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1. Uvod

1.1. Entomopatogenni hlistice

Entomopatogenni hlistice (kmen Nematoda), tzv. hlistovky se déli do dvou celedi
Steinernematidae a Heterohabditidae a jsou dulezitou slozkou vétSiny pudnich ekosystému
celého svéta.

Od ostatnich entomopatogennich hlistic se odliSuji svou Zivotni strategii, kdy
kombinuji parazitaci a saprofytismus (Laumond et al., 1979; Poinar, 1979). Hlistovky
fadl, vzacnéji ijiné bezobratlé (Nermut’ et al., 2012). Jejich velikost se pohybuje od 0,7 —

1,8 mm, télo ma valcovity tvar, na koncich je ztencené (viz Obrazek 1).

Obriazek 1: Samec S. affine. Foto V. Piza

1.1.1. Zivotni cyklus

Zivotni cyklus hlistovek probiha v mrtvém téle hostitele s vyjimkou larvy tetiho
instaru - invazivni larvy (Poinar, 1979). Tyto larvy ziji voln¢ v pidé¢ a jejich tikolem je nalézt
a proniknout do nového hostitele. Pro tuto ¢innost jsou vybaveny — pied vnéjSim prostfedim
je chrani zesilend kutikula a uzaviena travici soustava. V tomto stadiu nepfijimaji potravu, ale
maji velké energetické zasoby, které jim umozni piezit v pide i nékolik mésici (Nermut’ et
al., 2012). Do téla hostitele se dostavaji pfirozenymi otvory (usta, fitni otvor, praduchy) nebo
skrze kutikulu (vétSinou u Heterorhabditis) (Dowds et al., 2002). Kdyz larva tspésné

pronikne do hostitele, uvolni symbiotické bakterie, které se namnozi, a hostitel vétSinou
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béhem 24 — 48 hodin hyne nasledkem septikemie (Bird & Akhurst, 1983). Jedna se o
symbiotické bakterie rodt Xenorhabdus (Bisch et al., 2015) a Photorhabdus, které zabranuji v
rozvoji cizich mikroorganismu, dokonce vytvaii i latky, které odpuzuji bezobratlé nekrofagy
(Foltan & Puza, 2009).

Invazivni larvy se v hostitelském téle svl€kaji do larev Ctvrtého instaru a zacinaji
pozirat symbiotické bakterie, poté dospivaji do prvni generace dospé€lct (tzv. obii generace).
Dospélci rodu Steinernema jsou oddéleného pohlavi, ale dospélci rodu Heterorhabditis jsou
hermafroditi¢ti. Samice znovu kladou vajicka a z nich se lihnou larvy, které se vyvijeji opét
ptes Ctyii instary v dospélce druhé generace (tzv. normélni generace). Poté samice nakladou
vajicka, ta se ale vyviji jen do larev tfetiho instaru, které jako invazivni larvy opoustéji
hostitele (Poinar, 1979; Adams & Nguyen, 2002).

Cely Zivotni cyklus hlistovek obsahuje Sest stadii: vajicko, 4 juvenilni stadia a stadium
dospélce; pti optimalnich podminkach jeden cyklus trva 3 — 7 dni tzv. od vaji¢ka po vajicko,
ale vyvoj invazivni larvy zabere az 14 dni (Miles et al., 2012). Pocet generaci vyvijejicich se
Vv hostiteli neni pfesné dany, zéalezi na obsahu Zzivin v hostitelském téle, ale vzdy konci

u tietiho larvalniho instaru — invazivni larva (Nermut’ et al., 2012).

1.1.2. Steinernema affine a biologicka ochrana

Hlistovky se vyskytuji ve vSech podnebnich pasech, nejvice jich bylo objeveno
v mirném pasu. Doposud bylo v Ceské republice zaznamenano 10 druht Steinernema a dva
z rodu Heterorhabditis (Nermut et al., 2012). Podle pozorovani, které provadéli Mracek et al.
(nepublikovano) v okoli Ceskych Budg&jovic, byla S. affine nejéastéji se vyskytujicim druhem.

Entomopatogenni a molluscicidni hlistice jsou atraktivnim prostfedkem pro
biologickou ochranu rostlin. Existuje ale moznost interakce mezi neptivodnimi (komerénimi)
a domacimi patogennimi hlisticemi. Rozsifeni S. affine a populacni geneticka struktura ve
fragmentované zemédélské krajin¢ jsou neznamé. Znalost rozsifeni a genetické struktury
populaci prospésnych hlistic v zemédélské krajin€ je velmi diilezita, protoze populace, které
jsou vzajemné propojeny, nejsou tolik nachylné k ptechodnym zménam v poétu jedinctu jako

populace, které ziji v izolaci. Tyto informace jsou klicové Vv hodnoceni dopadu aplikaci

komer¢nich preparatii na domaci hlistice.



1.2. Genetické markery - mikrosatelity

Genetické markery jsou snadno identifikovatelna ¢ast genetického materialu — obvykle
DNA, ktera mlze byt pouzita v laboratofi a umoziuje ndm od sebe odlisit jedince, populace
nebo druhy (URL 2). Mohou byt pouzity pro odhad mnoha parametri, které jsou v zajmu
kazdého ekologa; jako napiiklad migrace, velikost populace, ,,bottleneck®, ptibuznost a dalsi
(Selkoe & Toonen, 2006).

Pokroky v genetické analyze a biotechnologiich vedly i kprudké expanzi
molekuldrnich markert. Mikrosatelity se V souCasnosti jevi jako nejpopuldrnéjsi a
nejuniverzalnéj$i markery (Selkoe & Toonen, 2006), jsou polymorfni a snadno se amplifikuji
pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) (Otsen et al., 2000). V porovnani s jinymi
molekularnimi markery maji mikrosatelity fadu vyhod: jejich mnozstvi a rozptyleni v celém
genomu, vysoky obsah informaci, kodominantni dédi¢nost, reprodukéni a genomova
specifi¢nost, adaptace k automatizaci (Morgante & Olivieri, 1993). Vzestup komerénich
sluzeb, které umoziuji izolaci mikrosateliti pro studium novych druhli a genotypovych
vzorkll za rozumné ceny, predstavuje nebyvalou moznost pouzivat genetické pristupy bez
velké investice do specializovanych zatizeni (Selkoe & Toonen, 2006).

Mikrosatelity (simple sequence repeats, SSRs; short tandem repeats — STRs; variable
number tandem repeat - VNR), jsou kratké elementy obsahujici tandemové repetice 1- 6 pard
bazi, které se Casto vyskytuji ve vSech eukaryotickych genomech, dale také u prokaryot
a u eubakterii (Tautz, 1989; Selkoe & Toonen, 2006). Pocet jejich opakovani byva nejcastéji
5 —40, ale mohou byt 1 delsi. V genetickych studiich se nejcastéji pouzivaji dinukleotidova,
trinukleotidova a tetranukleotidova opakovani (Selkoe & Toonen, 2006).

Déle rozliSujeme mikrosatelity podle jejich ptivodu na dva typy. Prvni je odvozen od
genomové sekvence, druhy od oblasti, ktera je té€sné prilehla k mikrosatelitni sekvenci
(tzv. ,,flanking region®, ,,expressed sequence tags” — EST), ta byva stejna u blizce piibuznych
druhti. Je mozné fict, Ze genomové mikrosatelity jsou polymorfnéjsi nez EST-mikrosatelity
(Weng, 2007).

Mononukleotidové repetice nejsou bézné kvili delSimu fetézci slozeného jen
Z jednoho typu nukleotidu, diky tomu nastavaji béhem amplifikace problémy. Nejcastéji se
v genomu vyskytuji repetice dinukleotidové (Li et al., 2002). Trinukleotidové repetice jsou
velmi zajimavé, protoze hraji roli v mnoha lidskych neurodegenerativnich onemocnénich
(Huntingtonova choroba, myotonicka dystrofie, bulbospinalni svalova atrofie, atd.) (Warren

& Nelson, 1993) a v mnoha dalSich typech rakovin (Wooster et al., 1994). Pfedpoklada se, ze
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trinukleotidové a hexanukleotidové repetice neposouvaji Cteci ramec (,,frameshift®), proto
mohou byt soucasti kédujicich oblasti (Téth et al., 2000).

