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1. Uvod

Entomopatogenni hlistice (EPN) celedi Steinernematidae jsou obligatni parazité
hmyzu obyvajici pidy celého svéta (Poinar, 1979). Tito parazité dokazi zit v mutualistickém

vztahu s bakterii rodu Xenorhabdus (Akhurst a Boemare, 1988).

Hlistovky vynikaji oproti jinym entomoparazitickym hlisticim svou jedine¢nou Zivotni
strategii, a to stfidanim parazitismu a saprofytismu. Hlistovky jako parazité napadaji hmyzi
hostitele a s pomoci symbionta jej zahubi a nasledn¢ se na ném i na bakterii jako saprofyté
Zivi a mnozi (Poinar, 1979). Diky této vlastnosti a mimo jiné diky jejich dlouhé Zivotnosti,
snadné, levné a bezpecné kultivaci (Lewis et al., 2005) jsou pouzivany v biologické kontrole
celé Skaly hmyzich Skadci (Weiser a Mracek, 1988). Jsou hromadné mnozeny a uspé$né
pouzivany na trhu jako komer¢ni pfipravky k ochrané rostlin (Weiser a Mracek, 1988).
Vzhledem ke stéle silicimu z4jmu o bezpecné a k prostiedi Setrné produkty lze do budoucna

oc¢ekavat dalsi rust uzivani hlistovek v ochrané rostlin.

Entomopatogenni hlistice byly dlouhou dobu povazovéany za obligitni parazity, ale
ukézalo se, Ze alternativnim zpiisobem pieziti miize byt i kolonizovani mrtvého téla hostitele,
tedy nekrofagie (San-Blas a Gowen, 2008). Timto zpiisobem chovani se hlistovky mohou
vyhnout imunitnimu systému zivych hostitelti (San-Blas a Gowen, 2008). Kolonizovanim téla
hostitele si hlistovky mimo jiné pravdépodobné rozsiii hostitelské spektrum o hostitele, kteti

jsou za normalnich podminek resistentni (Piza a Mracek, 2010).

Schopnost nekrofagie byla dosud popsana u Sesti druhi hlistovek rodu Steinernema.
Lze vSak ptedpokladat, Ze rozsifeni tohoto chovani v rdmci celedi Steinernematidae bude
VEtSi.

Nedavna prace Bisch et al. (2016) ukézala, ze bakterialni symbiont ma vliv na zivotni
strategii hlistovky a tento vliv se mize liSit mezi bakteriemi stejného druhu, asociovanymi
S jednim druhem hlistovky. Je tedy mozné, Ze schopnost nekrofagie se bude lisit u riznych
kment hlistovek v rdmci jednotlivych druht. Pro jakékoli zavéry v tomto ohledu vSak dosud

neni dostatek dat.

Specialnim typem nekrofagie je vyuziti hostitele jiz napadeného jinou EPN. Takové

chovani bylo dosud pozorovano pouze u hlistovky Steinernema affine ktera takto profitovala



z pritomnosti S. kraussei (Ptiza a Mracek, 2009). Skute¢ny rozsah a vyznam tohoto fenoménu
je dosud neprozkoumany. Obecné lze konstatovat, ze prestoze nekrofagni chovani miize mit

znacny vyznam pro piezivani EPN v prostiedi, existuje zde stale fada nejasnosti.

Nedavné prace naznacily, ze entomopatogenni hlistice mohou byt negativné ovlivnény
kompetici s fakultativné parazitickymi hlisticemi rodu Oscheius (Campos-Herrera et al.,
2015a, 2015b). Lze cekat, ze by mohly vyznamné ovlivnit také nekrofagii EPN. Tento aspekt
vSak dosud nebyl v zadné praci hodnocen. Bakterie rodu Xenorhabdus jsou schopny
produkovat toxické latky proti jingym mikroorganismiim i proti jinym hlistovkam (Pdza et al.
2013). Je tedy mozné, ze podobné by mohly nékteré symbiotické bakterie reagovat na

ptitomnost hlistic rodu Oscheius.

Kompetice mezi EPN a fakultativné parazitickou hlistici mize mit mozné dusledky
Vv biologické kontrole, kdy by jejich efektivita mohla byt snizena kompetici s hlisticemi rodu
Oscheius. Blizsi poznani tohoto fenoménu tak mize byt zajimavé nejen z teoretického, ale i z

praktického hlediska.

Cilem mé prace bylo zjistit rozSifeni nekrofdgniho chovéni u rtiznych druht a kment
hlistovek. Dal§im cilem bylo pozorovani nekrofigie na hmyzu nakaZzeném rliznymi
nepiirozenymi bakteriemi rodu Xenorhabdus. Jinym cilem bylo prozkoumat mezidruhovou
kompetici vybranych hlistovek s hlistici Oscheius myriophila o zivého a uhynulého hostitele.

Poslednim cilem bylo prozkoumat toxicitu bakterii vii¢i hlistici Oscheius myriophila.



2. Literarni prehled

2.1. Systematické zarazeni skupiny

Entomopatogenni hlistice (EPN) patii do kmene hlistic (Nematoda), fddu had’ata
(Rhabditida) (Maggenti, 1981). Jsou slozeny se ze 2 celedi, a to Steinernematidae a
Heterorhabditidae, kter¢ jsou si prib&hem invaze a rychlosti thynu hostitele podobné (Weiser
a Mracek, 1988). Ob¢ celedi netvoii monofyletickou skupinu, ale tento styl Zivota vznikl
nejméné dvakrat (Blaxter et al., 1998). Celed” Steinernematidae Chitwood a Chitwood 1937
V soucasnosti obsahuje rod Steinernema Travassos, 1927 s cca 100 popsanymi druhy a rod

Neosteinernema Nguyen a Smart, 1994 s druhem jedinym.

2.2. Morfologie

Télo hlistovek rodu Steinernema je dlouhé, nitovité s bilym zabarvenim. V prabéhu
vyvojového cyklu se samice velikostné 1isi od samci. Samice mohou byt 2,3 - 8 mm velké
zatimco samci jen 0,5 — 2 mm. Invazni larvy mohou méfit 0,5 — 1,5 mm (Mracek et al., 1981).
T¢lo hlistovek je bilaterdln¢ soumérné, zatimco rozlozeni hlavovych papil a vnitini uspotadani

télnich organi je radidlné symetrické (Weiser a Mracek, 1988).

Paticim organem samic je ventralni vulva vyustujici t€sné€ za polovinou téla (Steiner,
1923). Kopula¢nim orgdnem samcti jsou parové spikuly a neparové gubernakulum (Chitwood

a Chitwood, 1937).

2.3 Biologie a Zivotni cyklus

2.3.1. Adaptace hlistovek pro Zivot v pidé, lokalizace a usmrceni hostitele

Jedind stddia voln¢ Zzijici v pud€ jsou invazni larvy hlistovek. Diky rtznym
uzpusobenim jsou schopné piezivat v pidé az nékolik mésict (Griffin et al., 2005). Jednim
zZ ptizpusobeni je zachovani kutikuly z druhého vyvojového stadia, ktera chrani télo pred
vysychanim a patogeny (Timper a Kaya, 1989). Larvy se také mohou chranit agregaci, tedy
hromadnym seskupovanim, kdy pfi okrajich shluku hlistovky vétSinou uhynou a vytvoii tak
bariéru chranici ostatni larvy pfed vysychanim a slune¢nim zafenim (Wallace a Doncaster,

1964; Ishibashi a Kondo, 1990). Larvy nemohou diky uzavienému ustnimu otvoru piijimat



potravu (Weiser a Mracek, 1988), a tak piezivaji pouze zasluhou energetickych zasob (Selvan

et al., 1993b; Fitters et al., 1999).

Invazni larvy maji schopnost lokalizovat hostitele diky smyslovym organim
umisténych na hlavé. Tzv. amphidy a papily dokaZzi zachytit oxid uhli¢ity a jiné metabolity
uvolnované hostitelem a pohybovat se dle gradientu téchto latek k hostiteli (Ishibashi a Kondo,
1990; Griffin etal., 2005). Po nalezeni vhodného hostitele mohou larvy pronikat do hemocoelu
skrz usta, fitni otvor ¢i spirakula (Bedding a Molyneux, 1982; Peters a Ehlers, 1994). Larva
ze svého stievniho vacku do hemocoelu hostitele uvolni symbiotickou bakterii, kterd se mnozi
vV hemolymf¢ hostitele. Ten nasledkem bakterialni infekce hyne béhem 24 — 48 hod (Griffin
et al., 2005).

