazuje rozdil 3 %.
Analyzy sekvence ITS naznacuji existenci dosud nepopsanych linii s odli§nostmi kolem 3 %

a proto jsou velmi potiebné dalsi markery, které by tento vysledek podporily.

IGS ETS ITS1 ITS2

— >

1kb

Obrdazek 3 Schéma Ribozomdinich DNA genii, véetné ITS (https://genome.cship.org/).

1.3.4 Markery EPIC

ITS marker je vlastné zvlastni ptfipad EPIC markeru, coz je zkracené , exon primed
intron crossing®. EPIC markery jsou navrzeny k detekci polymorfismu napti¢ nekodujicimi
oblastmi (introny). Geny vhodné pro navrhovani téchto markerd musi spliiovat nékolik
podminek. Pifedev§im jsou wvybirany geny vyskytujici se vjediné kopii, tedy ne
v multigenovych rodinach, aby nedochézelo ke koamplifikaci béhem PCR. Déle musi
obsahovat intron a vhodné délce, a okolni exony by mély byt dostate¢né konzervované, aby

bylo mozné navrzeni primeri pro PCR amplifikaci (Palumbi, 1996).
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Primer ,,forward” je umistén na 3 konci jednoho exonu a primer ,reverse” na 5 konci
druhého exonu (Obrazek 4) tak, aby cilovy fragment zahrnoval intron. Tyto markery maji
troji potencial variability — jednak muzZze byt v prezenci nebo absenci intronu, v délce intronu

anebo variabilitu nukleotidovou, kdy jde o bodové mutace.

Forward primer

Revers primer

Obrazek 4 Schéma EPIC markeru

Pii formovani RNA molekul jsou introny vystiihovany. Jsou tak oproti exontum
funk¢né omezené a Casto vykazuji vyssi genetickou variabilitu. EPIC markery ribosomalnich
proteinii jsou obvykle navrzeny s primery umisténymi v translatovanych kodujicich
oblastech, které jsou evolu¢né konzervované. Nabizeji tak moznost uplatnéni napfic
taxonomickou Skalou (White et al., 2015). Na podobném principu jsou zalozeny i EPIC

markery genu s rychlejsi evoluci, naptiklad genti pro tvorbu enzyma (Palumbi, 1996).

Markery EPIC se v genetickych studiich pouzivaji uz témér tficet let (Slade et al.,
1993; Palumbi & Baker, 1994). Jiz byly uplatnény v populacnich studiich u jazyka obecného
(platysoviti) (Rolland et al., 2007), chalcidek (blanoktidli) (Lohse et al., 2011) nebo
cernopasky bavlnikové (muroviti) (Behere et al., 2013). Pomohly také rozlustit fylogeografii
u krytosemennych rostlin (Gostel & Weeks, 2014) a mravencovitych (Stroher et al., 2013).
Ribosomalni EPIC markery byly uplatnény pfi studiu koméarovitych (Endersby et al., 2009,
2011, White et al., 2015).

U nematod rodu Heterorhabditis aplikovali EPIC markery Regeai et al. (2009).
Navrhli sadu 24 EPIC markert z oblasti , housekeeping” a strukturalnich gend. Vysledky
této studie prinesly informace o mezidruhové nukleotidové a délkové variabilité a potencial
vyuziti EPIC markert u dalSich nematod. Touto studii se inspiroval Dhakal et al. (2020),
ktery u rodu Heterorhabditis kombinoval markery jak mitochondrialni (COI) tak jaderné
(ITS a EPIC). Pomoci této studie byly upfesnény vztahy mezi riznymi druhy rodu

Heterorhabditis a byly odhaleny nékteré mylné druhové identifikace.

U rodu Steinernema poprvé testoval EPIC markery Rolston et al. (2009), konkrétn€ na
druhu Steinernema feltiae z irského Bull Islandu pomoci p-tubulinu. Zjistil, ze vSechny
izolované vzorky jsou opravdu zastupci Steinernema feltiae, 1 kdyz nékteré jiz tvori

samostané skupiny. OvSem z jejich studie nejsou dohledatelné sekvence primeru.
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2 Cile prace
e Na zaklade reserSe posoudit vhodnost riznych molekularnich markerd pro analyzu
genetické variability a druhovou identifikaci hlistovek.

e Navrhnout sadu novych markerd typu EPIC a experimentalné ovérit jejich variabilitu

u vybranych druht rodu Steinernema.



3 Material a metody

3.1 Material

Zkoumany byly hlistice rodu Steinernema, podrobnéji pak Steinernema affine a ji
pfibuzné druhy. Vzorky byly odebrany vterénu, vramci vyzkumu laboratore
entomopatogennich hlistic, Entomologicky ustav Biologické centrum AV CR, v.v.i., pod

vedenim RNDr. V. Puzi.

Pro porovnani byly pfidany 1 hlistice rodu Oscheius, ktery zahrnuje druhy jak volné

Zijici, tak i podminéné entomopatogenni a predstavuje tak idealni model pro studium pavodu

entomopatogenity u hlistic (JaroSova et al., 2015).

Vzorky pochazely z pfirodnich populaci po celém svété. Pouzité druhy a populace
hlistic s poCty jedinct jsou uvedeny v Tabulce 1 spolecné s lokacemi jejich ptvodu. Pro
analyzu vnitrodruhové variability byly pouzity populace Steinernema affine zlokalit s

malou, stfedni 1 velkou vzdalenosti (Obrazek 5).

@ Veruby

[ ]
Listany

Chelcice

Zichovec
Kardasova fecice

Cakov Hosin
ffgova cesta ‘ ® Kolence
Vrbenské ryHniky

Menhi rCako\/e,Maskovec

RatiSkovice
)
+ 1 vzorek Portugalsko

Obrazek 5 Mapa lokaci jednotlivych populaci Steinernema affine, ArcGIS Pro (Redlands, 2011), ArcCR 500
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Tabulka 1: Seznam analyzovanych vzorka

Druh Populace Pocet jedinch |Lokalita
S. affine 1127 1 CR, Bavorov - Zichovec (Zich)
1151 3 CR, Lidtany (Lis)
1309 3 CR, Magkovec, kraj louky (Mas)
1338 3 CR, Veruby (Vse)
Cak01 4 CR, Cakov (Cak)
Cako01 3 CR, Cakovec (Cako)
CB1B 3 CR, Skuhrov, obilné pole (Sku)
Hos2 3 CR, pod Hosinem, vrba (Hos)
Ch.af 2 CR, Chel&ice, rybiz (Chel)
K¥7 2 CR, Kardasova Recice (KR)
MB3E 3 CR, Ruda, Zivy plot (Rud)
V. af. 4 CR, Vrbenské rybniky CB, vrba (VR)
16B1 4 CR, Ratikovice (Rat)
af19 2 CR, Kolence (Kol)
vol2 2 CR, Volary, Menhir (VoM)
vol3 2 CR, Volary, kfiZzova cesta (VK)
2B PORT 3 Portugalsko
KV 10 CR, Kfizova cesta Il, Volary (KV)
VM 2 CR, Volary, Menhir (VM)
S.sp.1 Londres 6 Francie
Paris4 6 Francie
Rome 1 Francie
1541 4 CR, Bzenec-Hodonin, letosni dub
DU7 3 CR, Dubfiany
Vap 3 CR, Bilé Karpaty - Vapenky
S.sp.2 Kavk 2 Rusko, North Caucassus, Karachayevo
S. sp. Apul 3 Italie
S. intermedium 1. USA 3 USA
S. poinari 1187 4 CR, Holostfevy
Voll 2 CR, Volary, Alej u hibitova
S. thesami 1293 6 CR, Bzenec - Pfivoz
.MU 5 Né&mecko, Miinster
S. feltiae afl 2 CR, Mlyn Podhora
Jakub SF 3 CR, Zbudov
S.carpocapsae EGY4 4 Egypt
1343 4 CR, Veseli (Stéti)
S. monticolum KUMA 2 Japonsko, Kumamoto
S. glaseri S.GLAS 1 USA
S. beitlechemi SGI-197 3 Jizni Afrika
S. bicornutum 1298 2 CR, Hustopeée
S. ceratophorum  |Chin 3 Cina
S. hermaphroditum |CS34 3 Indie
S. huense Vie2 3 Vietnam, Bach Ma National park
S. riobrave Pamela 3 Mexiko
S. surkhetense CS20 3 Indie
S. weiseri 1025W 2 CR, Vyskov
0. chongminensis |CHONG 2 Cina
TUM 3 Cina
O. citri WGN 3 Indie
0. myriophilus 1b 2 CR, Dvorce, Lysa nad Labem
JU1386 2 Reunion
O. siddiqii CS42 2 Indie
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3.2 Extrakce DNA