Mikrosatelity maji vysokou mutaéni rychlost (mezi 10° a 102 mutaci/lokus za
generaci), vzhledem k tomu se vyviji vysoky stupen alelické diverzity, ktera je dulezita
v genetickych studiich (Schlétterer, 2000). Nevyhodou mikrosateliti je naSe neznalost
mutac¢nich mechanismii u jednotlivych lokusi a mozny vyskyt nulovych alel Jejich velkou
vyhodou je malé mnozstvi potfebného vstupniho materidlu (Selkoe & Toonen, 2006).

Nevyhodou mikrosatelitti je jejich druhova specificita — na rozdil od jinych markera
(alozymy, mtDNA) je nelze snadno pouzivat u dalSich druhti. Napt. Wilson et al. (2004)
testovali mezidruhovou amplifikaci 48 existujicich lokust riznych druhti msic. Amplifikace
byla tspésna u druht, které patiily do stejného rodu jako cilové (az 80%), u shodného kmene
byla uspésnost 59%, nizka u vzorkii mimo celed’ (35%). Timto ukdazali, Ze mikrosatelitni
markery jsou slibnym nastrojem pro populacni genetiku a evoluéni studium msSic a

mezidruhové pouziti je v zasadé mozné.

1.3. Pouziti mikrosatelitd u nematod

Navzdory jejich velké popularité u vysSich eukaryot, mikrosatelitni markery doposud
nejsou bézné u nematod pouzivany (Otsen et al., 2000).

Mezidrihové amplifikace se u nematod neprovadély, asi jedinou srovnavaci praci
0 mikrosatelitech u hlistic lze uvést od Castagnone-Sereno et al. (2010), kteti srovnavali
vyskyt riznych typt mikrosatelitti u péti druhit nematod a z nich se poté zaméfili na hlistici
Meloidogyne incognita, celosvétove hlavniho parazita rostlin. Identifikovali u ni celkem 4800
mikrosatelitnich lokust a zjistili, ze 2245 di- az hexanukleotidovych lokust poskytuji
adekvatni material pro budouci vyvoj mikrosatelitnich markeri u tohoto parazita. Jejich
vysledky déle nasvéd¢uji, ze mikrosatelity mohou ovlivnit evoluci struktury a funkci proteini.

Pravdépodobné prvni prace, ktera se zabyvala mikrosatelity u nematod je od Fisher &
Viney (1996), kde se zabyvali sekvencemi 8 mikrosatelitnich lokusii na parazitické hlistici
Strongyloides ratti. Ale zadné populacné-genetické analyzy neprovadéli.

Hlistici Haemonchus contortus, ktera parazituje na sliznici slezu ovci a koz, se
zabyvali Otsen et al. (2000), ktefi izolovali a sekvenovali 59 mikrosatelitd, 27 z nich bylo
polymorfnich. Rada téchto markerti byla pouzita k detekci inbrednich populaci. Populaéng-
geneticka analyza byla zfejmé provedena jen u modelového organismu pro nematody,

had’atka obecného (Caenorhabditis elegans). Sivasundar & Hey (2003) zkoumali 20
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mikrosatelitnich lokusti na 23 piirodnich liniich C. elegans pochazejicich z celého svéta.
Celkova variabilita mikrosatelitnich lokust byla nizka. Nezjistili zadny vztah mezi genetickou
a geografickou vzdalenosti, dale pozorovali vysoky pocet homozygotli, coz mohlo byt
zapiic¢inéno tim, Ze tyto lokusy testovali na liniich z chovu. Haber et al. (2005) sledovali u
had’atka obecného jeho evolu¢ni minulost za pouziti 10 polymorfnich trinukleotidovych a
tetranukleotidovych mikrosatelitt, které byly odvozeny z celého genomu. Tyto mikrosatelity
byly jiz pouzity diive (napt. Hodgkin & Doniach (1997) porovnavali jedince z ptirozeného
prostiedi s jedinci chovanymi v laboratoii), nyni je vSak testovali na 23 novych kmenech,
které byly izolovany ze severozapadniho Némecka. Také zjistili celkové nizkou variabilitu u
mikrosatelitt. Vysledky ukazuji, ze linie C. elegans lze geneticky rozlisit na zakladé
geografickych vzdalenosti a také, v mensi mife, rozdily v dob¢ izolace kmene. Dale jejich
zkoumani potvrzuje predeslé nazory, Ze had’atka obecna jsou kolonizatoti a diky
samooplozeni expanduji do novych stanovist’, aniz by se zde mohli sexualné rozmnozovat.

Dale Jung et al. (2009) u had’atka borového (Bursaphelenchus xylophilus), které je
fylogeneticky nejblize k S. affine, testovali nové vyvinuté mikrosatelitni lokusy.
K definitivnim zavérim vsak nedosli, protoze lokusy testovali na nizkém poctu vzorki,
nicméné vysledky znovu potvrdily uzite¢nost mikrosatelitnich markert.

Tato bakaldiska prace se poprvé zaméiuje na pouziti mikrosatelitnich markerit u
entomopatogennich hlistovek, a to na souboru populaci z laboratornich chovu S. affine i na

dalgich druhzich rodu Steinernema.



2.  Cile prace

° Otestovat vhodnost mikrosatelitnich lokustt u entomopatogennich hlistic rodu

Steinernema a optimalizovat profily vybranych mikrosatelitnich lokus.

® Provést skrining u vybranych populaci druhu Steinernema affine a statisticky
vyhodnotit vysledky.
° Otestovat moznosti mezidruhové amplifikace na ptibuznych druzich rodu

Steinernema.



3. Material a metody

Vzorky rtiznych druht hlistic byly analyzovéany standardnim postupem - po DNA

extrakci probihala amplifikace vybranych markert a nasledné jejich statisticka analyza.

3.1. Material

Vzorky hlistic mi poskytl RNDr. Vladimir PGza, PhD., které pochazely ze sbirky
Laboratofe entomopatogennich hlistic, Entomologicky tstav, Biologické centrum AV CR.
V piedchozich letech byly provadény terénni odbéry, izolace a morfologicka identifikace
odebranych jedinci. Kazdy odbér se skladal z péti dil¢ich odbért, lopatkou se z oblasti o
velikosti cca 100 m? odebrala ptida do hloubky 16 cm, ktera se poté smichala dohromady.

Vzorky pidy pak byly rozd€leny Petriho misek, izolace z jedné poloviny byla
provadéna pii laboratorni teploté (22°C), z druhé poloviny probihala pii teploté 15°C.
Principem metody izolace invazivnich larev je jejich vychytdvani z pidniho vzorku do
opakované nastrazenych tél housenek zavijeCe voskového (Galleria mellonella). Tyto
housenky po nakazeni hlistovkami po Sesti dnech hynou, poté jsou pitvany za ucelem zjisténi
poctu a urCeni dospélych jedinch hlistovek. Izolované hlistovky poté byly pouZity pro
zalozeni chovil pro dal§i vyzkum entomopatologické laboratofe. Pofty a seznam lokalit
populaci S. affine jsou uvedeny v Tabulce 1 a Obrazek 1 zobrazuje &ast mapy Ceské
republiky, kde jsou vyznaceny lokality sbéru. V Tabulce 2 jsou vypsany informace o dalSich

analyzovanych druzich rodu Steinernema.



Tabulka 1: Seznam lokalit a pocty populaci Steinernema affine.

Nazev Zkratka | Pocet | Lokalita Soufadnice GPS
1151 Lista 18 CR, Listany N49° 49' 25.852" E13° 10' 03.671"
CAKO 01 (1122) | Cako 47 CR, Cakovec N48° 58'08.1" E14° 18' 35.16"
CB1B (1247) Skuh 45 CR, Skruhov N49° 35'33.824" E13° 54' 02.909"
HOS2 (1210) Hos 30 CR, Pod Hosinem N49° 03' 19.44" E14° 28' 41 4"
KR7 KaRe |45 CR, Kardasova Recice | N49° 13' 17.18" E14° 49' 00.689"
LON (Londres) Lond 30 Francie, Londres N48° 26' 56.4" E14° 49' 00.689"
MB3E (1260) Ruda 30 CR, Ruda N50° 08'43.404" E1° 5' 13.2"
R-17 Chel 30 CR, Chel¢ice N49° 07'46.43" E14° 10' 21.431"
ROME Rome | 30 Francie, Glatigny N48° 25'12" E1° 5' 42"
V aff (710) VrbR | 30 CR. Vrbenské rybniky | N48°59'41.717" E14° 24' 28.596"
Celkem 335
Ruda
*
o
8 —
7 & CZECH REPUBLIC
Listany «

0 ©

> Skuhrov

<

Kardasova Reéice
Cheléice &
*
o ) + Hosin
2 Cakovec « * Vrbensk
GERMANY
o
©
AUSTRIA 0 20 40km
| T T | T |
12.5 13.0 13.5 140 145 15.0 155

Obrazek 2: Mapa lokalit sbéru (zkratky lokalit viz Tabulka 1) v Ceské republice.
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Tabulka 2: Seznam lokalit a pocty vzorku dalsich druht rodu Steinernema.

