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Abstrakt

Bakterie rodu Xenorhabdus ziji v pfirozeném symbiotickém  vztahu
s entomopatogennimi hlisticemi Celedi Steinernematidae. Produkuji Siroké spektrum
toxickych sekundarnich metabolitii rozdilné chemické podstaty i Gcinku. Syntéza
konkrétnich metabolickych produktt je pro kazdy kmen bakterii specificka. Prace je
zameéfena na zhodnoceni vlivu bakteridlnich metabolitt na fakultativné
entomoparaztické hlistice druhu Oscheius myriophila, volné zijici hlistice
Caenorhabditis elegans a fytofagni had’atka Globodera rostochiensis. Cilové druhy
hlistic byly vystaveny pusobeni 37 kment bakterii rodu Xenorhabdus, izolovanych
z riznych druhd hlistic Celedi Steinernematidae. Testovani ucinnosti metabolitil
na O. myriophila a C. elegans bylo provedeno jak pfimou kultivaci cilovych druht
na pevném médiu s zivymi bakterialnimi kulturami, tak ve sterilizovanych tekutych
kulturach jednotlivych bakterialnich kmenti. Vliv toxickych latek na G. rostochiensis

byl hodnocen pouze ve vybranych sterilnich tekutych médiich.

Klicova slova: entomopatogenni hlistice; Steinernema; Xenorhadus; sekudnarni
metabolity; toxicita; Oscheius myriophila; Caenorhabditis elegans; Globodera

rostochiensis



Abstract

Bacteria of the genus Xenorhabdus live as the natural symbionts
of the entomopathogenic nematodes of the family Steinernematidae. They produce
awide range of toxic secondary metabolites of different chemical structure and
effect. The synthesis of particular products is specific for each strain
of Xenorhabdus. The thesis is focused on evaluating the impact of bacterial
metabolites on facultatively entomoparasitic nematodes Oscheius myriophila,
the free-living nematode Caenorhabditis elegans and the phytophagous potato cyst
nematode Globodera rostochiensis. Target species of nematodes were exposed to 37
strains of Xenorhabdus bacteria, isolated from various species of Steinernematidae.
Testing the impact of bacterial metabolites on O. myriophila and C. elegans
nematodes was performed both by direct cultivation of target species on solid
medium with live bacterial cultures as well as in sterilized liquid bacteria cultures.
The effect of toxic substances on G. rostochiensis was evaluated only in selected

sterilized bacteria cultures.

Keywords: entomopathogenic nematodes; Steinernema; Xenorhabdus; secondary
metabolites; toxicity; Oscheius myriophila; Caenorhabditis elegans; Globodera

rostochiensis
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1 UvOD

Pojmem symbi6za rozumime jakékoli Uzké a dlouhotrvajici souziti dvou
¢i vice organismi riznych druhd. Koncept symbiotické asociace je nejcastéji chapan
jako vzajemny vztah prospéSny pro oba zucastnéné. Nicméné sem mohou byt
zafazeny 1 interakce, které jednomu ze zucastnénych organismi zadnou vyhodu
nepfinaseji, ba jej dokonce poskozuji. Takovy vztah, kdy je jeden z partnert
druhému hrozbou, je oznacovan jako parasitismus.

Vyznamnymi a velmi nebezpe€nymi parazity hmyzu jsou entomopatogenni
hlistice (EPN). Jedna se o drobné piidni organismy, vyskytujici se prakticky na celém
svété, vyjma Antarktidy. Hlistice jako paraziti vynikaji predevSim svou schopnosti
aktivné vyhledat a velmi rychle usmrtit hostitele, jehoz mrtvé télo jim pak slouzi
pro namnozeni.

Skupina  entomopatogennich  hlistic =~ zahrnuje  zastupce  celedi
Steinernematidae a Heterorhabditidae. Ptislusnici obou ziji v symbidze s bakteriemi
rodt Xenorhabdus a Photorhabdus. A pravé tento obligatni symbioticky vztah je
pro paraziticky zpiisob zivota hlistic naprosto klicovy. Napadeny hmyzi hostitel totiz
neumird nasledkem cinnosti hlistic. Zodpovédnost za jeho smrt nesou z prevazné
naznacuje samo slovo obligatni. Bakterialni rody Xenorhabdus a Photorhabdus totiz
neni mozné, az na drobné vyjimky, nalézt voln¢ ve vnéjSim prostiedi. Jako piiklad
oné vyjimky zde Ize uvést druh Photorhabdus asymbiotica, ktery a¢ je schopen zit
v symbidze s hlisticemi Heterorhabdus indica, byl nejprve identifikovan jako lidsky
patogen. Ostatni druhy symbiotickych bakterii pfezivaji piimo uvnité stfeva
¢i specidlniho stfevniho vacku hlistic, ¢imZ se stdvaji na hlisticich naprosto zavislé.
Hlistice je pak vyuzivaji k usmrceni vybraného hostitele a zaroven jim bakterie,
mnozici se na mrtvém téle hmyzu, slouzi jako potrava.

Své uplatnéni na poli biologické ochrany rostlin nasly hlistice nejen diky
svym unikatnim parazitickym schopnostem. Dalsimi vlastnostmi, které z EPN ¢ini
vhodny prostiedek pro tento systém kontroly Skodlivych Cinitelli, jsou naptiklad
dlouha zivotnost, snadna nenakladna kultivace a jednoduchy zpisob aplikace. Mimo
jiné sebou hlistice jako agens v biologické ochrané nenesou zadna vyrazna rizika
pro zivotni prostedi. Prave z té€chto diivodl zacaly byt hlistice bézné uvadény na trh

jako komer¢ni ptipravky na ochranu rostlin.
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Ackoliv je vyuziti komplexu hlistice-bakterie v boji s hmyzimi skiadci zndmé
jako vysoce efektivni, jeho u¢innost mize byt snizena ¢i potlacena pFitomnosti
jinych organismt, které vyznamné ovliviuji jednoho z partnert Uzkého
symbiotického vztahu. Takovymi organismy, které mohou negativné pisobit
na zivotaschopnost entomopatogennich hlistic, jsou napiiklad zastupci skupiny
fakultativné entomoparazitickych hlistic, mezi néz se fadi i hlistice rodu Oscheius.
Tyto hlistice vyuzivaji mrtva téla hmyzu, Casto jiz osidlend nékterym z druhi
entomopatogennich hlistic, jako potravu. Jejich pfitomnost se pak muze v rozdilné
mife odrazet na reprodukci entomopatogennich hlistic, na rychlosti jejich vyvoje
a produkci invaznich larev. Proti Skodlivému pilisobeni jinych organismi vsak
nezustavaji EPN bez ochrany. Jejich bakteridlni symbionti produkuji fadu u¢innych
metabolitt, které chrani t€lo uhynulého hmyziho hostitele, tedy misto reprodukce
EPN, pfed vniknutim a nepfiznivym vlivem fakultativné entomoparazitickych hlistic
1 dalSich organismil. Znalost vlivu metaboliti bakteridlnich symbiontii konkrétnich
druhit EPN na ptezivani fakultativné entomoparazitickych hlistic by mohla zvysit
efektivitu entomopatogenich hlistic jako bioagens v biologické ochrané rostlin.
Zaroven pokud se bakterialni metabolity budou jevit jako G¢inné proti fakultativné
entomoparazitickym hlisticim, bylo by mozné zvazit jejich vyuziti v ochrané rostlin
i proti hlisticim fytofagnim, které mnohdy zptsobuji zavazné Skody péstovanych
zemédelskych plodin.

Predkladana prace shrnuje soucasné poznatky o vlastnostech a zpiisobu zivota
hlistic Celedi Steinernematidae, jejich symbiotickém vztahu s bakteriemi rodu
Xenorhabdus a také kratce pojednava o vyuziti hlistic v biologické ochrané rostlin.
Prakticka ¢ast prace je pak zaméfena na zkoumani vlivu bakterii rodu Xenorhabdus
na prezivani a reprodukci tiéi druhi hlistic, s rozdilnou zivotni strategii, konkrétné
fakultativné entomoparazitické hlistice Oscheius myriophila, volné Zijici hlistice

Caenorhabditis elegans a fytofagni hlistice Globodera rostochiensis
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2 LITERARNI PREHLED

2.1 Entomopatogenni hlistice ¢eledi Steinernematidae

2.1.1 Systematické zarazeni

Celed Steinernematidae Chitwood a Chitwood, 1937 patii do kmene hlistice

(Nematoda) a tadu had’ata (Rhabditida) (Tanada a Kaya, 1993). V soucasné dobé
zahrnuje tato Celed’ dva rody. Zatimco prvni z nich, Steinernema Travassos, 1927
¢ita vice nez 100 popsanych druhii, do druhého rodu Neosteinernema Nguyen
a Smart, 1994 se tadi pouze druh jediny, Neosteinernema longicurvicauda (Hunt,
2007).
Determinace jednotlivych druhd entomopatogennich hlistic tradi¢né vychazela
predevsim z morfologickych charakteristik zkoumanych jedinct. Stale vice se vSak
uplatiiuji moderni, molekularné genetické metody, které urCeni a identifikaci
konkrétniho druhu zna¢né usnadiuji. Jako ptiklad lze uvést sekvenovani uréitych
gent ribozomalni (Usek ITS, 18 S rDNA) nebo mitochondrialni (12 S rDNA) DNA
(Nadler et al., 2006).

2.1.2 Ekologie

Zakladnim piedpokladem tspé$ného vyuziti entomopatogennich hlistic
v biologické ochran¢ rostlin je znalost jejich ekologie, tedy jejich vztahu
k obyvanému prostiedi a dalsim organismium vyskytujicim se v dané lokalité.
Zarovenn je nutné piihlédnout k pavodnimu arealu vyskytu konkrétniho druhu
hlistice, zejména kvuli abiotickym podminkam prostfedi, které by mohly byt
pro dany druh v nové lokalité nevhodné. V neposledni fadé¢ zde také hraje roli

druhova diverzita oblasti, ve které ma byt hlistice pouzita. (Hussaini, 2017).

RozSiieni

Jak jiz bylo zminéno v 1vodni kapitole, osidluji hlistice celedi
Steinernematidae plidy prakticky vSech kontinentli svéta. Vyjimku zde pfedstavuje
Antarktida, kde nebyla ptitomnost hlistic rodu Steinernema dosud prokazana
(Griffin et al., 1990). U vétsiny druhd tohoto rodu je areédl vyskytu do rtizné miry

omezeny (napi. Steinernema kushidai - Japonsko), nicméné existuji i druhy
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kosmopolitni, jmenovit¢ Steinernema feltiae a Steinernema carpocapsae
(Haziret al.,2003).

V souvislosti s omezenym rozsifenim jednotlivych druht je v literatufe také
Casto zminovana jejich vazba na konkrétni biotop. Vysledky téchto studii si vSak
povétsinou odporuji. V praci Mracka a Becvare (2000) je zminéna zavislost vyskytu
urcitétho druhu na pfitomnosti konkrétniho hmyziho hostitele. Napiiklad hlistice
S. kraussei byly izolovany zejména v lokalitach s vys$sim vyskytem zastupct Celedi
pilatkoviti (Tenthredinidae), ktera se fadi do fadu blanokiidlych (Hymenoptera)
(77,8% vzorkt s hlisticemi). Vazba na specifického hostitele, pidalku podzimni
(Operophtera brumata) z celedi pidalkoviti (Geometridae) a ftadu motyli
(Lepidoptera) byla pozorovana u S. feltiae (55,6% vzorkd). S podobnym zavérem

0 roz$ifeni hlistic v zavislosti na vhodném hostiteli ptichazi i prace Hominicka et al.

(1996).

Vliv biotickych a abiotickych faktorii na pieZivani hlistic

Vv

klicovym faktorem je vihkost (Perry et al., 2012). Bez ptitomnosti vodniho filmu
na povrchu ptdnich ¢astic nebo naopak pii naprostém zahlceni pidnich pora vodou
jsou totiz hlistice omezeny v pohybu a ztraci tak schopnost aktivné vyhledavat
hostitele (Koppenhofer et al., 1995).

Kritickym faktorem pro piezivani hlistic je také teplota. Teplotni optimum
pro zivot hlistic se li§i podle jednotlivych druhti. Obecné se vSak pohybuje v rozmezi
15- 20 °C (Grewal et al., 1994). Pii nizkych teplotach (< 10 - 15 °C) je ¢innost
hlistic podobné jako pfi nedostatecné vlhkosti pozastavena, nasledkem plsobeni
vysokych teplot (> 30 - 40 °C) je ptimo inhibovana. Pisobeni vysokych teplot
nad 30 °C mize také negativné ovlivnit reprodukci a schopnost infikovat hostitele
(Hazir et al., 2003). Existuji vsak i takové druhy hlistic, kterym vyssi teploty
vyhovuji. Jedna se napiiklad o druh Steinernema riobrave, jejiz teplotni optimum
pro reprodukci dosahuje az 32 °C a schopnost infekce pretrvava do 39 °C (Griffin et
al., 2005). Obecné¢ vsak plati, ze dlouhodobé vystaveni teplotdim pod 0 °C
a nad 40-°C je pro hlistice letalni (Brown a Gaugler, 1996).

Z dalsich abiotickych faktort, které také, a¢ ne tolik vyznamné, ovliviiuji
zivot hlistic v piid€, 1ze uvést strukturu ptdy a jeji provzdusnéni, pH pidy, intenzitu
svétla a UV zareni (Steinkraus et al., 2007).
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Hlistice jsou béhem zivota v pudnim prostfedi také vystaveny ptisobeni
riznych antagonistickych organismid. Mezi pfirozenymi neptateli hlistic byla
doposud nejvétsi pozornost veénovana nematofignim houbam. Vyznamnym
predstavitelem této skupiny je paraziticka houba Hirsutella rhossiliensis, jejiz
konidie s adhezivni schopnosti pfilnou ke kutikule larev hlistic, proniknou do jejich
téla a prostfednictvim hyf vytvoii husté mycelium, které hostitele usmrti (Timper et
al., 1991).

K dalsim neptatelskym organismiim omezujicim vyvoj a Zivot hlistic patii
i pudni bakterie, nékteti dravi bezobratli (rozto¢i a chvostoskoci) a také napiiklad
prvoci (Kaya, 1990).

Vzajemné antagonistické pisobeni je vSak pozorovatelné i mezi jedinci
jednoho druhu hlistic. Pokud do téla nového hostitele vnikne vétsi pocet invaznich
larev, nez jaky je pro infekci optimalni, dojde mezi vyvijejicimi se jedinci
ke kompetici o prostor a piedev§im o potravu. Logickym zavérem takového
konkuren¢niho boje je pak snizena produkce potomstva. Podobna situace, ktera
vyasti v uplné zastaveni reprodukcniho procesu, nastava tehdy, kdy vyvijejici
se hlistice vycCerpaji dostupné ziviny diive, nez dojde k vyvinuti invaznich larev
(Kaya a Koppenhoffer, 1996).

Stejné tak mize kompetice nastat i mezi riznymi druhy entomopatogennich
hlistic. D&je se tak pfedevS§im v okamziku, kdy se jedinci dvou nebo i vice druhi
snazi napadnout stejného hostitele. O tom, ktery druh v tomto boji zvitézi, rozhoduji
symbiotické bakterie, respektive latky jimi produkované (Boemare et al., 1993).
V nékterych piipadech jsou hlistice riiznych druhi schopny koexistence, jindy vSak
mohou symbionti uréitého druhu inhibovat aktivitu symbiontt druhu dalsiho, ¢imz

V podstaté ovlivni i zivotnost druhu samotného (Akhurst, 1982).

Hostitelské spektrum

V laboratornich podminkéch jsou hlistice ¢eledi Steinernematidae schopny
infikovat velké mnozstvi druhit hmyzu. V béznych polnich podminkach je vSak
okruh vyuzivanych hostitelti jiz o poznani uzsi, nebot’ samotna druhova diverzita
polnich ekosystémii je ve srovndni s ekosystémy piirozenymi podstatné nizsi.
Za pravé hostitelské spektrum miZzeme tedy povazovat pouze takové druhy hmyzu,
na nichz jsou hlistice schopny se ptirozené mnozit i mimo tizené prostedi polniho
ekosystému ¢i laboratote. Nejbéznéji napadané hmyzi druhy patti do fadt blanoktidli
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(Hymenoptera), dvoukfiidli (Diptera), rovnoktidli (Orthoptera), brouci (Coleoptera)
a motyli (Lepidoptera) (Peters, 1996). Na tomto misté je nutné zminit fakt, Ze hlistice
jakozto ptidni organismy mohou pfirozené¢ napadat zastupce vyse uvedenych taxonti
hmyzu pouze v téch vyvojovych stadiich, ktera se vyskytuji v pidnim prostiedi
(Bathon, 1996).