Extrakce DNA byla provadéna zpravidla z jednotlivych samic, jelikoz jsou
nekolikanasobné vétSi nez samci a obsahuji proto vétsi mnozstvi DNA. Extrakce byla
provadéna standardnim protokolem pomoci extrakéniho pufru DEP-25 Extraction Kit
(TopBio s.r.0). Hlistovky, uskladnéné pti -20°C, byly rozmrazeny a bylo k nim pfidano 10
ul DEP-25 START-Blue reagens (mnozstvi odpovidajici hmotnosti extrahovaného
materialu). Hlistovky musely byt zcela ponofeny v reagens a pomoci pipetovaci Spicky
z nich byly uvolnény bunky. Smés byla prenesena na teplotni blok, predehraty na 95°C, a
inkubovana po dobu 20 min pfi otdackach 300 rpm. Poté byly vzorky ochlazeny na
pokojovou teplotu a bylo k nim pifidano 10 pul DEP-25 STOP reagens. Roztok zménil barvu
z modré na bezbarvou. Takto pfipravena DNA byla uchovavana v 5-8 °C az do dalSiho

zpracovani.

3.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova tetézova reakce byla michana na ledu do 0,2 ml zkumavky. Kazda
reakce se skladala z 7,25 pl ddH»O, 1,25 ul 10x Unis Taq pufru, 1 ul dNTPs (2,5 mM), 0,75
ul primeru ,forward“ (5 uM), 0,75 ul primeru ,reverse“ (5 uM) a 0,1 pul Taq DNA
polymerazy Unis (TopBio s.r.o, 5 U/ul) a 1-2 ul DNA extraktu. Pro stabilizaci reakce bylo

k nékterym reakcim pfidano ¢inidlo BSA (Bovine Serum Albumine, 20 mg/ml).

3.3.1 Vybér markeru

Vzhledem k tomu, ze EPIC markery dosud nebyly u rodu Steinernema pouzity (jedina
publikovana studie nema uvedeny primery), bylo nutné provést jejich vybér de novo. Jako
podklad pro markery z genl kodujicich proteiny byly pouzity studie Palumbiho (1996) a
Regeai et al. (2009) a pouzity genomové sekvence nejpiibuznéjSich druha Steinernema
carpocapsae, Steinernema  feltiae a  Steinernema  glaseri z  GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Pro markery na zakladé ribozomalnich proteint
pak byla pouzita prace Chow et al. (2015) a databaze Ribosomal Protein Gene Database
(RPG, http://ribosome.med.miyazaki-u.ac.jp/). Pro ovéfeni existence intront a navrh primert
pak byly pouzity homologni sekvence z vy$e uvedenych genomu. Pro navrhy EPIC markert
byly na zakladé téchto sekvenci vybrany lokusy o pfiméfené délce a potencialni variabilité

intronti (Palumbi, 1996, Regeai et al., 2009, Chow et al. 2015).

Nakonec bylo vybrano pro testovani pét marker z oblasti geni pro ribosomalni

proteiny (rEPIC)a pét markert z jadernych lokust (gEPIC).
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Tabulka 2 obsahuje piehled markerd a k nim pfislusné primery. Z mitochondrialnich
markera byla pro srovnani pouzita COI a ND2 oblast. Z jadernych markert byly testovany

ITS a navrhované EPIC markery. U EPIC markerG vSak neni mozné zvefejnit sekvence

primert, jelikoZ jesté nebyly publikovany.

Tabulka 2: Piehled markert a pouzitych primert

Marker | Lokus | Primer Smeér | Sekvence 5°-3° Autor

mtDNA | COl  |LCO-1490 |F GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG | Folmer et al., 1994
HCO-2198 |R TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA | Folmer et al., 1994

ND2 |ND2forl |F AATATTCTTGTTTGATGGAGTGGT Zurovcova et al. 2012

ND2revl R AAAAAGTAAAAGTAAAAGGTAT Zurovcova et al. 2012

nDNA |/TS |18S F TTGATTACGTCCCTGCCCTTT Vrain et al., 1992
26S R TTTCACTCGCCGTTACTAAGG Vrain et al., 1992

EPIC |gEPICifor |F TGAAGATCCTCACTGAGCG Zurovcovd, nepublikovano

gEPICIrev |R TCCACATCTGTTGGAAGGTG Zurovcova, nepublikovano
gEPIC2for |F GMATCAAGGTCGACAAGGG Zurovcové, nepublikovano
gEPIC2rev |R CATRTTGGGCTTGAGGAG Zurovcova, nepublikovano
gEPIC3for |F CTGAGTCWTACAAGACCTTC Zurovcova, nepublikovano
gEPIC3rev |R AGACGAGCCTTGTTSGAGA Zurovcova, nepublikovano
gEPIC4for |F ATGGCCGAYCAGTTBACYG Zurovcova, nepublikovano
gEPIC4rev |R TCAGCCTCCCTGATCATYTC Zurovcova, nepublikovano
gEPICSfor |F TSTACGCTCTTGAGAACKC Zurovcova, nepublikovano
gEPIC5rev |R GCCAWGCGAACTTCTGGC Zurovcova, nepublikovano
rEPIC1for |F CGCTACATCAAGAATAAGCC Zurovcova, nepublikovano
rEPICirev |R TTATTGACCCACTTGSTGAG Zurovcova, nepublikovano
rEPIC2for |F ATGTCTAAGCGCGGACGTG Zurovcova, nepublikovano
rEPIC2rev |R CCTTCATTTCACCCTTGTTG Zurovcovd, nepublikovano
rEPIC3for |F TGCACAATCCCGGAAAGGG Zurovcova, nepublikovano
rEPIC3rev |R CCGACTCGTACTTCCAGGT Zurovcova, nepublikovano
rEPIC4for |F GTTTCARCACATCCATCGTGT Zurovcova, nepublikovano
rEPIC4rev |R TTCTTCTTGGAGACTCCGAC Zurovcova, nepublikovano
rEPIC5for |F ATGGTTCGTATGGGCGTGTT Zurovcova, nepublikovano
rEPIC5rev | R ACTGGCGAGAAGGAAGGAG Zurovcova, nepublikovano