Nazev Druh Pocet | Lokalita

MB3E* S. affine 1 CR, Ruda

JEG* S. arenarium 1 Ukrajina, Cernobyl
S2SP S. arenarium 1 Spanélsko

SA S. arenarium 1 Rusko

SLOV S. arenarium 1 SK, Laksar

P1360* S. bicornutum 1 Polsko

W06 S. bicornutum 1 byvala Jugoslavie
1418* S. carpocapsae 1 CR, Ostrov

ALL S. carpocapsae 1 USA

DD 136 S. carpocapsae 1 USA

NCR S. carpocapsae 1 Rusko, St. Petersburg
1155* S. feltiae 1 CR, Luznice

ENT S. feltiae 1 Komeréni linie, Koppert
KR* S. kraussei 1 CR, Vrbenské rybniky
0S S. kraussei 1 CR. Beskydy - Ostravice
SK 89 S. kraussei 1 Némecko

SUB NH3 S. kraussei 1 CR, Tteboti — Holicky
VA T7.2. S. kraussei 1 Bulharsko, Vitosha
vC2 S. kraussei 1 CR, Velky Cernohj
1160* S.sp 1 CR, Sklenéna hut

8 ca S.sp 1 Kanada, Langley
1025 W* S. weiseri 1 CR, Vyskov

1128 S. weiseri 1 CR, Kl4sterec

583 S. weiseri 1 CR, Kalisté u Lipi
DUB 04 S. weiseri 1 CR, Dubné

TUR S. weiseri 1 Turecko

Celkem 26

Pozn.: S. affine — pouzita jako kontrola, dal§i druhy oznacené hvézdickou byly pouzity pii

prvni PCR amplifikaci a separaci na agar6zovém gelu.



3.2. Extrakce DNA

U kazdé populace byla provadéna DNA extrakce z jednotlivych hlistovek. Do kazdé
uzaviratelné zkumavky s jednim jedincem bylo pifidano 17,7 ul dH20, 2 pl PCR pufru (Top-
Bio 10x Taq Buffer complete), 0,2 pul 1% Tween, 0,1 pl proteinaza K. Poté se vzorky s timto
pufrem promichaly, centrifugovaly a daly na 20 minut do hladiciho zatizeni (4 °C). Po
uplynuti 20 minut byly vzorky dany na 60 minut do vodni 1azn¢, ktera méla 65 °C, a poté byly

inkubovany 8 minut pti 95 °C. VSechna DNA se uchovévala v chladicim zafizeni pti 4 °C.
3.3. Primery

K amplifikaci mikrosatelitni DNA nam bylo poskytnuto firmou Genoscreen cca 218
parti primert,, ze kterych vybrali RNDr. Vladimir Piza, Ph.D. a Mgr. Daniela Chundelova
primery pro celkem 20 lokust. Tento vybér probihal pomoci aplikace Oligocalc - testem na
self komplementaritu (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/OligoCalc.html) a dalsim
kritériem bylo, aby pary jednotlivych primeri mély podobné teploty nasedani. Vybrané
primery byly jednak trinukleotidy - StTri 1, StTri 2, StTri 3, StTri 4, StTri 5, StTri 6, StTri 7,
StTri 8, StTri 9, StTri 10; a dale dinukleotidy: StDi 1, StDi 2, StDi 3, StDi 4, StDi 5, StDi 6,
StDi 7, StDi 8, StDi 9, StDi 10. Kompletni piehled vSech pouzitych primeru s detaily je

uveden v Tabulce 3.

Tabulka 3: Pifehled pouzitych primerid, PCR produkt — predpokladana velikost

amplifikovaného useku.

Nazev primeru | PCR  produkt | Sekvence 5°->3" Motiv
(bp)

StTri 1 313 F: CTTCGTTATGTGAGCGCCG (CTT)s
R: GGATTTAGGAGGAAACTGAACTGA

StTri 2 193 F: ATGGGTCTGACTTCGATTGG (AGG)s
R: CTGTTCGGATCCATTTCACA

StTri 3 190 F: TAGTTTCTGACAAGGCGGC (AGA)s
R: TTCATTTTCTTTTCCGGGAC

StTri 4 183 F: TGTGCTGTGCATGTGTCTCT (AAG)s
R: CAGCACATCTGCCTGTTTGT

StTri 5 145 F: TTTAACGCTTCGACAGCAGC (CTT)s
R: GGTGGAGGAGCAGAAAATGA

StTri 6 140 F: AGGGGTAGTTGTATGTTTAGCAGTG (GAT)s
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http://www.basic.northwestern.edu/biotools/OligoCalc.html

R: ATCTGTCACGCATGTCTCCC

StTri 7 139 F: TCTATCGCCGTATCTCACCTG (TTC)s
R: CAGACGGAGCGAAACTCTTC

StTri 8 139 F: AGCTGATGACTCATTTGGAGC (GTT)s
R: AACGAGCGTGCAAAATACAA

StTri 9 107 F: TTCGCCGAGTTATATTTTCCC (ACA)s
R: TTCTTCAGCTTTCTGACCGC

StTri 10 100 F: TCGCTCTCGGTTCTTTTCTG (CAG)s
R: ACGGAAAAGGGAAGCCAAC

StDi 1 299 F: TGTTTGTAAGCCTGCACACTG (TG)s
R: CCGTATTGTTTCCGTTCCAA

StDi 2 256 F: AAAGACAAAGAATCATCGCCA (CA)s
R: AGCACATTGTTTTCCCCAAG

StDi 3 240 F: TAAGAGTCAAGAAGTCACCTTCCC (GA)s
R: TTGCTGCTGTCGTCATTTG

StDi 4 240 F: CTCCTTCCCCAGTTGTCAGA (CTMe
R: TGATGTTTTCTGTAGACTTCTTTTCG

StDi 5 218 F: AAACTAGAAGTCGGTCCCGC (AG)s
R: GATGTTTATTGCCAGCGGAT

StDi 6 212 F: TTGATTTGATGAACGAACGG (GT)s
R: TTGTACTGTTGTTCGTTCCAACTT

StDi 7 195 F: TATTAACCGCGTTTGCCG (TG)s
R: AAGAGGTGTGCTATTCCGTTG

StDi 8 195 F: ATTTTGCGAATCACATCCCT (AG)s
R: CCTCCTGTCTTGAAGTGGCT

StDi 9 190 F: AGAAGAAGGAAAAGTCACCACG (CT)y
R: AACGGTACCTAAAGCAGACTCC

StDi 10 190 F: GAAGGGCCATCGACACAT (GA)s
R: CACTCTGTTAGTCACCACCACTC

Pozn.: F — forwardovy/soubéZzny primer — ve sméru transkripce, R — reverzni/zpétny primer —

proti sméru transkripce.
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Amplifikace téchto fragmenti DNA byla provadéna na pfistroji Bioer XP cycler. Po

dokonceni programu byly vzorky chlazeny a uchovavany pii teplot¢ 4°C. PCR profily jsou

vypsany v Tabulce 4 a 5, teplota nasedani primeru byla u kazdého nékolikrat ménéna, aby

bylo zjisténo, pti které z teplot se nejlépe amplifikuje.

