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Variabilita geni mt-COX1 a mt-Cytb u parazitickych

hlistic Trichuris discolor a Trichuris ovis v Ceské republice

Souhrn

Po mnoho let byli zastupci rodu Trichuris popisovani pouze na zakladé relativné malého
rozsahu morfologickych i biometrickych znakti. Nicmén¢ toto hodnoceni se ukdzalo jako
nedostatecné u blizce piibuznych druhi. Tato diplomova prace se zabyva vyzkumem
sekvencnich polymorfismti mitochondridlnich gentt mt-COX1 a mt-Cytb a jejich vyuzitim ve
fylogenetickych analyzach druh@ Trichuris discolor a Trichuris ovis z Ceské republiky.
Analyzovano bylo celkem 18 zastupct druhu T. discolor a 18 zastupct T. ovis, ze kterych
byla izolovana genomickd DNA pomoci kitu NucleoSpin® Tissue Kit. Byly navrZeny
druhové specifické primerové pary, které umoznily spolehlivou amplifikaci majoritnich
¢asti obou studovanych mitochondridlnich genti. Pomoci amplikonové sekvenace byly u
vSech hodnocenych jedinct ziskadny reprezentativni sekvence, které poslouzily k odvozeni
haplotypli. Haplotypy byly odvozeny rovnéz z publikovanych sekvenci v databazi NCBI a
ziskana data byla zpracovéana formou tii datasetd genu mt-COX1 a dvou datasetd genu mt-
Cytb. Pro porovnani sekvenci byl pouzit program MAFFT version 7. Pro vybér optimalniho
substituéniho modelu byl pouzit program jModelTest 2.1.10 v20160303. Metoda NNI
(Nearest Neighbor Interchange) byla pouzita pro nalezeni optimalni topologie
fylogenetickych stromi. Z fylogenetické analyzy vyplyva, ze druhy T. discolor a T. ovis jsou
sesterské. Byla potvrzena velkd geneticka vzdalenost subpopulaci T. discolor a T. ovis
z Ceské republiky oproti populacim z Asie. U obou mitochondrialnich genti byla zji§téna
vy$$i haplotypova variabilita ve srovnani s publikovanou variabilitou jadernych rDNA gent.
V Ceské populaci T. discolor a T. ovis nebyla prokazana zavislost vyskytu haplotypii na
hostitelskych druzich. Vyskyt endosymbiotické bakterie rodu Wolbachia nebyl pomoci
molekularnich metod prokazan u T. discolor ani u T. ovis. Teoreticky mozna partenogeneze T.
discolor nebude ziejmé zptisobena pfitomnosti bakterii rodu Wolbachia.

Diplomové prace vznikla za podpory projekti ¢islo 20152021 a 20182005 grantoveé
agentury CIGA CZU v Praze.
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Variability of mt-COX1 and mt-Cytb genes in parasitic
nematodes Trichuris discolor and Trichuris ovis in the
Czech Republic

Summary

For many years, Trichuris species have been described only with a relatively narrow range
of both morphological and biometrical features. Moreover, there has been insufficient
discrimination between closely related species. This diploma thesis is conducted as a research
of nucleotide polymorphisms of mitochondrial genes COX1 and Cytb, respectively and their
use in phylogenetic analysis of Trichuris discolor and Trichuris ovis from the Czech
Republic. A total of 18 individuals of T. discolor and 18 individuals of T. ovis were analyzed.
Genomic DNA was isolated using NucleoSpin® Tissue Kit. Species-specific primers were
designed. These species-specific primers allowed to amplify a major parts of those two
mitochondrial genes. Using amplicon sequencing, representative sequences were obtained.
These sequences served for evaluation of haplotypes. Haplotypes were also obtained from
published sequences in the NCBI database. Obtained data has been processed into three
datasets for COX1 gene and two datasets for Cytb gene. The MAFFT version 7 was used to
compare the sequences. JModelTest 2.1.10 v20160303 was used to select the optimal
substitution model. The Nearest Neighbor Interchange (NNI) method was used to find
optimal phylogenetic trees. Phylogenetic analysis resulted that T. discolor and T. ovis are
sister species. Also large genetic distance between T. discolor and T. ovis subpopulations
from the Czech Republic was confirmed in comparison with subpopulations form Asia. In
both mitochondrial genes, higher degree of variability was detected compared to the
variability of nuclear rDNA genes. In populations of T. discolor and T. ovis from the Czech
Republic the influence of the host was not proved. The presence of bacterial endosymbiont
Wolbachia was also not proved in T. discolor nor T. ovis. Apparently, the partnerogenesis in
T. discolor may not be caused due to the presence of bacterial endosymbiont Wolbachia