Lewis (1992) ve sve praci uvadi, ze se skuteCna $ife hostitelského okruhu
hlistic odviji také od zptsobu, kterym hlistice hostitele vyhledavaji. Tato zivotni
strategie hlistic byla popséna ur¢itymi zplsoby chovani, oznaGovanymi jako
"ambusher", "cruiser " a také typem chovani, ktery vykazuje smésné charakteristiky
obou typi piedchozich (Campbell a Gaugler, 1997). Hlistice skupiny "ambusher"
s typickym predstavitelem Steinernema carpocapsae vyckavaji v padé a napadaji
hostitele pohybujici se kolem nich. Zaroven se vyskytuji blize povrchu pudy. Naproti
tomu hlistice s typem chovani "cruiser" jsou ve vyhledavani hostitele mnohem
aktivngjsi a pohybuji se spiSe v hlubSich padnich vrstvach. Jako typicky zastupce této
skupiny je uvadéna Steinernema glaseri (Campbell a Gaugler, 1993).

Tento dlouhodobé uznavany a zkoumany koncept ve své praci zpochybnil
Wilson et al. (2012). Podle n&j totiz muze S. carpocapsae, jakozto typicky
"ambusher" pfejit i k aktivni, “cruiser” strategii vyhledavani hostitele. Dé&je se tak
zejména v kypiejsich a vice porovitych piadach s vyssim obsahem organické hmoty
(raselina, substrat tvoieny tlejicim listim). V tomto prostiedi se totiz hlistice mohou
mnohem snadnéji pohybovat. Moznost pfechodu S. carpocapsae k chovani typu
"cruiser” také dokazuji prace Ennise et al. (2010) a Martineze de Altube et al.
(2008), kteti zaznamenali jedince S. carpocapsae aktivné napadajici hmyzi hostitele

i v hlubsich vrstvach pudy.

2.1.3 Bionomie a Zivotni cyklus

Cely zivotni cyklus hlistic je bezpodmine¢né vazan na mrtvé télo hostitele.
Jedinym vyvojovym stadiem hlistic pohybujicim se volné v pidé€ je invazni larva
tietiho instaru (1J) (Banu et al., 2017). Invazni larva nejprve pomoci citlivych
smyslovych organt, takzvanych papil a amfidi, nachazejicich se v hlavové ¢&asti,
vyhleda vhodného hostitele. Amfidy a papily totiz reaguji na pfitomnost latek, které
hmyz uvoliuje do pidniho prostfedi (Basyoni a Rizk, 2016). Mtze se jednat o rizné
zplodiny metabolismu, napiiklad CO, (Gaugler et al., 1980) ¢i rizné dusikaté
slouéeniny, jako amoniak, kyselina mo¢ova a mocovina. Invazni larva se pak
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pohybuje po chemickém gradientu zminénych latek az k potencidlnimu hostiteli
(Schmidt et al., 1979).

Jakmile se invazni larva ptiblizi cilovému hostiteli, pronikne do jeho télni
dutiny ptirozenymi otvory (Gstni otvor, fitni otvor, spirakula). Poté uvolni
do hemolymfy hostitele symbiotické bakterie, které se zde velmi rychle rozmnozi
a jsou hemolymfou rozptyleny ve vnitinim prosttedi. Napadeny hmyzi jedinec pak
hyne béhem 24 - 48 hodin v disledku septikémie. Bakterie pak slouzi hlisticim jako
potrava a zaroven produkuji toxiny, které¢ chrani mrtvé télo hostitele, tedy misto
pro mnozeni hlistic, pted rozkladem 1 nepfiznivymi vlivy vnéjSiho prostiedi (Van Zyl
a Malan, 2014). U axenickych hlistic je rovnéZ snizena schopnost parazitace
a efektivita reprodukce (Sicard et al., 2003).

Invazni larvy tfetiho instaru se pak Zivi pfitomnymi bakteriemi a ptechazi
do ¢tvrtého vyvojového stadia, kde se jiz objevuji dospélei obou pohlavi, tedy samci
asamice prvni generace. V této fazi zaroven dochazi ke kopulaci, po které
se z nakladenych vajic¢ek lihnou larvy prvniho instaru. Ty se dale vyvijeji pies larvy
druhého a tretiho instaru az do ctvrtého vyvojového stadia. Larvy Ctvrtého instaru
se pak vyvinou v dospélce druhé generace. Po kopulaci se z vajicek opét lihnou larvy
prvniho instaru, které se dale vyvijeji. Cely tento cyklus probiha uvniti téla hostitele
az do faze vyCerpani zdroje potravy. Béhem tohoto cyklu, ktery je zaroven
oznacovan jako dlouhy zivotni cyklus, mohou byt vytvofeny dvé az tii generace
hlistic. Pokud je potravni zdroj z néjakého diivodu omezen, larvy vylihlé z vaji¢ek
nakladenych samicemi prvni generace se rychle vyvijeji v invazni larvu tietiho
instaru, ktera ihned opousti télo hostitele. Tento zkraceny prubéh vyvoje jednotlivych
stadii larev hlistic byva také nazyvan kratky Zivotni cyklus. Invazni larvy tfetiho
instaru jsou pak schopny pfezit v pud¢ bez jakéhokoli zdroje potravy az nékolik
mésicl, samoziejm¢ v zdvislosti na podminkach pidniho prostfedi a pfitomnosti
antagonisti (Adams a Nguyen, 2002). Piiklady nékterych faktori, které mohou
ovlivnit pfeZivani 1J v pidé byly uvedeny v kapitole 2.1.2.2.
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Invazni larvy opousti Invazni larvy vnikaji
télo hostitele do téla hostitele

Zdroj potravy Hostitel umira v
vycerpan - vyviji se diasledku septikemie
nove invazni larvy

Produkce potomstva Larvy vyvinuty v
(2 - 3 generace) dospélce 1. generace

Obrazek 1: Zjednoduseny vyvojovy cyklus hlistic celedi Steinernematidae
(upraveno podle Griffin et al., 2005)

2.2 Symbiotické bakterie rodu Xenorhabdus

2.2.1 Systematické zarazeni a charakteristika

Bakterialni rod Xenorhabdus se fadi do y-podtiidy kmene Proteobacteria
a ¢eledi Enterobacteriaceac. VSechny bakteric tohoto rodu jsou gram-negativni,
fakultativné anaerobni a maji ty¢inkovity tvar (Kaya a Gaugler, 1993).

Jak je uvedeno v Uvodni kapitole, bakterie rodu Xenorhabdus ziji v obligatné
symbiotickeém vztahu s hlisticemi ¢eledi Steinernematidae. Nékteré z vyhod tohoto
souziti, predev§im =z hlediska vyhodnosti pro hlistice, jiz byly nastinény
v pfedchozich kapitolach (kapitola 2.1.3). Nejdulezitéjsim pfinosem tohoto vztahu
s hlisticemi je pro bakterie bezpochyby ochrana. Zastupci rodu Xenorhabdus totiz
nejsou schopni sami volné prezit v piidnim prostfedi. Ve stfevnim vacku hostitelské
hlistice jsou vSak chranéni pfed vn&j$imi nepfiznivymi vlivy a hlistice je zaroven
transportuje k cilovému hmyzimu hostiteli. Hostitelska hlistice také ptenasi bakterie
piimo do téla cilového hostitele a poskytuje jim ochranu pii zapoceti infekéniho

procesu (Gotz et al., 1981).
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Piirozeny symbioticky vztah mezi hlistici a bakterii je velmi specificky.
Kazda hlistice ¢eledi Steinernematidae je totiz schopna zit v asociaci pouze s uréitym
druhem bakterie rodu Xenorhabdus (napt. S. carpocapsae a Xenorhabdus
nematophila). Jednotlivé druhy tohoto rodu vsak ve vazbé na konkrétni druh hlistice
jiz tolik vyhranéné nejsou. Jeden druh totiz mtize zit v symbidze i s vice druhy hlistic
(napt. Xenohrabdus bovienii, Xenorhabdus poinarii). V experimentalnich
podminkach jsou hlistice schopny rist a vyvijet se i na jinych druzich bakterii, které
nejsou jejich pfirozenymi symbionty. V nékterych ptipadech, jak uvadi Puza et al.
(2013), mohou byt takto naprosto bez problému kultivovany (S. affine x symbiont
S. kraussei), jindy vSak muze byt piitomnost symbionta jiného druhu hlistice
limitujicim faktorem pro vyvoj i pieziti (S. kraussei x symbiont S. affine).

Patogenita bakterii rodu Xenorhabdus zavisi na vice faktorech.
Nejvyznamnéj§im z nich je zcela jasné konkrétni kmen bakterie, nebot’ kazdy
z kmend bakterii rodu Xenorhabdus disponuje rozdilnou mirou patogenity vuci
ur¢itému hostiteli. Schopnost vyvolat onemocnéni také zavisi na druhu hostitele
a jeho nachylnosti k napadeni, aktivité imunitniho systému a zdravotnim stavu
v dob¢ zapoceti infekce (Forst a Nealson, 1996). V hemolymf€ hostitele se pak
bakterie musi vyrovnat s obrannou reakci hostitele. V nékterych piipadech neni
vibec imunitnim systémem hostitele zaznamendna, jindy je vSak jeji Cinnost témét
thned po vstupu do téla hostitele zastavena, naptiklad pfimou nodulaci bakterialnich
bunék (Dunn, 1986). Tento proces muze byt potlaCen uvolnénim dalSich bakterii
stejného druhu, jinymi bakteriemi, pfitomnymi v téle ¢i na povrchu hostitelské
hlistice nebo toxickymi latkami, produkovanymi ptimo hlistici (Akhurst a Boemare,
1990). Rust bakterii rodu Xenorhabdus je také doprovazen produkci toxickych latek
rizné povahy, obvykle specifickych pro dany druh nebo i kmen bakterie, které
potla¢uji imunitni reakci hostitele. Zminéné toxické latky mohou byt naptiklad
lipopolysacharidy vnéjsi bakteridlni membrany (endotoxiny), které zabratuji aktivaci
enzymu fenoloxidazy ale i dalsi proteiny rozdilné chemické podstaty i ucinku
(Dreyer et al., 2018).

2.2.2 Zivotni cyklus

V pribéhu zivota prochazi bakteridlni bunky kazdého druhu rodu
Xenorhabdus jistymi morfologickymi, fyziologickymi i biologickymi zménami. Tyto
odliSnosti ve stavbé i ¢innosti bakterialnich bun€k ve své praci poprvé popsal
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Akhurst (1980), kde také rozlisil dveé zakladni formy existence bunék bakterii rodu
Xenorhabdus, oznacované jako fenotypické varianty (¢i faze) 1 a II. Zakladni
odliSnost mezi obéma fenotypickymi variantami vyplyva piedev§im z ulohy, kterou
béhem své existence plni.

Invazni larvy hlistic, které se jako jediné vyvojové stadium volné pohybuji
V pud¢, obsahuji ve svém stfevnim vacku vzdy a pouze bakterie varianty 1. Bakterie
této faze jsou tedy i iniciatory infek¢niho procesu hmyziho hostitele (Burnell a Stock,
2000). Pro adaptaci na uvedené skuteCnosti byly u bakterii varianty I vyvinuty
povrchové bunééné struktury zajiSt'ujici pohyblivost (biCiky), zvySenou schopnost
adheze (fimbrie) (Givaudan et al., 1995) a také vyssi stupen ochrany (mohutngjsi
glykokalyx). Ptitomnost téchto organel nebo jejich modifikaci nebyla u varianty Il
zaznamenana (Brehélin et al., 1993).

Dalsi rozdil mezi fenotypickymi variantami rodu Xenorhabdus je nejlépe
pozorovatelny pii kultivaci bun¢k in vitro. Kolonie varianty | jsou ve srovnani
s variantou II mensi, u nékterych druhti mohou byt 1 pigmentované. Nejvyraznéjsi
odlisnosti je zde vSak schopnost absorpce barviva (bromthymolovd modf, neutralni
cerven) z kultivaéniho média, pozorovatelnd u bunék varianty I (Akhurst a Boemare,
2015). Bakterialni kolonie jsou pak zbarveny v odstinech tmavé modré s Cervenym
stiedem, zatimco v kolonie varianty II ztstavaji bezbarvé (Dreyer, 2018).

Patrné nejpodstatnéjsi rozdil mezi obéma fenotypickymi fazemi bakterii
spoc¢ivd v produkci odlisSného mnozstvi 1 spektra toxickych, predevSim
antibiotickych, ale také enzymatickych latek a dalsich slou¢enin. Urovei celkové
produkce toxickych metaboliti a enzymut je u bakterii varianty I mnohonasobné
vy$s§i nez v piipad¢ varianty II. ZvySena exkrece zminénych latek je vSak u této
fenotypické faze bakterie zcela zddouci. Nejprve z divodu rychlého a ucinného
piekondni obrannych mechanismii hmyziho hostitele, nasledné pro ochranu mista
mnozeni své hostitelské hlistice pted ostatnimi mikroorganismy v pud¢é a zamezeni
konkurenéniho boje o vlastni zdroj potravy a poté pro efektivni enzymaticky rozklad
hmyzich tkani (Burnell a Stock, 2000). Zaroven se bakterie varianty I, zejména diky
schopnosti tvorby a produkce krystalickych proteinovych inkluzi, jevi i jako
vhodngj$i 0Zivny substrat pro samotné hlistice neZz bakterie varianty II
(Koppenhoffer a Gaugler, 2009). Pritomnost bakterii pravé ve fazi 1 je tedy

pro hlistice klicova nejen z divodu zajisténi vhodného prostiedi pro reprodukci, ale
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také pro zabezpeceni optimalnich vyzivovych podminek k dokonceni vyvojového
cyklu (Goodrich-Blair a Clarke, 2007).

V okamziku, kdy se bakterie varianty I musi vyrovnat s nepfiznivymi
podminkami okolniho prosttedi, ptechazi do varianty II. Nevhodné podminky jsou
Casto reprezentovany nedostatkem potravy. Proto jsou bakterie varianty II schopny
ucinnéjsiho vstiebavani zivin, jejich zabudovani do organismu, a tim tedy rychlej§iho
ristu (Smigelsky et al., 1994). Ani v této fazi vSak bakterie nepfichazi o svoji
schopnost produkce toxickych latek. Na rozdil od varianty I jich, jak uz bylo feceno
vySe, produkuji mnohem méné. Tvorba a exkrece nckterych metabolitii (napf.
urcitych antimikrobialnich latek a protedz) je zde vSak pozastavena uplné (Sicard et
al., 2005). I presto jsou bakterie varianty IT schopny infikovat nachylného hostitele,
jak bylo dokazano u housenek zavijece voskového (Galleria mellonela) infikovanych
bakteriemi X. nematophila (Boucias a Pendlant, 1998).

V souvislosti s pfechodem bakterii z jedné faze do druhé je také tfeba zminit,
ze u nékterych druhti rodu Xenorhabdus je tento proces vratny a znovu libovolné
opakovatelny (X. nematophila). U jinych druhti v8ak schopnost piejit z varianty II
do varianty | prokdzana nebyla (Xenohrabdus bovienii). Nahodnost zmény
fenotypicke varianty béhem Zivota bakterii zcela jasné naznacuje, Ze existence téchto
variant neni podminéna strukturdlnimi zménami genomu bakterialni bunky (Akhurst

etal., 1992).

2.2.3 Metabolismus

Zakladnim ptedpokladem pro pfeziti entomopatogennich bakterii rodu
Xenorhabdus je vysoka pfizpisobivost rozdilnym podminkam obou typt prostiedi,
ve kterych se pfirozené vyskytuji. Schopnost adaptace na Zivot ve stfevnim vacku
hlistice a nasledn¢ v hemolymf¢€ nachylného hmyziho hostitele je podminéna piimo
casti DNA bakterie, oznaCovanou jako flexibilni genom. Geny sdruZené
ve flexibilnim genomu pak hraji kli¢ovou roli v navazovani symbiotického vztahu
bakterii s hlisticemi a jsou také zodpoveédné za jejich patogenitu (Ogier et al., 2010).
Termin flexibilita genomu znamena ptedevSim rozdil v pfitomnosti uritych gent
u jednotlivych druhti rodu Xenorhabdus. Od této skutecnosti se také odviji fakt,
ze spektrum a mnozstvi syntetizovanych metabolitd jsou pro kazdy druh i kmen
bakterii specifické (Bode et al., 2011). Soucasti zminéného flexibilniho genomu jsou
shluky genti kddujicich naptiklad neribozomalni peptidické syntetazy (non-ribosomal
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peptide synthetases, NRPS) a polyketid-syntdzy (polyketide synthase, PKS), ale
i dalsi enzymatické latky, od kterych je odvozena fada toxickych sekundarnich
metabolitti produkovanych bakteriemi rodu Xenorhabdus (Tobias et al., 2017).

Bakterialni metabolické produkty v ramci své biologické aktivity disponuji
rozdilnymi antimikrobidlnimi, antifungalnimi, antiprotozoalnimi, nematocidnimi,
insekticidnimi i cytotoxickymi uc¢inky (Brachmann a Bode, 2013). Na zaklad¢
odli$nosti v plisobeni a struktuie byly rozdéleny do sedmnécti konkrétnich a jedné
dosud nejmenované tiidy (Dreyer et al., 2018). Piiklady né€kterych z nich budou
uvedeny nize.