3.3.2 PCR profily

PCR byla nejcastéji provadéna v termocykleru TProfessional TRIO Thermocycler
(Biometra), popiipadé v gradientovém termocykleru Mastercycler ep gradientS (Eppendorf
SE). Profily byly bud’ navrzeny dle slozeni primerd a odhadované délky amplikonu, anebo
prevzaty z publikaci. V obou ptipadech musely byt profily dale optimalizovany. Tabulka 3
zobrazuje uspésné PCR profily.
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Tabulka 3: Seznam uspésnych PCR profilti

Predenaturace| Denaturace Annealing Elongace Postelongace | Uchovani
Marker | Teplota |Cas |Teplota |Cas |Teplota |[Cas |Teplota|Cas |Teplota |Cas |Teplota|Cas
[°c [s] |[°C] [s] |[°C] [s] [[°C] [s] [[°C] [s] [[°C] [s]
ITS 94 420 94 60 50 60 72 60 72 600 4 oo
col 94 120 94 30 45, 47 35 72 90 72 120 12 oo
ND2 94 120 94 60 | 48,51 30 68 60 68 120 4 oo
gEPIC1 94 120 94 30 55,57 30 72 50 72 600 4 oo
gEPIC2 94 120 94 30 51é:3, 30 72 50 72 600 4 oo
gEPIC3 94 120 94 30 57 30 72 50 72 600 4 oo
gEPIC4 94 120 94 30 55?;' 553' 30 72 50 72 600 4 oo
51, 53,
gEPIC5 94 120 94 30 55 30 72 50 72 600 4 oo
rEPIC1 94 120 94 30 23, 35, 30 72 50 72 600 4 oo
57,59
reEPIC2 94 120 94 30 55,57 30 72 50 72 600 4 oo
rEPIC3 94 120 94 30 Slé ; 3 30 72 50 72 600 4 oo
rEPIC4 94 120 94 30 55,57 30 72 50 72 600 4 oo
rEPIC5 94 120 94 30 53é75 > 30 72 50 72 600 4 oo

Pozn.: Faze Denaturace, Annealing a Elongace se po sobé opakovaly 35x.

3.4 Gelova elektroforéza

Po kazdé PCR byla provedena separace DNA fragmenti pomoci gelové elektroforézy

kvuli ovéreni spravného prabéhu amplifikacni reakce a vysledného mnozstvi DNA v reakci

(Obrazek 6). Na gel byly vzdy naneseny 3 pl PCR produktu a 1 ul nanaSeciho pufru
,Loading Dye*“ (LD). LD byl pfipravovan do 1,5 mililitrové zkumavky. K 700 pl ddH>O

Obrazek 6 Fotografie agarozového gelu. 1. jamka — velikostni standard (LambdaDNA/EcoRI+Hind 111,), 2.-3.
Jjamka — marker ITS a 4.-5. jamka — marker COI u druhii S. sp. a S. affine
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bylo pfidano 300 pl glycerolu a nepatrné mnozstvi bromfenolové modii (nesmélo byt
pfidano moc, aby vysledna barva na gelu nebyla pfili§ sytd). Nasledné byla tato smés
zvortexovana a uskladnéna v chladnicce pii 4°C. Vysledny produkt na gelu kontrolovan pod

UV svétlem a zachycen digitalni kamerou (Obrazek 6).

3.4.1 Agarozovy gel

Pro separaci byl ptipravovan 1,5% agarézovy gel. Do sklenéné nadoby byly navazeny
3 g agardzy (SERVA Agarose) a 1x TAE pufrem (40 mM TRIS-Acetate, | mM EDTA, pH
= 8) bylo doplnéno na 200 ml roztoku. Smés byla zahtivana v mikrovinné troubé, dokud se
agaroza nerozpustila. Po rozpusténi byl roztok ochlazovan pod proudem studené vody na
ptiblizné 56° C. Poté bylo do smési pfidano 15 pl ethidium bromidu (0,5 pl/ug). Gel byl
nalit do pfipravené vanicky, tak aby neobsahoval zadné vzduchové bubliny, a poté do ngj
byly zasazeny hiebinky. Zatuhly gel byl bud’ pouzit pfimo, nebo uskladnén v chladniéce pii
4 °C v 1x TAE pufru.

3.4.2 Velikostni standard

Pro kontrolu velikosti PCR produktu byl pfipravovan velikostni standard restrikénim
Stipanim DNA plazmidu Lambda. Do 0,5 ml zkumavky bylo smichano 125 pl deionizované
H>0, 50 pl ADNA (0,3 pg/ul), 20 pl 10xTango Bufferu, 2,5 pl Hind III (10 U/pl) a 2,5 ul
EcoR I (10 U/ul). Tato smés byla inkubovana pti 37 °C 1-2 hodiny a poté 10 minut pii 65°C.
Takto pfipraveny velikostni standard byl opét uskladnén v chladni¢ce pfi 4 °C nebo pro

pozdé&jsi pouziti v mrazaku pii -20°C.

3.5 Sekvenovani PCR produktu
Aby mohl byt vysledny produkt PCR odeslan k sekvenaci, musel byt nejprve precistén

pomoci enzymu exonukleazy I (Exol) a termosenzitivni alkalické fosfatazy (FastAP). Tyto
enzymy jsou pfidany k produktu PCR v poméru 0,5 ul Exo I (20 U/ul) a 1 pl FastAP (1
U/ul) na jeden vzorek. Vysledna smés je vlozena do termocykleru a produkt je preCistovan
30 minut pti 37 °C a poté 15 minut pii 80°C. K 5 pl takto precisténého produktu je pfidano 5
ul primeru z dané PCR reakce (zpravidla ,,forward* primeru) a smés je poslana na sekvenaci

do firmy Eurofins Genomics.

3.6 Klonovani

Jelikoz produkty markeru gEPICI vykazovali na gelu vice prouzki, i po opakované
optimalizaci profilu, byly pfislusné PCR produkty zaklonovany do vektoru. Provadéna PCR

predchazejici klonovani byla prodlouzena zavérecnou elongaci na 10 minut.
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Na klonovani bylo nejprve piipraveno tekuté LB medium a Petriho misky s agarovym
gelem. Tekuté LB medium bylo pfipraveno do nadoby (1 litr), kam bylo pfidano 10 g
tryptonu, 5 g kvasinkového extraktu, 10 g NaCl a 1 litr destilované vody. Smés pro agarovy
gel méla stejné slozeni, obohacené o 15 g agaru. Smés na agarovy gel byla nasledné
klavovana po dobu 60 minut a poté chlazena proudem studené vody. Do ochlazené smési byl
pfidan 1000 pl ampicilinu a takto pfipraveny roztok byl rozlit do cca 38 Petriho misek. Na
ztuhly gel bylo rozetfeno 64 pl X-galu (12,5 mg/ml) a 3,5 pl IPTG (240 mg/ml) pomoci

klicky sterilizované 96% ethanolem a plamenem.

Ligace PCR produkti do vektoru a transformace do bakterialnich bunék byla
provadéna podle protokolu od firmy pGEM — T Easy Vector Systems™(Promega™),

pficemz uvedené SOC médium bylo substituovano za pfipravené LB médium.