This study has been funded by the Grant of Internal Grant Competition of Czech
University of Life Sciences in Prague, No. 20152021 and 20182005.
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1 Uvod

Helminti tvoii rozsdhlou skupinu bezobratlych zivocicht s kosmopolitnim rozsSifenim na
suchozemskych 1 vodnich biotopech, kde se zivi pfevazné parazitickym zptisobem zivota.

Ve svéte Jsou tito cizopasni hlisti jednou z nejrozsifenéj$ich skupin parazitd lidi i zvifat, u
kterych zplsobuji zdvazna onemocnéni helmintarniho ptivodu, tzv. helmintdzy. Nejvetsi
problém piedstavuji piedev§im v rozvojovych zemich tropického a subtropického pasu Asie,
omezenym moznostem lékaiské péte nebo §patnym stavem zdroji pitné vody (Cermakova et
al., 2007; Hedley a Wani, 2015).

A¢ jejich prevalence neni tak vysokd, helmintézy jsou béZzné i v mirném pasu a
Vv rozvinutych zemich Evropy. V naSich podminkach jsou to pfedev§im onemocnéni traviciho
traktu, zplsobend gastrointestindlnimi hlisty, jez maji negativni vliv na zdravotni stav
hospodarskych i volné zijicich zvifat a mohou tak zna¢né ovliviiovat ekonomiku
hospodaiskych podnika (Auer a Aspock, 2014).

Dle Brindleyho et al. (2009) trpi helmintézami, nebo jsou jimi v pfimém ohroZeni, vice nez
dvé miliardy svétové populace, pfiCemz nejvétsi procento je napadeno prave
gastrointestinalnimi hlisty (Cantacessi et al., 2012). Ti jsou zaroven nejrozsitenéjsi skupinou
paraziti u domadcich, ale i volné Zzijicich prezvykavciu (KabeSova, 2004; Chroust, 2006;
Charlier et al., 2015).

Helmintozy tak celosvétové predstavuji jeden z nejvétSich ekonomickych 1 zdravotnich
problémt, kdy véazné ekonomické ztraty plynou predev§im z parazitéz hospodaisky
dulezitych zvitat (Cantacessi et al., 2012).

Nékteré druhy helminti se v naSich klimatickych podminkach vyskytuji pfirozené (tzv.
autochtonni vyskyt), jiné jsou do Evropy zavleCeny z tropickych oblasti vlivem soucasné
globalizace a s rozvojem cestovniho ruchu (Chroust, 2006; Auer a Aspock, 2014)

Mezi helminty patii cizopasni zastupci kmenti Plathelminthes (plosi hlisti), ktefti
zahrnuji tfidy Trematoda (motolice), Monogenea (jednorodi) a Cestoda (tasemnice);
Nemathelminthes (obli hlisti) a Acanthocephala (vrtejs$i). Navzdory podobné vnéjsi
morfologii se jedna o taxonomicky nepiibuzné organismy. V minulosti vSak byla jejich
identifikace zalozena pravé na morfologickych znacich, které ovSem nejsou vzdy spolehlivé
ke spravnému urceni druhu. Za Ucelem zvySeni spolehlivosti taxonomické determinace se
V soucasnosti vyuzivaji molekuldrni a cytogenetické metody, které je vhodné kombinovat

s vysledky morfologickych studii.