Antifungalni 1 insekticidni aktivitu vykazuji latky patfici do tfidy derivati
dithiolopyrrolonu, xenorhabdiny a xenorxidy (Mclnerney et al., 1991). Toxicita vici
hmyzu, konkrétné imunosupresivni pisobeni bylo pozorovano i1 u rhabduscint
(Xenorhabdus nematophila) (Crawford et al., 2012) a nékterych derivati indolu
(Xenohrabdus bovienii, X. nematophila) (Shrestha a Kim, 2007). Skupina sdruzujici
indolové slou€eniny se vyznaCuje také vyraznymi antibakteridlnimi G¢inky, které
spocivaji v potlaceni aktivity jak Gram-negativnich tak Gram-pozitivnich bakterii
(Sundar a Chang, 1993). Stejné inhibi¢ni piisobeni bylo zaznamenano napiiklad
iuttidy fabclavini (Xenorhabdus budapestensis) (Fuchs et al., 2014)
a xenocoumacinu (Xenorhabdus nematophila, Xenohrabdus kozodoii) (Reimer et al.,
2009). Xenocoumaciny jsou bakterii syntetizovany ve vice variantich. Zménou
syntézy téchto jednotlivych subtypl predchazi bakterie vlastnimu poskozeni (Park et
al., 2009).

Antibakterialni pisobeni sekundarnich metabolitii bakterii rodu Xenorhabdus
vSak neni striktné omezeno jen na zastupce jinych bakterialnich rodd. Jak totiz uvadi
prace Fodora et al. (2010), mize byt vlivem toxickych metaboliti jednoho druhu
potlac¢ena schopnost reprodukce i Zivotaschopnost druhu dalsiho.

Utinnost metabolickych produktti také nemusi byt nutné podminéna
pfitomnosti "matetské" bakteridlni bunky. N&které sekunddrni metabolity, patfici
napiiklad do skupiny bakteriocinii a xenocind, které jsou zodpovédné za vzajemné
Skodlivé plisobeni jednotlivych druhil, neztraceji svoji toxicitu ani v tekutém médiu,
Které proslo sterilizatnim procesem v autoklavu (Fodor et al., 2010). Stejny
vysledek, tedy zachovani aktivity metabolitd po sterilizacnim procesu, pfindsi i prace
Dreyera (2018), ktery zaroven poukazuje na vysokou toxicitu metabolickych

produktd Xenorhabdus khoisanae vii¢i bakteriim, houbam i kvasinkam.
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2.3 Vyuziti hlistic v biologické ochrané rostlin

V soucasné dobé je stale vice kladen diiraz na tzv. udrzitelnost systému
hospodaieni na zemédélské pade, s ¢imz také souvisi systém integrované ochrany
zemedélskych plodin. Hlavni zasadou tohoto systému je podpofit pfirozené
mechanismy regulace $kodlivych Cinitelt, tedy upfednostnit vyuziti alternativnich
zpuisobll ochrany rostlin pted chemickymi pesticidy a tim snizit jejich dopad
na zivotni prostfedi. Jednim takovym a prokazatelné ufinnym zplsobem ochrany
péstovanych plodin je pravé vyuziti entomopatogennich hlistic (Coupland et al.,
2017).

Hlistice jakozto paraziti hmyzu jsou znamy jizZ n€kolik stoleti. Prvni uvahy
0 jejich vyuziti v biologické ochrané rostlin proti Skodlivym druhiim vSak vyvstaly
az ve 30. letech minulého stoleti. V roce 1929 Glaser a Fox (Glaser a Fox, 1930)
objevili hlistici, napadajici larvy listokaza japonského (Popillia japonica), ktera byla
jesté v témze roce popsana Steinerem (1929) jako Neoaplectana glaseri (mladsi
synonymum druhu Steinernema glaseri). Na zaklad¢ téchto zjisténi byla provedena
fada polnich pokust potvrzujicich vysokou efektivitu hlistic jako regulatorii populaci
Skodlivych c¢initeld. Tyto pozitivni vysledky vSak byly v nasledujicich letech
castecné opomijeny zejména kviali expanzi pomérné levnych a tuc¢innéjSich
insekticidnich pfipravkti na ochranu rostlin. Opétovny zdjem o vyuzivani hlistic
Vv biologické ochrané nastal az mezi lety 1960 - 1970, pfedevsim z davodu zjisténi
negativnich dopadi bézné¢ uzivanych syntetickych pesticidii na Zivotni prostiedi
(Smart, 1995).

V soucasné dob¢é probihd vyzkum entomopatogennich hlistic na mnoha
arovnich, od jejich genetiky, fylogeneze, symbiotickych vztahti s bakteriemi,
zpusobu chovani az po jejich konkrétni vyuziti v ochrané rostlin (Spiridonov, 2017).
V praktické aplikaci i komercializaci hlistic vSak vyvstava fada komplikaci,
souvisejicich jak s jejich pfirozenymi biologickymi vlastnostmi, tak s naroc¢nosti
jejich kultivace a uchovani. Nékteré z benefiti a problémii zatazeni hlistic

do systému biologické ochrany rostlin shrnuje nasledujici tabulka.
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Tabulka 1: Vyhody a nevyhody vyuziti hlistic v biologické ochrané rostlin (pievzato

z Askary et al., 2017)

Vyhody

Nevyhody

v’ Siroké hostitelské spektrum

v" Schopnost velmi rychle usmrtit
hostitele

v" Schopnost aktivné vyhledat hostitele
v Moznost in vitro i in vivo produkce

v’ Vyuziti stavajici technologie pro
aplikaci

v Maly vliv na necilové organismy

v’ Jednodussi systém registrace

v’ Bez nutnosti zvlastniho vybaveni pro

produkci

v Vysoka nékladnost

v Omezena Zivotnost hlistice a nutnost

chladicich skladovacich zafizeni

v/ Omezeni  okolnim  prostiedim:
vlhkost  (pfeziti a  schopnost
infekce), teplota (nad a pod

optimem pro infekci), citlivost UV

zafeni, letalni efekt nékterych

pesticidli (nematicidy, fumiganty),

nepitiznivy chemismus pudy
(salinita, pH)
v Omezené  vyuziti  prostorovych

modeli (nelze predvidat perzistenci

V prostiedi)

v Obavy z bezpe¢nosti uziti

Ze zastupcl entomopatogennich hlistic ¢eledi Steinernematidae bylo doposud

komercializovano sedm druhu,

a to Steinernema scapterisici,

Steinernema

longicaudum, S. carpocapsae, S. feltiae, S. glaseri, S. riobrave a S. kushidai (Piza,

2015). V Ceské republice byly doposud povoleny pouze piipravky s invaznimi

larvami hlistice S. feltiae. Jejich seznam, véetné plodin, do kterych je jejich pouziti

doporuceno, spektra ti¢innosti i ddvkovani je uvedeno v tabulkach 2 a 3.
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Tabulka 2: Povolené piipravky na ochranu rostlin na bazi Steinernema feltiae
(UKZzUZ, 2009 - 2019)

Obchodni  Dritel _ Skodlivy
. ) Plodina _
nazev povoleni organismus
BIOCONT okrasné rostliny, péstitelské

larvy smutnic

Entonem LABORATORY, substraty, sklenikove kultury, o
. ., (Scicaridae)
spol. s. r. 0. Zampionarny
BIOCONT okrasné rostliny, péstitelské .
, e larvy smutnic
Nemaplus LABORATORY, substraty, kvétinace, S
. (Scicaridae)
spol. s. r. 0. skleniky
okrasné rostliny, travnik, :
Nemaplus ) . mravenci
E-Nema gmbH zelenina, stromy, kefe, .
antfree (Formicidae)

zahrady, nezpevnéné plochy

okrasné rostliny, péstitelské
Biobest N. V. substraty, sklenikové kultury,
Zampionarny

Steinernema-
system

larvy smutnic
(Scicaridae)

Tabulka 3: Doporucené davkovani piipravki na ochranu rostlin na bazi Steinernema
feltiae (UKZUZ, 2009 - 2019)

Nazev pripravku Davkovani

Entonem 0,5 mil. ks / m?

5 mil. ks; 2 - 5 1 vody / 10 m?

Nemaplus _
50 mil. ks; 20 - 50 | vody / 100 m?

Nemaplus antfree 5 mil ks; 5 | vody / 5m?

) 0,5 - 1 mil. ks / m? (preventivng)
Stelnernema-system .
1 mil. ks / m? (kurativng)

I pfes omezené mnoZstvi cilovych organismi, proti kterym jsou hlistice celedi
Steinernematidae v soucasné dobé v biologické ochrané pouzivany, se v naSich
podminkach vyskytuje 1 fada dal§ich hmyzich Skiddct, kteti mohou byt touto

skupinou hlistic regulovani. Jedna se napiiklad o zastupce ¢eledi muchnicovitych
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(Bibionidae), larvy osenic (Agrotis sp.) nebo housenky obalece jable¢ného (Cydia
pomonella) (Nermut’ et al., 2012).

Na rozdil od Ceské republiky, kde jsou entomopatogenni hlistice k ochrang
rostlin vyuzivany spiSe v ekologickych systémech hospodafeni s redukovanym
zpisobem zpracovani pudy, u drobnych péstitelt a zahradkaii (Piza a Nermut,
2015), je v nékterych zemich svéta aplikace hlistic ve vétSim meéfitku pomérné
rozsitena. K ochran¢ hospodarsky nejvyznamnéjsich plodin péstovanych na vétSich
plochach (bavlna, kukufice), je vhodna aplikace larev hlistic ve vodni suspenzi
na povrch pidy pomoci standardni aplikacni techniky. Roz$ifené je 1 vyuZziti
entomopatogennich hlistic v sadech, jak ovocnych tak naptiklad okrasnych. Zde jsou
vSak hlistice nejCastéji aplikovany pfimo na larvy Skodlivého hmyzu. Nejbéznéji,
a také mnohem vice nez u nasich vétSich péstiteli okrasnych rostlin a zeleniny, jsou
hlistice vyuzivany k ochran¢ sklenikovych kultur (Saleh, 2017).

Zajimavy zpusob pfirozené regulace Skodlivych  Cinitela, ktery
s entomopatogennimi hlisticemi také souvisi, popsal ve své praci Boszorményi et al.
(2009). Jednim z cili jeho studie bylo otestovat efektivitu bezbunécnych extrakta
nékterych symbiotickych bakterii rodu Xenorhabdus proti pavodcum bakterialni
spaly ruzovitych (Erwinia amylovora) a fytoftorové hniloby (Phytophthora
nicotianae). Bakteridlni extrakty byly aplikovany pfimo na symptomy chorob
na listech jabloni. V obou pfipadech bylo za vyuziti extraktu X. budapestensis
pozorovano zastaveni Sifeni a zmirnéni pfiznakli onemocnéni. Z pozitivnich
vysledkli experimentu tedy vyplyva, ze i1 pfimé pouziti symbiotickych bakterii
entomopatogennich hlistic mize mit vysoky potencidl pro vyuziti v biologické
ochrang rostlin.

Ze skupiny entomopatogennich hlistic je pro systém ptirozené ochrany proti
Skodlivym organismiim u nas vyznamna také hlistice Heterorhabditis bacteriophora
(Rhabditida: Heterorhabditidae), ktera je také dostupna jako biopreparat na ochranu
proti larvdm lalokonosce ryhovaného (Otiorhynchus sulcatus). Dale je rovnéz
vyuzivana moluskoparaziticka hlistice Phasmarhabditis hermaphrodita (Rhabditida:
Rhabditidae), proddvand pod komerénim ndzvem Nemaslug, uZivana predevSim
Kk regulaci populaci slimacka sitkovaného (Deroceras reticulatum) (Askary et al.,
2017).
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2.4 Cilové druhy hlistic

2.4.1 Oscheius myriophila

Oschieus myriophila (ptivodn¢ Rhabditis myriophila) byl objeven a poprvé
popsan v roce 1986 jako parazit zahradnich mnohonozek Oxidis gracilis
(Polydesmida: Paradoxosomatidae). Zaroven byl tento novy druh zafazen do kmene
hlistice (Nematoda), fadu had’ata (Rhabditida) a celedi had’oviti (Rhabditidae)
(Poinar, 1986).

Sudhaus (1976) rozd¢lil zastupce rodu Oschieus na dvé skupiny. Prvni z nich,
nazvand Dolichura, zahrnuje druhy, které oproti skupin€¢ druhé, oznaCované
Insectivora, dosahuji mnohem menSich télesnych rozmérti (Flemming, 2000).
Skupina Insectivora také navic sdruzuje mnohem vice druht, které mohou byt
potencidlnimi patogeny hmyzu (Jarosova et al., 2016). Jednotlivé druhy rodu
Oscheius se jak v ramci zminénych skupin, tak mezi sebou, totiz ve svych vztazich
K hmyzim hostitelim zna¢né 1i8i. Ze skupiny Insectivora, do které patii i O.
myriophila (Tabassum et al., 2016), jsou podle Dillmana et al. (2012) takzvanymi
"pravymi™ entomopatogennimi druhy napiiklad Oscheius chongmingensis a Oscheius
carolinensis, nebot’ jsou schopny aktivné vyhledavat hostitele a zit v asociaci
s bakteriemi rodu Serratia, které vyuzivaji k usmrceni hostitelskych druhtt hmyzu.
Naproti tomu je jako druh nepatogenni ozna¢ovan Oscheius insectivora,
pravdépodobné z diivodu nesplnéni klicové podminky pro entomopatogenitu, tedy
kvuli neptitomnosti symbiotické patogenni bakterie (Lephoto et al., 2016).

O. myriophila byl pro svoji Zivotni strategii zafazen mezi hlistice fakultativné
entomoparazitické, ¢i potencidlné entomopatogenni. Invazni larvy tietiho instaru
vnikaji do télni dutiny hostitele bud’ pfirozenymi otvory, nebo jsou jim pozieny
spole¢né¢ s potravou. V hemolymfé¢ hmyzu se mohou dale vyvinout
az V hermafroditické jedince ctvrtého instaru, ktefi postupné z traviciho ustroji
pronikaji 1 do dalSich télnich orgénii, véetné¢ rozmnozovaci soustavy. Svilj vyvoj
Vv dospélce vSak ukon¢i az v okamziku, kdy jimi kolonizovany hostitel zemie a jeho
télo je osidleno riznymi druhy dekompozitnich bakterii (Poinar, 1986). Zivotni
cyklus O. myriophila je proto oznacovan jako nekromenicky (Sudhaus, 1989).
Ackoliv O. myriophila nezije v pfimém symbiotickém vztahu s bakteriemi, mize

také nepfimo zapficinit smrt hostitele. D&je se tak prostiednictvim riiznych
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entomopatogennich bakterii, které mohou byt pfitomny na jeho kutikule (Dillman et
al., 2012).

Zéstupci rodu Oscheius jsou, stejné jako entomopatogenni hlistice rodu
Steinernema fakultativnimi nekrofagy. Konzumace rozkladajiciho se téla hostitele je
vSak pro zastupce Celedi Steinernematidae pouze alternativni strategii pieziti (San-
Blas a Goven, 2008). Pokud se z&stupci obou vyse uvedenych taxoni pokouseji
0 osidleni stejného mrtvého téla hostitele, dochazi mezi nimi ke kompetici o prostor
i ziviny (Campos-Herrera et al., 2015). Vysledek tohoto konkuren¢niho boje vzdy
zavisi na konkrétnich druzich, které do interakce vstupuji. V nékterych piipadech je
nasledkem plisobeni entomopatogennich hlistic snizena Zivotaschopnost a produkce
potomstva hlistic rodu Oscheius, stejné negativné vSak mohou byt ¢innosti hlistic
rodu Oscheius ovlivnéni zastupci rodu Steinernema. Nicméné byly popsany i takové
situace, ve kterych si jedinci obou skupin hlistic kolonizujici stejneho hostitele
navzajem vibec nekonkurovali (Duncan et al., 2003; Campos-Herrera et al., 2012).
Hlistice rodu Steinernema mohou mit v této mezidruhové kompetici jistou vyhodu.
Ta spociva v ptitomnosti jejich symbiotickych bakterii produkujicich antimikrobidlni
latky za ucelem ochrany mrtvého téla hostitele pfed antagonistickymi plidnimi
organismy. Nicmén¢ i nékteré volné zijici hlistice rodu Oscheius, naptiklad jiz
zminény O.chongmingensis, mohou zit v symbidze s bakteriemi, jejichz metabolické
produkty mohou byt pro jiné organismy vysoce toxické (Deepa et al., 2015).
Na zaklad¢ této skutecnosti lze usuzovat, Ze se konkurence mezi obéma skupinami
hlistic odehrava spiSe na trovni mikroorganismu, se kterymi jsou hlistice v asociaci.
Jelikoz O. myriophila nedisponuje zadnou, pevné vazanou symbiotickou bakterii, je
mozné predpokladat vyraznou konkurencni pfevahu entomopatogennich hlistic

éeledi Steinernematidae.