Tabulka 4: Pichled PCR profil (trinukleotidy).

orimer Predenatureace | Denaturace* | Nasedani* Elongace* | Postelongace | Uchovavani
[°C] [s1 | [°CT |[s1 | [°C] [s1 | [°CI|[s] | [°C1 |[s] |[°CT|I[s]
StTri 1 94 60 | 94 30 | 55/57/63/65 |45 |72 |60 |72 120 | 4 o
StTri 2 94 60 | 94 30 | 53/55/57 45 |72 |60 |72 120 | 4 0
StTri 3 94 60 | 94 30 | 51/53/55 45 |72 |60 |72 120 | 4 o
StTri 4 94 60 | 94 30 | 53/55/57 45 |72 |60 |72 120 | 4 0
StTri 5 94 60 94 30 57/59/61/65 | 45 72 60 72 120 | 4 o0
StTri 6 94 60 94 30 57/59/61/65 | 45 72 60 72 120 | 4 0
StTri 7 94 60 94 30 57/59/61 45 72 60 72 120 | 4 o0
StTri 8 94 60 94 30 51/53/55/59 | 45 72 60 72 120 | 4 0
StTri 9 94 60 94 30 55/57 45 72 60 72 120 | 4 o0
StTri 10 94 60 94 30 53/55/57 45 72 60 72 120 | 4 0
* Tyto kroky se opakovaly v cyklu 35x.
Tabulka 5: Piehled PCR profild (dinukleotidy).
Srirmer Predenatureace | Denaturace* Nasedani* Elongace* | Postelongace | Uchovavani
[°C] [s1 | [°Cl |I[s] [°C] [s1 | [°CT|[s] | [°C]|I[s] [°C] | [s]
StDi 1 94 60 94 30 53/55/59 45 72 60 72 120 4 o0
StDi2 |94 60 | 94 30 53/55 45 |72 |60 |72 |120 4 0
StDi3 | 94 60 |94 30 51/53/55/62 |45 |72 |60 |72 |120 4 LY
StDi 4 94 60 94 30 57/59/61/65 | 45 72 60 72 120 4 [¢°)
StDi 5 94 60 94 30 53/55/57/59 | 45 72 60 72 120 4 €]
StDi6 | 94 60 |94 30 51/53/55/60 |45 |72 |60 |72 |120 4 0
StDi 7 94 60 94 30 49/51/53/58 | 45 72 60 72 120 4 o0
StDi8 | 94 60 |94 30 51/53/57/59 |45 |72 |60 |72 |120 4 0
StDi 9 94 60 94 30 59/61/63/65 | 45 72 60 72 120 4 o0
StDi 10 | 94 60 |94 30 51/53/55/62 |45 |72 |60 |72 |120 4 0

* Tyto kroky se opakovaly v cyklu 35x.
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3.4. Reak¢ni smés pro PCR

Reakéni smés pro PCR byla michdna v 200 ul zkumavkach, pokazdé na ledu. Reak¢ni
smés (pro 1 vzorek) se skladala: 7,25 pl dH20, 1,25 ul PCR pufru (Top-Bio 10x Taq Buffer
complete), 1 ul dNTPs (Thermo Scientific Fermentas), 0,75 ul Primer Forward, 0,75 ul
Primer Revers, 0,1 ul ,,UNIS* Taq polymeraza (Top-Bio s.r.0.). Kone¢ny objem namichané

smési byl 11,1 pl a poté byl pfidan 1 pl DNA extraktu.
3.5. Gelova elektroforéza

Po dokonéeni PCR reakce nizs§iho poctu vzorki (6 jedinci S. affine z riznych
populaci) byla tspésnost amplifikace DNA fragmentt, jejich mnozstvi a velikosti, ovéfena
elektroforetickou separaci. Tato verifikace byla provadéna jednak na agar6zovém gelu, a jestli
zde byl viditelny produkt, tak druha separace (po provedeni nové PCR reakce u vSech

testovanych vzork viz Tabulka 1 a 2) byla provedena na gelu polyakrylamidovém.
3.5.1. Agarézovy gel

Elektroforeticka verifikace probihala na 1,5% gelu: 3g agarézy (SERVA Agarose)
byly rozpustény v 200 ml 1x TAE pufru (40 mM TRIS-Acetate, pH=8,0, 1 mM EDTA). Tato
smés byla poté rozehiata v mikrovinné troubé, po zahtati byla ochlazena pod tekouci vodou
na cca 40 - 50 °C. Do tohoto roztoku bylo pfidano 15ul ethidium bromidu o koncentraci
0,5 ul/pg pro zviditelnéni amplifikované DNA pod UV svétlem. Takto rozpustény agardzovy
gel byl nalit do pfipravené formy s hiebinky, které zajistovaly vznik jamek. Gel byl ponechan
ve tmé piiblizné 30 minut pfi pokojové teploté, dokud zcela neztuhnul. Hotovy gel byl bud’
pouzit rovnou k elektroforéze, nebo byl uchovan v 1x TAE pufru s ethidium bromidem
v chladni¢ce (4°C).

Na gel se nanaselo 4-6 pl vzorku smichaného s 2 ul nanaSeciho pufru ,,Loading Dye*
(70% dH20, 30% glycerol, 0,05% bromfenolova modr), elektroforéza bézela cca 40 minut pii
napéti 120 V. Pomoci velikostniho markeru (GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder, Fermentas)
byla odhadnuta velikost i mnozstvi naamplifikovaného DNA fragmentu. Tato DNA byla
Vv gelu zviditelnéna pomoci UV transiluminatoru (UVP Transilluminator) s digitalni kamerou,

kterd nam zajistila zachyceni vysledné fotografie gelu.
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3.5.2. Vertikalni polyakrylamidova elektroforéza (PAGE)

Pro piesnéjsi separaci PCR produktt byl pouzit polyakrylamidovy gel. Tento gel
umoznuje jemnéjsi rozdéleni naamplifikovanych DNA fragmenti, kterého neni mozné docilit
na agarézovém gelu. Polyakrylamidové elektroforéza byla provadéna na pfistroji ,,Cleaver
Scienfitic Ltd*.

Tato elektroforetickd verifikace byla provadéna na 5% polyakrylamidovém gelu
(rozméry gelu: 15 x 15 cm). Gel obsahoval: 2,5 ml 10x TBE pufr, 8,3 ml 30% roztoku
akrylamidu, 38,8 ml dH20, 350 ul 10% APS a 50 ul TEMED (ktery se ptidaval az po ,,zatce*
— viz dalsi odstavec).

Po smichani vSech chemikalii (az na TEMED) pottebnych pro vyrobu gelu a pted
samotnym nalévanim roztoku mezi skla elektroforézy, byl ptipraven druhy gel tzv. ,,zatka“,
ktera slouzila k utésnéni spodniho konce skel. Jiz zminovana ,,zatka®“ byla pfipravena
z 1,75 ml jiZ namichaného roztoku, 17,5 ul 10% APS a 17,5 ul TEMED. Tento gel rychleji
polymerizuje (tuhne) a diky tomu zabrani moznému vytékani gelu ze skel elektroforézy.

Do piivodniho roztoku bylo poté ptidano 50 pl TEMED, promichano a poté nalito
mezi skla (cca 23 ml). Po naliti roztoku po okraj byly vlozeny hiebinky pro vytvoreni jamek.
Gel byl nechan 20 minut polymerizovat.

Béhem tuhnuti byl do elektroforetické nadoby nalit 0,5x TBE pufr (2 I).

Po polymerizaci gelu byly hiebinky vytaZzeny a do pfipravenych jamek bylo
nepipetovano 6 pul PCR produktu s 2 ul nanaseciho pufru (70% dH20, 30% glycerol, 0,05%
bromfenolova modf). K odhadnuti velikosti naamplifikovaného DNA fragmentu byl pouzit
velikostni marker GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder (Fermentas).

Vertikalni elektroforéza trvala 180 minut pfi napéti 220 V.

Po uplynuti této doby byla aparatura rozebrdna a gel byl umistén do barvici lazné
skladajici se z 0,5x TBE pufru s ethidium bromidem o kone¢né koncentraci 1 mg/ml. Barveni
probihalo asi 20 minut. DNA byla v gelu zviditelnéna pomoci UV transiluminatoru (UVP

Transilluminator) s digitalni kamerou, ktera nam zajistila zachyceni vysledné fotografie gelu.
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3.6. Analyza ziskanych dat

Kvypoctu a vyhodnocovani genetickych parametri bylo pouzito vice programtl.
Z fotografii polyakrylamidovych gelti byla vizualné odectena ziskand data a zapsana do
matice ve formatu Microsoft Excel v programu GenAlEx 6.501 (Peakall & Smouse, 2006).
Vysledky kazdého vzorku byly zapsany Cdciselnymi kody, které oznaCovaly velikost
naamplifikovanych alel. Diky tomuto souboru byl poté cely soubor dat exportovan do dalSich
formati pro zpracovani pomoci dalsich programd.