2.3.2. Zivotni cyklus hlistovek

Po priniku do hostitele se larvy vyvijeji v larvy ¢tvrtého instaru a ty se poté vyvijeji
V prvni, tzv. obii generaci. Po spafeni dospé€lct se z nakladenych vajicek vyvijeji larvy, které
ptes 4 instary dospivaji v dospélce druhé generace, tzv. normalni (Mracek a Weiser, 1988).
V normalni generaci samice kladou vajicka a pti dostatku zZivin se vyviji jesté jedna az dvé
generace. Pti nedostatku zivin se z druhého stadia larev vyviji invazni larva, kterd opusti

hostitele (Poinar, 1979; Adams a Nguyen, 2002).

2.4. Hostitelské spektrum

Hlistovky dokaZzi napadat Siroké spektrum hostitelll, a proto hraji vyznamnou roli
v biologické kontrole. Jsou schopné napadat nejen hmyz, ale 1 jiné bezobratlé napf. stonozenky
(Symphyla), stejnonozce (Isopoda), ¢i mnohonozky (Diplopoda) (Bathon, 1996).
V ptirozenych podminkach jsou vSak schopny napadat pouze hostitele, ktefi se vyskytuji
alespon né&jaky ¢as v pid¢, napt. larvy z fadt Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera, Diptera

(Peters, 1996).

Nekteti hostitelé v§ak mohou byt za urcitych podminek rezistentni nebo méné nachylni
Kk hlistovkam, napft. larvy kovatikt Celedi Elateridae (Eidth a Thurston, 1995), rizné druhy
Svabu Celedi Blattellidae a Blattidae (Koehler et al., 1992), moucha kvétilka zelna (Delia
radicum) (Bracken, 1990; Leietal., 1992) ¢i rané instary muchni¢ky (Simulium vittatum)
(Gaugler& Molloy, 1981). Mohou si vytvaiet morfologickou bariéru (napi. larvy kovatika
celedi Elateriadae) (Eidth a Thurston, 1995), jako je napf. pevna kutikula, hedvabné kokony



¢1 uzaviratelna spirakula. Jini hostitel¢é napf. scarabaeoidni larvy snizuji mnozstvi
vylucovaného oxidu uhli¢itého, aby minimalizovali chemické podnéty (Gaugler, 1988).
Nekteti hostitelé jsou také schopni se pfemist'ovat v prostoru za tcelem vyhnuti se hlistovkam

(Morris et al., 1990; Jouvenaz a Martin, 1992).

Existuje také obrana v podobé bunécné a humoralni odpovédi hostitele. Hostitel
dokaze fagocytovat buriky a znicit je pomoci hemolymfy. Je také schopny enkapsulace (Peters
a Ehlers, 1997), tedy shluku krevnich bunék kolem parazita, které jej uzaviou do kapsule
(Poinar 1974; Ratcliffe 1982). Ve spolupraci se symbionty jsou hlistovky casto schopné
prekonat imunitni systém hostitele (Wang a Gaugler, 1999).

2.5. Hlistovky v biologické kontrole

2.5.1. Vyznam a aplikace

ZvySeny zajem o vyzkum hlistovek od 70. let se objevil z diivodu nedostatku Setrnych
a efektivnich prostiedkl k ptirodé, které by redukovaly hmyzi Sktidce (Klein, 1990). Jinym
divodem je také moznost masové produkce hlistovek (Friedman, 1990). RozliSuji se dvé
metody produkce, a to in vivo a in vitro. Metody in vivo jsou zalozeny na mnozeni hlistovek
na zivém hostiteli a jsou tedy technicky jednodussi. Metody in vitro jsou z hlediska vybaveni

finan¢né nakladngjsi, ale v produkeci larev levnéjsi (Ehlers a Shapiro-llan, 2005).

Entomopatogenni hlistice jsou jako biologické prostfedky v ochrang rostlin zatim méné
vyuzivané z divodu vysoké ceny a pomérn€ nesnadné¢ho pouziti. Pokud hrozi poskozeni
slunecnim zéafenim, tak je nutnosti aplikace ve vecernich hodinach. Jindy je potfeba pfimé
vpraveni do pudy ¢1 provedeni zéalivky po aplikaci. Nejcastéjsi metodou je v dne$ni dobé
plosny stiik. V minulosti se naopak zvazovaly metody pasové a ohniskové aplikace v tésné
blizkosti rostlin, které se snazily sniZit spotfebu hlistic. Je vSak potieba aplikaci opakovat
kazdy rok, jelikoZ maji hlistovky v pfirozeném prostiedi fadu neptatel, ktefi je mohou zahubit,

a tak redukovat jejich mnoZstvi.

K regulaci skiidct jsou v dnesni dobé pouzivané druhy hlistic, jako jsou Steinernema
carpocapsae, S. feltiae, S. kraussei, S. riobrave, S. scapterisci, Heterohabditis megidis, H.
bacteriophora. Proti larvam broukd, napf. listokaz zahradni (Phyllopertha horticola) ¢i
lalokonosec ryhovany (Otiorhynchus sulcatus) se vyuzivaji pievazné zastupci rodu

Heterorhabditis. Hlistovka S. feltiae je vyuzivana ke kontrole housenek osenice (Agrostis sp.),



obaleée jable¢ného (Cydia pomonella) a larev dvoukiidlych (Nermut et al., 2012). V Ceské
Republice jsou na trhu v soucasné dob¢ k dispozici S. feltiae ve formé biologickych pfipravki
Entonem, Nemaplus a Steinernema System a H. bacteriophora v piipravcich Larvanem a
Nematop (Ptaza a Nermut’, 2015).

2.6. Bakterialni symbionti

2.6.1. Taxonomie

Celed Steinernematidae Zije v symbidze s bakterii rodu Xenorhabdus (&eled
Heterorhabditidae s bakterii rodu Photorhabdus). Oba rody bakterii patii ke skupiné
gramnegativnich bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae spadajici do y - podtiidy Proteobakterii
(Boemare, 2002). Nékteré druhy téchto bakterii jsou pfitomny pouze u jednoho druhu
hlistovky, jedna se napt. o X. nematophilus u druhu S. carpocapsae, jiné bakterie se nachazi u
vice druhti hlistovek, napt. X. bovienii u druhti S. affine, S. feltiae, S. kraussei, S. intermedium
(Akhurst a Boemare, 1988), S. weiseri, S. silvaticum (Tailliez et al., 2010), S. litorale, S.

poinari, S. xinbinense a S. xueshanense (Faktorova, 2016).

2.6.2. Symbioticky vztah s hlistovkami

Symbiotické bakterie nesou fadu vlastnosti, které mohou mit zasadni dopad na vyvoj
hlistovek. Hlistovky, jakoZto vektor pfenesou symbionta do hemocoelu hostitele, kde bakterie
vetSinou premohou imunitni systém hostitele a zahubi jej uvolnénim toxinti (Boemare, 2002;
Forst a Clarke, 2002). Bakterie také dokazi uvoliiovat tzv. bakteriociny (Davis et al., 1968),
které chrani uhynulé télo hostitele pted riznymi saprofytickymi organismy (Han a Ehlers,
1998; Poinar a Thomas, 1966; Poinar et al., 1977), ale chrani i pfed konkuren¢nimi bakteriemi
rodu Xenorhabdus (Hawlena et al., 2010; Bashey et al., 2012). Zasadni vyznam piredstavuji
Vv poskytnuti potravy pro vyvoj a rozmnozovani hlistovek (Griffin et al., 2005). V pfirozeném
prostiedi se bakterie obecné bez hlistovek nevyskytuji a stejné tak 1 naopak;
v experimentalnich podminkéch jsou hlistovky schopné zivit se na jinych bakteriich, coz
ovSem miize mit negativni dopad na jejich rist, reprodukci a vyvoj potomstva (Aguillera a

Smart, 1993)

Symbiotické bakterie se nachdzi ve dvou rozdilnych formach. V prvni fazi tzv.
vegetativni je pfitomna v hostiteli v nadbytku zivin (Griffin et al., 2005). Ve druhé tzv.
foretické formé se nachdzi ve stfevnim vacku invazni larvy a maji sniZeny metabolismus (Bird

a Akhurst, 1983).