2

Védecka hypotéza a cile prace

Cilem diplomové prace je potvrdit nebo vyvratit nasledujici védecké hypotézy:

Muta¢ni rychlost mitochondridlniho genomu je vyssi oproti jadernému genomu
a Vv priabéhu evoluce dochazi k sekven¢nim zménam, které koreluji s mezidruhovou
i vnitrodruhovou variabilitou hlistic rodu Trichuris a které koresponduje s genetickym
driftem hostitelt.

Piestoze druhy Trichuris discolor a Trichuris ovis jsou v Ceské republice
multihostitelské, nejsou sekvenéni polymorfismy genti mt-COX1 a mt-Cytb zavislé na
hostitelském druhu.

Absence saméich jedincti u Trichuris discolor v Ceské republice nemusi byt

vysvétlovana vyhradné partenogenezi indukovanou bakteriemi rodu Wolbachia.

Z uvedenych hypotéz vyplyvaji nasledujici cile prace:

Ptipravit kolekci izolované DNA z 18 zastupct Trichuris discolor a 18 zastupct
Trichuris ovis pochazejicich z riznych hostiteltl (srnec obecny, jelen evropsky, jelen
sika, dan¢€k skvrnity, los evropsky, muflon evropsky a ovce domaci).

Pomoci markert lokalizovanych v oblasti IDNA provést jednoznacné druhové urceni
u vSech hodnocenych jedinci.

Navrhnout druhové specifické primerové pary pro amplifikaci dostate¢né velkych
fragmentd genti mt-COX1 a mt-Cytb.

Provést amplikonovou sekvenaci a identifikovat haplotypy s vyuzitim doposud
publikovanych sekvenci v mezinarodnich nukleotidovych databazich.

Vypracovat fylogenetické studie.

Optimalizovat molekularni detekci bakterii rodu Wolbachia u bezobratlych na
modelovém druhu Drosophila melanogaster a postup aplikovat u studovanych druht

hlistic.



3  Literarni reSerse

3.1 Obecna parazitologie

Dle Svétové zdravotnické organizace (WHO) jsou parazité puvodci sedmi z deseti
nejsledovanéjsich infek¢énich onemocnéni, a maji tak zavazny dopad na zdravi lidi i zvifat
(Kotinkova, 2006). Nakazy parazitarniho pivodu, tzv. parazitézy provazi clovéka po celou
dobu jeho vyvoje a jsou rozsiteny kosmopolitné, avSak riziko vyssi prevalence a ohrozeni
zdravi predstavuji zejména v chudych oblastech teplého klimatu (Cerméakova et al., 2007).

Pozornost parazitarnim ndkazam je tfeba vénovat také v chovech s intenzivni zivociSnou
vyrobou, kde byva vysokd koncentrace zvifat na relativné malou plochu a miize tak dochéazet
k vy$simu vyskytu ptenosu parazitti (Prantlova-Raskova a Wagnerova, 2013). Zna¢né riziko
predstavuje také mezidruhovy pienos, zejména diky pastevnimu zptsobu chovu, kdy dochézi
ke kontaktu s ostatnimi zvifaty nebo voln¢ Zijicimi populacemi divoké zvéie (Chroust, 2006).
Je proto dulezit¢ dodrzovat zootechnickd opatfeni, pravidelné¢ sledovat zdravotni stav
chovanych zvitat a provadét potfebnd antiparazitarni oSetieni.

Nezanedbatelné nejsou ani tzv. zoondzy neboli nakazy, které jsou schopny pienosu ze
zvitat na Clov€ka. Prenos infekce ze zvifete je zpusoben bud piimym kontaktem, nebo

nepiimym pienosem skrz vektorové organismy, kterymi byva zejména hmyz (CDC, 2017).