V programu GenAlEx 6.501 (Peakall & Smouse, 2006) byly dale vypocteny hodnoty
o¢ekavané heterozygotnosti (He) i pozorovana heterozygotnost (Ho) jednotlivych populaci,
efektivni pocet alel (Ne) na populaci, geneticka vzdalenost podle Neiho (Nei, 1972), hodnota
fixacniho indexu Fis pro jednotlivé populace, hodnota Fst pro populace mezi sebou a
geograficka vzdalenost mezi lokalitami sbéru (uvedena v km).

Korelace mezi geografickou a genetickou vzdalenosti (tzv. ,Isolation by distance*)
byla ovéfena pomoci Mantelova testu (Mantel, 1967), ve kterém byly porovnavany matice
geografické vzdalenosti a parovych genetickych distanci (Nei, 1972) mezi populacemi.
Statisticka priikaznost byla stanovena na zaklad¢é 999 permutaci.

Analyza hlavnich komponent (PCoA, principal component analysis) je metoda, ktera
nahrazuje velky soubor zdkladnich méfenych proménnych a casto viici sobé korelovanych
hodnot menSim mnozstvim vzajemné nekorelovanych proménnych, které vznikly vazenym
primérem nebo linedrni kombinaci métfenych proménnych hodnot (Leps, 1996). Jeji pouZiti
umoziuje stanovit genetickou piibuznost populaci promitnutim do soufadnic vyjadiujicich
nejvetsi podil variability.

Analyza molekularni variance (AMOVA, analysis of molecular variance) alelovych
frekvenci (Wrightovy F — statistiky) porovnava varianci uvniti populace a mezi populacemi
(URL 1). AMOVA byla zadana pro tfi Grovné, pro vypocet variability mezi populacemi,
uvnitt populaci a mezi regiony (Francie a CR). Poget opakovani byl 999.

MicroChecker 2.2.0.3 (van Oosterhout et al., 2004) byl pouzit pro vyhledavani
nulovych alel v jednotlivych populacich.

Pomoci programu GenePop 4.2 (Rousset, 2014) byla testovana Hardyho-Weinbergova
rovnovaha s dlirazem na zji$téni, jestli populace obsahuji nadbytek heterozygott (H — excess)

nebo nedostatek heterozygott (H — deficit).
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Pocet multilokusovych genotypti (MLGSs) byl stanoven v programu GenClone 2.0
(Armaud-Haond & Belkhir, 2007). MLGs jsou genotypy vznikajici kombinaci vSech
pouzitych mikrosatelitnich lokust u kazdého jedince.

Bottleneck 1.2.02 (Piry et al., 1997) byl pouzit k detekci nedavné redukci velikosti
populace (test porovnava ocekavanou a predpokladanou heterozygotnost, ktera je vypoctena

na zéklad¢ alelovych frekvenci).
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4. Vysledky

4.1. Material

V této praci byly testovany dva soubory vzorki: populace S. affine o celkovém poctu

335 jedinct z 10 - ti lokalit a 26 vzorkl riznych druht rodu Steinernema z 26 lokalit.
4.2. Mikrosatelitni lokusy a PCR

Mikrosatelitni lokusy byly zpracovavany ve dvou ¢asové oddélenych fazich.

V prvni fazi jsem optimalizovala se separaci na agar6zovém gelu profily vSech 20 - ti
lokusti u riznych populaci S. affine (6 jedinct S. affine z riznych populaci), z nichz bylo
vybrano 9 lokust, které byly elektroforeticky separovany na 5% polyakrylamidovém gelu
Mgr. Danielou Chundelovou, Mgr. Andreou JaroSovou a mnou (Tabulka 6).

Tabulka 6: Optimalizované profily v prvni fazi skriningu.

Primer Optimalizovana teplota nasedani Skrining proveden
StDi 1 55°C Chundelova, JaroSova
StTril 53°C Chundelova, JaroSova
StTri 2 55°C Chundelova, JaroSova
StTri 4 55°C Chundelova, JaroSova
StTri 7 57°C Chundelova, JaroSova
StDi 8 57°C Chundelova, JaroSova
StTri 9 55°C Chundelova, JaroSova
StTri 10 53°C Rasgkova

StTri 3 53°C Raskova

Druha faze se podobala prvni, optimalizovala jsem S naslednou separaci na
agarozovém gelu profily vSech 20 - ti lokust, ale u riznych druht rodu Steinernema (viz
Tabulka 2, vybrané linie oznac¢ené hvézdickou). Na zakladé této optimalizace jsem vybrala 8
lokust a znovu provedla PCR reakci pro vsech 26 vzork, které byly poté separovany na 5%
polyakrylamidovém gelu (Tabulka 7). Tato mezidruhova amplifikace nebyla pfili§ uspésna,

proto u nich nebylo mozné ud¢lat statistické analyzy.
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Tabulka 7: Optimalizované profily v druhé fazi skriningu.

Primer Optimalizovana teplota nasedani UspéSnost na PAGE
(pocet naamplifikovanych vzorki)

StTri 3 53°C +(4)

StTri 7 57°C -

StTri 8 53°C -

StTri 10 53°C -

StDi 3 53°C -

StDi 6 51°C -

StDi 7 49°C -

StDi 10 55°C +(4)

Pozn.: ,,+* znamena rozdéleni na skorovatelny fragment.

Ackoli u lokusia StDi 6 a StTri 10, u kterych na agarézovém gelu byly ziejmé
fragmenty u vétsiny vzorki, na polyakrylamidovém gelu nebyl vidén ani jeden. U zbylych 4
lokust opét byly zifejmé fragmenty u vétSiny vzorki na agar6zovém gelu, na
polyakrylamidovém gelu bylo mozné vidét prouzky jen u osmi vzorku, ty ale nebyly fadné
separovang, Casto se objevovalo mnoho prouzkl nebo ,sliti“ vice prouzku dohromady a
nebylo mozné je vizualné odecCist. U lokusu StTri 3 byly tspésné separovany tii vzorky
S. kraussei a jeden vzorek S. feltiae, u lokusu StTri 10 to byly také tii vzorky S. kraussei a
jeden vzorek S. carpocapsae, u vsech bylo mozné zjistit, Ze byly homozygotni (byl zietelny

jeden prouzek).
4.3. Statisticka analyza

Vysledné polyakrylamidové gely ztestovani populaci S. affine byly po
vyfotografovani vyhodnoceny vizudln¢, vysledky byly zapsany do tabulky v programu
GenAlEx 6.501 (Peakall & Smouse, 2006) ve formé ¢iselnych hodnot, které udavaly velikost
jednotlivych alel. Poté byly vytvofeny vstupni soubory pro programy GenPop, MicroChecker,
Bottleneck a GenClone. Pro statistické analyzy bylo pouzito 9 lokust uvedenych v Tabulce 6.
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4.3.1. Variabilita lokusu

Nezavislost lokust byla analyzovana pomoci parového testu na Vvazebnou
nerovnovahu (,,linkage disequilibrium*) v programu GenePop. Tento test vysel signifikantni u
4 part lokust (StTri 1 & StTri 7, StTri 4 & StDi 8, StDi 1 & StTri 9, StTri 2 & StTri 10), poté byla
provedena Bonferroniho korekce, po které byl signifikantni jen jediny par, a to StTri 1 & StTri 7
(vysledky viz Ptiloha 1).

Lokus StTri 3 byl monomorfni u sedmi populaci, lokusy StTri 1, StTri 2, StDi 8 a
StTri 9 byly zcela polymorfni. V Tabulce 8 jsou uvedeny lokusy, které byly monomorfni a u
jakych populaci.

Nejvice alel (celkem 4) bylo nalezeno v lokusech StDi 1 a StTri 9, u ostatnich byly
vzdy nalezeny 2 alely. Nejvyssi pozorovana heterozygotnost byla v lokusu StDi 8, nejnizsi

v StTri 7. Nejvariabilngj$im lokusem mezi populacemi byl lokus StTri 7 a nejmensi variabilita

byla pozorovana u StDi 8.

Tabulka 8: Pouzité mikrosatelitni lokusy. Zkratky jednotlivych populaci viz Tabulka 1.