2.4.2 Caenorhabditis elegans

Hlistice Caenorhabditis elegans se stejné jako O. myriophila fadi do kmene
hlistice (Nematoda), fddu had’ata (Rhabditida) a celedi hadoviti (Rhabditidae)
(Baldwin et al., 1997). Ackoliv byl tento druh, pivodné Rhabditis elegans, popsan
jiz na zacatku minulého stoleti (Maupass, 1900), objevily se Uvahy o vyuziti volné
zijicich hlistic jako biologického modelového organismu az ve ctyficatych letech.
Nejpravdépodobnéjsim divodem pro zapoceti tohoto vyzkumu byla zcela jisté
moZznost pozorovat jejich kompletni Zivotni cyklus 1 bez pfitomnosti hostitelského
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organismu, coZ nebylo u dfive zkoumanych obligatnich paraziti mozné (Nigon
a Félix, 2017). I ptesto byla C. elegans jako modelovy organismus vyuzita
az V letech Sedesatych. V soucCasné dobé je soucasti mnoha laboratornich
experimentll, zejména diky nendkladné kultivaci, vysoké reprodukéni schopnosti
a transparentni kutikule, kterd umoziuje studium jednotlivych buné€k i subceluldrnich
struktur bez nutnosti naruseni celistvosti téla. Zaroven také nepfedstavuje riziko
pro ¢lovéka (Hunt, 2016).

Pro mnozeni a vyvoj vyzaduje C. elegans substraty s vysokym podilem
organické slozky a také vyssim obsahem zivin. Zdrojem potravy jsou tedy napiiklad
mikroskopické houby ¢i jiné nespecifické mikroorganismy, Casto doprovazejici
proces rozkladu rostlinnych tkani. Proto je dnes C. elegans z hlediska piirozeného
vyskytu povazovana za druh osidlujici takova stanovisté, kterd byla ovlivnéna
¢innosti ¢lovéka (kompost, zahony obohacené o péstebni substraty). Jedinym
vyvojovym stadiem, které bylo jen v nckolika malo ptipadech nalezeno volné
V ptid¢, je invazni larva tfetiho instaru. Ta vSak ve svém vyvoji v dospélce v béZném
pudnim prostiedi nepokracuje, a to z divodu jiz zminéné nedostatecné zasoby zivin.

Ackoliv neni C. elegans entomopatogenni ani primarn¢ parazitickou hlistici,
byla pfitomnost invaznich larev tohoto druhu zaznamenana v téle nékterych zastupcii
fadu stejnonozct (Isopoda), dvoukiidlych (Diptera: Psychodiae), roztoct a také
mnohonozek (Ommatoiulus moreletii, Glomeris sp.). Interakce invaznich larev
C. elegans s hmyzimi jedinci probihd dvéma zptsoby. Jednak mize byt hmyz
larvami vyuzit jen jako vektor pro transport k mistu s vhodnéjSimi podminkami pro
dokonceni vyvojového cyklu (foretickd asociace), nebo se larvy v dospélce vyvinou
pfimo v mrtvém téle hostitele. Uvniti hmyziho téla vSak C. elegans dokon¢i svij
vyvoj pouze Vv laboratornich podminkach, tedy pokud je mrtvy hostitel s hlisticemi
pfenesen piimo do laboratofe, nebo odchycen zivy a v laboratofi usmrcen. Tento typ
asociace hlistic s hmyzem je oznaCovan jako fakultativni nekromenie (Kiontke
a Sudhaus, 2006).

V laboratofi jsou hlistice C. elegans kultivovany na plotnach s vysoce
vyzivnym agarem (napf. NGM) a jako zdroj potravy jim nejCastéji slouzi
nepatogenni kmen OP50 bakterie Escherichia coli. C. elegans je schopna ristu
I za nepfitomnosti zivné bakterie, nebot’ muze Cerpat ziviny piimo z kultiva¢niho

média. Za téchto podminek vSak nemize dokoncit sviij vyvojovy cyklus (Hwang et
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al., 2018). Optimalni teplota pro rust C. elegans se pohybuje mezi 12 - 25 °C,
pti teplotach nad 25 °C se hlistice stavaji sterilnimi (Barriere and Félix, 2014).

Ptirozené se hlistice C. elegans vyskytuji jako samci a hermafroditi schopni
samooplozeni i kladeni vaji¢ek. Z nakladenych hermafroditnich vajicek se lihne larva
prvniho instaru, ktera se dale vyviji az do stadia ctvrtého. Jednotlivé instary jsou
mezi sebou jen velmi obtizné rozlisitelné. Pred pfechodem do nového instaru
se U larev objevuje zvlastni klidové stadium, oznacované jako lethargus, ve kterém
se tvoii zéklady nové kutikuly. SvleCenim staré kutikuly je toto stadium ukonceno
alarva pokraCuje v normalnim vyvoji. Larva ¢tvrtého instaru se tedy méni
V hermafroditniho dospélce svleCenim kutikuly. Poté po dobu dvou az tii dni
produkuje potomstvo. Jakmile je sperma ulozené ve spermatéce hermafroditniho
jedince vycerpano, mohou se hermafroditi pafit se samci a nasledné klast nova
vajicka. Pokud dojde v prubéhu vyvoje larev k vyCerpani zdroje potravy, nebo
nemaji hlistice dostatek prostoru k dal§imu rustu, pfistoupi larva druhého instaru
k alternativni vyvojové strategii a pifeméni se v invazni larvu tfetiho instaru. Toto
stadium je totiz schopné prezit i bez piisunu zivin. Zaroven je vybaveno velmi silnou
kutikulou, kterd mu poskytuje ochranu napiiklad pfed antagonistickymi organismy,
chemickymi latkami a ostatnimi stresovymi faktory prostiedi. V okamziku, kdy
invazni larvu piemistime z jiz nevyhovujici agarové plotny na novou plotnu
s bakteriemi, svlékne ochrannou kutikulu a vyviji se normalnim zptisobem v larvu
¢tvrtého instaru (Corsi et al., 2015).

V souvislosti s kultivaci C. elegans na agaru s E. coli OP50 stoji za zminku,
ze tento kmen bakterie muze byt pro C. elegans svym zptsobem toxicky. Pfirozenym
mistem vyskytu E. coli je totiz travici trakt teplokrevnych zvitat. Hlistice C. elegans
s ni tak mohou ve volné ptirodé ptijit do kontaktu jen velmi sporadicky. Ke kontaktu
téchto dvou organismi mize tedy dojit pouze tehdy, pokud je E. coli
pritomna ve vykalech Zzivocéicht. Garsin et al. (2001) testovali zivotaschopnost
C. elegans za ptitomnosti E. coli OP50 kultivované na bézné pouzivaném NGM
agaru a vice vyzivném BHI médiu. Pti interakci s E. coli OP50, jejiz kolonie rostly
na BHI médiu, bylo pozorovano podstatné méné piezivsich jedinci C. elegans,
nez pii kontaktu tohoto druhu hlistic s E. coli OP50 z NGM agaru. Autofi
se domnivaji, ze vys$§i mnozstvi Zadoucich Zivin na BHI médiu iniciovalo expresi
urcitych neznamych faktort E. coli OP50, které mohou byt pro C. elegans toxicke.

Stejné tak vykazuji letalni ptisobeni na C. elegans jiné kmeny E. coli, nebo jiné
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druhy Gram-pozitivnich bakterii (Darby, 2005). K zajimavym zavérim dospéli také
Couillault a Ewbank (2003). Ve své praci totiz potvrzuji vysokou toxicitu
symbiotické bakterie entomopatogennich hlistic X. nematophila vié¢i C. elegans.
Zaroven poukazuji na fakt, Ze letalni pasobeni X. nematophila se neméni, ani pokud
je C. elegans kultivovana na tepelné usmrcenych bakterialnich bunkach

X. nematophila.

2.4.3 Globodera rostochiensis

Had’atko bramborové (Globodera rostochiensis) patii do kmene hlistice
(Nematoda), fadu had’ata (Rhabditida), podifadu hadéatka (Tylenchina) a celedi
Heteroderidae (Handoo a Subottin, 2018). Do Evropy bylo introdukovano
pravdépodobné spolecné s bramborami, tedy jiz v 16. stoleti. Poprvé vSak bylo
popsano az Wollenweberem v roce 1923 (Oro et al.,, 2014). Kromé brambor
(Solanum tuberosum) muze fytofagni G. rostochiensis napadat i dalsi zastupce celedi
lilkovité (Solanaceae), napiiklad rajcata (Solanum lycopersicum) a lilek (Solanum
melongea). Jeho pfitomnost vSak byla zaznamenana i u nékterych planych
lilkovitych rostlin. (Lima et al., 2018).

G. rostochiensis je rozsifena prakticky ve vSech kontinentech svéta. V Evropé
se vyskytuje v osmi patotypech, které jsou charakterizovany predevs§im rozdilnou
mirou patogenity. Mohou vS§ak existovat i dalsi, doposud neznamé patotypy (zejména
v Jizni Americe), které nebyly do Evropy nebo jinych ¢asti svéta prozatim zavleceny.
Neznalost jejich biologie a Skodlivosti by mohla zplisobit zna¢né komplikace
vV ochrané porosti brambor nebo i jinych plodin. Pravé z téchto duvodu bylo G.
rostochiensis zafazeno do seznamu A2 karanténnich Skodlivych organismu.
Pro vSechny péstitele brambor tak plati pfi zjisténi vyskytu G. rostochiensis
ohlasovaci povinnost (EPPO Global Database, 2019).

Had’atko prezimuje ve formé vajiCek ukrytych v cystach tvotfenych télem
samice. Stimul pro lihnuti juvenilnich larev druhého instaru ptichazi predevs§im
piimo od hostitelské rostliny, tedy v podobé vylu¢ovanych kotfenovych exudati.
Muze jim vsak také byt zvySena teplota pudy (Ebrahimi et al., 2014). Optimalni
rozpéti pro lihnuti juvenilnich larev je uvadéno mezi 9 - 21 °C (Renco, 2007).
Jakmile tedy larva zaznamend pfitomnost exudatli v pidé, migruje smérem k hostiteli
a pronika ptimo do jeho kotfenti. Uvnitt kotfene se pak pohybuje az ke svrchni vrstve
pericyklu, kde zacind stylety nabodavat bunky. Pokud wurcitd bunka reaguje
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adekvatnim zpisobem, stimuluje ji had’atko prosttednictvim vylu¢ovanych proteind,
enzymu a hormont ke tvorbé mnohojaderného syncytia. Rostlina je také ptisobenim
zminénych latek manipulovana k pfednostnimu transportu zivin do tohoto utvaru.
V syncytiu tak maji larvy zajistény staly pfisun potravy, proto zde dokoncuji sviij
vyvoj pies dalsi dvé nebo tii juvenilni stadia az v dospélce obou pohlavi (Evans-van
den Akker et al., 2016). Dospélé samice pak zlstavaji piimknuté k povrchu kotene,
kde jsou oplodnény volné se pohybujicimi samci. Ti vSak ihned po kopulaci umiraji.
Samice pak uchovavaji oplozend vajicka uvnitt téla, ziji ptisedle u kotent
hostitelskych rostlin a zivi se sanim. Po uréit¢é dobé hynou, jejich kutikula tvrdne
a zbarvuje se do tmavé hnéda. Odumielé télo samice se zpevnénou kutikulou pak
slouzi vyvijejicim se vajickiim jako ochrana. Takto vytvotfené cysty pak odpadavaji
od povrchu kotentt do ptidy, kde mohou larvy ihned napadat nové hostitele. Cysty
také mohou zlstat ve stavu dormance a pieckat tak v pud¢ az n€kolik desitek let
(EPPO Global Database, 2019).

Infekce rostlin G. rostochiensis je jen velmi obtizné rozpoznatelna, nebot
pocateCni priznaky napadeni se spiSe podobaji disledkiim puasobeni abiotickych
stresovych faktord. Rostliny jsou totiz zakrslého vzristu, maji nazloutlé listy a okolo
poledne mohou i povadat. PfiCina téchto zjevnych zmén vzhledu a kondice rostlin
vSak spociva v poskozeni jejich podzemnich ¢asti, které nemohou zcela plnit svoji
funkci. U brambor se infekce G. rostochiensis projevuje redukci celého kofenového
systému, zvysSenou tvorbou postrannich kofenii a zmensSenou velikosti hliz. Pti
silném napadeni ke tvorbé hliz Casto vibec nedochdzi. Negativni plisobeni
G. rostochiensis se pak odrazi piedev§im na vyrazném sniZeni vynosu infikovanych
plodin (Lima et al., 2018).

Ochrana porostti brambor proti G. rostochiensis je dnes realizovana spiSe
prostiednictvim preventivnich opatieni. Mezi né patii naptiklad stfidanim plodin
Citzv. strategie "trap cropping", kterd spoc€iva v péstovani nachylnych hostitelskych
rostlin, které had’atku umozni vyvolat infekci, nicméné jsou pied dokoncenim jeho
vyvojového cyklu znieny. Dal$i metody ochrany, vcetné¢ vyuZziti chemickych
pesticidd, nejsou piili§ vyuzivané, nebot jsou pomérné ndkladné a také obtizné
realizovatelné. Nejvhodnéj§Sim opatfenim pro zamezeni vyskytu a Sifeni
G. rostochiensis je zcela bezpochyby péstovani rezistentnich odriid brambor (Bairwa
et al., 2017).
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Ackoliv nejsou metody biologické ochrany rostlin proti G. rostochiensis ptilis
znamé ani vyuzivané, jako moznost, avSak prozatim vice neprozkoumana, se nabizi
vyuziti entomopatogennich hlistic Celedi Steinernematidae. Jejich efektivitu
pro regulaci G. rostochiensis dokazali ve své praci Perry et al. (1998), kteti provedli
experiment se dvéma zastupci této ¢eledi, S. carpocapsae a S. feltiae. Pokus probihal
ve skleniku a kvétinacich se sterilizovanym pisCitym substratem. V obou piipadech
byla za pfitomnosti uvedenych druhli entomopatogennich hlistic pozorovana snizena
invaznost G. rostochiensis.

Z dtvodu mozného Sifeni novych patotyptit G. rostochiensis do doposud
nezasazenych oblasti, velkych Skod, které v soucasné dob& G. rostochiensis
na porostech brambor pisobi a také kviili nedostatku ucinnych pesticidnich latek, je
nezbytné nutné nalézt novy, vhodnéjsi prostiedek pro regulaci Cetnosti a aktivity
had’atek. Jisty potencial je mozné spatfovat pravé v entomopatogennich bakteriich
rodu Xenorhabdus, které jsou zndmy produkci sekundarnich metaboliti

S antibiotickym ucinkem.
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3 CILE PRACE

1. Izolace a kultivace riznych druhti a kmenli symbiotickych bakterii rodi

Xenorhabdus.

2. Testovani vlivu bakterialnich kultur na ptezivani a reprodukci fakultativné
entomoparazitické hlistice O. myriophila a modelové volné Zijici hlistice

C. elegans.
3. Zhodnoceni vlivu supernatantu z kultur riznych bakterii na ptezivani
areprodukci fakultativné entomoparazitické hlistice O. myriophila

a modelové volné zijici hlistice C. elegans.

4. Zhodnoceni vlivu supernatantu z kultur riznych bakterii na ptezivani

fytofagni hlistice G. rostochiensis.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Biologicky material

4.1.1 Zavijec¢ voskovy (Galleria mellonella)

Pro izolaci bakterii a mnozeni EPN byly pouzity larvy zavijeCe voskového
V poslednim larvalnim stadiu. Housenky pochazeji pfimo z laboratorniho chovu. Jsou
chovany na umélé dieté v termoboxu pfi teploté 28 °C. Larvy byly pied samotnym
nakazenim EPN nejprve oSetfeny proti zaptadani. Pfed kuklenim housenka vytvari
zamotek z hedvabného vlakna, ktery ma predev§im ochrannou funkci. Omezenim
tvorby zamotku maji hlistice usnadnény pfistup k novému hostiteli, coz také
urychluje zadouci proces infekce. Vybrané larvy ptiblizn€ stejné velikosti byly na 8 -
10 s ponofeny do vodni lazné o teploté 58 °C. Poté byly proplachnuty studenou
vodou a po oschnuti uloZzeny do plastové krabicky s pilinami. V této formé byly

skladovany pted pouzitim v pokusech.
4.1.2 Hlistice pouzité k pokusim

Fakultativné entomoparazitické hlistice

Cilovym druhem ze skupiny fakultativné entomoparazitickych hlistic, ktery
byl pouzit pro zkoumani vlivu bakterii rodu Xenorhabdus je Oscheius myriophila
(kmen JU1386).

K mnozeni hlistic O. myriophila byly pouzity mrazem usmrcené housenky
zavijece voskového. Housenky byly umistény do Petriho misek s filtraénim papirem
a poté byly infikovany davkou 100 larev O. myriophila na 1 housenku. Po nékolika
dnech byly takto ptipravené housenky piemistény na tzv. vodni past. Vodni pasti
se rozumi vicko malé¢ Petriho misky obalené navlhéenym filtranim papirem
a poloZené dnem vzhiiru do vétsi Petriho misky s vodou, do které jsou odchytavany
invazni larvy. Takto ziskané larvy byly slity do sklenéné zkumavky, nékolikrat
promyty vodou a piemistény do Petriho misek s vodou. Misky byly uchovavany

Vv termoboxu pfi teploté 13 °C.
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Volné Zijici hlistice

Plisobeni bakterii rodu Xenorhabdus bylo také pozorovano na modelovém
organismu, had’atku obecném (Caenorhabditis elegans), které se netadi do skupiny
entomoparazitickych ani entomopatogennich hlistic.