3.1.1 Parazitologie

Parazitologie je v&da zabyvajici se nejen studiem cizopasnych organisml nebo jejich
vztahy K hostiteli a prostfedi, ale také chorobami, které zpisobuji nebo metodami ochrany a
prevence proti nim (Kotfinkova, 2006). Diky zavedeni molekularnich a genetickych metod,
patii v soucasnosti mezi rychle se rozvijejici biologické discipliny. Parazitologie se dale d¢€li

do oborti dle systematického zatfazeni zkoumaného parazita (Volf a Hordk, 2007).

3.1.2 Parazitismus

Parazitismus je v pfirod¢ velmi rozSifenym a slozitym biologickym jevem, ktery hraje
dulezitou roli v evoluci a pomaha udrzovat ekologickou rovnovahu v ekosystému (RySavy et
al., 1989; Koftinkova, 2006). Jako parazitismus oznacujeme koexistenci dvou a vice
organismt, z nichz alespoii jeden toho druhého urc¢itym zptisobem poSkozuje a Cerpa z néj ve
svij prospéch (Kotinkova, 2006). Volf a Hordk (2007) charakterizuji parazita jako zivocicha,
ktery se po cely svlij Zivot (trvaly parazit) nebo po urCitou c¢ast vyvoje (docCasny parazit)
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vyskytuje uvniti nebo na téle jiného organismu — tzv. hostitele, Zivi se na jeho tkor a je na
ném zavisly. Hostitel mu poskytuje ochranné prostfedi a potfebné Zziviny pro vyvoj a
rozmnozovani, pfiCemz je sam piitomnosti parazita poskozovan (Hordk a Scholz, 1998;
Cermakova et al., 2009). Parazité mohou hostiteli $kodit jednak mechanicky, kdy svou
pfitomnosti naruSuji funkci napadenych orgénd, piipadné toxickym uc¢inkem produkty latkové
vymeény ¢i jedovatymi toxiny, slouzici k ochrané parazita. Mira poskozeni je tedy riiznd, od

asymptomatickych latentnich infekci az po letalni nasledky patogenniho ptisobeni.

3.1.3 Rozdéleni parazitu

Parazity 1ze rozdélovat riznymi zplisoby. RySavy et al. (1989) je tfidi dle taxonomické
pfibuznosti do tii systematickych skupin bezobratlych zivocichii na prvoky (Protozoa),
helminty a ¢lenovce (Arthropoda). Parazité se vyznacuji vesmeés slozitym vyvojovym cyklem
a béhem zivota prod¢laji nékolik vyvojovych stadii, tzv. zivotnich forem, které se od sebe lisi
v riiznych fazich ontogeneze (Cermékova et al., 2009). Z hlediska Zivotnich cykli lze
cizopasné organismy délit na monoxenni neboli jednohostitelské a heteroxenni, ktefi béhem
vyvoje vyuzivaji vice hostiteli. Podle lokalizace na hostiteli se parazité déli na vnéjsi
ektoparazity, ktefi ziji na povrchu téla, a vnitini endoparazity, vyskytujici se ve vnitinich
organech hostitele. Endoparazit¢é se dale c¢leni na intraceluldrni (vnitrobunécné) a
extracelularni, kteti osidluji prostory mezi buiitkami nebo télni dutiny (Volf a Hordk, 2007).
Jinou moznosti rozdéleni je dle vztahu k orgdnovym soustavam — jsou to skupiny
cizopasnikd stfevnich (gastrointestindlni), krevnich (hematotropni), tkanovych, dutinovych

(kavitalni) a koznich (dermatotropni) (Kofinkova, 2006; Koftistek, 2015).

3.2 Helminti

Pod pojmem helmint se rozumi mnohobunéény bezobratly Zivocich, ktery alespon v
jedné fazi ontogenetického vyvoje parazituje v obratlovci.

Na paraziticky zptsob Zivota jsou adaptovani v podob¢ ptichycovacich organi a pohlavni
soustavy, ktera zabezpecuje vysokou reprodukcni schopnost. DalSim spolenym znakem
helmintl je protdhlé, bilaterdlné soumérné télo a kozné svalovy vak, ktery umoznuje pohyb
(Horék a Scholz, 1998; Volf a Horak, 2007).