Buriky byly na miskach inkubovany ptes noc pii 37° C. Nasledujici den bylo mozné na
miskéach pozorovat bilé a modré bakterialni kolonie, pfi¢emz pouze bilé kolonie obsahovaly
vektor s insertem. Oddélené bilé kolonie byly sterilni §pickou preneseny do 0,2ul zkumavky
a povareny v 10 ul dH20 po dobu 10 minut na termobloku vyhtatém na 95° C. Ziskana DNA
poté byla pouzita pro PCR, pfii které byly pouzity stejné primery, jako pii PCR provadéné

ptred klonovanim.

3.7 Bioinformaticka a biostatisticka analyza dat

Ziskana data byla analyzovana v nékolika programech. Primarni kontrola sekvenci
byla provadéna pomoci programu Chromas 2.6.6 (www.technelysium.com.au), kde byly
odfiznuty primery a necitelné oblasti. U jedinct, u kterych byly ziskany sekvence ,,forward*

i ,reverse”, byly tyto sekvence sestaveny do jedné kontinualni (tzv. ,,contig”) v programu

SeqMan z programového balicku DNASTAR Lasergene (DNASTAR, Inc.).

Pro ovéteni druhu  byla  pouzita databaze = NCBI  BlastSearch
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). V programu MEGAI11: Molecular Evolutionary Genetics
Analysis version 11 (Tamura, Stecher, & Kumar 2021). byly sekvence usporadany a u
markeri kodujicich proteiny byl zkontrolovan jejich ¢teci ramec (ORF — open reading
frame). Nasledné byl metodou , Muscle™ vytvoren ,alignment™ (sefazeni). Tento program
byl dale pouzit k zékladnimu vyhodnoceni nukleotidového slozeni a vyhodnoceni
pfitomnosti a délky intrond. Ze sekvenci byla poté vytvofena tabulka genetickych

vzdalenosti podle modelu Kimura2-parametr (K2p) nebo p-distance k naslednému vyuziti
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v programu GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse, 2012). Tabulky genetickych vzdalenosti byly
také vyuzity pro tvorbu histogramda.

Webovy server Automatic Barcoding Gap Discovery (ABGD) (Puillandre et al., 2011)
s nastavenim: Puin = 0,001, Pmax = 0,15, Steps = 20, X (relative gap width) = 1,0, Bins = 30,
distace = Simple distance, byl vyuzit pro posouzeni vhodnosti markerd pro druhovou

identifikaci.

Parové geografické vzdalenosti mezi lokalitami byly spocitany v programu GeoDist
(Geographic Distance Matrix Generator) (Ersts, 2006) s pouzitim soufadnic GPS.
V programu GenAlEx 6.5 byla na zaklad¢ korelace geografickych a genetickych vzdalenosti

testovana hypotéza o izolaci vzdalenosti (Manteltv test).

V programu DnaSP 6 (Rozas et al., 2017) byly provedeny vypocty nukleotidové (m) a
haplotytové (Hd) variability. Pomoci programu DnaSP byly také vytvoreny vstupni soubory
pro program PopArt 1.7 (Leigh & Bryant, 2015).

V programu PopArt byly vytvofeny haplotypové sit€¢ metodou Median-Joining
(Bandelt, Forster & Rohl, 1999).

Pro konstrukci fylogramu byl pouzit program PhyML (Guindon et al., 2010) v on-line
prosttedi  (http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/).  Substitu¢ni model byl vybran
automaticky v modulu SMS (Lefort et al., 2017). Podpora vétvi byla vyhodnocena pomoci
neparametrického testu aLRT-SH (neparametricky ,,approximate likelihood-ratio* test podle
Shimodairy—Hasegawy). Vygenerované fylogramy byly nasledn¢ graficky upraveny
v programu FigTree (Rambaut, 2009).
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4 Vysledky

Celkove bylo analyzovano 160 jedincu reprezentujicich 23 druht, z nichz se pomoci
raznych markeri podafilo ziskat celkem 300 sekvenci. V Tabulce 4 je uvedena sumarizace
ziskanych sekvenci od jednotlivych markert. V pfiloze se poté nachazi podrobna tabulka

(Ptiloha 1). Marker ITS byl povazovan jako standard pro porovnani s ostatnimi markery.

Tabulka 4: Pocet ziskanych sekvenci od jednotlivych markera

Marker ITS col ND2 |gEPIC1 |gEPIC2 |gEPIC3 |gEPIC4 |gEPICS | rEPIC1 | rEPIC2 | rEPIC3 | rEPIC4 | rEPICS
Pocet jedincl 47 58 33 6 4 3 65 4 17 6 50 4 7
Zastoupeni populaci| 43 38 27 5 4 3 40 4 14 5 42 4 4

V Tabulce 5 je mozné vidét Gspeésné amplifikace markerid pro jednotlivé druhy.
V ramci druhd, byly nejlépe amplifikovany druhy Steinernema affine, Steinernema feltiae,
Steinernema carpocapsae, Steinernema monticolum a Steinernema glasseri. Z markera poté
byly nejuspésn&jsi ITS, COI, ND2, gEPIC4, rEPIC1 a rEPIC3, které byly dale statisticky
vyhodnocovany. Ostatni EPIC markery kvuli malému poctu ziskanych sekvenci nebyly do

naslednych analyz zarazeny.

Tabulka 5: Usp&$nost markert u jednotlivych druht

Marker
S. affine
S.sp. 1
S. sp. 2
S. sp.
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Pozn.:AD — celkovy pocet usp€sné amplifikovanych druhii, AM — celkovy pocet
amplifikovanych markerti pro dany druh
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4.1 Souhrnna variabilita markeru

Na Obrazku 7 je znazornéna mezidruhova diverzita jednotlivych markeri pomoci
histogramu. Diverzita byla pocitana pouze z dominantnich haplotypt, aby bylo zamezeno
pfipadnému zkresleni u markerd, které obsahovaly vice sekvenci ze stejného druhu.
Analyzovany byly markery ITS (32 jedinct), COI (29 jedinct), ND2 (27 jedinct), gEPICI (6
jedinct), gEPIC2 (4 jedinci), gEPIC3 (3 jedinci), gEPIC4 (30 jedinct), gEPICS (4 jedinci),
rEPICI (15 jedinct), rEPIC2 (6 jedinct), rEPIC3 (29 jedinct), rEPIC4 (4 jedinci), rEPICS

(7 jedincit). Zastoupeni druht odpovidalo uspésnosti uvedené v Tabulce 5.

ND2 gEPIC1 gEPIC2 gEPIC3 gEPIC4 gEPIC5 rEPIC1 rEPIC2 rEPIC3 rEPIC4 rEPICS

0,7

0,6

0,5

0,4

0,

w

N

0,

0,

=

o

Obrazek 7 Mezidruhova diverzita jednotlivych markerii z haplotypii na modelu p-distance
Z grafu je mozné vycist, ze variabilita markerd je dle oCekavani rozdilna. Vysoka
variabilita u markeru rEPIC4 mohla byt zpusobena malym poctem sekvenci, které

zastupovali Ctyfi razné druhy.

V Tabulce 6 se nachazi piehled mezidruhovych nukleotidovych variabilit pro
jednotlivé markery, haplotypové diverzity a vnitrodruhové nukleotidové variability u druha
Steinernema affine a Steinernema sp.1, u kterych byly ziskany vice nez dvé sekvence na
druh. Vnitrodruhova variabilita pro druh Steinernema sp.1 nebyla vyhodnocena pro marker
rEPICI, jelikoz u né nebyly ziskany sekvence. Hodnoty zaznamenané v tabulce byly

ziskany pomoci programu DnaSP.