Hlistice C. elegans byly uchovavany a mnozeny na Petriho miskach
s kultivatnim médiem NGM (Sulston a Hodgkin, 1988), sestavajictho z 975 ml
destilované vody, 3 g NaCl, 17 g standardniho vyZzivného agaru, 2,5 g peptonu, 1 ml
1 M CaClz, 1 ml 5mg/cholesterolu v ethanolu, 1 ml 1 M MgSQO4 a 25 ml 1 M KPOa.

Z Petriho misky s dostatkem jedincti C. elegans byl ozehnutym skalpelem
vytiznut maly ¢tverecek agaru a premistén do nové misky. Po namnozeni larev byla
miska vyplachnuta vodou, obsah byl tiikrat scezen ptes sitko s primérem otvori
25 ul a to z divodu odstranéni vaji¢ek a pritomnych dospélcti. Takto separované

larvy byly pfimo pouzity k pokusu, nebyly dale nijak uchovavany.

Fytofagni hlistice

Ze skupiny fytofagnich hlistic bylo pro praktickou cast prace vybrano
had’atko bramborové (Globodera rostochiensis). Tato hlistice byla pouzita pouze pro
testovani vlivu supernatantu z vybranych bakterialnich kultur. Cysty had’atka
bramborového, nalezejici k populaci Sluknov, byly ziskany z Vyzkumného Gstavu
rostlinné vyroby v Praze.

Na zacatku pokusu byly cysty umistény na ploché sitko, které bylo vlozeno
do Petriho misky s kofenovym exudatem z bramboru hliznatého (Solanum
tuberosum). Miska byla uchovavana pii teploté¢ 28 °C, ktera byla vysledovana
a urcena jako nejvhodnéjsi pro lihnuti larev.

Vylihl¢é larvy byly bud’ ihned pouzity pro zalozeni pokusu, nebo ponechany
V Petriho misce s kofenovym exuditem, avSak na misté s nizsi teplotou (chladnicka

5 °C).

4.1.3 Pouzité kmeny bakterii

Pro izolaci bakterii rodu Xenorhabdus byly vyuzity EPN celedi
Steirnernematidae. Celkem bylo pouZito 23 druhti a 37 kment hlistic pochazejicich

predeviim ze zahranidi, testovany vsak byly i druhy z Ceské republiky. Viechny
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druhy jsou trvale ulozeny ve sbirkdch Laboratofe entomopatogennich hlistic
(Entomologicky ustav, BC AV CR).

Naésledujici tabulka shrnuje pouzité bakterie. Pro kazdy bakterialni kmen bylo
pouzito specifické oznaCeni uzivané pro kmen hlistice (prvni sloupec tabulky), které

bude reprezentovat dany bakterialni kmen i v dal$i praci.

Tabulka 4: Bakteridlni kmeny rodu Xenorhabdus vybrané pro testovani ucinnosti
na hlistice O. myriophila a C. elegans.

Oznaceni kmene  Druh bakterie Hostitelska Pavod

hlistice
CB. 1. B. X. bovienii S. affine Ceska republika
HOS 2 X. bovienii S. affine Ceska republika
V af X. bovienii S. affine Ceska republika
JEGOR X. kozodoii S. arenarium Ukrajina
SA X. kozodoii S. arenarium Rusko
SLOV X. kozodoii S. arenarium Slovensko
SGI 197 X. khoisanae S. beitlechemi Jizni Afrika
1298 X. budapestensis S. bicornutum Ceska republika
PL 360 X. budapestensis S. bicornutum Polsko
W 06 X. budapestensis S. bicornutum Jugoslavie
CHIN X. budapestensis S. ceratophorum  Cina
SGI 246 X. indica S. biddulphi Jizni Afrika
1343 X. nematophila S. carpocapsae Ceska republika
EGY 4 X. nematophila S. carpocapsae Egypt
NCR X. nematophila S. carpocapsae Rusko
CHIN X. budapestensis S. ceratophorum  Cina
DIA X. doucetiae S. diaprepesi USA
ALG 3 X. bovienii S. feltiae Alzirsko
JAKUT X. bovienii S. feltiae Rusko
AZ 26 X. poinarii S. glaseri Azory
FL-10-2 X. poinarii S. glaseri USA
S Glas X. poinarii S. glaseri ptvod neznamy
LPV 723 X. sp. S. goweni Venezuela
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Pokracovani

Oznaceni kmene  Druh bakterie Hostitelska Puvod
hlistice
VIE 2 X. stockiae S. huense Vietnam
JOL X. bovienii S. joillieti USA
AZU 3 X. hominickii S. karii Kena
28MB12 X. sp. S. loci Vietnam
KUMA X. hominickii S. monticolum Japonsko
CS31 X. indica S. pakistanense Indie
1160 X. bovienii S. poinari Ceska republika
1187 X. bovienii S. poinari Ceska republika
MWSA X. khosianae S. pwaniense Tanzanie
PAMELA X. cabanillasii S. riobrave Mexiko
SER X. ehlersii S. serratum Cina
CS 33 X. stockiae S. siamkayai Indie
QTR X. sp. S. sp. Vietnam
CS 20 X. stockiae S. surkhetense Indie
1551 (Kal 2) X. bovienii S. weiseri Ceska republika

4.2 Izolace a kultivace riznych druhi a kmeni symbiotickych

bakterii rodu Xenorhabdus

Izolace bakterii byla provedena pomoci jiz zminénych larev zavijeCe
voskového. Zivé housenky byly vloZeny do Petriho misky s filtranim papirem
a byly nakazeny ptislusnym kmenem EPN v davce 120 larev EPN na 1 housenku.

Po 24 - 48 hod, kdy uz housenky jevily znamky infekce, byla vzdy jedna
Z nich vlozena na 1 minutu do malé kadinky 70% roztokem ethanolu. Poté ji byla
ve flow boxu ustfiZzena panozka a do plastové Petriho misky s NBTA kultivaénim
médiem (slozenym z 1 1 destilované vody, 37 g standardniho vyzivného agaru, 25 mg
modii a 4 ml 1%

roztoku) (Akhurst,

bromthymolové sterilniho  filtrovaného Trihphenyl-

tetracoliumchloridového 1980) byla umisténa kapicka

hemolymfy. Hemolymfa byla po agarové plotné rozetfena oZehnutou klickou.

37



Za dalSich 24 - 48 hod byly jednotlivé bakterialni kolonie, které vykazovaly
znaky rodu Xenorhabdus, opét ozehnutou klickou pieneseny do 50 ml
Erlenmeyerovych ban¢k s tekutym kultivaénim YS mediem (sestavajicim z 1
destilované vody, 5 g NaCl, 5 g kvasnicového extraktu, 0,5 g NH4H2PO., 0,5 g
K2HPO4 a 0,2 MgSO4- 7 H20 (Dye, 1968).

Erlenmeyerovy banky s bakterialni suspenzi byly umistény na téepacku (180
rpm) a ponechany inkubaci. Za 24 hod jiz byl na tekutiné patrny zakal, znacici
rostouci bakterialni kulturu. lzolat byl v zavislosti na typu pokusu bud’ pouzit po
48 hodinové inkubaci, nebo byl po 96 hod vysterilizovan v autoklavu (120 °C,
15 min) a uloZen do chladni¢ky (5 °C). Takto upravena bakteridlni suspenze byva
obvykle oznacovana jako "whole-cell extract". V celé praci vSak bude pro tuto formu
bakterialniho extraktu, i pfesto, ze jeho jednotlivé slozky nebyly oddéleny

centrifugaci, pouzito ozna€eni "supernatant”, které se zde jevi jako vhodné;si.

4.3 Testovani vlivu bakterialnich kultur na pieZivani a reprodukci

fakultativné entomoparazitickych a volné Zijicich hlistic

Testovani vlivu bakteridlni kultury na fakultativné entomoparazitické
i nepatogenni hlistice probihalo ve 12-jamkovych miskach s kultivatnim médiem
ozna¢ovanym jako Woutsuv agar (Wouts, 1981) (sklada se z 1 1 desilované vody,
16 g vyzivného bujonu, 12 g standardniho vyzivného agaru a 5 g sluneCnicového
oleje).

Na agar v jamkach bylo postupné piidano po 7 pl riznych 48 hod
inkubovanych bakterialnich kultur (izolovanych z 37 kment hlistic; tabulka 4).
Kapka bakterialni suspenze byla vzdy rozetfena ozehnutou sklenénou hokejkou.
Misky byly uloZeny k inkubaci na 48 hod.

Po uplynuti stanovené doby bylo na jednotlivé jamky pfiddno po 20 larvach
O. myriophila nebo C. elegans a za 7 dni bylo spoéteno mnozstvi jedinct.

Kontrola byla provedena v misce s Woutsovym agarem bez pridané
bakterialni suspenze. Pokus byl pro kazdy bakterialni izolat i pro oba cilové druhy

hlistic proveden s opakovanim.
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4.4 Zhodnoceni vlivu supernatantu z kultur riznych bakterii na
prezivani a reprodukci fakultativné entomoparazitickych, volné

Zijicich a fytofagnich hlistic

Ke zhodnoceni vlivu bakteridlniho supernatantu na fakultativné
entomoparazitické a volné Zzijici hlistice byly vyuzity 24-jamkové misky, pticemz
pro pozorovani piisobeni jednoho izolatu bakterii bylo vyuzito 12 jamek.

Do jamek bylo postupné piidano po 250 pl 96 hod inkubovaného
a v autoklavu vysterilizovaného bakterialniho supernatantu. K supernatantu v kazdé
jamce bylo pfidano také po 20 larvach O. myriophila nebo C. elegans. Pocet jedinct
v jednotlivych jamkéach byl zaznamenan po 4 dnech. Kontrolni miska obsahovala
pouze Cisté YS medium. Pokus byl pro kazdy izolat bakterii a pro O. myriophila
i C. elegans proveden s opakovanim.

Hadatka G. rostochiensis byla vystavena pusobeni pouze takovych
bakterialnich supernatantli, které v predchozi fazi pokusu s O. myriophila
a C. elegans ptisobily vysokou mortalitu téchto druht hlistic (tabulka 5).

Pro tento pokus byly také vyuzity 24-jamkove misky, pozorovani vlivu
supernatantu se vSak uskute¢nilo pouze v 8 jamkach. Larvy G. rostochiensis byly
do jednotlivych jamek pfidany v mnozstvi 10 larev/jamka. K larvam v kazdé jamce
bylo nasledné¢ ptidano 200 ul supernatantu. Pocet jedincii v jednotlivych jamkach byl
také zaznamendn po 4 dnech. Kontrola byla provedena vzdy zvlast pro kazdy
supernatant, opét bylo pouzito pouze Cisté YS medium. Opakovani se u toho pokusu

nepodatilo provést z divodu vylihnuti nedostate¢ného mnozstvi larev.

Tabulka 5: Bakterialni supernatanty vybrané pro testovani ucinnosti na hlistici

G. rostochiensis

Oznaceni kmene (supernatantu) Druh bakterie

1187 Xenorhabdus bovienii
KUMA Xenorhabdus hominickii

W 06 Xenorhabdus budapestensis
PAMELA Xenorhabdus cabanillasii

39



4.5 Statisticka analyza

Zpracovani a vyhodnoceni dat bylo provedeno pomoci programu
STATISTICA CZ 10 (StatSoft, Inc. 2011). Data vyjadiena v procentech (mortalita)
byla normalizovana za vyuZiti arcsinové transformace. Hodnoty celkové produkce
potomstva byly normalizovany pomoci logaritmické transformace logl0 (x + 1).
Vyse uvedené zkoumané hodnoty byly podrobeny dvoucestné analyze variance
(ANOVA) na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05%. Rozdily ve stfednich hodnotach byly
porovnany prostiednictvim Tukeyho testu (p < 0,05).
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5 VYSLEDKY

5.1 Testovani vlivu bakterialnich kultur na prezivani a reprodukci

O. myriophila a C. elegans

5.1.1 Produkce potomstva

Na zakladé provedené analyzy variance byl pozorovén statisticky vyznamny
rozdil v produkci potomstva mezi obéma druhy hlistic (F = 1922,09; p < 0,00) kdy
se vyrazn¢ vice mnozily hlistice O. myriophila (graf 1 a 2). Pocet hlistic se také
prukazné 1iSil v zavislosti na konkrétnim kmenu symbiotické bakterie EPN,
se kterymi byli jedinci O. myriophila a C. elegans v interakci (F = 32,65; p < 0,00).

U vSech statisticky vyznamnych pozorovani byla produkce potomstva
O. myriophila prikazné niz$i nez v kontrole. Prikazné snizeni intenzity mnoZzeni
O. myriophila bylo zaznamenano pfedevsim u kmene X. indica SGI 197,
X. nematophila 1343, X. bovienii JAKUT, X. sp. LPV 723, X. sp. QTR,
X. budapestensis PL 360 a u obou kment druhu X. indica (p = 0,000036). Zaroven
byl u né€kterych druhi bakterii (X. budapestensis, X. nematophila, X. stockiae,
X. khoisanae) pozorovan rozdil v mife ptisobeni jednotlivych kmena (graf 1).

U vetsiny interakci jedinci C. elegans s bakterialnimi kmeny byla
ve srovnani s kontrolou pozorovana prikazné nizsi produkce potomstva. Prikazné
snizeni mnozstvi novych jedinci C. elegans bylo pozorovano u kmend X. sp.
LPV 723 (p =0,000036), X. sp. OTR (p =0,000036) a X. cabainllasii PAMELA
(p =0,0028). V ramci druhu X. budapestensis byl u tifi kmend (PL 360, W06
a CHIN) pozorovan prukazny negativni vliv na reprodukci C. elegans
(p = 0,000036). Pruikazny inhibi¢ni vliv na mnozeni C. elegans byl také pozorovan
u v8ech kmeni X. stockiae (p = 0,000036).
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Produkce potomstva
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Graf 1: Priméma produkce potomstva (+ smérodatnd odchylka) hlistic
O. myriophila na Woutsov¢ agaru pfi interakci s kmeny bakterii rodu Xenorhabdus

Pozn. Statisticky vyznamna pozorovani jsou oznacena hvézdickou.

Nejvyraznéjsi rozdily v ptisobeni kment jednoho druhu byly zaznamenény
u X. bovienii. Zatimco za pfitomnosti kment X. bovienii Vaf, 1160, 1187, ALG3,
JAKUT a JOL byla intenzita mnozeni C. elegans priikazné snizena (p = 0,000036),
pasobeni bakterii kmene X. bovienii HOS 2 mélo za nasledek prikazné vyssi
produkci novych jedinci (p =0,000036). Obdobné variabilni plisobeni kmeni
ur¢itého druhu bylo pozorovano i u X. nematophila (s prukaznym zvySenim
u X. nematophila NCR, p =0,000037), X.poinarii (prikazné¢ vys$si produkce
u X. poinarii FL-10-2, p=0,000148) a dale u druhi X. indica, X. khoisane

a X. hominickii
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Graf 2: Prumérna produkce potomstva (£ smérodatna odchylka) hlistic C. elegans
na Woutsové agaru pii interakci s kmeny bakterii rodu Xenorhabdus

Pozn. Statisticky vyznamna pozorovani jsou oznacena hvézdickou.

5.1.2 Mortalita

Primérna mortalita jedinct O. myriophila a C. elegans se prukazné lisila
(F =181,480; p <0,00) v zavislosti na konkrétnim druhu symbiotické bakterie EPN
(F=8,374; p <0,00). I ptes to, ze celkové prikazné vyssi imrtnost byla pozorovana
u C. elegans (graf 3 a 4), dosahovala mortalita jedinci tohoto druhu v kontrole
pouhych 5,8%. Naproti tomu byla Gmrtnost hlistic O. myriophila v kontrole
podstatné vyssi (29,9%).

Mira umrtnosti obou druht hlistic se také prikazné liSila v zavislosti na

konkrétnim kmeni symbiotické bakterie EPN (F = 8,374; p < 0,00).
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Graf 3: Primérnd mortalita (£ smérodatna odchylka) hlistic O. myriophila
na Woutsov¢ agaru pfi interakci s kmeny bakterii rodu Xenorhabdus

Pozn. Statisticky vyznamna pozorovani jsou oznacena hvézdickou.

Mortalita O. myriophila se u vétsiny jejich interakci s bakteriemi prikazné

neliSila od kontroly. Priikazn€ vy$§i mira umrtnosti byla zaznamenina u kmeni

bakterii X. kozodoii SLOV (61,5 %; p =0,018) a X. khoisanae SGI 197 (58,7 %;
p = 0,000038;). Stejn¢ tak byla prikazné vysoka mortalita O. myriophila pozorovana
u X. bovienii JAKUT (65,4 %; p = 0,0019), 1187 (63,1 %; p = 0,00019) a CB.1.B.