Vyvojovy cyklus helmintii je pfimy nebo neptimy, dle ¢ehoz je délime na geohelminty a
biohelminty. U geohelmintli probihd vyvoj bez mezihostitele, kdy je definitivni hostitel

infikovan pfimou ingesci vaji¢ek €i larev nebo jejich aktivnim prinikem do organismu z

4



vnéjsiho prostiedi. Oproti tomu ke slozitému zivotnimu cyklu biohelmintli je krom
definitivniho hostitele, nezbytny dalsi zivocich, ve kterém probiha larvalni vyvoj (Hordk a
Scholz, 1998).

Helminty lze podle Horaka a Scholze (1998) dale rozdélit na dvé skupiny dle toho, kde se
vyskytuji — v dutindch ¢i dutych organech (tzv. coelozoiCti parazité) nebo v tkanich
(histozoicti parazité).

Dospéli jedinci parazituji nejcastéji ve stfevech obratlovcli, ale mohou napadat i jiné
organy (jatra, plice, cévni nebo nervovou soustavu aj.), pificemz kazdy druh ma ptesné
uréenou lokalizaci. Zde mechanicky poskozuji tkan hostitelského organismu a ochuzuji jej o

ziviny (Hedley a Wani, 2015).

3.3 Rod Trichuris

Trichuris neboli tenkohlavec je rod kosmopolitné rozsifenych endoparazitickych oblych
hlistt, spadajicich do ¢eledi Trichuridae. Onemocnéni, které tito parazité zplisobuji, se nazyva
trichuridéza, pricemz organovym mistem vyskytu byva obvykle slepé a tlusté stfevo.
Trichuridza je parazitdrni onemocnéni zptisobujici zdravotni problémy lidi i zvifat a ma tak
vyznamny socioekonomicky dopad po celém svété (Zainab a Khan, 2016). Hostitelé se
zpravidla infikuji alimentdrné, pozienim zneciSténé vody nebo potravy kontaminované
vajicky s infekeni larvou.

Penetrace stfevni stény larvou a dospélymi jedinci zptsobuje podrazdéni s krvacenim. A¢
vétSina piipadl napadeni tenkohlaveem vyvola latentni (asymptomatickou) parazitarni infekci
bez zjevnych klinickych projevil, pfesto tak ovliviiuje parametry uZitkovosti u napadenych
zvirat (Koudela a Russ, 2002; Hedley a Wani, 2015). Az masivni infekce, vyvolana vice jak
péti sty dospélci (Kaufmann, 1996), mize zplsobit zavazné zdravotni komplikace, jako jsou
prijmy, zanéty stfev, vznik viedul, silné krvaceni, anémie, hubnuti a dehydratace. Ne tak
bézné, ale mozné jsou i thyny, zejména u mlad’at (Taylor et al., 2007; Zainab a Khan, 2016).

Prevalence nakazy trichuriézou se v riznych regionech 1isi v zavislosti na vlhkosti a
teploté, avSak v endemickych oblastech autofi udédvaji 1 vice nez 50% zamoteni
hospodaiskych zvirat (Nath et al., 2011; Salaba et al., 2013; Gul a Tak, 2016). Odhadovana
prevalence u lidi je az 10 % svétové populace (Liu et al., 2012a; Nejsum et al., 2012; CDC,
2013).

V Evropé se prevalence pohybuje v Sirokém rozmezi od 41,8 % do 100 % u malych

prezvykavci, pfipadné 5 - 100 % Vv populacich jelenii (Rehbein et al., 1996). V Ceské
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republice byla zaznamenana mira nakazy tenkohlavcem v rozpéti od 12 do 41,6 %
(Makovcova et al., 2008; Kudrnac¢ova a Langrova, 2012).