2.6.3 Symbiotické bakterie v mezidruhové kompetici

Dle Sicard et al. (2004) se bakterie dle piisobeni na hlistovku mohou d€lit na 3 skupiny,
a to mutualistické, neutrdlni a patogenni. Ve svych pokusech studovali konkrétné S.
carpocapsae, ktera v interakci se svou pfirozenou bakterii 1épe infikovala hostitele a
produkovala potomstvo. Neutralni bakterie (napt. X. poinarii) méla nepatrny ¢i zadny vliv na
fitness hlistovky. Patogenni bakterie (napt. Photorhabdus sp., X. bovienii) redukovala ¢i
potlacovala produkci potomstva hlistovky. To naznacuje vztah mezi fitness hlistovky a
genetickou vzdalenosti pouzité bakterie od jejiho pfirozeného symbionta. S timto faktem
souvisi také produkce toxint bakterii. Dle Sicard et al. (2004) bude druh hlistovky odolny viici
toxinim své vlastni bakterie ¢i blizce piibuznych bakterii, naopak fylogeneticky vzdalené

druhy bakterii budou mit na hlistovky patogenni vliv (Sicard et al., 2004).

Sicard et al (2006) zkoumali 2 odli$né druhy rodu Steinernema, a to S. carpocapsae
(se symbiontem X. nematophilus) a S. scapterisci (se symbiontem X. innexi). I kdyz oba druhy
vykazovaly zvySenou fitness pifi parazitaci hostitele s jejich vlastnim symbiontem, u S.
scapterisci nebyl tento rozdil tak vyrazny. S niz$i vazbou na pfirozeného symbionta patrné
souvisi fakt, Ze jedna invazni larva S. scapterisci v priméru obsahuje pouze 0.07 bunék
bakterii, oproti 50 bunikam u larvy S. carpocapsae (Sicard et al., 2003). Dale pak skute¢nost,
ze S. scapterisci byla schopna reprodukce na ruznych nepfirozenych bakteriich, zatimco S.

carpocapsae se nemnozila s vétSinou z nich (Sicard et al., 2004; 2005).

2.7. Nekrofagie-obecné pojeti

Nekrofagie je dilezity proces v ekosystému, pii némzZ jsou mrtva téla organismi
konzumovéna riznymi Zivo€ichy. Typicti mrchoZrouti jsou napt. hyeny, supi, orli, hrobafici,
fada hmyzich larev, jako chrobakt, kozojedl, molli, much (Losos et al., 1984). Existuji dva
typy, a to obligatni a fakultativni nekrofagie. Obligatni nekrofagové mohou prezit konzumaci
pouze mrtvého téla organismu. Tato strategie je v piirodé pomérné vzacna z divodu obtizného
a energeticky narocného hledani potravy. Z obratlovell jsou typickym piikladem supi,
Z bezobratlych hrobafici a masatky. Fakultativni nekrofagové ziskavaji ptfevaznou cast
potravy hlavné predaci a jako ptiklad mohou poslouzit hyeny ¢i vici (Wilson a Wolkovich,
2011).

Mezi nekrofagy patii 1 hlistice. Za obligatniho nekrofdga se mlize povazovat napf.

cey

moiska hlistice (Oncholaimus campylocercoides) zijici v hydrotermalnich prudusich a zivici

7



se pouze na mrtvém téle zivocichl, ktefi uhynou kvuli vysoké koncentraci sirovodiku
(Thiermann et al., 1997). N¢které bentické hlistice jako jsou Axonolaimus a Daptonema
(Urban-Malinga et al., 2006) ¢i Enoploides longispiculosus (Moens et al., 1999, 2005) se
mohou také chovat jako nekrofagové. Jinym piikladem je moiska hlistice (Pontonema
vulgare), ktera je nalakana na t€lo ryby uhynulé v disledku nedostatku kysliku ve vodé¢ (Prein,
1988). Za predatory i nekrofagy jsou povazovany larvy ¢eledi Oncholaimidae a Enchelidiidae
(Jensen, 1987; 1988). Naptiklad Adoncholaimus thalassophygas (Oncholaimidae) kromé
konzumace rozlozené organické hmoty kolonizuje mrtva téla zivoc¢icht (Lopéz et al., 1979).
Nékteré hlistice z celedi Diplogasteridae mohou byt vabeni mrtvolami hmyzu, které

konzumuji (Poinar, 1979).

2.7.1. Nekrofagie hlistovek

Entomopatogenni hlistice byly dlouhou dobu povazovany za obligatni parazity ci
patogeny hmyzu (Poinar, 1979). Ukazalo se vSak, Ze alternativnim zpiisobem pieziti mize byt
také nekrofagie (San-Blas a Gowen, 2008), tedy kolonizovani mrtvého téla hostitele. Timto
zpusobem chovani jsou schopné se vyhnout imunitnimu systému zivych hostiteld (San-Blas a
Gowen, 2008). Kolonizovanim téla hostitele si hlistovky mimo jiné pravdépodobné rozsiti
hostitelské spektrum o hostitele, ktefi jsou za normalnich podminek resistentni (Piza a
Mracek, 2010). V pfirozeném prostiedi vSak mohou znesnadiiovat nekrofagii

entomopatogennich hlistic saprofytické mikroorganismy a mrchozrouti (Piza a Mracek,

2010).

Schopnost kolonizace se dle San-Blas et al. (2008) 1i8i u riznych druhi hlistic. San-
Blas & Gowen (2008) uvedli, ze hlistice H. megidis byla spise schopna infikovat zivého

hostitele zavijece voskového nez kolonizovat mrtvé télo.

Piza a Mracek (2010) ve svych pokusech na zivych a mrtvych larvach hostiteld
nepozorovali zadné vyrazné rozdily v kolonizaci hlistovkami S. affine a S. kraussei. Oba druhy
ve vysoké mifte invadovaly Zivé a mrtve larvy zavijeCe voskového, avSak v pokusech na zZivych
a mrtvych télech $vabu (Blatella germanica) byla pozorovana silna kolonizace pouze u
mrtvych tél (PGza a Mréacek, 2010). U stfevlikii a larev dratovct byli kolonizovéani pouze
mrazem zabiti hostitelé. Tento hmyz je za normalnich podminek resistentni k infekci

hlistovkami (Georgis et al., 1991; Eidt a Thurston, 1995), a tak kolonizovanim jejich mrtvych
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Autoii pozorovali, Ze studované hlistice obecné¢ produkovaly méné potomstva pii
kolonizaci mrtvého téla jakéhokoliv hostitele nez pii ndkaze. Pticinou mohla byt kompetice

s jinymi mikroorganismy, ktefi se vyskytuji ve stieve hostitele (Kaya a Koppenhofer, 1996).

To ukazuji napt. pokusy Bisch et al. (2014, 2016), ve kterych byly infikovany mury
blyskavky (Spodoptera littoralis) a zavije¢e voskového (Galleria mellonella) riznymi druhy
hlistovek. S. weiseri se svym symbiontem Xenorhabdus bovienii CSO3 vykazovala snizenou
virulenci a fitness ve srovnani se 4 dalS$imi druhy rodu Steinernema a jejich symbionty.
Injekéni testy také ukazaly, ze symbiont X. bovienii CSO3 neni oproti ostatnim testovanym
kmenim virulentni vici testovanym hostitelim. Na zakladé téchto dat autofi usoudili, Ze by
par S. weiseri s bakterii X. bovienii CSO3 mohl byt specializovan na nekrofagii. Teoreticky
by bylo mozné, Ze S. weiseri - X. bovienii CS03 muiize profitovat z interakce s jinou hlistovkou.
Prikladem je prace Puzi a Mracka (2009), kde S. affine v ptitomnosti S. kraussei vykazovala
lepsi reprodukci. Ve svétle téchto faktd by bylo mozné usuzovat, ze schopnost nekrofagie se

bude liSit u riznych druhu a kment hlistovek.

2.7.2. Vyuziti kadaveru kolonizovaného jinou EPN

Specialnim pfipadem nekrofagie miize byt vyuziti kadaveru kolonizovaného jinou
EPN. To dokazuje vyzkum Puzi a Mréacka (2009), ve kterém infikovali hostitele hlistovkou S.
kraussei a po urcité dobé ptidali davku S. affine. Vysledek byl podobny jako pii smésné
infekci, S. affine dominovala i v jiz zahubeném hostiteli. Produkce potomstva S. kraussei byla

velmi nizka.