(60,1 %; p = 0,00069).

Nejniz§i umrtnost O. myriophila byla zaznamenana u kmene X. cabanillasii

PAMELA (15,7 %; p = 0,023).
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Graf 4: Primérna mortalita (£ smérodatna odchylka) hlistic C. elegans na Woutsové
agaru pii interakci s kmeny bakterii rodu Xenorhabdus

Pozn. Statisticky vyznamna pozorovani jsou oznacena hvézdickou.

U vsech statisticky vyznamnych pozorovani byla mortalita hlistic C. elegans
vy$s§i nez v kontrole. Prikazné vyssi umrtnost C. elegans byla zjisténa u kment
bakterii X. sp. LPV 723 (97,6 %; p=0,000036), X. bovienii JOL (88,9 %;
p = 0,000036), X. indica CS 31 (84,1%; p =0,000036) a X. sp. QTR (83,9 %;
p = 0,000036 a také u tii kment druhu X. budapestensis (PL 360, W 06 86,8 % a
CHIN, p=0,000036). Podobné, prukazné zvySeni umrtnosti C. elegans oproti
kontrole, bylo taktéz zaznamenano v piipadé puisobeni v§ech kmenti X. stockiae (VIE
2 p =0,00016; CS 33 aCS 20 p = 0,000036).

Prikazné vys$$i mortalita C. elegans, a¢ ne tak vysoka jako v ptedchozich

ptipadech, byla zjisténa za ptitomnosti bakterii kmene X. nematophila 1343 (44,3 %;
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p =0,011) X. cabanillasii PAMELA (46,1 %, p =0,001) a X. bovienii 1187 (46,5 %;
p = 0,0159).

5.2 Zhodnoceni vlivu supernatantu z kultur riznych bakterii na

prezivani a reprodukci O. myriophila a C. elegans

5.2.1 Produkce potomstva

Produkce potomstva O. myriophila a C. elegans se prukazné lisila v zavislosti
na druhu hlistice (F=1304,6; p<0,00) a také na kmeni bakterie, ze které byl
supernatant ziskan (F = 140,4; p < 0,00). Celkova pramérna produkce potomstva C.
elegans byla ve srovnani s O. myriophila vyrazné nizsi (graf 5 a 6).

MnozZstvi nové vylihlych larev O. myriophila se u vétSiny pfipada interakci
S bakterialnimi supernatanty prukazné liSilo od kontroly, pfi¢emz vSechna tato
statisticky vyznamna pozorovani byla niz§i nez kontrola. Nejméné novych jedinct
O. myriophila bylo zaznamenano v supernatantu X. bovienii 1187 (p = 0,000036).
V supernatantech nékterych dalSich kmenti tohoto druhu bakterii byla produkce
potomstva O. myriophila oproti kontrole taktéz prikazé snizena, avSak ne tak
vyrazné jako v supernatantu X. bovienii 1187 (V af p = 0,00032; 1160 p = 0,0248;
zjisténa i u supernatantd X. sp. QTR (p = 0,00028) a X. kozodoii SLOV (p = 0,0014).

Vyrazné¢ niz8i produkce potomstva O. myriophila byla zaznamenana
U supernatant vSech kmend X. stockiae (VIE 2 p =0,00058; CS 33 a CS 20
p=0,000036) a také u supernatanti X. budapestensis PL 360 a CHIN
(p = 0,000036). Stejny Gcinek byl pozorovan i u supernatanti dal§ich dvou kment
X. budapestensis, odlisnost od kontroly zde vSak byla jesté vyraznéjsi (1298 a W 06
p = 0,000036).

Mirny inhibi¢ni vliv na mnozeni O. myriophila byl zaznamenan také
u supernatantu kmene X. sp. LPV 723 (p =0,000036). Vyrazny prikazny G¢inek
na snizeni produkce potomstva O. myriophila byl pozorovan u supernatantu kmene
X. cabanillasii PAMELA (p = 0,000036).
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Graf 5: Priméma produkce potomstva (+ smérodatnd odchylka) hlistic
O. myriophila pfi interakci se supernatanty kmenti bakterii rodu Xenorhabdus

Pozn. Statisticky vyznamnad pozorovani jsou oznacena hvezdickou.

U vSech statisticky vyznamnych interakci bakteridlnich supernatatnii
hlistic nez v kontrole, vyjma supernatantu kmene X. ehlersii SER (p =0,0059).
Produkce potomstva C. elegans byla v tomto piipadé prikazné vyssi nez v kontrole.
kmend X. budapestensis, X. cabanillasii PAMELA a X. sp. LPV 723 (p = 0,000036).
Mirnéjsi, ale stale prikazné sniZeni intenzity mnoZeni bylo zaznamenano v piipadé
supernatantti X. sp 28MB12, X. doucetiae DIA, X. sp. QTR (p = 0,000036) a vSech
kment druhu X. kohisanae (SGI 197 p=0,0014, MWSBA p =0,000036).
V supernatantech obou kmend druhu X. hominickii byla produkce potomstva
C. elegans prikazné snizena (SGI 197 p = 0,00143; KUMA p = 0,000036). Prtikazné
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ATl

niz8i intenzita mnoZeni C. elegans byla také zaznamenana u supernatantt kment
X. stockiae CS 33 a VIE 2 (p =0,000036). Prikazny inhibi¢ni vliv na mnoZeni
C. elegans byl pozorovan i u supernatanti kmend X. bovienii 1187 a 1551 (Kal 2)

(p =0,000036). M¢én¢ vyrazné snizeni produkce potomstva C. elegans oproti

pfedchozim dvéma supernatantim bylo zaznamenano u supernatant X. bovienii

1160 (p = 0,000066), JOL (p = 0,000071) a také X. indica SGI 246 (p = 0,000036).

Ve vSech téchto pripadech vSak bylo mnozstvi novych larev C. elegans nizsi nez

v kontrole.
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Graf 6: Primérna produkce potomstva (+ smérodatna odchylka) hlistic C. elegans

pfi interakci se supernatanty kmenu bakterii rodu Xenorhabdus

Pozn. Statisticky vyznamna pozorovani jsou oznacena hvezdickou.
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5.2.2 Mortalita

Mortalita hlistic O. myriophila a C. elegans se véetné kontroly (35,2%
O. myriophila; 62,8% C. elegans) prukazn¢ lisila (F =98,914; p <0,00), pricemz
VEétsi umrtnost byla pozorovana u C. elegans (graf 7 a 8). Mortalita obou druht
hlistic se také prukazné liSila v zavislosti na kmeni symbiotickych bakterii EPN,
ze kterych byl konkrétni supernatant ziskan (F = 54,098; p < 0,00).

U vétsiny interakci hlistic O. myriophila s bakterialnimi supernatanty nebyl
pozorovan pritkazny rozdil oproti kontrole. U pfevazné ¢asti vyznamné odliSnych
pozorovani vSak byla mortalita ve srovnani s kontrolou podstatné vyssi.

Prikazné nejvys$si mortalita O. myriophila byla zaznamenéna v supernatantu
kmene X. cabanillasii PAMELA (89,3 %; p = 0,000036). Prukazna vysoka umrtnost
O. myriophila byla zjisténa i v supernatantech tii kmend X. budapestensis (W 06
63,6 %, p=0,000036; 1298 50,9%, p=0,000036 a CHIN p=0,0003)
avsupernatantu kmene X. ehlersii SER (51,5%; p=0,123). Prikazné vyssi
Umrtnost hlistic byla pozorovana také u supernatantti dvou kment druhu X. kozodoii
(SLOV 60,2 %, p =0,000036; JEGOR 53,5 %, p=0,001) a dile u supernatantd
kment X. stockiae VIE 2 (p =0,000049), X. nematophila EGY 4 (p =0,000077)
a X. poinarii S Glas 58,4 %; p = 0,000037).

Pritkazné rozdilné pasobeni jednotlivych kmenti jednoho druhu bakterii na
O. myriophila byl pozorovan u X. bovienii, kde byla u supernatanti kmend 1187
(76,8 %; p =0,000036), HOS 2 (p =0,0029) a JAKUT (p =0,143) zaznamenana
vyS§$i tmrtnost, u superntantu X. bovienii V af vSak byla mortalita O. myriophila
zaznamenana i v supernatantu kmene X. indica SGI 197 (18,3 %; p =0,0051)
a u supernatantti obou kment druhu X. hominickii (AZU 3 11,2 %, p =0,000038;
KUMA 19,7 %, p = 0,0296).
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Graf 7: Primérnd mortalita (£ smérodatna odchylka) hlistic O. myriophila
pfi interakci se supernatanty kmend bakterii rodu Xenorhabdus

Pozn. Statisticky vyznamna pozorovani jsou oznacena hvézdickou.

U vétsiny piipadi plisobeni bakterialnich supernatantd na hlistice C. elegans
nebyla pozorovana prikazna odliSnost od kontroly. Soucasné byla u pfevazné ¢asti
statisticky vyznamnych zjisténi zaznamenana niz§i mortalita C. elegans nez
v kontrole.

Prikazné¢ velmi vysokda mortalita hlistic C. elegans byla pozorovana
u supernatantti X. cabanillasii PAMELA (95,9 %; p = 0,00036), X. sp. LPV 723
(87,5 %, p =0,000036) a supernatanti v§ech kment X. budapestensis (1298 96,3 %;
PL 360 95,9 %; CHIN 92,2 %, p = 0,000036). Zde byla prikazné nejvyssi umrtnost
C. elegans pozorovana Vv supernatantu X. budapestensis W 06 (97,9 %;
p = 0,000036). Obdobé byla priikazné vysoka mortalita C. elegans zjisténa
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u supernatantti kmend X. hominickii KUMA (96,8 %; p =0,000036) a X. khoisanae
SGI 197 (78,8 %, p = 0,000036). Pritkazné vyssi umrtnost byla také zaznamenéna

pti interakci C. elegans se supernatantem kmene X. stockiae CS 33 (79,7 %j;
p = 0,0022), zatimco v supernatantech ostatnich kmenti tohoto druhu X. stockiae byla
mortalita C. elegans prikazné nizs$i (VIE 2 a CS 20 p =0,000036). Podobné byla
prukazna zna¢né vysoka umrtnost C. elegans pozorovana v supernatantu kmene
X. bovienii 1187 (95,9 %; p=0,000036) a prikazn¢ velmi nizkd mortalita
v supernatantu CB.1.B (3,3 %; p = 0,000036).
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Graf 8: Primérna mortalita (+ smérodatna odchylka) hlistic C. elegans pfi interakci
se supernatanty kmenti bakterii rodu Xenorhabdus

Pozn. Statisticky vyznamna pozorovani jsou oznacena hvezdickou.

Prikazné niz§i mortalita C. elegans byla také zjisténa u supernatanti kment

X. bovienii JAKUT (11,2 %), X. bovienii ALG 3 (19,6 %) a X. bovienii HOS 2
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(20,9 %) (p =0,000036). Stejn¢ tak byla prikazné nizs§i mira amrtnosti C. elegans
zaznamenana v supernatantech kment druhu X. nematophila (1343 p = 0,000045;
EGY 4 p=0,000036) a také v supernatantech X. poinarii S Glas (14,9 %),
X. poinarii AZ 26 (17,1 %), X. ehlersii SER (13,2 %), X. sp. QTR, X. doucetiae DIA
a X. sp. 28MB12 (p = 0,000036). Prikazna celkové nizka mortalita C. elegans byla
zjisténa pii interakci se supernatanty vSech kmend druhu X. kozodoii (p = 0,000036),
kde byla prikazné nejniz$i amrtnost C. elegans pozrovana u supernatantu kmene
X. kozodoii SA (4,6 %).

5.3 Zhodnoceni vlivu supernatantu z kultur riznych bakterii na

prezivani G. rostochiensis

Umrtnost hlistic G. rostochiensis byla statisticky vyznamné ovlivnéna kmeny
symbiotickych bakterii EPN, ze kterych byly jednotlivé supernatanty ziskany
(F=8,416; p<0,00). Ve vSech ptipadech byla mortalita G. rostochiensis vyssi
nez prislusna kontrola (graf 8).

Prikazné nejvys$i a zaroven absolutni mortalita G. rostochiensis byla
pozorovana u supernatantu X. cabanillasii PAMELA (100 %; p = 0,000118).
Vyraznd odlisSnost od kontroly a také prikazné¢ velmi vysoka umrtnost
G. rostochiensis byla zaznamenana i v supernatantu kmene X. budapestensis W 06
(96,5 %; p=0,000118). Stejn¢ tak byla prukazné¢ vysoka mortalita pozorovana
u supernatanu kmene X. bovienii 1187 (95,8 %; p = 0,00015), u kterého vSak byl
nejmensi prikazny rozdil oproti kontrole (72,6 %). Mortalita G. rostochiensis byla
v supernatantu  X. hominickii KUMA také prukazné vyssi nez v Kontrole
(p =0,000118), oproti kmentiim ostatnim vSak byla jak v kontrole (48,2 %), tak
v supernatantu (85,8 %) nizsi (graf 8).
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Graf 8: Primérna mortalita (+ smérodatna odchylka) hlistic G. rostochiensis

pfi interakci s vybranymi supernatanty kmena bakterii rodu Xenorhabdus
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6 DISKUZE

Schopnost entomopatogennich hlistic ¢eledi Steinernematidae velmi rychle
usmrtit hostitele je dana ptitomnosti symbiotickych bakterii rodu Xenorhabdus, které
produkuji Siroké spektrum toxickych latek s insekticidni a antibiotickou aktivitou
(Forst a Nealson, 1996). Poprvé byla mozna toxicita bakterii vii¢i hmyzu naznacena
Dutkym (1959), samotnou chemickou podstatu a konkrétni pasobeni nékterych
metabolickych produktt vSak popsali ve své praci az Paul et al. (1981). V prub¢hu
dalSich desetileti bylo objeveno a charakterizovano velké mnozstvi dalSich
bakteridlnich metaboliti, které jsou nyni na zakladé své struktury a konkrétnich
vlastnosti rozdéleny do osmndcti tfid. Ve vztahu bakterii k hmyzu je patrné
nejvyznamné&j$i skupina metabolitdi, obsahujici ve svém fetézci indolovou skupinu.
Tyto latky totiz v infikovaném jedinci blokuji produkci enzymt fosfolipaz, casteéné
regulujicich produkci eikosanoidd, které jsou zodpovédné za vrozenou imunitni
odpoved” (Dreyer et al., 2018). Existence eikosanoidi je vSak znama i u jinych
bezobratlych organismt, hlistice nevyjimaje. AvSak na rozdil od hmyzu zajistuji
u hlistic tyto slouceniny piedev§im reprodukc¢ni funkce, coz také bylo dokéazéano
uC.elegans (Watts, 2014). Rada bakterialnich metabolitd ovSem disponuje
| intenzivnimi antimikrobialnimi a cytotoxickymi u¢inky. Produkce konkrétnich
metabolitl se specifickym t¢inkem je vSak vzdy vazana na urc¢ity kmen bakterii rodu
Xenorhabdus (Dreyer, 2018). Na zaklad¢ této skuteCnosti je tedy mozné
piedpokladat rozdilné ptisobeni jednotlivych kment v ramci jednoho bakterialniho
druhu na cilovy organismus. Tato variabilita v ucinku bakteridlnich kment
na testované druhy hlistic je jasné patrna jiz ze samotného grafického zpracovani
vysledkii provedenych experimentl, které je uvedeno v pifedchozi kapitole.
Konkrétni metabolické produkty pouzitych kment bakterii vSak nebyly nijak blize
charakterizovany. Ucel prace spie spo¢ival v odhaleni mozného toxického piisobeni
jednotlivych kmenti bakterii, které jsou spole¢né se svymi symbiotickymi hlisticemi
uloZeny ve sbirkach Laboratofe entomopatogennich hlistic (Entomologicky ustav,
BC AV CR). Vysledky provedenych pokusi tedy slouzi zejména k vybéru vhodnych
zastupcd druhtd bakterii rodu Xenorhabdus pro dalsi vyzkum.

Pied pouzitim v provedenych pokusech nebyly hlistice O. myriophila
a C. elegans povrchové sterilizovany. Proces sterilizace by totiz mohl, jakoZzto

stresovy faktor, negativné ovlivnit Zivotaschopnost cilovych druhti hlistic a zaroven
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by znemoznil srovnani jednotlivych interakci hlistic a bakterii s kontrolou. Sterilizaci
hlistic pouzitych v kontrole by totiz byly odstranény i bakterie, které jim pii bézné
kultivaci slouzi jako potrava. V kontrolach prostych jakychkoli bakterii by bylo
mnozeni obou druhti hlistic zcela znemoznéno. Jedinci O. myriophila tak
do experimentu vstupovaly i se smési riznych bakterii pfirozené pritomnych
na jejich kutikule, s hlisticemi C. elegans byla na pokusné misky pfenesena i jejich
zivna bakterie E. coli. Tento fakt také naznacCuje rtuzné urovné Ci cile pasobeni
metabolita bakterii rodu Xenorhabdus. Metabolické produkty tedy mohly mit bud’
pfimo nematicidni G¢inek, nebo také mohly inhibovat aktivitu vySe zminénych
pfitomnych bakterii a jejich prostiednictvim tak ovlivnit 1 cilovou hlistici.
Samoziejmé nelze vyloucit ani smiSené plisobeni bakterii a jejich toxint, tedy piimy
vliv jak na prenesené bakterie, tak na cilové druhy hlistic. Zaroven vSak nemusely
byt bakterialni metabolity toxické ani pro jeden z vySe jmenovanych organismd.
Ptitomnost takovych nepatogennich bakterii znamena pro hlistice dalsi zdroj potravy
a podpoii tedy jejich rist a vyvoj.