Tabulka 6: Mezidruhovd nukleotidova variabilita, haplotypova diverzita a

vnitrodruhové nukleotidova variabilita pro jednotlivé markery

Marker d HD M, offine Ms. 51
ITS 0,12263 0,803 0,00881 0,00101
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col 0,09164 0,923 0,03568 | 0,01752
ND2 0,22258 0,985 0,01426 | 0,01426
gEPIC4 0,13557 0,899 0,02578 | 0,00216
rEPIC1 0,12929 0,985 0,00115
rEPIC3 0,12216 0,921 0,00207 | 0,00086

Tabulky 7-9 obsahuji pehled délek fragmenti a intront pro markery gEPIC4, rEPICI
a rEPIC3. Pro méné Gspésné markery jsou tabulky s prehledem délky fragmentd a intrond

umistény v Ptiloze 2.

Tabulka 7: Prehled délky fragmentd a intront u jednotlivych druhG pro marker
gEPIC4

gEPIC4 Délka fragmentu [bp] | Délka intronu 1 [bp] | Délka intronu 2 [bp]
S. affine 468 44 46
S.spl 446 44 44
S.sp2 449 44 46
S.sp 459 47 54
S. intermedium 401 44 0
S. poinari 441 44 45
S. thesami 447 44 45
S. feltiae 448 45 45
S. carpocapsae 405 48 0
S. monticolum 449 50 41
S. glaseri 456 46 52
S. beitlechemi 448 44 46
S. bicornutum 404 47 0
S. ceratophorum 403 46 0
S. hermaphroditum 471 44 69
S. huense 404 47 0
S. riobrave 403 46 0
O. chongmingensis 534 42 135
O. citri 531 43 131

U markeru gEPIC4 se u intronu 1 vyskytuje délkova variabilita v rozmezi 43-50 bp. U
intronu 2 je pak variabilita v prezenci i absenci intronu, kdy intron chybél druhtim S.
intermedium, S. carpocapsae, S bicornutum, S. ceratophorum, S huense a S. riobrave. Délka

intronu 2 se poté pohybovala od 41 do 135 bp.
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Tabulka 8: Prehled délky fragmentl a intronti u jednotlivych druhti pro marker rEPICI

rEPIC1 Délka fragmentu [bp] | Délka intronu [bp]
S. affine 582 52
S.sp 576 46
S. feltiae 572 42
S. carpocapsae 573 43
S. beitlechemi 578 48
S. bicornutum 574 44
S. ceratophorum 574 44
S. hermaphroditum 576 46
S. huense 573 43
S. riobrave 572 42
S. surkhetense 575 45

Marker rEPIC1 obsahoval jeden intron, ktery vykazoval délkovou variabilitu intronu.

Délka intronu se pohybovala od 42 do 52 bp.

Tabulka 9: Prehled délky fragmentl a intronti u jednotlivych druhti pro marker rEPIC3

rEPIC3 Délka fragmentu [bp] | Délka intronu [bp]
S. affine 389 48
S.spl 389 48
S.sp2 389 48
S.sp 386 45
S. intermedium 387 46
S. poinari 389 48
S. thesami 387 46
S. feltiae 385 44
S. carpocapsae 388 47
S. monticolum 384 43
S. glaseri 390 49
S. beitlechemi 388 47
S. bicornutum 377 36
S. ceratophorum 377 36
S. hermaphroditum 373 32
S. huense 378 37
S. riobrave 377 36
S. surkhetense 378 37
S. weiseri 375 34
O. chongmingensis 503 41
O. citri 503 42
O. myriophilus 548 62
O. siddiqii 584 88
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Délkova variabilita intronu se prokazala i u markeru rEPIC3, u kterého se délka
intronu pohybovala v rozmezi od 32 do 88 bp.

4.2 Vnitrodruhova variabilita S. affine

Vnitrodruhova variabilita byla vyhodnocena pouze u populaci druhu Steinernema
affine. Vzhledem k mensimu poctu ziskanych sekvenci byly provedeny jen predbézné testy
IBD a haplotypové sit€. Vyhodnoceni vnitrodruhové variability bylo provedeno pro markery
ITS (11 jedincu z 11 populaci), COI (27 jedinct z 11 populaci), gEPIC4 (23 jedinct ze 13
populaci) a rEPIC3 (15 jedinca z 10 populaci). U téchto markert byl proveden test hypotézy
o izolaci populaci na zaklade geografické vzdalenosti — Mantelav test (Obrazek 8). MantelGv
test nevysSel signifikantni pro zadny z markerd. U markeru /7S vysla hodnota signifikance
0,08 a u markeru rEPIC3 0,19. Je u nich tedy mozna CasteCna korelace mezi genetickou a
geografickou vzdalenosti. U markerd COI a gEPIC4 byly hodnoty signifikance 0,3 a 0,86,

coz neprokazuje korelaci.

a) ITS b) COI
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Obrazek 8 Grafy korelaci mezi genetickymi [K2p] a geografickymi [km] vzddlenostmi u jednotlivych markerit a)
ITS — korelacni koeficient = 0,429 (p=0,08) b) COI — korelacni koeficient = -0,079 (p=0,3) c) gEPIC4 — korelacni
koeficient = -0,005 (p=0,86) d) rEPIC3 — korelacni koeficient = 0,37 (p=0,19)
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Obrazky 9, 10 a 11 obsahuji haplotypové sité vytvorené programem PopArt metodou
Median-Joining. Pro haplotypové sité byly pouzity ziskané sekvence rtiznych populaci rodu

Steinernema affine. Zkratky lokalit jsou uvedeny v Tabulce 1.

Na obrazku 9 se nachazi haplotypova sit’ markeru COI, ktera obsahuje 17 haplotypd,

z nichZ nejvice je zastoupen Haplotyp 6.
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Obrazek 9 COI haplotypova sit’ Steinernema affine
Obrazek 10 obsahuje haplotypovou sit markeru gEPIC4, kde je mozné vidét, Ze jsou

jednotlivé populace zastoupeny v péti haplotypech, z nichz je nejvice zastoupen Haplotyp 2.
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Obrazek 10 gEPIC4 haplotypova sit Steinernema affine
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Na Obrazku 11 se nachéazi haplotypova sit markeru rEPIC3, v niz jsou populace

zastoupeny ve 3 haplotypech. VSechny ceské populace jsou zastoupeny v Haplotypu 1.
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Obrazek 11 rEPIC3 haplotypova sit Steinernema affine
4.3 Mezidruhova variabilita

4.3.1 Vhodnost markeru pro identifikaci druha

Mezidruhova variabilita byla vyhodnocena z dominantnich haplotypi pro markery ITS
(32 jedincti z 23 druhtt), COI (29 jedinct z 20 druhi), ND2 (28 jedinct z 19 druhu), gEPIC4
(30 jedinct z 19 druhtt), rEPICI (15 jedinct z 11 druhti) a rEPIC3 (29 jedinct z 23 druht).

V Tabulce 10 se nachazi pocet analyzovanych druht, které byly porovnany

s odhadovanym poc¢tem druht podle webového severu ABGD (nastavent).