Dle San-Blas et al. (2008) n¢které hlistovky by mohly preferovat mrtvé hostitele pted
zivymi. Piza a Mracek (2009) uvedli, ze imunitni systém jiz infikovanych hostitelti je bud’
oslaben, nebo zdolan a télo hostitell jiz ma pln€ vyvinutou bakteridlni populaci. AvSak pokud
druhy kolonizator invaduje télo jiz infikovaného hostitele pfili§ pozdé, miiZze se stietnout
s dobte vyvinutou populaci prvni hlistovky. Vysledky Pizi a Mracka (2009) ukazuji, Ze pro
S. affine jsou nejvhodnéjsi hostitelé, ktefi byli infikovani hlistovkou S. kraussei cca 24 h pred
jeji aplikaci. Skutecny rozsah tohoto chovani a mozny vyznam pro pfirodni populace EPN

nejsou znameé.

2.8. Kompetice s fakultativné parazitickymi hlisticemi
Hlistovky se pifi kolonizaci mrtvého téla hostitele patrné Casto potykaji s jinymi
nekrofagy, v€etné hlistic. Mlze se jednat napi. o bakterivorni hlistice, které se vyznacuji
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kratkym zivotnim cyklem a vysokou reprodukéni schopnosti. Piikladem je vyzkum interakce
S. riobrave s hlistici Pellioditis sp., ktera vykazovala snizenou produkci potomstva (Duncan
et al., 2003), zatimco v pritomnosti Acrobeloides maximum a Rhabditis rainai nebyla S.
riobrave ovlivnéna (Campos-Herrera et al., 2012). Teoreticky je mozné, Ze pro nékteré
fakultativné parazitické hlistice mize byt ptitomnost hlistovek vyhodnd. Vyzkumy Ali et al.
(2013) totiz naznacily, Ze hlistice patfici do skupiny Acrobeloides jsou schopny pomoci

chemickych podnétii najit uhynulého hostitele jiz napadeného hlistovkou.

cey

Hlistice rodu Oscheius patii mezi zivocichy zijici fakultativné parazitickym zptisobem
zivota, ktefi dle vyzkumi v laboratofi a v pfirodé mohou konkurovat hlistovkam o uhynulé
hmyzi hostitele (Duncan et al., 2003, 2007; Campos-Herrera et al., 2012). Campos-Herrera et
al. (2015a) uvedli, ze v Galleriovych pastech vloZzenych do vzorkii zemédélskych pid ve
Svycarsku byli uhynuli hostitelé ve vice nez 80% kolonizovani jak hlistovkami tak hlisticemi

rodu Oscheius.

Dle hypotézy Campos-Herrera et al. (2015b) by byl Oscheius sp. schopny spise
kolonizace nez infekce a pritomnost malého mnozstvi hlistovek (s pocatecnim inokulem 3
larev/housenku) v mrtvole by byla prospésna pro jeho reprodukci, ¢imz by vytlacil potomstvo
hlistovek. V experimentech se pak druhy O. tipulae a O. onirici skute¢né chovali spise jako
nekrofagové. Nizka koncentrace (3 larvy/housenku) hlistovky konkrétné S. kraussei pak podle
o¢ekavani vedla ke snizené reprodukci, a tedy ku prospéchu hlistice Oscheius spp; naopak
zvySena davka larev (20 larev/housenku) vedla S. kraussei k piekroceni kompetice a tak

zvyseni produkce potomstva.

Na zaklad¢é dostupnych daja tak Ize usuzovat, ze pokud jsou hlistice rodu Oscheius
schopné konkurovat s EPN o Zivého hostitele, tim spiSe by mohly byt schopné o mrtvé télo
hostitele. Je také mozZné, Ze rizné druhy hlistovek budou rizn€ nachylné k ovlivnéni kompetici
s hlisticemi Oscheius sp. Nékteré kmeny bakterii rodu Xenorhabdus produkuji patrné toxiny
proti jinym hlistovkdm (Puza et al. 2013). Je tedy mozné, Ze podobné latky by mohly byt
produkovany i proti hlisticim Oscheius sp.

Obecné vzato by mezidruhova kompetice mezi hlisticemi rodu Oscheius sp. a EPN
mohla mit disledky v biologické ochrané rostlin, kde by ptfitomnost téchto hlistic mohla
snizovat efektivitu aplikovanych hlistovek. Pro jakékoli zavéry v tomto ohledu vSak dosud

neni k dispozici dostatek dat.
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3. Metodika

3.1. Typy pokust

V ramci této prace byly provedeny 4 typy pokust. V prvnim z pokust byla studovana
schopnost nekrofagie u riiznych druhti a kmenti hlistovek. V druhém pokusu byla zkoumana
kolonizace hostiteltl nakazenych riznymi kmeny X. bovienii. Tieti pokus byl zaméfen na
kompetici vybranych hlistovek s fakultativné parazitickou hlistici O. myriophila pfi infekci a
kolonizaci hmyzu. V poslednim pokusu byla studovana toxicita vybranych bakterii vuci O.
myriophila.

3.2. Pouzité hlistice a bakterie

Pro prvni pokus byly pouZzity entomopatogenni hlistice (EPN) ¢eledi Steinernematidae
ruznych druhd (celkem 12) a kment (celkem 29) (Tabulka 1). Tyto kmeny pochazely nejen
z oblasti Ceské republiky, ale i ze zahrani¢i. Ve druhém a ve tfetim pokusu bylo pouzZito 5
druhii hlistic s jejich bakteridlnimi symbionty (v tabulce 1 tuéné vyznacené). V poslednim
pokusu bylo pouzito 13 kment bakterii Sesti druhti rodu Xenorhabdus (v tabulce 2) a hlistice

O. myriophila.

Tabulkal: Piehled pouzitych hlistic v 1. pokusu a ve 2. a ve 3. pokusu (tu¢né vyznacené).

Druh Kmen Puvod

S. affine 1309 Ceska republika
S. affine CAK-01 Ceska republika
S. affine CB-1B Ceska republika
S. affine HOS 2 Ceska republika
S. affine LON Francie

S. affine PARIS 4 Francie

S. akhursti AKH Cina

S. arenarium GEL Rusko

S. bicornutum 1298 Ceska republika
S. boemarei GT Francie

S. feltiae 181 Ceska republika
S. feltiae 626 Ceska republika
S. feltiae JAK Rusko

S. feltiae NF UST Rusko

S. feltiae SF SN Francie

S. glaseri GLAS USA

S. intermedium MUNSTER | Némecko

S. kraussei KR Ceska republika
S. kraussei VA 6.1 Bulharsko
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Druh Kmen Puvod

S. intermedium USA USA

S. kraussei VAT7.2 Bulharsko

S. litorale AICHI Japonsko

S. litorale IBAR Japonsko

S. riobrave RIO USA

S. weiseri 1158 Ceska republika
S. weiseri DuB04 Ceska republika
S. weiseri KAL 2 Ceska republika
S. weiseri TUR Turecko

3.3. Pripravy k pokusiim

3.3.1. MnoZeni EPN a O. myriophila

K mnozeni hlistic byly pouzivany housenky zavije¢e voskového (Galleria mellonela)
posledniho instaru z laboratorniho chovu. Housenky byly umistény na Petriho miskach
S vlhkym filtraénim papirem a nakazeny davkou 20 larev (EPN) / housenku. Hlistice O.
myriophila je aplikovana o davce 500 larev / mrtvou housenku (v laboratofi je vSak
dlouhodobé mnozena na NGM agaru (Sulston a Hodgkin, 1988). Uhynulé housenky jsou
ulozeny na vodni pasti (malé Petriho misky obalené vlhkym filtranim papirem, které jsou
umistény dnem vzhiru ve velkych Petriho miskach), kolem kterych je voda. Do této vody pak
slézaji invazni larvy. Ty jsou poté slity do zkumavek, ponechany sedimentaci a n¢kolikrat je
odsata voda, aby byl roztok Cisty. Hlistice jsou uchovavany v Petriho miskéch ¢i v lahvickach

s molitanem.

3.3.2. Izolace bakterii

Nakazend housenka (cca 24 hodin od infekce) byla povrchové sterilizovana po dobu 5
minut v 99 % etanolu. Poté byla ve flowboxu odstfizenim panozky odebrana hemolymfa, ktera
byla sterilni kli¢kou rozettena na NBTA agarovou plotnu (slozené z 1 1 destilované vody, z 37
g standardniho vyzivného agaru (Merck), 25 mg bronthymolové modfi (Sigma), 4 ml 2,3,5-
Triphenyl-tetracoliumchloridového roztoku (1%, sterilni filtrovany) (Akhurst, 1980).
Jednotlivé kolonie vykazujici znaky bakterii rodu Xenorhabdus byly pieneseny do tekutého
YS media (slozen¢ho z 1 1| destilované vody, 5 g kvasnicového extraktu, 5 g soli, 0,5 g

dihydrogenfosfore¢nanu amonného, 0,5 g hydrogenfosfore¢nanu draseln¢ho, 0,2 g
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heptahydratu siranu méd’natého (Dye, 1968) a inkubovany na tfepacce (180 rpm) v teploté
22°C.