Lokus Pocet alel | Ho He Fst Monomorfni lokus

StDi 1 4 0,252 0,282 0,277 Hos, Lista

StTri 1 2 0,119 0,382 0,187

StTri 2 2 0,342 0,382 0,087

StTri 4 2 0,122 0,187 0,626 KaRe, Hos, Ruda, Lista

StTri 7 2 0,017 0,256 0,370 VbR, Cako, Lista, Rome

StDi 8 2 0,542 0,340 0,144

StTri 9 4 0,447 0,401 0,445

StTri 10 2 0,207 0,180 0,491 Cako, Chel, Lista, Rome

StTri 3 2 0,028 0,084 0,698 KaRe, Hos, Chel, Skuh, Lista, Lond, Rome

Pozn.: Ho — pozorovana heterozygotnost, He — ocekavana heterozygotnost, Fst - index

genetické diferenciace mezi populacemi.

Cetnost alel pro jednotlivé lokusy u populaci byla testovana pomoci programu
GenAlEx, vysledky jsou uvedeny v Piiloze 2. Dominantni alely (tj. S ¢etnosti vyrazné vyssi
nez ostatni alely) byly detekovany u lokust StDi 1, StTri 7, StTri 10 a StTri 3.

Nulové alely byly nalezeny u vSech populaci, pfi¢emz u tfech lokust detekovany

nebyly (StDi 8, StTri 9, StTri 10). Nejméné nulovych alel (jediny lokus s nulovou alelou)
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obsahovaly dvé populace Listany a Glatigny, maximalni pocet se 4 lokusy s nulovymi

alelami byly u populaci Kardasova Regice, Vrbenské rybniky, Cakovec a Skuhrov.

Tabulka 9: Detekce nulovych alel. Zkratky jednotlivych populaci viz Tabulka 1.

KaRe | Hos | VrbR | Cako | Chel | Skuh | Ruda | Lista | Lond* | Rome
StDil + + + + +
StTri l + + + + + +
StTri 2 + + +
StTri 4 + + +
StTri 7 + + + + +
StDi 8
StTri 9
StTri 10
StTri 3 + +

* U populace Londres nebyla dostate¢na data pro zjisténi nulovych alel.

4.3.2. Geneticka variabilita v ramci populaci

Zakladni parametry genetické variability populaci shrnuje Tabulka 10. Pro vSech 335
jedinct z 10 - ti populaci bylo celkem detekovano 260 ruznych genotypu, z toho se jich 249
vyskytlo pouze jednou. Efektivni pocet alel udava pocet stejné Castych alel, nejvyssi hodnotu
Glatigny, nizsi nez predpokladana. Pti porovnavani hodnot Fis je patrné, ze vétSina populaci
obsahuje velky pocet homozygoti. Nejvyssi hodnotu Fis (0,377) ma populace Kardasova

Recice.
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Tabulka 10: Celkové hodnoty pro jednotlivé populace. Zkratky jednotlivych populaci
viz Tabulka 1.

HWE - | HWE - )
MLG Multilocus | Bottleneck
Populace | N Ne Ho He P P
S L Fis P
deficit | excess
KaRe 45 | 32 1,483 | 0,168 | 0,277 |* ns 0,377 0,02734*
Hos 30 | 26 1,489 |0,198 |0,272 | * ns 0,195 0,00781*
VrbR 30 |27 1518 | 0,214 | 0,291 |~* ns 0,307 0,03711*
Cako 47 | 32 1,404 | 0,210 | 0,241 |~* ns 0,327 0,14844
Chel 30 |24 1,443 0,192 | 0,255 |* ns 0,271 0,05469
Skuh 45 | 44 1,683 |0,325 |0,375 |* ns 0,147 0,00391*
Ruda 30 | 26 1,384 | 0,171 | 0,247 | * ns 0,264 0,19141
Lista 18 | 14 1,319 0,180 |0,184 | ns ns 0,027 0,03152*
Lond 30 |27 1594 10,332 |0,383 |~* ns 0,227 0,00391*
Rome 30 |21 1,463 | 0,316 | 0,244 |ns * -0,136 0,03906*

P>0,05ns, P<0,05 *

Pozn.: N — pocet jedinct v populaci, MLGs — pocet multilokusovych genotypti, Ne — efektivni
pocet alel na populaci, Ho — pozorovana heterozygotnost, He — oCekavana heterozygotnost,
HWE - P deficit — nedostatek heterozygoti, HWE - P excess — nadbytek heterozygot, Fis —

hodnota fixa¢niho indexu, Bottleneck P — Wilcoxontv test.

Rozdé&leni 11 - ti opakovanych multilokusovych genotypt v populacich shrnuje Tabulka 11.

-21-



Tabulka 11: Multilokusové genotypy. Zkratky jednotlivych populaci viz Tabulka 1.

Genotyp | Pocet jedincti | Populace (pocet jedincti)

c. celkem KaRe |Hos |VrbR |Cako | Chel |Skuh | Ruda | Lista
17 6 2 4

18 6 1 1 4

46 3 2 1

51 2 1 1

79 2 1 1

96 2 1 1

101 6 1 3 2

115 2 1 1
118 2 1 1
120 5 3 2
130 3 1 2

4.3.3. Geneticka variabilita mezi populacemi

Analyza molekularni variance (AMOVA) zjistuje, jakd ¢ast z celkové variance je

mezi populacemi, uvniti populaci a mezi staty. Graf pro tento model je na Obrazku 3, kde je

vidét, Ze nejvetsi variabilita byla nalezena uvnitf populaci.

Variabilita uvnitt
populaci
61%

Variabilita mezi
staty
15%

Variabilita mezi
populacemi
24%

Obrazek 3: Vysledny graf modelu AMOVA.
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Pfi této analyze je také stanoveno, jak jsou jednotlivé urovné variability vyznamné;
V tomto piipad¢ byly vSechny indexy signifikantni: Frr = 0,151(genetickd diferenciace mezi
regiony), Fst = 0,389 (geneticka diferenciace mezi populacemi), Fsr = 0,281 (geneticka
diferenciace mezi populacemi v regionu).

Variabilitu mezi populacemi také vyjadiuji parové hodnoty fixacniho indexu Fsrt
(Wrightovy F - statistiky) (Weir & Cockerham, 1984) a jeho signifikanci hodnoty P

(pravdépodobnost zalozenou na 999 permutaci), které jsou uvedeny v Tabulce 12.

Tabulka 12: Parové hodnoty fixacniho indexu Fst (pod diagonalou) a hodnoty
pravdépodobnosti P (nad diagonalou). Zkratky jednotlivych populaci viz Tabulka 1.

KaRe | Hos VrbR | Cako | Chel Skuh | Ruda | Lista | Lond | Rome

KaRe | 0,000 | 0,001 |0,001 |0,001 | 0001 |0,001 | 0,001 /0,001 |0,001 |0,001

Hos 0,159 | 0,000 |0,001 |0,001 |0,001 |0,001 |0,001 |0O,001 |0,001 |0,001

VrbR | 0,316 | 0,372 | 0,000 | 0,001 | 0,001 | 0,001 |0,001 |0,001 |0,001 |0,001

Cako |0,110 |0,171 | 0,269 | 0,000 |0,001 |0,001 |0,001 |0,001 |0,001 | 0,001

Chel | 0,069 |0,141 | 0,221 | 0,091 |0,000 | 0,001 |0,001 |0,001 |0,001 | 0,001

Skuh | 0,332 | 0,344 | 0,255 |0,379 |0,302 | 0,000 |0,001 |0,001 |0,001 |0,001

Ruda | 0,411 | 0,442 | 0,337 | 0,455 | 0339 | 0,146 | 0,000 | 0,001 | 0,001 | 0,001

Lista |0,332 |0,391 |[0,090 |0,278 |0,231 |0,279 | 0,354 | 0,000 | 0,001 | 0,001

Lond |0,359 |0,419 |0,408 |0,361 |0,379 |0,239 | 0,375 | 0,354 | 0,000 | 0,001

Rome | 0,356 | 0,449 |0,425 | 0,417 | 0,435 |[0,289 | 0,461 | 0,432 | 0,251 | 0,000

Pro testovani moZnosti izolace populaci na zékladé¢ vzdalenosti byly nejdiive
vypocteny parové genetické distance podle Neiho (1972), které 1épe odrazeji variabilitu dat na
urovni DNA (Tabulka 13). Tyto hodnoty byly Mantelovym testem porovnany s Fsr, a jelikoz

zde vysla pozitivni korelace (P = 0,004), bylo mozné tuto zaménu provést.
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Tabulka 13: Matice genetickych (Nei, 1972) a geografickych (nad diagonalou, v km)

vzdalenosti. Zkratky jednotlivych populaci viz Tabulka 1.