Rod Trichuris ¢ita nékolik druht veterinarniho a lékaiského vyznamu, jako jsou Trichuris
discolor, Trichuris globulosa nebo Trichuris ovis u piezvykavca, Trichuris vulpis u psovitych
Selem, Trichuris suis u prasat nebo Trichuris trichiura, parazitujici v lidském hostiteli.
Néktera takto infikovana zvifata mohou byt nakazliva i pro ¢lovéka, nebot’ u druht T. vulpis a
T. suis byl prokazan zoonoticky potencial (Dunn et al., 2002; Nejsum et al., 2012).
Tenkohlavce lze tedy nalézt u Sirokého spektra hostitelt, pficemz je znacéné rozSifeny

predevsim u domécich a divokych prezvykavci (Salaba et al., 2013; Vejl et al., 2017).

3.3.1 Morfologie a anatomie

Pivodcem trichuridzy je bélavy, 3-8 cm dlouhy helmint. Télo hlista je valcovité protahlé
az nitkovité, pficemz se na obou koncich zuzuje, a lze jej zfetelné rozdélit na dveé casti —
hlavovou a ocasni. Pfedni hlavova ¢ast, ktera je vyrazné tenci a piedstavuje asi dvé tietiny
délky (Taylor et al., 2007), je svym koncem zanotena do stfevniho epitelu formou bunééného
syncitia, odkud tenkohlavec ziskava ziviny v podobé krve, stievniho obsahu nebo tkané
hostitele (Zainab a Khan, 2016). Siroka ocasni &ast, ve které jsou uloZeny ostatni organy,
vcetné reprodukénich, volné vycniva do lumen stieva, coz usnadiiuje kopulaci a naslednou
produkci vajicek (Anderson, 2000; Volf a Hordk, 2007). Ocas samic je rovny ¢i mirné
zakiiveny, zatimco u samci byva spiralovité stoceny (Taylor et al., 2007; Zainab a Khan,
2016).

Povrch téla tenkohlaveu je kryty vicevrstvou kutikulou, kterda ma ochrannou i opornou
funkci. Kutikula se nezvétSuje spolecné s riistem hlista, a proto je kazdé vyvojové stadium
doprovazeno svlékanim a obdobim rhstu nové povrchové vrstvy. Pod kutikulou se nachézi
pokozka, kterd spolecné s podéln€¢ ulozenymi hladkymi svaly tvofi kozné svalovy vak
umoziujici pohyb. Mezi télni st€nou a travicim traktem se nachazi télni dutina vyplnéna
tekutinou, tzv. pseudocoel. V této dutin€, ktera nahrazuje ob&hovou soustavu, jsou volné
ulozené pohlavni orgdny a Uplna travici soustava tvorend usty, hltanem, stfevem a fitnim
otvorem nebo, v pfipadné samci, kloakou. Oviparni rozmnozovaci soustava samic je
prizpusobena k vysoké nadprodukci vaji¢ek. Pohlavni organy obou pohlavi jsou jednoduché,
trubicovitého tvaru. U samct se na kaudalnim konci v okoli kloaky nachazi ptidatna pohlavni
spikula, chranéna vysouvatelnou pochvou, kterda mize byt pokryta trny. Pochva samic je

umisténa na piechodu hlavové a ocasni ¢asti (Jurasek a Dubinsky, 1993; Taylor et al., 2007).



Tenkohlavci jsou odd€leného pohlavi (gonochoristé), s vyraznym pohlavnim dimorfismem,
kdy samice byva zpravidla vétsi nez samec (Volf a Hordk, 2007). Zakladni anatomie a

morfologie rodu Trichuris je znazornéna na Obr. 1.

Obr. 1: Zakladni anatomie a morfologie rodu Trichuris: (a) samice, (b) samec
(upraveno dle Church, 2018).