3.4. Schopnost nekrofagie u riznych druhii a kmeni hlistovek

Naékazy s 29 kmeny hlistovek byly provedeny v dvanactijamkovych destickach na
filtraénim papiru. Celkové bylo pouzito 30 zivych a 30 mrtvych (zmrazenych) housenek
k nakaze. Bylo nakazovano davkou 20 larev na housenku. Desti¢ky byly ulozeny do mistnosti

o teploté kolem 20 °C.

Po 5 dnech byla provedena pitva patnécti zivych a mrtvych housenek a spocitan pocet
dospélct. Zbyla polovina byla jednotlivé ulozena na vodni pasti a zhruba po 3 tydnech byly

spocteny invazni larvy. Pro tento pokus bylo provedeno opakovéani.

3.5. Kolonizace hostitelii nakaZenych riiznymi kmeny X. bovienii

NamnozZené bakterialni kultury (2-3 dny staré) byly Pasteurovou pipetou pieneseny
pod Biirkerovu pocitaci komtirku, kde byla spoctena jejich koncentrace dle vzorce uvedené¢ho
nize. Dané mnozstvi bakterii (200 b/housenku) bylo inzulinovou stfikackou injikovano pod
kutikulu narkotizované housenky, kdy 1 kmen bakterie (v tabulce 1 tuéné vyznacené) byl
injikovan do 20 housenek. Vybrané hlistovky byly aplikovany na uhynulé housenky, tak aby
byly ve vSech kombinacich s bakteriemi a naopak. Byla sledovana kolonizace a reprodukce
hlistovek v hostitelich nakazenych riznymi kmeny bakterie. Opét byla polovina housenek

vypitvdna a zbyla polovina uloZena na vodni pasti.

e ...f;x'.;%

Obr. 1: Biirkerova komtirka; pole po¢itaci komirky (www.optingservice.cz)
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Vypodet mnozstvi bunék na 1 mm?:

P=N/H*S 1 ml = 1000 mm?3

N — celkovy pocet bunck vysledek * 1000 = b/ml
H — hloubka komirky

S — plocha ¢tvercii

3.6. Kompetice s O. myriphila pri infekci a kolonizaci hmyzu

V tomto pokusu byly housenky infikovany davkou 20 larev / housenku pro EPN a
davkou 500 larev / housenku pro O. myriophila. Vzdy jeden druh EPN (v tabulce tu¢né
oznacené) byl soucasné s O. myriophila inokulovan na Zivou ¢i mrtvou housenku. A opét byla

polovina vypitvéna a zbyld polovina uloZena na vodni pasti.

3.7. Test toxicity bakterii

Pro pokusy byl pouzit tzv. Woutstv agar (Wouts, 1981) skladajici se z 16 g vyzivného

bujonu (Difco), 12 g Bacto® agaru (Difco), 5 g slune¢nicového oleje na 1 1 destilované vody.

Na dvanactijamkové desticky s agarem bylo naockovéno 13 kmenti bakterii (na 1
desticku 1 kmen bakterie, uvedené v tabulce 2). Do kazdé jamky bylo pipetou pieneseno 7 pl
pfisluSné bakterialni kultury a kapka byla rozetfena oZehnutou sklenénou hokejkou. Po 2
dnech byla na desticky s jednotlivym bakteridlnim druhem nanesena davka 20 larev O.

myriophila. Po tydnu bylo spo¢teno mnozstvi larev.

Tabulka 2: Ptehled pouzitych bakterii X. bovienii pro testovani toxicity vici O. myriophila

druh hlistovky kmen hlistovky |ptvod

S. affine CAK-01  |Ceska republika
S. affine LON Francie

S. affine \ Ceska republika
S. feltiae 181 Ceska republika
S. feltiae JAK Rusko

S. feltiae USTINOV | Rusko

S. intermedium MUNSTER | Némecko

S. intermedium USA USA

S. kraussei KR Ceska republika
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druh hlistovky kmen hlistovky |ptivod

S. kraussei VA 6.1 Bulharsko

S. litorale AICHI Japonsko

S. litorale IBAR Japonsko

S. weiseri KAL 2 Ceska republika

3.8. Statistické zpracovani

Vysledky z danych pokust byly zpracovany s pouzitim dvoucestné ¢i jednocestné
analyzy variance (ANOVY) na 0,05 % hladin¢ vyznamnosti. Data u hodnoceni mnozstvi
potomstva byla logx+1 transformovéana, a v pokusu 4.1. pfi srovndni proporce vyuzitych
hostitell byla procenta transformovana pomoci funkce arcSin. Pro statisticka porovnani byla

pouzita Tukeyova metoda mnohonasobného porovnavani.
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4. Vysledky

Vysledky mohou byt vidény na grafech 1-9.

4.1. Schopnost nekrofagie u riiznych druhti a kmeni hlistovek

Obecné se invaze vSech testovanych kment hlistovek lisila (F=16.57; p<0.001). Lisila
se 1 invaze do zivych a mrtvych hostiteli (F= 27.48; p< 0.001), kdy invaze do mrtvych
hostitelli byla obecné¢ vyssi nez do zivych. Invaze do zivych a mrtvych hostitelt se lisila také
mezi kmeny hlistovek (F=2.79; p<0.001). Invaze kmeni hlistovek do mrtvych hostiteld byla
vy$8i nez do zivych napf. u vSech kmenu S. affine. Prikazné (p< 0.001) to bylo u S. affine
HOS 2, S. arenarium GEL, S. boemarei GT a S. feltiae 181 a 626. Prikazné invadovala vice
zivé jak mrtvé hostitele S. feltiae SF SN (p< 0.001). Pfi invazi do zivych a mrtvych hostiteli

se lisily S. kraussei VA 7.2 ( p< 0.001), S. litorale AICHI (p< 0.001), S. litorale IBAR (p<
0.001).
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Graf 1: Primérny pocet dospélct hlistovek (+ smérodatna odchylka) pii infekci a kolonizaci
zivého a mrtvého hmyzu (1.+2.opakovani), kmeny, kde se prikazné 1isi hodnoty ze Zivych a
mrtvych hostiteli jsou oznacené hvézdi¢kou, druhy hlistic: S. aff = S. affine, S. akh = S.
akhursti, S. arenarium, S. bic = S. bicornutum, S. boe = S. boemarei, S. fel = S. feltiae, S. gla
=S. glaseri, S. int = S. intermedium, S. kra=S. krausseli, S. lit=S. litorale, S. rio = S. riobrave,

S. wei = S. weiseri

Obecné se vSechny sledované kmeny hlistovek byly schopné mnozit jak na Zivych,

tak na mrtvych hostitelich. Celkové byla v Zivych hostitelich pozorovana vyssi produkce
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potomstva hlistovek, nez u mrtvych hostiteld (F= 7.52; p< 0.001). Prikazny rozdil byl vsak
pozorovan pouze u nékterych kmend, to bylo napt. u S. intermedium USA, S. weiseri KAL 2
¢i S. akhursti AKH (p<0.001). Vy$§i mnozeni na mrtvych hostitelich oproti Zivym bylo

pozorovano napf. u vSech kmenu S. kraussei.
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Graf 2: Pramérny pocet invaznich larev (= smérodatna odchylka) produkovanych mrtvymi a
zivymi hostiteli (1.+2. opakovani), kmeny, kde se priukazn¢ lisi hodnoty ze zivych a mrtvych
hostiteli jsou oznacené hvézdi¢kou, druhy hlistic: S. aff = S. affine, S. akh = S. akhursti, S.
arenarium, S. bic = S. bicornutum, S. boe = S. boemarei, S. fel = S. feltiae, S. gla = S. glaseri,
S.int =S. intermedium, S. kra = S. kraussei, S. lit = S. litorale, S. rio = S. riobrave, S. wei =