Tabulka 10: Pocet analyzovanych druhd ve srovnani s odhadovanym poctem podle

ABGD u jednotlivych markeri

Marker ITS col ND2 gEPIC4 | rEPIC1 rEPIC3
Pocet analyzovanych druhli 23 20 19 19 11 23
Odhadovany pocet druhti podle ABGD 12 14 14 20 12 14

Z tabulky je mozné vycist, ze podle ABGD jsou druhy vétSinou podhodnoceny,
s vyjimkou markert gEPIC4 a rEPICI, kde ABGD rozdélilo o jeden druh navic oproti

skuteCnému poctu.
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Pomoci programu MEGA 11 byly vytvofeny tabulky vnitrodruhové a mezidruhové
variability, ze kterych byly v Excelu sestrojeny histogramy pro jednotlivé markery.

Histogramy jsou uvedeny na obrazcich 12-17.
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Obrazek 12 Histogram vnitrodruhové a mezidruhové variability u markeru ITS
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Obrdzek 13 Histogram vnitrodruhové a mezidruhové variability u markeru COI
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Obrazek 14 Histogram vnitrodruhové a mezidruhové variability u markeru ND2
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Obrazek 15 Histogram vnitrodruhové a mezidruhové variability u markeru gEPIC4
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Obrdzek 16 Histogram vnitrodruhové a mezidruhové variability u markeru rEPIC]

70

60

50

40

30

o

20
0 .I 1. I - 1 [ | I 1 I

0,01 0,03 0,05 0,07 0,09 0,11 0,13 0,15 0,17 0,19 0,21 0,23 0,25 0,27 0,29 0,31

W Mezidruhova

W Vnitrodruhova

Obrazek 17 Histogram vnitrodruhové a mezidruhové variability u markeru rEPIC3

Z histogramti  plyne, Zze zadny

zmarkeri pouzity samostatné neoddé€luje

vnitrodruhovou variabilitu od mezidruhové. Neni u nich prokazatelny ,barcoding gap*.

Marker ITS standartné pouzivany pro druhovou identifikaci se v této analyze nejevi jako

ideélni, jelikoz i u ngj se vnitrodruhové a mezidruhova variabilita prekryva.
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4.3.2 Fylogenetika rodu Steinernema

Fylogenetické vztahy vybranych druhG rodu Steinernema byly opét vyhodnoceny
z dominantnich haplotypt pro markery ITS (32 jedinct z 23 druhd), COI (29 jedinct z 20
druhit), ND2 (28 jedinct z 19 druht), gEPIC4 (30 jedinct z 19 druh), rEPICI (15 jedinct
z 11 druhit) a rEPIC3 (29 jedinct z 23 druhtl).

Pomoci webového serveru PhyML byly u téchto markert vytvoreny fylogenetické
stromy (fylogramy). Na obrazcich 18-23 se nachazi fylogramy jednotlivych markera
vytvorené z haplotypu danych sekvenci. Tam, kde byla ziskana sekvence z rodu Oscheius,
byla tato skupina vybrana jako ,,outgroup“. U markeru rEPIC1 byla jako ,,outgroup® vybrana

Steinernema hermaphroditum. Jednotlivé klady byly dle fylograma zachovany.
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Obrdzek 18 Fylogram z haplotypii hlistic rodu Steinernema na zakladé markeru ITS (Maximum Likelihood, model
GTR+G, podpora vétvi stanovena aLRT-SH testem, zaznamendny pouze hodnoty nad 50), koren rod Oscheius
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Obrdzek 19 Fylogram z haplotypii hlistic rodu Steinernema na zakladé markeru COI (Maximum Likelihood, model
HKY85+G+I, podpora vétvi stanovena aLRT-SH testem, zaznamendany pouze hodnoty nad 50), koren rod Oscheius
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Obrazek 20 Fylogram z haplotypii hlistic rodu Steinernema na zakladé markeru ND2 (Maximum Likelihood, model
TN93+@, podpora vétvi stanovena aLRT-SH testem, zaznamendny pouze hodnoty nad 50), koren Oscheius chongmingensis
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Obrazek 21 Fylogram z haplotypii hlistic rodu Steinernema na zdkladé markeru gEPIC4 (Maximum Likelihood,
model TN93+G, podpora vétvi stanovena aLRT-SH testem, zaznamenany pouze hodnoty nad 50), koren rod Oscheius
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Obrazek 22 Fylogram z haplotypit hlistic rodu Steinernema na zdkladé markeru rEPIC1 (Maximum Likelihood,
model GTR+G, podpora vétvi stanovena aLRT-SH testem, zaznamendny pouze hodnoty nad 50), koren S. hermaphroditum
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Obrazek 23 Fylogram z haplotypii hlistic rodu Steinernema na zakladé markeru rEPIC3 (Maximum Likelihood,
model TN93+G+1, podpora vétvi stanovena aLRT-SH testem, zaznamendny pouze hodnoty nad 50), koren rod Oscheius
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Obrazek 24  obsahuje  fylogeneticky  strom  konkatenovany  z markerd

COI+ND2+gEPIC4+rEPIC3. Rozdéleni
s fylogenetickym stromem markeru I7S (Obrazek 25). Pro oba tyto stromy byl vybran

druhtt v tomto fylogramu bylo porovnano

soubor patnacti druht, které byly amplifikovany u vSech ¢tyfech markert.

Spoman

S sp1_Affine

S. intermedium_Affine
S. sp2_AMine
1 S. affne_Affine

95, 56
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Obrazek 24 Konkatenovany fylogram z 15 druhii hlistic rodu Steinernema na zdkladé markerii
COI+ND2+gEPIC4+rEPIC3 (Maximum Likelihood, model GTR+G, podpora vétvi stanovena aLRT-SH testem
zaznamendny pouze hodnoty nad 50), koren Oscheius chongmingensis
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Obrazek 25 Konkatenovany fylogram z 15 druhii hlistic rodu Steinernema na zdkladé markerii
COI+ND2+gEPIC4+rEPIC3 (Maximum Likelihood, model GTR+G, podpora vétvi stanovena aLRT-SH testem,
zaznamendny pouze hodnoty nad 50), koren Oscheius chongmingensis
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4.3.3 Fylogenetika kladu Affine

Na obrazcich 26 a 27 byly porovnany fylogenetické stromy raznych druha kladu
Affine. Obrazek 26 obsahuje rozdé€leni druht zkladu Affine podle konkatenovanych
markerd COI+gEPIC4+rEPIC3 (16 sekvenci ze 7 populaci). Vzhledem k nerovhomérnému
zastoupeni  ziskanych sekvenci byly vytvoreny  referencni“ sekvence, tj. do
konkatenovaného haplotypu byly spojeny sekvence z riznych jedinci daného druhu. Na
obrazku 27 je mozné vidét jednotlivé rozdéleni druhi z kladu Affine podle markeru ITS (16

sekvenci ze 7 populact).

r Spoi_Voit
' Spoi_1187

©0.08 | Sthe_1293

L Ste_Mu
Sint_USA

89.37 Ssp2_kavk

[
98.1
- 4; — Saff_Pont

L { saff_1151
5723 } Saft_Va

Safl_Cako

~ Saff_1618

o4

Obrdzek 26 Fylogram z referencnich populaci kladu Affine na zdkladé markerii COI+gEPIC4+rEPIC3 (Maximum
Likelihood, model GTR+G, podpora vétvi stanovena aLRT-SH testem, zaznamenany pouze hodnoty nad 50), koren S.
carpocapsae
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Obrazek 27 Fylogram z referencnich populaci kladu Affine na zakladé markeru ITS (Maximum Likelihood, model
HKY85+G, podpora vétvi stanovena aLRT-SH testem, zaznamendny pouze hodnoty nad 50), koren S. carpocapsae
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5 Diskuze
5.1 Metodika izolace DNA a PCR

Dftive byl pro izolaci vyuzivan extrakéni pufr s proteazou K (Cox a Hebert, 2001),
avSak komer¢ni kit (DEP-25 Extraction Kit) dosahoval snadn&j$i pfipravou stejnych

vysledku, a tak bylo nadale pracovano s timto standardizovanym zptasobem.