Mortalita cilovych druht hlistic byla hodnocena pouze z hlediska odliSnosti
od kontroly, ve které hlistice také pfirozené¢ umiraly. Pro posouzeni ucinnosti
pouzitych kmena bakterii jsou tedy vyznamna piedevSim takova pozorovani,
ve kterych mortalita cilovych hlistic prikazné piekrocila hranici pfirozené timrtnosti.
Snizena mortalita oproti kontrole tak miize znamenat i pouhy fakt, ze pfitomny kmen
bakterii rodu Xenorhabdus hlistice v rustu nijak nepodporuje. V piipadé
bakterialnich supernatanti, ve kterych nebyly pfitomny zivé bakteridlni bunky,
mizeme mozny podpurny efekt bakterii rodu Xenorhabdus zcela vyloucit. Zaroven
je zde mozné ovétit stalost toxického cinku metabolickych produktl, nebot’ vSechny
pouzité supernatanty prosly sterilizaénim procesem v autoklavu. Ugel tohoto
experimentu tedy spoc¢iva v odhaleni ¢isté, bakterialni buiikou neovlivnéné u¢innosti

metabolitii na cilové druhy hlistic a ovéteni jejich stability.

Testovani vlivu bakterialnich kultur na pieZivani a reprodukci O. myriophila

a C. elegans

Z vysledkli uvedenych v predchozi kapitole je jasné patrny vliv nékterych
kmenti bakterii rodu Xenorhabdus jak na O. myriophila, tak na C. elegans. Obecné

vsak lze fici, ze byli ptitomnosti bakterii vice ovlivnéni jedinci C. elegans. U tohoto
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druhu hlistic totiz byla pozorovana podstatn¢ vyssi mortalita, nez u O. myriophila.
Tento fakt muze byt vysvétlen obecné vyssi nachylnosti hlistic C. elegans k ptisobeni
ruznych bakterii (Darby, 2005; Couillaut a Ewbank, 2012) a déle také jejich nizsi
ptizpasobivosti neptiznivym podminkam jakozto laboratorniho organismu.

Jasnou vyjimku zde vSak predstavuji kmeny X. bovienii HOS 2,
X. nematophila NCR a X. poinarii FL-10-2, které na umrtnost C. elegans nijak
nepusobily. Nicméné mély, na rozdil od vSech ostatnich, statisticky vyznamnych
pozorovani, vyrazny vliv na vy$$i produkci potomstva této hlistice. Vysvétleni
pro tuto skutecnost se zcela nejjasnéji nabizi u X. poinarii FL-10-2. Druh X. poinarii,
jak také naznacuji vysledky prace Ogiera et al. (2014), totiz nevykazuje ptiliSnou
toxicitu vici jinym organismim. Obecné je totiz genom X. poinarii, oproti napiiklad
vysoce toxickym druhtim X. bovienii a X. nematophila, pomérné redukovany. Nizka
toxicita X. poinarii tedy mtze byt zapti¢inéna absenci né€kterych genut, které koduji
produkei latek s negativnim G¢inkem na jiné organismy. Své vysledky Ogier et al.
(2014) potvrzuji testem patogenity, v jehoz zavérech je X. poinarii AZ 26 uveden
jako kmen striktné nepatogenni vii¢i hmyzu. Schopnost tohoto kmene produkovat
jisté toxické latky vSak byla pozorovatelna v prvnim pokusu praktické ¢asti mé
prace, kde byla za piitomnosti bakterii X. poinarii AZ 26 snizena produkce
potomstva O. myriophila (graf 1). Tvrzeni Ogiera et al. (2014) vsak neni mozné
zcela popfiit. Kmeny bakterii rodu Xenorhabdus se totiz v produkci konkrétnich latek
se specifickym ucinkem navzajem znaéné li$i. Proto je mozné u X. poinarii AZ 26
uvazovat o produkci nematicidnich latek, zatimco syntéza latek insekticidnich zde
muze byt potlacena praveé z divodu jiz zminénych zmén v genomu bakterie. Blize
nespecifikované a pravdépodobné ptitomné nematicidni latky by tedy mohly do jisté
miry ovlivnit i produkci potomstva O. myriophila. ZvySena produkce potomstva
C. elegans za piitomnosti X. bovienii HOS 2 a X. nematophila NCR je vsak
vysvétlitelna jedin€ nizkou nebo viibec Zadnou toxickou aktivitou metabolit téchto
kmenti. V podstaté je mozné fici, ze bakterialni buniky X. bovienii HOS 2
a X. nematophila NCR slouzily bakteriofagni hlistici C. elegans jako zdroj potravy.

Pomérné zvlastni bylo také pusobeni bakteridlnich kmend X. bovienii 1160
a 1187 na O. myriophila. Ackoliv oba kmeny nijak neovlivnily produkci potomstva
tohoto druhu hlistic, mélo jejich plisobeni za nasledek znacné zvySeni mortality
O. myriophila. Mezi jednotlivymi kmeny druhu X. bovienii byla, oproti ostatnim

druhtim zaznamenana naprosto nejvétsi variabilita v i€inku na cilové druhy.
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Znacnou toxicitu lze ptisoudit kmeni X. bovienii CB.1.B., ktery zapfi¢inil vysokou
mortalitu obou cilovych druhGt hlistic a také nizkou produkci potomstva
O. myriophila. Bakterie X. bovienii CB.1.B. byl pro ucely této prace izolovan
z hlistice S. affine. Pritomnost tohoto konkrétniho bakterialniho kmene jako
symbionta S. affine by tak mohla zajistit konkuren¢ni ptevahu této hlistice
pti vzéjemné kompetici s O. myriophila o mrtvé télo hostitele.

Jesté vétsi toxicky ucinek byl pozorovan u kmene X. bovienii JAKUT, ktery
svym pusobenim inhiboval mnozeni a zarovenl zpusobil vysokou mortalitu jak
O. myriophila, tak i C. elegans. Symbiotickym vztahem s timto kmenem bakterii by
mohla hlistice S. felitae, podobné jako S. affine s X. bovienii CB.1.B, ziskat zcela
jistou vyhodu pii kompetici s O. myriophila.

Naprosto nejvyraznéji byly hlistice O. myriophila i C. elegans ovlivnény
pritomnost kmene X. cabanillasii PAMELA. U obou druhti hlistic byla nasledkem
pusobeni tohoto kmene snizena produkce potomstva, u C. elegans bylo pozorovano
i znaéné zvyseni mortality. Umrtnost O. myriophila zde viak byla velmi nizka, coz
nejspiSe naznacuje opravdu velmi malé mnoZzstvi nové vylihlych larev. Metabolity
druhu X. cabanillasii jsou znamé jako vysoce toxické slou¢eniny. VSechny prozatim
popsané latky, tedy cabanillasin, nemaucin i rhabdopeptidy disponuji cytotoxickou
i antimikrobidlni aktivitou (Dreyer et al., 2018). Cytotoxicita téchto metabolickych
produktli spociva v pfimém degradabilnim ptsobeni na buniky hladké svaloviny.
U rhabdopeptidi byl prokdzan mirny negativni u¢inek dokonce i na svalové bunky
krys (Reimer et al., 2013). Pravé pro tuto skutecnost lze predpokladat naprosto
destruktivni pusobeni téchto latek na hladkou svalovinu hlistic. Posledni
negativni i Gram-pozitivni antibiotikim rezistentni bakterie (napt. G- E. coli, G+
Staphylococus aureus) a také kviili inhibi¢nimu vlivu na nekontrolovatelné mnozeni
lidskych rakovinnych bunék v roce 2012 patentovan (Gualtieri et al., 2012).
Na zakladé¢ vysledkt pokusu i vySe uvedenych skutecnosti 1ze vysokou toxicitu
X. cabanillasii vici hlisticim zcela bezpeéné potvrdit.

Latky strukturné velmi podobné nemaucinu, takzvané fabclaviny, jsou
produkovany zastupci druhu X. budapestensis. Z tohoto duvodu tedy bylo mozné
predpokladat vysoké negativni piisobeni kmenii tohoto druhu bakterii na zkoumané
druhy hlistic. Fabclaviny vykazuji predevsim antibakterialni ucinek, a to jak proti

Gram-negativnim, tak Gram-pozitivnim bakteriim. Stejna G¢innost je piisuzovana
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také metabolitim ze skupiny bicornutini (Dreyer et al., 2018). Antibakterialni
pusobeni téchto latek by mohlo mit negativni dopad na bakterie E. coli, tedy zdroj
potravy bakteriofagni C. elegans. Snizena vitalita tohoto druhu hlistic tak mohla byt
zapti¢inéna pravé usmrcenim bakterialnich bunék E. coli, nebo pouhou nevhodnosti
bakterii kmenti X.budapestensis jako substratu pro mnozeni a rust C. elegans.

Vyjimku, souvisejici s jiz n¢kolikrat zminovanou variabilitou mezi kmeny
bakterii rodu Xenorhabdus zde ptedstavuje kmen X. budapestensis 1298, ktery
reprodukci ani mortalitu C. elegans nijak neovlivnil. Oproti rozdilnému vlivu
jednotlivych kmend X. budapestensis na C. elegans vsak bylo piezivani i amrtnost
O. myriophila ovlivnéno vSemi kmeny tohoto druhu bakterie. Nastalou situaci je
mozné odivodnit napiiklad synergickym efektem fabclavini s dal§imi
antibiotickymi latkami (Fusch et al., 2014), k jejichz kombinaci by mohly byt hlistice
O. myriophila vice citlivé nez C. elegans. Podobnych vysvétleni by se zcela jisté
mohlo najit vice, a to naptiklad kvili prozatimni nedostatecné znalosti metabolitl
docasné oznacenych GP-19 a EP-20, u kterych byla v n€kolika ptipadech prokazana
cytotoxicka aktivita (Dreyer et al., 2018).

Vyrazné odlisnosti mezi jednotlivymi kmeny byly pozorovany napiiklad také
u X. nematophila. Naprosto netoxické pusobeni zde totiz bylo zaznamenano
u X. nematophila NCR, zatimco dalsi kmeny, tedy X. nematophila 1343 a EGY 4,
prokazaly vy$si toxicitu zejména vuéi C. elegans. Bakteric téchto kmend totiz
zapiicinily i vys$si mortalitu tohoto druhu hlistic. Umrtnost O. myriophila vak témito
kmeny ovlivnéna nebyla. Tento fakt by mohl podobné jako u X. budapestensis
souviset s vétSim zastoupenim metabolitli s antibakterialnim G¢inkem v celkovém
spektru toxickych latek ptirozené produkovanych X. nematophila. Tyto metabolické
produkty by tedy mohly mit inhibi¢ni vliv na bakterie E. coli.

Podobné rozdily v ptsobeni byly také zaznamenany u kment X. indica,
X. hominickii a X. khoisanae. Park et al. (2017) ve své praci popisuje vysokou
insekticidni aktivitu kmene X. hominickii ANU101. Toxické metabolity produkované
timto kmenem vykazuji striktni cytotoxické pusobeni, které spocéiva v naruseni
turgoru a destrukci epitelidlnich bunék hostitele. Tyto toxiny by tedy mohly byt
produkovany i jinym kmenem druhu X. hominickii a zpusobit stejné poskozeni
i na bunkach kutikuly hlistic. Latky s obdobné cytotoxickou aktivitou, oznacované
jako taxlllaidy jsou tvofeny a vyluCovany také bakteriemi X. indica (Dreyer el al.,

2018). Nasledkem puisobeni vsech kment X. indica a X. hominickii byla vyrazné
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snizena produkce potomstva O. myriophila, mnozeni C. elegans vsak bylo
inhibovano pouze v piipadé kment X. indica CS 31 a X. hominickii KUMA. Naproti
tomu kmeny X. indica SGI 246 a X. hominickii AZU 3 reprodukci C. elegans viibec
neovlivnily. Vys$§i vliv na produkci potomstva O. myriophila by mohl byt spojen
s vétsi labilitou kutikuly larev O. myriophila. Kutikula hlistic C. elegans je totiz
siln€jsi a ¢lenitéjsi i v prvnim larvalnim stadiu vyvoje (Wolkow a Hall, 2011).

Jak je také patrné z vysledkll experimentu, vysokd toxicita bakterii vici
obéma cilovym druhtim hlistic byla prokazana pouze u kmend X. bovienii JAKUT
a X. cabanillasii PAMELA.

Zhodnoceni vlivu supernatantu z kultur riuznych bakterii na preZivani a

reprodukci O. myriophila a C. elegans

Pro zhodnoceni celkové toxicity bakterialnich metabolitti, jejich uchovavani
a pripadné dalsi vyuziti je bezpochyby velmi diilezité jejich stalost. Tvorba a exkrece
zplodin metabolismu je totiz zavisla na aktivni Cinnosti bakteridlni bunky. Jejim
usmrcenim je produkce metabolitti zastavena. Toxicita dané latky se tak jiz neodviji
od jeji ptipadné vysoké koncentrace, ktera je konstantnim pribéhem metabolického
procesu bakterii neustdle zvySovéna, ale spiSe od jeji chemické podstaty a vlastni
reaktivity. Ovéfeni stability toxického uéinku testovanych kmentu bakterii rodu
Xenorhabdus bylo zajisténo sterilizaci bakterialni suspenze v autoklavu. Zaroven lze
kvili nepfitomnosti zivych bakterialnich bun¢k vyloucit moznost, ze by bakterie
slouzily hlisticim jako potrava a podporovaly tak jejich rist. Celkoveé vysSsi primérna
mortalita obou druhti hlistic mtize oproti piedchozimu pokusu mit pfi¢inu i v obecné
niZsi Gzivnosti YS media. Na rozdil od Woutsova agaru, ve kterém je hlavni sloZkou
vyzivny bujon, je hlavni komponentou YS media na organické Ziviny chudsi
kvasnicovy extrakt. Slozeni obou kultiva¢nich médii je uvedeno v kapitolach 4.2
a4.3. Niz§i mortalita hlistic na Woutsové agaru by zcela jist¢ mohla souviset
i s faktem, ze zde bylo pfitomno mnohem vice bakterialnich bunék. Pokud by tyto
bakterie nevykazovaly zadné toxické ptisobeni vici hlisticim, slouzily by jim jako
potrava a tak by v podstaté mohly riist a vyvoj hlistic do jisté miry podpofit.

Podstatny rozdil oproti pfedchozimu pokusu je patrny pfi porovnani produkce
potomstva a mortality C. elegans. Na Woutsov¢ agaru vykazovaly jednotlivé kmeny

bakterii spiSe konzistentni piisobeni na oba zkoumané znaky, tedy snizenou produkeci
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potomstva a zvySenou mortalitu. V pfipadé supernatanti vSak byla u nékterych
kment, predev§im téch, které nevykazovaly zadné toxické puisobeni vuci C. elegans
na Woutsove agaru, zaznamendna intenzita mnozeni srovnatelna s kontrolou a velmi
nizka umrtnost. Jednalo se zejména o vSechny kmeny druhu X. kozodoii a dale
o kmeny X. poinarii AZ-26 a S Glas. Druh X. kozodoii je podobné jako
X. nematophila znam produkci indolovych, velmi toxickych latek skupiny
xenocoumacini (Reimer et al., 2009). Na rozdil od X. nematophila je jich u bakterii
X. kozodoii syntetizovano mnohem méné a také v mnohem mensi mife. Od této
skuteCnosti se tedy pravdépodobné odviji obecné niz$i toxicita metaboliti
X. kozodoii. Jako méné toxicky druh bakterii bychom mohli z nékterych, jiz vyse
uvedenych divodu v kapitole 6. 1, oznadit i X. poinarii . Velmi nizkd mortalita
a pomérné stabilni produkce potomstva C. elegans (ve srovnani s kontrolou)
i v zivinami chud$im YS mediu tedy dovoluje uvést domnénku, Ze bakterialni
supernatanty podpotily rast E. coli a tim tedy i C. elegans.