S. weiseri

Proporce mrtvych a zivych hostitell vyuZzitych riznymi druhy hlistovek se nelisila
(F=0.61; p= 0.9 ). U nékterych mrtvych tél hostiteli byla proporce vyssi nez u zivych tél.
Patrné to bylo napt. u S. intermedium USA, kde bylo vyuzito 80% mrtvych housenek oproti
40% zivych, u S. glaseri GLAS z 60% mrtvych oproti 30% z zivych ¢&i u S. weiseri KAL 2
Z 90% mrtvych oproti 60% z zivych. Proporce vyuzitych Zivych tél hostiteld byla vys$si nez u
mrtvych napt. u S. litorale AICHI, kde z 80% byla produkce z zZivych a ze 40% z mrtvych.
Tyto rozdily v8ak nebyly priikazné. Ve vétsing piipadi vSak byla proporce vyuzitych mrtvych

a zivych hostiteldi srovnatelna.
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Graf 3: Primérné procento mrtvych a zivych hostiteld (+ smérodatna odchylka) produkujicich

potomstvo

4.2. Kolonizace hostitelii nakaZenych riznymi kmeny X. bovienii

Mira kolonizace hmyzu usmrceného riznymi bakteriemi se liSila u rtiznych druht
hlistovek (F= 5.6; p< 0.001). Nejmensi invaze byla obecné pozorovana u hmyzu usmrceného
bakterii hlistovky S. affine CAK-01 (p< 0.001). Nejpatrnéjsi to bylo u invaze hlistovek S.
litorale AICHI a S. weiseri KAL 2, které nebyli schopné zadné kolonizace téchto hostitelt. U
mrtvol nakazenych bakterii hlistovky S. weiseri KAL 2 byla pozorovana také niz§i mira
kolonizace ostatnimi hlistovkami, nejpatrnéjsi to bylo u S. kraussei KR. Na bakteriich S.
kraussei KR a S. litorale AICHI bylo pozorovana vétsi mira kolonizace. Na obou bakteriich
dobfte invadovaly S. feltiae 181 ¢i S. affine CAK-01 na bakterii S. litorale AICHI. Nejvyssi

invaze byla obecné pozorovana u hmyzu usmrceného bakterii S. feltiae 181.

18



inveze

10 { } ] %
: ]
Fhiistice: 5. fettine 181

-10 Thistice: 5. licrale AKHI
Thisfice: 5. affine CAK-01
Jhistice: 5. web eri KAL 2
¥ hiitice: 5. krauss i KR

¥ bowvienii CAK-01 ¥ bovienii 181 ¥ bovienii KAL 2 . bovienii AICHI . bovienii KR

kmen bakterie

Graf 4: Mira kolonizace hmyzu (+ smérodatna odchylka) usmrceného riznymi bakteriemi X.

bovienii

Produkce potomstva v hmyzu usmrceném riznymi bakteriemi se lisila u riznych druhti
hlistovek (F= 56.69; p< 0.001). Nejméné potomstva bylo produkovano v hmyzu usmrceném
bakterii S. affine CAK-01. Patrné to bylo u vSech druhi az na S. feltiae 181 (p< 0.001), ktera
na této bakterii vyprodukovala vice potomstva. Na hmyzu usmrceném bakterii S. weiseri KAL
2 to bylo podobné, zde neprodukovaly potomstvo S. affine CAK-01 (p< 0.001) a S. krausseli
KR (p< 0.001), ale S. feltiae 181 ano. Vsechny hlistovky podobné produkovaly potomstvo
v hmyzu usmrceném bakteriemi S. feltiae 181 a S. litorale AICHI. Na hmyzu usmrceném
bakterii S. kraussei KR velmi dobte produkovala potomstvo S. feltiae 181 a S. litorale AICHI,

haie zbyvajici druhy hlistovek.

V hmyzu usmrceném riznymi bakteriemi obecné nejvice potomstva vyprodukovala S.
feltiae 181, dale S. litorale AICHI, S. kraussei KR, S. weiseri KAL 2 a nejméné S. affine CAK-
01.
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Graf 5: Primérna produkce potomstva EPN (+ smérodatna odchylka) na hostiteli usmrceném

riznymi bakteriemi

4.3. Kompetice EPN s Oscheius myriophila pri infekci a kolonizaci hmyzu
Invaze a produkce potomstva EPN v pititomnosti hlistice Oscheius

Celkové se invaze hlistovek lisila mezi druhy hlistovek (F= 6.49; p<0.001), ale nelisila
se v zavislosti na typu hostitele (F= 0.49; p=0.49). Invaze hlistovek se ale liSila celkové
v zavislosti na pfitomnosti hlistice Oscheius (F=13.05; p<0.001), kdy obecné bez jeji
pfitomnosti hlistovky vice invadovaly hostitele. Invaze se také liSila mezi druhy hlistovek
Vv reakci na pritomnost hlistice Oscheius (F=5.72; p<0.001), nejvétsi rozdil byl zaznamenan u
S. kraussei (Graf 6). Invaze se také lisila v reakci na typ hostitele (F=16.83; p<0.001), tedy
Vv piitomnosti hlistice Oscheius hlistovky méné invadovaly mrtvého hostitele, ale invaze do

zivého se neliSila.
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Graf 6: Invaze EPN v pfitomnosti a nepfitomnosti hlistice Oscheius do Zivych a mrtvych
hostitelti, druhy hlistic: S. lit = S. litorale, S. fel = S. feltiae, S. wei = S. weiseri, S. aff = S.
affine, S. kra = S. kraussei

Celkové se produkce potomstva lisila v zavislosti na piitomnosti hlistice Oscheius
(F=14.2; p<0.001), tedy hlistovky produkovaly vice potomstva bez této hlistice. Reakce druhii
hlistovek na ptitomnost hlistice se liSila (F=5.44; p<0.001). Byla rizna (riizn€ silnd), u vétSiny
byla mirné nizsi, ale u S. kraussei byla silné nizsi (p<0.001) (Graf 7). Dale nebyla prikazna
interakce pfitomnosti hlistice Oscheius a typu hostitele (F=0.02; p=0.9), tedy Ze pfitomnost

Oscheius stejné snizoval produkci potomstva hlistovek v zivych i mrtvych hostitelich.
Invaze a produkce potomstva hlistic Oscheius v piitomnosti hlistovek

Celkov¢ si invaze hlistice Oscheius do mrtvych a zivych hostiteld v pfitomnosti
hlistovek lisila (F= 17.1; p< 0.001), obecné Oscheius invadoval vice mrtvé hostitele.
V ptitomnosti riznych druhii hlistovek invadoval hostitele rizné (F= 16.75; p< 0.001).
Nejméné invadoval hostitele v ptitomnosti S. weiseri KAL 2 a S. affine CAK-01, nejvice

v piitomnosti S. litorale AICHI a S. kraussei KR, a to vice nez v kontrole (Graf 7).
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Graf 7: Invaze hlistice Oscheius do mrtvych a zivych hostiteld v pfitomnosti riznych
hlistovek, druhy hlistic: S. lit = S. litorale, S. fel = S. feltiae, S. wei = S. weiseri, S. aff = S.

affine, S. kra = S. kraussei
Produkce potomstva hlistic Oscheius v pFitomnosti hlistovek

Produkce potomstva hlistice Oscheius se v pfitomnosti riznych hlistovek lisila (F=
3.74; p< 0.001). Nejvice potomstva bylo obecné produkovano v pfitomnosti S. kraussei KR
(Graf 8).

Produkce potomstva hlistice v riznych hostitelich se liSila (F=4.64; p=0.03). Celkové
byla vétsi produkce v mrtvych hostitelich. V pfitomnosti riznych hlistovek se produkce
potomstva na zivych a mrtvych hostitelich nelisila (F= 0.89; p=0.49). Lze to pozorovat

Vv nasledujicim grafu.
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Graf 8: Produkce potomstva hlistice v mrtvych a zivych hostitelich v pfitomnosti riznych
hlistovek, druhy hlistic: S. lit = S. litorale, S. fel = S. feltiae, S. wei = S. weiseri, S. aff = S.

affine, S. kra = S. kraussei
4.4. Toxicita bakterii vii¢i O. myriophila

Hlistice byla s jednotlivymi bakteriemi mnoZena na agarech v dvanactijamkovych
destickach. Produkce potomstva O. myriophila se lisila pfi mnozeni na jednotlivych kmenech
bakterie Xenorhabdus bovienii (F= 14.13; p< 0.001). V kontrole, kde byla hlistice pfitomna
bez entomopatogenni bakterie, se hlistice celkové mnozila méné€ nez v pfitomnosti nékterych
kment X. bovienii. Hlistice se viibec nemnozila v pfitomnosti symbionta hlistovky S. feltiae
JAK a velmi malo se symbiontem S. kraussei VA 6.1, jinak se namnozila na vSech agarech se

zbyvajicimi bakteriemi (Graf 9).
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Graf 9: Pramérna produkce potomstva O. myriophila (+ smérodatna odchylka) na agaru

s jednotlivymi kmeny Xenorhabdus bovienii.
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5. Diskuse

5.1. Schopnost nekrofagie u riiznych druhii a kment hlistovek

Entomopatogenni hlistice jsou povazovany za obligatni parazity ¢i patogeny hmyzu,
tedy zivoc¢ichy hubici hostitele pomoci symbiotické bakterie (Poinar, 1979). Alternativnim
zpusobem preziti vSak mize byt také nekrofagie, tedy kolonizovani mrtvého téla hostitele

(San-Blas a Gowen, 2008, Puza a Mracek, 2010).