PCR reakce byla pfipravovana standartnim zpusobem popsanym v metodach. Pro
stabilizaci reakce bylo k nékterym reakcim pfidano ¢inidlo BSA (Bovine Serum Albumine,
20 mg/ml), ani to ovSem neovlivnilo vysledek reakce. Optimalizace PCR pro jednotlivé
markery se proto odehravala pfedevSim zménami v PCR profilech, a to jednak variacemi

teploty a délkou faze nasedani primera (annealing).

5.2 Markery

Vsechny analyzované markery byly porovnavany s markerem ITS, ktery je standartné
pouzivan.
5.2.1 ITS

U markeru /7S byla uspésna amplifikace u vSech 23 testovanych druht.

V analyze vnitrodruhové variability sice test izolace vzdalenosti nevysel signifikantni,
ovSem vzhledem k nizké hodnoté p=0,08, se zde muze jednat o CasteCnou korelaci mezi

genetickou a geografickou vzdalenosti.

Pfi porovnani s ostatnimi markery vykazoval marker ITS piekvapivé vysokou
variabilitu. Z tohoto divodu je vSak ITS pouzivan pro ,DNA barcoding“. To muze byt
podpofeno i tim, ze se u markeru ITS, jako u jediného z testovanych markerd, na histogramu
neprolind vnitrodruhova variabilita s mezidruhovou a vznika tak ,barcoding gap“. Na
fylogenetickém stromu jsou tak piehledné rozdéleny jednotlivé druhy do kladu (Spiridonov

& Subbotin, 2016).

ITS marker byl poté pouzit pro porovnani s konkatenovanymi fylogenetickymi stromy

ostatnich markeru.

522 cor
U markeru COI byly ziskany sekvence od 20 druhti z celkovych 23 testovanych.

Pii vyhodnoceni vnitrodruhové wvariability, u markeru COI nevySel signifikantni

Mantelav test, tudiz se u n& neda potvrdit korelace mezi genetickou a geografickou
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vzdalenosti. Haplotypova sit’ rozdélila populace do 17 haplotypu. Piekvapivé vzdaleny byly
i haplotypy populaci ze stejného kraje s malou vzdalenosti. Populace Port (Portugalsko)
meéla svaj vlastni haplotyp, 1 kdyZz nepiili§ geneticky vzdaleny od haplotypu 6, ktery byl

nejvice zastoupen.

Tento marker neni piili§ vhodny pro rozliSeni druht, kvili jeho nizké variabilité. Byl
vSak pouzit pro konkatenované fylogenetické stromy. Na histogramu srovnani vnitrodruhové
a mezidruhové variability nebyl signifikantni ,barcoding gap“. Vnitrodruhova a
mezidruhova variabilita se piekryvaly. V poslednich letech je pro molekularni charakterizaci
nékterych novych druhll rodu Steinernema kromé sekvence ITS pouzita i sekvence COI
(napt. Machado et al., 2022). Databaze vSak zatim neobsahuji dostatek srovnavacich
sekvenci od ostatnich druht a populaci rodu Steinernema. Navic, jak je zmin€no vySe, tato

préace ukazala nizkou variabilitu COI sekvenci mezi blizce piibuznymi druhy.

Na fylogenetickém stromu se jednotlivé druhy rozdélily do klada podle Spiridonov &
Subbotin (2016). Steinernema monticolum byla prevzata z databaze GenBank, jelikoz se ji

nepodafilo ziskat amplifikaci.

52.3 ND2
Marker ND2 byl Gspésny pii amplifikaci celkem 19 testovanych druht.

Pro tento marker nemohla byt vyhodnocena vnitrodruhova variabilita, jelikoz z né¢j

nebyl ziskan dostateCny pocet sekvenci druhu Steinernema affine.

Pfi vyhodnoceni mezidruhové variability vykazoval marker ND2 primérné vysokou
variabilitu ve srovnani s ostatnimi analyzovanymi markery. U tohoto markeru se také na

histogramu prekryvala vnitrodruhové variabilita s mezidruhovou.

Na fylogenetickém stromu se druhy rozdélily do jednotlivych kladi (Spiridonov &
Subbotin, 2016), kromé& druhu S. poinari, u kterého doSlo pravdépodobné k zaméné
sekvence a nejspise se také jedna o S.feltiae, ke které se tato sekvence ptipojila. Marker ND2

byl také pouzit do konkatenovaného fylogenetického stromu metodou MLST.

524 EPIC

Tato prace byla pilotni studii, ktera testovala mozné vyuziti EPIC marker( u rodu
Steinernema. Z, celkového poctu deseti EPIC markera se jevi uspésné tii (¢EPIC4, rEPICI a
rEPIC3). U ostatnich sedmi se podafila amplifikace maximalné¢ u péti druhii z rodu

Steinernema. Amplifikace nebyla uspésna u vSech druhl nejspise proto, ze byly markery
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navrhovany jen z druhli nejpiibuznéjsich S. affine, takze primery nemusi optimalné nasedat.
Cesta k uspeésné amplifikaci by zahrnovala delsi optimalizaci, nebo pro problematické druhy

navrzeni alternativnich primert.

Vsechny testované EPIC markery obsahovaly 1-2 introny o ruznych délkach. U
raznych druha je pak prokazatelna variabilita v presenci i absenci intronu, v délce intronu i

nukleotidova.

Z markeru gEPIC4 bylo celkem amplifikovano 19 druhii. Pfi analyze vnitrodruhové
variability Manteliv test neprokazal korelaci genetické a geografické vzdalenosti.
Haplotypova sit’ rozdélila jednotlivé populace do péti haplotypu, ptiCemz nejvice zastoupeny
je Haplotyp 2. Prekvapivé vzdaleny je Haplotyp 1, ktery byl urCen pro populaci Zich
(Zichovec), ktera pochazi, jako vét§ina ostatnich populaci, zJiznich Cech. P
mezidruhovém srovnani se na histogramu opét prekryva vnitrodruhova variabilita
s mezidruhovou. Fylogeneticky strom roztfidil jednotlivé druhy do kladi (Spiridonov &
Subbotin, 2016). Marker gEPIC4 byl také pouzit do konkatenovaného fylogenetického

stromu.

Pro marker rEPICI byly celkem ziskany sekvence od 12 druht. Jelikoz se u ngj
nepodafilo amplifikovat dostatecny pocet sekvenci z druhu Steinernema affine, nemohla u
n¢j byt analyzovana vnitrodruhova variabilita. V mezidruhovém porovnani se na histogramu
opét prolinala vnitrodruhova variabilita s mezidruhovou. Pro tento marker nebyly ziskany
sekvence rodu Oscheius, byla proto na fylogenetickém stromu vybrana jako ,,outgroup*
Steinernema beitlechemi. Ostatni druhy se na stromu rozdélily do jednotlivych kladt

(Spiridonov & Subbotin, 2016).