KaRe Hos VrbR Cako Chel Skuh Ruda Lista Lond Rome
KaRe | 0,000 30,79 | 39,00 46,39 47,93 | 78,08 123,59 | 136,59 | 1007,18 | 1007,16
Hos 0,090 0,000 | 8,45 15,60 23,73 72,94 129,08 | 127,59 | 982,78 982,69
VrbR | 0,250 0,292 | 0,000 7,73 22,76 | 75,97 133,85 | 128,63 | 977,81 977,71
Cako | 0,070 0,081 | 0,176 0,000 20,47 75,44 134,75 | 125,97 | 970,72 970,62
Chel 0,040 0,072 | 0,141 0,047 0,000 | 55,15 115,15 | 105,98 | 960,42 960,36
Skuh | 0,364 0,351 | 0,229 0,450 0,297 | 0,000 61,52 58,65 941,82 941,95
Ruda | 0,361 0,356 | 0,227 0,413 0,227 | 0,097 0,000 61,17 944,12 944,46
Lista | 0,229 0,247 | 0,034 0,171 0,117 | 0,238 0,203 0,000 891,05 891,28
Lond | 0,378 0,397 | 0,392 0,377 0,374 | 0,243 0,267 0,364 | 0,000 3,26
Rome | 0,361 0,480 | 0,458 0,481 0,476 | 0,291 0,435 0,416 0,179 0,000

Dalsim Mantelovym testem byly porovnavany hodnoty genetické vzdalenosti podle
Neiho (1972) mezi populacemi a geografickou vzdalenosti. Vypocet byl proveden nejdiive
pro viechny populace (CR i Francie), poté jen pro CR. Na Obrazku 4 a) miizeme vidét, Ze tato
zavislost funguje, ale vysledky testu mohly zkreslit populace z Francie, protoze nebyly
testovany populace, které pochazi z mist mezi CR a Francii. Proto byl tento test proveden na
kratké vzdalenosti — jen u populaci CR (Obrazek 4 b)) — vySel nesignifikantni, zde neni

zavislost geografické vzdalenosti na genetické.

a) Izolace vzdalenosti vSech populaci.
0.600
0.500 -
o N
o o ©
0.400 -
o &2 8
2 0300 O §
0.200 | : o
© N0
0.100 L850
<
0.000 - - . . .
0.000 200.000  400.000  600.000  800.000  1000.000  1200.000
GGD
P =0,004*
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b) Izolace vzdalenosti u populaci v CR.
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GGD (CR)

P =0,065

Obrazek 4: Vysledky Mantelova testu: a) vsech populaci, b) populace CR. GGD —

geografickd vzdalenost.

Neiho genetické vzdalenosti byly pouzity také pro vypocet a konstrukci grafu metodou
PCoA. Populace, které jsou si geneticky ptibuzné, by mély v grafu vytvofit skupiny. Na tomto
grafu lze vidét, Zze se francouzské populace seskupily spravné, ale eské jsou umisténé ve
vSech ostatnich kvadrantech, coZ neodpovida skute¢né geografické poloze. Napiiklad Listany
a Vrbenské rybniky jsou ve skutenosti od sebe skoro nejdale ze vech mist sbéru v CR (viz
Obrazek 2) a v tomto modelu mtizeme vidét, Ze se seskupily. Dale geograficky nejblize jsou u
sebe Hosin, Vrbenské rybniky a Cakovec, na Obrazku 5 by mély byt u sebe, viak Vrbenské

rybniky jsou V jiném kvadrantu.

¢ Ruda
< VrbR
S skuh < Lista
(o]
g < Chel
<]
o
(]
$ Ho® Cako
< Lond O KaRe
< Rome

Coord. 1

Obrazek 5: Genetickd ptibuznost zobrazena modelem PCoA. Zkratky jednotlivych populaci
viz Tabulka 1.
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5. Diskuze

5.1. 1zolace DNA a material

Vzhledem k malé velikosti jednotlivych hlistovek (cca 0,7 — 1,8 mm) byla pouzita
izolace DNA metodou, ktera minimalizuje jeji ztraty. Finalni objem byl vSak i tak velmi
omezeny — Z kazdého jedince bylo mozné vyextrahovat pfiblizn¢ 12 pl DNA. Proto byl
béhem mé prace pouzivan materidl z chovil, u nichz je moznost hlistovky namnozit a prede;jit
tak vyCerpani zasob DNA, pficemz cerstvé vzorky zterénu zdastaly uchovavany pro

zpracovani po optimalizaci celé¢ metodiky.
5.2. Mikrosatelitni lokusy, PCR a elektroforeticka verifikace

Skrining populaci S. affine byl po optimalizaci podminek Gspésny, po vizualnim
odectu dat byla tato data pouzita pro sestaveni soubort pro statistické analyzy.

Druhy skrining rtiznych druh Steinernema tolik Gspé$ny nebyl. Po optimalizaci
profili vybranych primert, které byly separovany na agar6zovém gelu, byla provedena nova
PCR reakce vSech testovanych vzorki, ty byly poté separovany na polyakrylamidovém gelu,
ale v tomto piipadé k o¢ekavané separaci fragmenti nedoslo — fragmenty nebyly ¢itelné, nebo
zde bylo hodné ,,prouzkii®, ale u vétsSiny vzorkll fragmenty nebyly viditelné vitbec a proto
nenasedaly zcela pfesné (miiZe se stat, Ze napoprvé nasednou, ale podruhé jiz ne), mohou se
zde vyskytovat nulové alely, atd.. Mezidruhova amplifikace je ale v zasadé mozna, protoze U
dvou lokusti z osmi byly odecitatelné dalsi 3 pfibuzné druhy. Pro uspé&ny skrining bych
doporucila zaklonovani PCR produkti, osekvenovani a piipadné navrzeni druhové

specifickych primerd.
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5.3. Statisticka analyza

Vzhledem k tomu, ze se populacni genetikou pomoci mikrosatelitd zabyvalo zatim jen

velmi malo praci, je porovnavani nasich dat zatim jen ve velmi obecné roving.
5.3.1. Variabilita lokustu

Vazebna nerovnovaha nenaznacila zavislost lokusti na sob¢, proto v§echny mohly byt
pouzity pro dalsi analyzy.

U 6 lokusti z 8 byly nalezeny nulové alely, celkem byly detekovany u vSech populaci,
ale ne u stejnych lokust. Relativné vysoky pocet nulovych alel miize mit nékolik pficin -
testované linie pochazely z chovu — vypocet totiz probiha z pozorovaného a odhadovaného
poctu homozygotl, a ten byva v liniich vyssi (Sivasundar & Hey, 2002). U lokust StDi 1,
StTri 7, StTri 3 to mohlo také zapfi¢init nerovnomérné zastoupeni alel, které opét navysuje
pocet homozygotu.

Nulova alela vznikd mutaci v misté, které je homologni k sekvenci primeru a tim
znemoznuje pribéh PCR reakce; Vv ptipad¢ heterozygota je pak tento jedinec seskérovan jako
homozygot pro nenulovou alelu, zatimco v pfipadé homozygota pro nulovou alelu nedojde
k amplifikaci vibec. Pfimo prokazat nulovou alelu lze osekvenovanim PCR produktu
homozygott (ziskany fragment je ale nutno zaklonovat a sekvenovat vice klontt) zkoumaného
lokusu a nasledn¢ upravit nasedajici primer tak, ze se posune o né¢kolik nukleotidii vedle
mutace (Dakin & Avise, 2004). Lokusy s nulovymi alelami jsou obvykle z analyz
vyfazovany, Carlsson (2008) prokazal, ze i V pfipadé¢ vysokého vyskytu nulovych alel u

mikrosatelitl je jejich vliv na statistické analyzy maly.

5.3.2. Geneticka variabilita populaci

Pro vsech 335 vzorki bylo detekovano celkem 260 riznych genotypt z toho 95,77%
jich bylo unikatnich. To potvrzuje jejich pouzitelnost pro populacné-genetické analyzy, kde je
u markeru nutna vyss$i variabilita pro moznost detekce populacni struktury, migrace i dalSich
mikroevoluc¢nich jevi.