San-Blas a Gowen (2008) pozorovali schopnost nekrofagie u 6 druhi rodu
Steinernema. Experimenty v ramci moji prace ukazaly schopnost nekrofagie u 29 kmeni
entomopatogennich hlistovek, ptredstavujicich 12 druhti. Na tomto zdklad¢ lze usuzovat, ze

schopnost nekrofagie je u entomopatogennich hlistic velmi Siroce rozsitena.

Pozorovana celkové vyssi invaze do mrtvych hostiteld odpovida vysledkiim San-Blas
etal. (2008), kde autofi pozorovali vétsi pocet kolonizovanych mrtvych hostitelt oproti zivym.
Moje vysledky naznacuji, Ze tento trend je u hlistovek obecné rozsifeny. U vétSiny kmend
hlistovek byl tento rozdil patrny (Graf 1), byt statisticky neprikazny z diivodu vysoké
variability dat. Vys$si invaze do mrtvych hostiteld byla takto pozorovana napft. u v§ech kmenti
S. affine a u ¢asti kmenu S. feltiae. Celkové muze divodem znacné atraktivity mrtvého
hostitele byt fakt, ze v takovém hostiteli nemusi hlistovky celit imunitni odpovédi (Paza a

Mracek, 2010).

U zédného kmenu hlistovky nebyla pozorovana vyrazné vyssi invaze do Zivého
hostitele oproti mrtvému. To bylo naopak pozorovano u hlistovky Heterohabditis megidis
(San-Blas et. al., 2008). Pfi¢inou nizsi atraktivity mrtvého hostitele by mohlo byt hromadéni
saprofytickych mikroorganismi (bakterii, hub) na mrtvole hmyzu. Je mozné, Ze hlistivky rodu

Steinernema jsou oproti rodu Heterorhabditis 1épe adaptovany.

Skutecnost, Ze vSechny sledované kmeny hlistovek byly schopné mnozZit se jak na
zivych, tak na mrtvych hostitelich dale potvrzuje schopnost hlistovek provozovat nekrofagii.
Celkové vyssi produkce potomstva v zivych hostitelich odpovida vysledkim Pazi a Mracka
(2010), ktefi tento jev zaznamenali u S. kraussei a S. affine. Pfi¢inou zde muize byt zvySena
kompetice s jinymi mikroorganismy, o které je znamo, Ze snizuje reprodukci hlistovek (Kaya
a Koppenhofer, 1996). Lze usuzovat, ze tyto mikroorganismy se v ptipadé invaze hlistovek

do mrtvych tél vyskytuji ve zvySené mire.
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Fakt, ze proporce vyuzitych hostitell, ktera je také dilezitym aspektem ,,fitness®
hlistovky se celkové neliSila mezi zivymi a mrtvymi hostiteli ukazuje, Ze negativni ovlivnéni

hlistovek pii nekrofagii neni vyrazné.

Na zékladé¢ mych experimentl se nezda, Zze by néktery druh ¢i kmen hlistovky mohl
vykazovat vyssi adaptaci k nekrofagnimu chovani. Bisch et al. (2014) infikovali mury
blyskavky a zavijeGe voskového hlistovkou S. weiseri CSO3 a zjistili, Ze jeji symbiont
autort by tento kmen S. weiseri mohl byt adaptovan na nekrofagii. V moji praci byly vSechny
testované kmeny S. weiseri, véetné¢ kmene KAL 2 izolovaného na stejné lokalité jako S.
weiseri CS03 (Paza, osobni sdé€leni) schopné jak invadovat, tak vyuzit zivé i mrtvé hostitele.
Tyto vysledky tak vySe zminénou hypotézu nepodporuji. Nelze vSak vyloudit, ze na jedné

lokalité mohlo byt s lokalni populaci S. weiseri ptitomno vice riznych kment X. bovienii.

5.2. Kolonizace hostitelii nakaZenych rtiznymi kmeny X. bovienii

Plza a Mracek (2009) pozorovali, ze S. affine v pfitomnosti S. kraussei vykazovala
lepsi reprodukci oproti kontrole, zatimco reprodukce S. kraussei byla silné potlacena. P¥ic¢inou
byla patrné symbioticka bakterie Xenorhabdus bovienii kmen V, asociovany s hlistovkou S.
affine, ktery je, dle autort, adaptovany na kompetici s jinou hlistovkou. Obecné je znamo, ze
bakterie rodu Xenorhabdus také dokazi uvolfiovat tzv. bakteriociny (Davis et al., 1968), které
chrani uhynulé télo hostitele pfed riiznymi saprofytickymi organismy (Poinar a Thomas, 1966;
Poinar et al., 1977; Han a Ehlers, 1998), ale napt. nékteré kmeny X. bovienii produkuji latky
i proti konkurenénim kmentim a druhiim rodu Xenorhabdus (Hawlena et al., 2010; Bashey et
al., 2012).

Vyuziti hostitele napadeného jinym péarem hlistovky a bakterie miize ptedstavovat
dalsi typ nekrofagie. Pro tyto pokusy bylo v ramci mé prace pouzito 5 druhd hlistovek s jejich
izolovanymi symbiotickymi bakteriemi X. bovienii a byla zjistovana kolonizace hostitelil
nakaZenych riznymi kmeny tohoto druhu bakterie. Divody nakazovani pouze bakterii byly
dva. Pfi nakazovani parem hlistovka a bakterie by bylo nemozné, rozlisit dospélce a larvy
nekterych druhti. Dal$im divodem pak byl ptedpoklad, Ze pro vysledek interakce je podstatna

role bakteridlniho symbionta, jak bylo uk4zano v praci Piza a Mracek (2009).

Experimenty ukazuji, Ze atraktivita hostitelll nakaZenych rliznou bakterii je rizna.
Nejméné atraktivni byli hostitelé usmrceni bakterii hlistovky S. affine CAK-01, do kterych
dokonce né¢které hlistovky (S. litorale AICHI a S. weiseri KAL 2) viibec nepronikaly. Obecné
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a Mracka (2009), kteti pozorovali snizenou invazi a produkci potomstva hlistovky S. krausseli
v piitomnosti S. affine. Podobny vysledek byl pozorovan pfi pouziti agarovych ploten misto
hostitele, v bakalaiské praci Capové (2014) pii mnozeni S. feltiae ENT na bakterii S. affine VV
¢i v praci Puzi et al. (2013) pii mnozeni S. kraussei na stejné bakterii. Je tedy pravdépodobné,
ze bakterie asociované se S. affine obecn¢ produkuji latky, které jsou toxické proti jinym
hlistovkam. Vyjimkou byla S. feltiae 181, ktera v hostitelich usmrcenych bakterii hlistovky S.
affine CAK-01 produkovala normalni mnozstvi potomstva. Pro tento fakt se nabizi dvé mozna
vysvétleni. Jak bylo uvedeno vyse, n¢které kmeny X. bovienii produkuji latky potlacujici
konkurenéni kmeny a druhy rodu Xenorhabdus (Hawlena et al., 2010; Bashey et al., 2012).
Bylo by tedy mozné, ze pii invazi S. feltiae 181 jeji symbiont potla¢il pfitomnou bakterii
hlistovky S. affine CAK-01 a tim i efekt ji produkovanych toxickych latek. Tato moznost ale
neni piili§ pravdépodobna vzhledem k faktu, hlistice byly aplikovany 48 hodin po bakterii, a
tudiz by potladeni jiz dobfe rozrostlé populace ptitomné bakterie bylo obtizné.
Pravdépodobnéjsim se tak jevi fakt, ze S. feltiae 181 je k toxinim produkovanym bakterii X.
bovienii CAK-01 tolerantni.