U markeru rEPIC3 byly ziskany sekvence ze vSech zkoumanych druhti. Z markert
EPIC byl tedy mezidruhoveé nejuspé$néjsi. U analyzy vnitrodruhové variability vysla u
Mantelova testu hodnota signifikance p=0,19, coz by mohlo poukazovat na CasteCnou
korelaci mezi genetickou a geografickou vzdalenosti. V Haplotypové siti jsou jednotlivé
populace zastoupeny ve tfech haplotypech, z nichz je nejvice zastoupen Haplotyp 1.
Vnitrodruhova a mezidruhova variabilita se na histogramu neoddélila ani u markeru rEPIC3.
Jednotlivé druhy se ale na fylogenetickém stromu rozdé€lily do klada podle Spiridonov &

Subbotin (2016). Tento marker byl také pouzit do konkatenovaného fylogenetického stromu.
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5.3 Vyuziti novych markeru pro fylogenetiku a systematiku skupiny
Systematika i fylogenetika rodu Steinernema byla zalozena predev§im na markeru ITS.

Ten vSak nefeSi vSechny otazky, a tak je potfebné uziti alternativnich markert.

Konkatenovanim vice markeri je mozné docilit podpory signifikantnosti pii druhové

identifikaci.

Nejprve byl konkatenovan fylogram patnacti druhl, jenz byly amplifikovany u
markerdt COI+ND2+gEPIC4+rEPIC3. Tento strom byl porovnan s fylogramem markeru /TS
ze stejnych patnacti druhti. Oba stromy rozdélily jednotlivé druhy do kladt podle Spiridonov
& Subbotin (2016).

Druhy konkatenovany strom obsahoval pouze markery COI+gEPIC4+rEPIC3, u
kterych byl amplifikovan dostateCny pocet populaci kladu Affine. Tento strom se jiz vSak
li§il od fylogenetického stromu markeru ITS z kladu Affine. Konkatenovany strom totiz
utvoril oddélené klastry pro druhy S.spl a S.sp2. Existence téchto dvou druhd byla
naznaCena analyzami sekvenci ITS (PlUza, ustni sdéleni). Nové EPIC markery tak
jednozna¢né€ podporuji vymezeni téchto dvou druhi. Nové EPIC markery maji velky
vyznam pro systematiku skupiny, jelikoz umoziuji presnéjsi delimitaci druhu. Jak bylo
zminéno vyse, molekularni delimitace druhu u Steinernema je doposud zalozena pouze na

sekvenci ITS a status nékterych taxonu byl tak nejasny.

Nové EPIC markery zlepsuji i porozuméni fylogenetickym vztahim mezi blizce
ptibuznymi druhy rodu Steinernema. Tyto markery tak mohou byt dale vyuzity ke studiu
kofylogeneze mezi hlisticemi rodu Steinernema a jejich bakteridlnimi symbionty rodu
Xenorhabdus. Doposud provedené studie pracovaly pouze s markery I7S a 285 rDNA (napf.
Lee & Stock, 2010; Bhat et al. 2019) které nejsou dost variabilni pro studium vztaht blizce

ptibuznych druhi.

Tato prace navazuje na studie predchozich kolegi v laboratofi — Lucie Faktorové
(Faktorova, 2014), ktera studovala vhodnost mitochondrialnich markerd u rodu Steinernema,
a Jana Hartmanna (Hartmann, 2017), ktery studoval mikrosatelity u Steinernema affine.
Mikrosatelity jsou tandemové se opakujici sekvence, které se ovSem prokazaly jako
nevhodné, kvuli S$patné amplifikaci a vysSimu vyskytu nulovych alel a nizkym

predpokladiim pro pouziti napfic¢ druhy.
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Studie Dhakal et al. (2020) uspéSné amplifikovala EPIC markery u rodu
Heterorhabditis. Ovsem na zakladé ziskanych sekvenci vyhodnotila pouze wvariabilitu

markerq, ale jiz neuvedli vyznam pro fylogenetiku daného rodu.

Studium EPIC markert se u rodu Steinernema zatim jevi nadé€jné. Na rozdil od studie
Rolston et al. (2009), ktery testoval pouze jeden EPIC marker, se nam podafilo najit
pravdépodobné kandidaty pro druhovou identifikaci. Nase markery nevykazuji dostatecnou
variabilitu pro studium populacni genetiky, ale maji velky potencial pro systematiku a
fylogenetiku skupiny. Vysledky této prace naznacuji, ze nové EPIC markery lze

amplifikovat 1 u hlistic rodu Oscheius a jejich potencial bude patrné Sirsi.
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6 Zavér

Vysledkem pilotni studie pouziti EPIC markert u rodu Steinernema, bylo navrzeni péti
ribosomalnich a péti genomovych EPIC markerd. Po jejich testovani je mozné fict, ze u
vSech probéhla uspésna amplifikace. Nejvice nadéné se jevi markery gEPIC4, rEPICI a
rEPIC3, u kterych byla amplifikace Gspésna i na Sirsim spektru druhti. Analyzované markery
rozdelily testované druhy, ale jesté specificteji funguji jako konkatenované pomoci metody
MLST. Konkatenovany marker oddélil i dva nové druhy — S.spl a S.sp2. Nové EPIC
markery maji velky potencial pro studium systematiky a fylogenetickych vztahti u hlistic

rodu Steinernema a potazmo dalsich skupin hlistic.
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Priloha 1: Podrobna tabulka ziskanych sekvenci
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Priloha 2: Prehled délky fragmentl a intrond u jednotlivych druhti pro markery

gEPICI, gEPIC2, gEPIC3, gEPICS, rEPIC2, rEPIC4 a rEPICS

gEPIC1 Délka fragmentu (bp) | Délka intronu 1 (bp) | Délka intronu 2 (bp)
S. affine 324 49 0

S. feltiae 441 0 0

S. carpocapsae >248 46 (0) 44 (0)

S. monticolum >269 0 0

S. glaseri >264 0 0

gEPIC2 Délka fragmentu (bp) | Délka intronu 1 (bp) | Délka intronu 2 (bp)
S. feltiae 360 13 13

S. carpocapsae 535 81 98

S. monticolum 479 17 34

S. glaseri 459 7 109

gEPIC3 Délka fragmentu (bp) | Délka intronu 1 (bp) | Délka intronu 2 (bp)
S. feltiae 786 50 47

S. carpocapsae 783 50 46

S. monticolum 780 43 50

gEPIC5 Délka fragmentu (bp) | Délka intronu 1 (bp) | Délka intronu 2 (bp)
S. feltiae 763 45 44
S. carpocapsae 764 46 45
S. monticolum 750 45 42
S. glaseri 760 44 43
rEPIC2 Délka fragmentu (bp) | Délka intronu (bp)
S. affine 291 50
S. feltiae 290 49
S. carpocapsae 292 51
rEPIC4 Délka fragmentu (bp) | Délka intronu 1 (bp) | Délka intronu 2 (bp)
S. poinari 439 52 27
S. feltiae 379 42 0
S. carpocapsae >438 56 54
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rEPIC5 Délka fragmentu (bp) | Délka intronu (bp)
S. affine 314 109
S. feltiae 311 108
S. carpocapsae 421 274
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