Toto vysvétleni se zda byt platné i pro kmen X. ehlersii SER. Bakterialni
suspenze X. ehlersii SER vysterilizovana v autoklavu, vykazuje podle Fodora et al.
(2010) jen velmi nizkou antibiotickou aktivitu. Vysoka teplota i tlak v autoklavu tedy
mohly poskodit strukturu metabolickych produktti tohoto kmene bakterii a tim také
eliminovat jejich aktivitu. V supernatantu X. ehelersii SER tedy byla zaznamenana
velmi vysoka produkce potomstva C. elegans. Vysledek studie Fodora et al. (2010)
vSak nelze zcela zobecnit. Je nutné jej vztahovat pouze k jimi pouzitému kmenu
druhu X. ehlersii (X. ehlersii DSM 16337), nebot’ supernatant X. ehlersii SER
vykazuje i jisté toxické pusobeni v podob¢ zvySené mortality O. myriophila. Stejné
tak je mozné pozorovat zvySenou toxicitu supernatantu X. poinarii S Glas
a X. kozodoii SLOV vici O. myriophila. Toto zjisténi je ve vztahu k uvadéné mensi
velikosti genomu (Ogier et al., 2014; Tobias et al.,, 2017) a snizené toxicité
X. poinarii i X. kozodoii zajimavé. Oduvodnéni pro tuto skutecnost, kterd je tedy
zcela v rozporu s pusobenim zminovanych kment na C. elegans, se nabizi jeding
v mozné vyssi citlivosti O. myriophila na latky produkované vys$e zminénymi kmeny
bakterii.

Stejné zdivodnéni, tedy mrtvé bakteridlni bunky slouZici jako zdroj potravy
C. elegans a degradace metabolickych latek, by mohlo byt uvedeno i pro nizkou
aktivitu supernatanttt X. bovienii CB.1.B., ALG 3, V af a zejména pro X. bovienii

HOS2, ktery na hlistice C. elegans ptsobil velmi podobné i v pokusu na Woutsoveé
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agaru. Obdobnym zplisobem by bylo mozné vysvétlit i piekvapivé velmi nizkou
toxicitu X. bovienii JAKUT a X. nematophila EGY 4 vuci C. elegans. Oba tyto
kmeny vSak vykazovaly pomérné¢ podobnou toxicitu proti O. myriophila jako
v predchozim pokusu. U téchto kment tedy nelze predpokladat absolutni degradaci
toxickych latek, spiSe je zde mozné uvazovat o moznych zménach struktury a tim
I toxicity za pusobeni vysokych teplot ¢i tlaku v autoklavu. Je vSak nutné zdaraznit,
7ze oba jmenované kmeny vykazuji stabilni negativni uéinek na O. myriophila
I po sterilizatnim procesu. Ovétena vysoka stalost v pusobeni metabolitti X. bovienii
JAKUT a X. nematophila EGY 4 na O. myriophila by tedy mohla zajistit
symbiotickym hlisticim téchto kment bakterii (S. feltiae a S. carpocapsae)
konkurenéni vyhodu v kompetici s hlisticemi rodu Oscheius.

Stalost bakterialnich metabolitli po steriliza¢nim procesu v autoklavu a jejich
toxické pisobeni na oba druhy hlistic bylo zaznamenano u X. cabanillasii PAMELA.
Kmeny druhu X. cabanillasii jsou znamy produkci jiz zminéného, vysoce toxického
nemaucinu. Stabilita této latky pravdépodobné souvisi i s jeji cyklickou strukturou.

Podobné¢ stabilni ptisobeni, hodnoceno z hlediska stejného piisobeni bakterii
na hlistice v agaru a supernatantu, bylo pozorovano i u kmend X. sp. LPV 723
a X.sp. QTR. Oba kmeny se sice v piipadé pasobeni na umrtnost O. myriophila
neliSily od kontroly, nicméné u nich byla pozorovana vyrazné¢ snizena produkce
potomstva tohoto druhu hlistic. Jelikoz nebyl Zzadny z metaboliti téchto kmend
doposud blize charakterizovan a zaroven také neni zndma jejich piislusnost
ke konkrétnimu druhu, nemize zde byt mechanismus jejich G¢inku ani blize
specifikovan. Vzhledem k tomu, ze oba kmeny nemély zadny vliv mortalitu, ale
zaptiCinily nizsi produkci potomstva, je mozné uvazovat o pritomnosti stabilnéjSich,
cyklickych indolovych sloucenin, které mohou negativné ovliviiovat reprodukci
hlistic (Watts, 2014). Ac¢koliv se na zivotaschopnosti C. elegans negativné podepsalo
pusobeni obou vySe uvedenych druhii, vyssi toxicitu vici tomuto druhu hlistic
vykazoval kmen X. sp. QTR. V jeho pfitomnosti totiz byla pozorovana sniZzena
produkce potomstva i mortalita tohoto druhu hlistic, a to v obou pokusech. Z vyse
uvedenych skutecnosti vyplyva, ze by dalsi vyzkum, tykajici se zafazeni téchto
kment ke konkrétnimu druhu, véetné charakteristiky jejich metabolitd, jisté mohl byt
velmi pfinosny.

Vysokou stélost toxicity metaboliti vi¢i obéma druhtim hlistic bylo také

mozné pozorovat u kmeni X. budapestensis W 06 a CHIN. Stejny vysledek, tedy
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zachovani toxické aktivity metaboliti X. budapestensis, ve své praci dokladaji
i Boszormenyi et al. (2009) a Fodor et al. (2010). Zajimavym zjisténim zde byl zcela
jasny toxicky ucinek supernatantu kmene X. budapestensis 1298. V piedchozim
pokusu tento kmen bakterii totiz na oba cilové druhy hlistic nijak negativné
nepusobil. Vysvétleni pro tento jev se nejpravdépodobnéji nabizi v antibakterialnim
ucinku metabolitti produkovanych X. budapestensis 1298. Na Woutsové agaru byly
bakterie a tim i jimi produkované latky nepravideln¢ rozmistény, proto zde mohly
na bakteriemi nepokryté plose 1épe rist i bakterialni bunky E. coli. V supernatantu
jsou vSak toxické latky rozptyleny v celém objemu, proto je zde mozné predpokladat
vyS$i toxicitu metabolitd X. budapestensis 1298 vici E. coli a tim i vici C. elegans.
Jelikoz maji vSechny doposud zndmé a popsané metabolické produkty
X. budapestensis linearni strukturu, je mozné zvyseni toxicity X. budapestensis 1298
piisoudit jinym metabolickym produktim, které prozatim nebyly objeveny,
nebo latkam jiz znamym, které vSak doposud nebyly blize charakterizovany.

Pomérné prekvapivé je 1 vysoce negativni plisobeni supernatantu kmene
X. doucetiae DIA na reprodukci i ptezivani C. elegans. Podle Tobiase et al. (2017)
méa druh X. doucetiae podobn¢ jako X. poinarii redukovanou délku genomu.
Zkraceni urcitych usekl a absence nékterych gent pro produkci toxickych latek vSak
nemusi byt u X. doucetiae tolik vyrazné jako u X. poinarii, coz také potvrzuji sami
autori této studie. Jako ptiklad pro odivodnéni této skutecnosti uvadeji kmen
X. doucetiae FRM, ktery je i pies svou blizkou fylogenetickou piibuznost se zastupci
druhu X. poinarii vysoce virulentni. Dreyer et al. (2018) druhu X. doucetiae pfisuzuji
produkci toxickych xenoamicini a zaroven zminuji, Zze ne vsechny latky této skupiny
vykazuji stejnou toxickou aktivitu. Jednd se naptiklad o xenoamicin A, ktery
nedisponuje témet zddnymi antimikrobidlnimi G€inky a je pomérné slaby 1 ve svém
cytotoxickém plsobeni. Pravé tato latka tedy muize byt pfitomna u kmene
X. doucetiae DIA, ktery na Woutsové agaru vyznamné neovlivnil ani jeden cilovy
druh hlistic. Toxicita z né&j ziskaného supernatantu vSak mohla byt zplisobena
riznymi okolnostmi, napiiklad jiZ zmifovanym vétSim rozptylenim negativné
pusobicich latek.

Toxické piisobeni na oba cilové druhy v supernatantu, nikoliv za pfitomnosti
zivych bakterialnich bunék, bylo pozorovano také u X. bovienii 1551 (Kal 2).
Bakterie X. bovienii jsou stejné jako nékteré jiné druhy rodu Xenorhabdus schopny

produkce stabilnich indolovych slou€enin, takzvanych xenocyclointi. Proto se zde

62



znovu nabizi polemika nad rozdilnym ptiisobenim bakterii kmene X. kozodoii SLOV
na O. myriophila a C. elegans. Jak totiz bylo naznaceno vyse v textu, je tento kmen
nejspise také schopen tvorby indolovych sloucenin. Jednim z moznych zavért je tedy
vy$$i nachylnost O. myriophila k ptisobeni indolovych latek. Jako mozné potvrzeni
této domnénky lze uvést i vyssi negativni vliv supernatantt X. nematophila EGY 4
a X. khoisanae MW8A na hlistice O. myriophila. .

Nejpodstatnéjsim vysledkem tohoto pokusu je pfedevsim odhaleni stabilnich
metabolickych produktt nékterych kmeni rodu Xenorhabdus. Shodny ucinek
toxickych metabolitii jednotlivych kmenti tohoto rodu na oba cilové druhy hlistic byl

vs8ak obou experimentt patrny pouze u X. cabanillasii PAMELA.

Zhodnoceni vlivu supernatantu 7 kultur riuznych bakterii na preZivani

G. rostochiensis

Utinnost nékterych druht entomopatogennich hlistic jako regulatort ¢etnosti
populace G. rostochiensis jiz byla ovétena Perrym et al. (1998) i Lopez-Roblesem
a Haguem (2001). V obou pracich vS8ak nalezneme pouze vyuziti hlistic S. feltiae
a S. carpocapsae, ackoliv byla pro regulaci naptiklad kofenového hadatka
Meloidogyne japonica s tspéchem pouzita i hlistice S. riobrave (Gouge et al., 1994).
V piipadech vyuziti entomopatogennich hlistic pro regulaci G. rostochiensis byly
hlistice vzdy aplikovany piimo do pudy nebo pokusného substratu. Doposud vsak
nebyly proti G. rostochiensis pouzity sterilizované bakterialni suspenze symbionti
hlistic ¢eledi Steinernematidae.

Pro tento pokus totiz byly vyuzity pouze takoveé supernatanty, které
Vv pfedchozim experimentu vykazovaly vysokou toxicitu vaéi O. myriophila
a C. elegans. U vsech ¢tyt zkoumanych bakterialni supernatantti ziskanych z kmend
bakterii X. bovienii 1187, X. budapestiensis W 06, X. hominickii KUMA
a X. cabanillasii PAMELA tak byla zaznamendna vysokd mortalita had’atek
G. rostochiensis. I pfes obecné nevyhovujici podminky pro pfezivani
G. rostochiensis v tekutém YS mediu byla mortalita G. rostochiensis v kontrolach
s ¢istym mediem podstatné niZsi, nez v bakterialnich supernatantech. Toto zjiSténi
tedy jasné potvrzuje jejich zna¢ny toxicky ucinek.

Nejvyraznéji bylo prezivani G. rostochiensis ovlivnéno supernatantem

X. cabanillasii PAMELA. Vysoka toxicita latek produkovanych timto kmenem
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svvr

bakterii totiz zapfiinila absolutni mortalitu had’atek G. rostochiensis. Nejnizsi
mortalita G. rostochiensis byla pozorovana v supernatantu X. hominickii KUMA.
Tato skute¢nost odpovida i mirnéjSimu negativnimu u¢inku tohoto kmene bakterii
na hlistice O. myriophila a C. elegans.

V soucasnosti je ochrana porostl brambor pied Skodlivym pilisobenim
G. rostochiensis realizovana spiSe na urovni preventivnich péstitelskych opatieni.
Pro regulaci Cetnosti i Cinnosti had’atek je rovnéz doporuceno hnojeni porostil
brambor dusikatym vapnem nebo granulovanou mocovinou (EPPO Global Database,
2019). I pfesto, ze byly provedeny jiz vySe zminéné experimenty, potvrzujici
efektivitu vyuziti entompatogennich hlistic proti G. rostochiensis (Perry et al., 1998,
Lépez-Robles a Hague 2001), nebyly jejich vysledky nijak pievedeny do praktického
zemédélstvi. Tato skutecnost ma nejpravdépodobnéjsi pfi¢inu v pomérne nakladné
aplikaci a nejistém pietrvani entomopatogennich hlistic v ptid€. Problém s aplikaci
zivych hlistic, jejich skladovanim a dal§imi nesndzemi by mohlo alespon do jisté
miry vytesit vyuZiti pravé bakteridlnich supernatantfi. Jejich hlavni pfednosti oproti
zivym larvam hlistic je bezpochyby snadné skladovani, jednodussi aplikace
a predev§im mnohem véEtsi stalost v aCinku. Pro mozné pouziti bakterialnich
supernatanti v biologické ochrané porostti brambor proti G. rostochiensis je vSak
nutné realizovat experiment, podobny zde popsanému, i v béznych polnich

podminkéach.

Rozmanité vysledky testovani vlivu bakterialnich kultur a z nich ziskanych
supernatanti na vSechny cilové druhy hlistic by si zcela jist¢ zaslouzily hlubsi
a podrobnéjsi objasnéni. Na zdklad¢é schopnosti nékterych konkrétnich druhii bakterii
rodu Xenorhabdus produkovat velmi Siroké spektrum v soucasné dob¢ jiz popsanych
toxickych metabolitl je mozné se domnivat, Ze i1 ostatni, doposud ne tolik
prozkoumané druhy, disponuji stejnou, ne-li jesté rozsahlejsi Skalou syntetizovanych
toxickych latek. Nicméné ani u vétsiny jiz blize charakterizovanych metabolickych
produkti neni pfesny mechanismus jejich u¢inku doposud zcela objasnén. Z téchto
skutecnosti také vyplyva pouze hrubé naznaceni moznych pficin a disledkii plisobeni
jednotlivych skupin toxinil na vSechny tii zkoumané druhy hlistic v této praci.

Rozvoj vyzkumu metabolickych produktt bakterii rodu Xenorhabdus by vsak
mohl byt pfinosem nejen pro védu jako takovou. Snadna Kultivace bakterii, izolace

zadanych latek i jejich uchovavani by mohly zna¢né rozsitit nabidku a také
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pouzivani biologicky aktivnich latek v praktickém zeméd¢lstvi. Stejné tak by mohly
toxické metabolity bakterii rodu Xenorhabdus najit své uplatnéni naptiklad

ve farmaceutickém primyslu a pravdépodobné i v medicing.
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7 ZAVER

Izolace vSech tiiceti sedmi kmend bakterii rodu Xenorhabdus i jejich

kultivace v tekutém médiu byla Gspésna.

Jednotlivé bakteridlni kmeny se ve svém pusobeni na O. myriophila
a C. elegans navzajem znaéné liSily. Rozdily v ucinku byly pozorovany

i mezi kmeny jednoho druhu.

Hlistice O. myriophila a C. elegans reagovaly na piitomnost bakterii a jejich
metabolit rozdilné. Pisobenim bakterii byly vyrazné vice ovlivnény hlistice

C. elegans nez hlistice O. myriophila.

U nékterych testovanych kmenti bakterii byla zaznamendna vysoka toxicita
vaci O. myriophila. Symbioticky vztah s bakteriemi téchto kmenu by
pro hlistice c¢eledi Steinernematidae mohl znamenat jistou vyhodu

pii kompetici s hlisticemi rodu Oscheius.

Nejvyraznéj$i negativni Géinek na ptezivani i reprodukci O. myriophila
a C. elegans byl zaznamenan u kmend X. bovienii JAKUT a X. cabanillasii
PAMELA.

U hadatek G. rostochiensis byla v prostiedi vSech vybranych supernatanti

v disledku toxicity bakteridlnich metabolitti zaznamenana vysoka mortalita.

Stabilni toxicky vliv metabolitti na vSechny tfi cilové druhy hlistic byl zjistén

pouze u supernatantu X. cabanillasii PAMELA.
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Obréazek 2:
Housenky G. mellonella nakazené hlisticemi O. myriophila (vlevo)
Vodni past s nakazenymi housenkami (vpravo) (foto: H. Jakubikova)

Obréazek 3:

Mnozeni hlistic C. elegans na miskach s NGM kultiva¢nim médiem
(foto: H. Jakubikova)



Obréazek 4:
Nenakazené housenky G. mellonella (vlevo)

Infikované housenky piipravené k izolaci bakterii (vpravo) (foto: H. Jakubikova)

Obrazek 5:
Bakterie rodu Xenorhabdus izolované z hemolymfy housenek G. mellonella na
NBTA agaru (foto: H. Jakubikova)



Obréazek 6:
Erlenmeyerova barika s ¢istym YS mediem (vpravo)
Y'S meidum s bakteridlnim zédkalem vytvofenym po 24 hodinach (vlevo)

(foto: H. Jakubikova)

Obréazek 7:

12-jamkové miska s Woutsovym agarem ke zhodnoceni vlivu bakterialnich kultur

na O. myriophila a C. elegans (foto: H. Jakubikova)



Obrazek 8:

24-jamkova miska s bakterialnimi supernatanty pro zhodnoceni jejich vlivu na

prezivani a reprodukci G. rostochiensis (foto: H. Jakubikova)
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