Sledovana heterozygotnost vV nasem souboru byla vzdy (az na populaci Glatigny) nizsi
nez ocekavana a pohybovala se mezi 0,168 — 0,332. Naproti tomu Jung et al. (2010)
zaznamenali heterozygotnost u korejskych pfirodnich populace hadatka borového
(Bursaphelenchus xylophilus), hodnoty mezi 0,47059 — 0,77941, které jsou 0 mnoho vyssi.

Zkouman¢ hlistovky S. affine byly udrzovany v chovu, ¢imz se zvySuje pravdépodobnost
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vlivu tzv. ,,bottlenecku* tedy zvySena moznost inbridingu v dusledku velmi malé velikosti
populace. Nasledné je pak detekovan vysoky pocet homozygotil, coz se v predlozené praci
projevilo. Obdobny jev pozorovali Sivasundar & Hey (2002) u laboratornich linii C. elegans.

Mantellv test pro porovnani genetické a geografické vzdalenosti byl vytvoien pro dva
modely. Prvni model byl vytvoifen pro vSechny zkoumané populace. Z tohoto vysledku
vyplyva, ze je zde genetickd zavislost na geografické vzdalensoti. Druhy model byl vytvoten
pouze pro populace v CR a vysel nesignifikantni. Geneticka vzdalenost se tedy projevila
v korelaci s geografickou, jen pokud byly srovnavany populace z velkych vzdalenosti — tedy
francouzské versus ¢eské. Naopak srovnani pouze ¢eskych populaci izolaci nepotvrdilo, coz
muize byt opét zkresleno dobou, po niz byly linie rozmnozovany v chovu. Na druhou stranu
zde ale muze byt i dalsi vysvétleni - Jung et al. (2010) u had’atka borového (Bursaphelenchus
xylophilus) geografickou strukturu piirodnich populaci nepozorovali, a vztah mezi
geografickou polohou a genetickou variabilitou se jevil vice ovlivnén antropogennim
faktorem nez ptirodni disperzi.

Podobné se jevily i vysledky metody PCoA, kde se ve vytvofeném grafu populace
z Francie seskupily spravng, ale populace z Ceské republiky nikoli.

Z grafu metody AMOVA lze vycist, ze nejvetsi ¢ast variance, ktera byla signifikantni
je uvnitt populaci (61%), nizkd mezi populacemi a mezi staty je nejmensi (15%). Vysledky
testu AMOVA, ktery provadéli Jung et al. (2010) na had’atku borovém ukazaly, Ze nejvetsi
geneticky rozdil byl také uvnité populaci, genetickd variance mezi stity (Korea, Cina a
Japonsko) byla signifikantni, ale nizka (5,6%). Souhrnné lze fici, ze piedlozené vysledky
potvrzuji uzitecnost mikrosatelitnich markerd pro studium nematod a dalSich malych

organismil.
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6. Zavér

Podaftilo se Uspésné zoptimalizovat, naamplifikovat a zanalyzovat 9 z 20 vybranych
mikrosatelitnich lokustu pro 335 jedincu Steinernema affine z deseti populaci z laboratornich
chovil. Pti predbézné statistické analyze se prokazala nezéavislost lokust, a byla naznacena
moznost existence nulovych alel. Celkové vSak bylo patrné, ze vysledky byly laboratornim
chovem ovlivnény, nebot’ byl detekovan nadbytek homozygotil. I pies tento vysledek se vSak
populace jevily jako geneticky diferencované, zavislost mezi geografickou a genetickou
vzdalenosti naopak potvrzena nebyla.

U mezidruhové amplifikace se podatilo zoptimalizovat 8 mikrosatelitnich lokust, ale
v dalsi analyze se vSech 26 jedinc druhit Steinernema nepodafilo naamplifikovat a nebylo
mozné provést statistické vyhodnoceni. Pouze dva lokusy u tii ptibuznych druht se zatim jevi
jako jediné vhodné pro dalsi vyzkum. Pro vylouceni nulovych alel bychom doporucovali dalsi
analyzu a zejména zaklonovani a naslednou charakterizaci alel jednotlivych lokust, které by
bylo uzite¢né i pro mezidruhovou aplikaci.

Touto praci byly vytvoreny zékladni podklady pro vyzkum populaéné-genetické

struktury pomoci mikrosatelitii u entomopatogennich hlistic.
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8. Prilohy

Seznam priloh:

Piiloha 1: Vysledky parového testu na vazebnou nerovnovahu (,,linkage disequilibrium®).

P¥iloha 2: Cetnost alel pro jednotlivé lokusy u populaci.
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Piiloha 1: Vysledky parového testu na vazebnou nerovnovahu (,,linkage disequilibrium®).

Kombinace paru lokust P Bonferroniho korekce
StDi 1 & StTri 1 0,327839 0,002083
StDi 1 & StTri 2 0,653220 0,005000
StTri 1 & StTri 2 0,875566 0,012500
StDi 1 & StTri 4 0,611804 0,004545
StTri 1 & StTri 4 0,101111 0,001613
StTri2 & StTri 4 0,380749 0,002273
StDi 1 & StTri 7 0,398548 0,002500
StTri 1 & StTri 7 0,000025* 0,001389
StTri 2 & StTri 7 0,430855 0,003125
StTri 4 & StTri 7 0,054630 0,001563
StDi 1 & StDi 8 0,687074 0,005556
StTri 1 & StDi 8 0,834341 0,008333
StTri 2 & StDi 8 0,230431 0,001786
StTri 4 & StDi 8 0,037501 0,001515
StTri 7 & StDi 8 0,946989 0,025000
StDi 1 & StTri 9 0,004696 0,001429
StTri 1 & StTri 9 0,294445 0,002000
StTri 2 & StTri 9 0,501544 0,003571
StTri 4 & StTri 9 0,374181 0,002174
StTri 7 & StTri 9 0,157999 0,001667
StDi 8 & StTri 9 0,293231 0,001923
StDi 1 & StTri 10 0,403154 0,002632
StTri 1 & StTri 10 0,724546 0,006250
StTri 2 & StTri 10 0,019645 0,001471
StTri 4 & StTri 10 0,989122 0,050000
StTri 7 & StTri 10 0,599573 0,004167
StDi 8 & StTri 10 0,386423 0,002381
StTri 9 & StDi 10 0,440727 0,003333
StDi 1 & StTri 3 0,565235 0,003846
StTri 1 & StTri 3 0,932043 0,016667
StTri 2 & StTri 3 0,243397 0,001852
StTri4 & StTri 3 0,827236 0,007143
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StTri 7 & StTri 3 0,420790 0,002778
StDi 8 & StTri 3 0,852952 0,010000
StTri 9 & StTri 3 0,210997 0,001724
StTri 10 & StTri 3 0,424650 0,002941
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Piiloha 2 a - h: Cetnost alel pro jednotlivé lokusy u populace. Zkratky jednotlivych populaci
viz Tabulka 1.

Priloha 2 a: Lokus StDi 1.

1.200 - B KaRe
. 1.000 - = Hos
2 0-800 1 u VbR
% 0.600 - n Cako
£ 0.400 -
0.200 4 H Chel
0.000 % Skuh
230 ¥ Ruda
SMilF/IR = Lista
Lokus Lond
Piiloha 2 b: Lokus StTri 1.
1.000 1 mKaRe
, 0-800 m Hos
2 0.600 = VibR
% 0.400 B Cako
= 0200 = Chel
0.000 " Skuh
®Ruda
StTrilF/IR » Lista
Lokus Lond
Priloha 2 c: Lokus StTri 2.
1.000 - B KaRe
, 0800 # Hos
2 0.600 = VIbR
f:_ 0.400 B Cako
= 0.200 m Chel
0.000 % Skuh
" Ruda
StTri2F/2R ® Lista
Lokus Lond
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Priloha 2 d: Lokus StTri 4.

1.200 EKaRe
1.000
2 0.800 " Hos
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& 0.600
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Priloha 2 e: Lokus StTri 7.
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2 0800 ¥ VbR
£ 0.600
E B Cako
& 0.400
0.200 = Chel
0.000 = Skuh
® Ruda
StTri7F/TR = Lista
Lokus Lond
Priloha 2 f: Lokus StDi 8.
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0.800
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Piiloha 2 g: Lokus StTri 9.
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Priloha 2 h: Lokus StTri 10.
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