V praci Capové (2014) byl pozorovan snizeny rist S. feltiae ENT na bakterii hlistovky
S. affine V, ale jak bylo zminéno vyse, S. feltiae 181 se dobfe mnozila v pfitomnosti bakterie
hlistovky S. affine CAK-01. Zda se tedy, Ze rizné kmeny stejnych druhi hlistovek spolu

interaguji riznym zpisobem.

Snizena produkce potomstva byla pozorovana také u housenek usmrcenych bakterii
hlistovky S. weiseri KAL 2, kde byla minimalni produkce pozorovana u S. affine CAK-01, S.
kraussei KR. Prekvapivé se tu velmi malo mnozila i hlistovka S. weiseri KAL 2, ale bez

provedeni dalSich experimenti je vysvétleni této skutecnosti obtizné.

Na téchto housenkach se dobie mnozila opét S. feltiae 181, ktera se tak jevi jako
univerzalné tolerantni kmen, ale také S. litorale AICHI, ktera se nemnozila s bakterii CAK-
01. Tyto vysledky ukazuji, Ze interakce riiznych kment hlistovek, tedy v podstaté interakce
Ctyf riznych organismd, jsou velmi komplexnim fenoménem, a v soucasné dobé¢ je obtizné
formulovat jakakoli zobecnéni. Je ale zjevné, Zze existuji pary hlistovka-bakterie
specializované na potlaceni kompetitora, stejn¢ jako pary specializované na toleranci

kompetice.
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Je znamo, ze nekteré¢ druhy rodu Xenorhabdus jsou totiz schopny vylucovat toxické
latky, které hubi hlistovky spojené s jinym druhem rodu Xenorhabdus (Sicard et al., 2004).
Naptiklad X. beddingi a X. bovienii byly toxické pro S. carpocapsae s jejim symbiontem X.
nematophila. Sicard et al. (2004) uvedli, Ze nepfirozené druhy rodu Xenorhabdus mohou mit
negativni vliv na vyvoj a rozmnozovani hlistovek. M4 prace ukazuje, Ze i rizné kmeny
jednoho druhu bakterie mohou mit negativni vliv na rast hlistovek, asociovanych s jinym

kmenem stejné bakterie.

5.3. Kompetice EPN s Oscheius myriophila p¥i infekci a kolonizaci hmyzu

ey

Hlistice rodu Oscheius patii mezi Zivoc¢ichy zijici fakultativné parazitickym zptisobem
zivota, kteti dle vyzkumu v laboratofi a v pfirodé mohou patrn¢ konkurovat hlistovkam o
uhynulé hostitele (Duncan et al., 2003, 2007; Campos-Herrera et al., 2012). Pro vyzkum tohoto
jevu bylo v ramci moji prace pouzito 5 druhd hlistovek a hlistice O. myriophila. Bylo

sledovano, jak na sebe tyto hlistice plisobi pfi vzajemné interakci.

Z vysledkd je patrné, ze ptitomnost O. myriophila snizuje invazi hlistovek do hostitele,
a to zejména v piipadé hostitele mrtvého. Produkce potomstva hlistovek ale byla sniZzena, u
obou typu hostitelii. Nepotvrdil se tak ptedpoklad, ze by kompetice s O. myriophila byla pro
hlistovky vaznéjsi v piipadé nekrofagie. Negativni efekt hlistice O. myriophila vSak neni

stejné silny u vSech hlistovek a nejvice se zda ovlivnéna S. kraussei.

Dostupnych literarnich udajii pro srovnani neni mnoho. Neddvny vyzkum Campos-
Herrera et al. (2015) ukazal, ze S. kraussei pfi stejnych davkach jako byly pouzity v moji praci
dokazala hlistice Oscheius sp. vykompetovat. Tito autofi vSak pouzili jiné druhy rodu
Oscheius, konkrétn¢ O. tipulae a O. onirici, které jsou patrné kompetitivné slabsi ve srovnani

s O. myriophila.

Invaze a reprodukce hlistice O. myriophila byla podle o¢ekavani celkové vyssi
v mrtvych hostitelich. V pfipadé zivych hostitelti pak hlistice O. myriophila jednoznaéné
profitovala z pfitomnosti hlistovek, nebot’ bez nich byla schopna usmrtit pouze minimum

hostitelti. P¥itomnost hlistovek je tak pro O. myriophila v tomto ptipad¢ prospésna.

Obecn¢ maji rizné hlistovky rizny efekt na O. myriophila. Nejmensi invaze a
reprodukce byla zaznamenana s hlistovkami S. affine CAK-01 a S. weiseri KAL2. Pfi¢inou by
mohly byt jejich symbiotické bakterie, které v predchozich experimentech sniZovaly rust

nekterych hlistovek. Na kompetici by se vSak teoreticky mohly podilet i samotné hlistovky. U
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hlistovky Steinernema longicaudum bylo u samcii pozorovano zabijeni dospélct jinych
hlistovek pomoci kopulaénich ptivéskl zvanych spikuly (O’Callaghan et al., 2014). Podobné
chovani by vSak mohlo byt vice rozsifené, a teoreticky pouzitelné proti jinym hlisticim. Pro

jednoznac¢nou odpovéd’ by vsak byl nutné provést dalsi experimenty.
5.4. Toxicita bakterii vii¢i O. myriophila

Na zaklad¢ predchozich experimentd je zjevné, ze nékteré kmeny X. bovienii mohou
pusobit i na hlistici Oscheius myriophila. Z toho diivodu byl na zavér sledovan rist této hlistice

Vv piitomnosti 13 riznych kment bakterie X. bovienii.

Skute¢né, rizné kmeny X. bovienii mély na rist O. myriophila rizny efekt. U vétSiny
kment to byl efekt pozitivni, kdy se O. myriophila namnozil vice nez v kontrole. To mtize byt
vysvétleno skute¢nosti, ze v kontrole byly na agar vloZeny pouze nesterilizované larvy O.
myriophila, a jako potrava slouzily pouze bakterie nanesené na agar na kutikule hlistic. Toto
inokulum vsak bylo oproti davkam X. bovienii (7 ul tekuté kultury) malé. Rozdily pozorované
V ristu na riznych kmenech X. bovienii v§ak skute¢né ukazuji riznou vhodnost téchto bakterii
pro rust O. myriophila. Piekvapivé byl nejvyssi rist této hlistice pozorovan v piitomnosti
bakterie z hlistovky S. affine V, ktera je patrné toxicka pro rtizné hlistovky (Puza a Mracek,
2009; Puza et al., 2013; Cépové, 2014) i s bakterii S. affine CAK-01, v jejiz ptitomnosti
predchozim pokusu nerostlo nékolik kment hlistovek. Zda se tedy, Ze tyto toxiny mohou byt

pomérné selektivni — specializované na hlistovky.

Zajimavym zjisténim byl také fakt, ze rast O. myriophila byl silné potlacen na bakterii
hlistovky S. kraussei VA. 6.1 a zcela na bakterii hlistovky S. feltiae JAK. Tyto bakterie tedy
zjevné produkuji toxiny proti této hlistici. Otazkou je, jak by tyto bakterie pisobily na jiné
hlistovky. Je v§ak mozné usuzovat, ze nékteré kmeny X. bovienii by mohly byt specializované
na kompetici s fakultativné parasitickymi hlisticemi. Vzhledem k vysoké Cetnosti koinfekce
EPN a téchto hlistic (Campos-Herrera et al., 2015a) by to mohlo ptedstavovat vyhodnou

strategii.

Celkové lze shrnout, ze O. myriophila reaguje na jednotlivé bakterie jinak nez
hlistovky. Bakterie, které byly pro hlistovky toxické €asto nebyly toxické pro tuto hlistici, a

naopak.
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6. Zavéry
1. Schopnost nekrofagie byla pozorovana u vSech druhii a kmenii hlistovek a zjevné se jedna

o Siroce rozsifenou alternativni zivotni strategii v ramci Celedi.

2. Rizné kmeny jednoho druhu bakterie mohou mit negativni vliv na rtst hlistovek,

asociovanych s jinym kmenem stejné bakterie.

3.V kompetici o zivého i mrtvého hostitele zaujimaji hlistovky s bakteriemi rtizné strategie -

od produkce ¢i tolerance toxind, po sniZeni invaze.

4. Piitomnost Oscheius myriophila snizuje invazi hlistovek do mrtvych hostiteld, ale

reprodukce hlistovek je mirné snizena u zivych i mrtvych hostiteld.
5. V ptipadé Zivych hostiteld profituje Oscheius myriophila z piitomnosti hlistovek

6. Nékteré kmeny X. bovienii jsou vici hlistici Oscheius myriophila toxické.
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