3.3.2 Vyvojovy cyklus

Tenkohlavci jsou monoxenni geohelminté, takze jejich vyvojovy cyklus (Obr. 2) je piimy,
bez potieby mezihostitele (Kaufmann, 1996; Koudela a Russ, 2002). Ontogeneze trichurt
zahrnuje stadium vajicka (Obr. 3), larvy a dospélce (Hedley a Wani, 2015).

Vlivem oddéleného pohlavi je kopulace samce a samice dilezitd pro oplodnéni a

naslednou produkci vajicek. Samice klade denné ve stievech hostitele nekolik tisic vajicek,
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ktera posléze odchézi z organismu spole¢né s vykaly. Embryondlni vyvoj probihd ve vnéjSim
prostfedi za dostatecné teploty a vlhkosti, pficemz vajicka vydrzi v pad¢€ zZivotna i nékolik let.
Po minimaln¢ tfech tydnech dozravaji ve vajicku infekéni larvy, které mohou nasledné
infikovat dal$iho hostitele (Kaufmann, 1996; Koudela a Russ, 2002; Zajac a Conboy, 2006).
Nékaza probiha pozienim vaji¢ek s vyvinutou larvou, ktera je, na rozdil od vétSiny helminta,
infekéni thned v prvnim stadiu vyvoje (Taylor et al., 2007).

Po ingesci dochazi v lumen tenkého stieva k rozpusténi polovych zatek vajicka a uvolnéni
L1 larev. Ty se nasledn¢ zavrtavaji do zlazek stievni sliznice, kde se nékolikrat svlékaji a
vyviji do stadia L2 (Zajac a Conboy, 2006; Taylor, 2007). Po dospéni do druhého stadia se
larvy navraci do lumen dvanactniku, odkud migruji do svého typického stanovisté ve slepém
a tlustém stfeveé, kde se hlavovou ¢asti zavrtavaji do sliznice za tvorby bunééného syncitia
(Kaufmann, 1996; Zainab a Khan, 2016). Zde dochazi k opétovnému svlékani, pficemz larvy
pohlavné dospivaji a kopuluji. Samicky nasledné produkuji velké mnozstvi typickych vajicek,

ktera odchazeji spole¢né s trusem a cely cyklus se opakuje (Koudela a Russ, 2002).

Obr. 2: Vyvojovy cyklus rodu Trichuris
(upraveno, https://en.wikipedia.org/wiki/Trichuris_trichiura).

Penetrace stievni sliznice

a
/pohlavm’ VYVOj \ Q
Lihnuti larev ve
stfevech @ Dospéli
jedinci

T TELO HOSTITELE

(infekéni stadium) (diagnostické stadium)
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Obr. 3: Vajicko T. ovis (Prantlova-Raskova a Wagnerova, 2013).

3.4 Diagnostika

Parazitologické vySetfeni je provadéno za uclelem detekce a identifikace parazitd.
Diagnostick¢ metody paraziti se déli na piimé, nejcastéji za vyuziti mikroskopie, kdy
prokazujeme ptitomnost vajicek ¢i dospélych jedincl ve vySetfovaném vzorku; a nepfimé,
jako je naptiklad vyskyt specifickych protilatek, antigeni nebo DNA sekvenci (Taylor et al.,
2007; Prantlova-Raskova a Wagnerova, 2013).

Diagnoza trichuri, a ostatnich stievnich paraziti obecné, je obvykle zalozena na
koprologickych metodach a nasledné detekci vajicek ¢i dospélcti ve vykalech hostitelského
organismu. U jedinct s prolapsem kone¢niku Ize pozorovat dospélé cervy ptichycené ke

sliznici stieva.

3.4.1 VysSeti'eni post mortem

Parazitologicka pitva slouzi k postmortalni diagnostice parazitéz a soucasné ke stanoveni
intenzity napadeni jednotlivymi parazity. Pomoci této metody zachycujeme makroskopické i
mikroskopické vzorky parazitt (SVU Jihlava, 2018). Travici trakt by mél byt z biisni dutiny
vyjmut co nejdiive po smrti. Pro vySetfeni je nutné od sebe odd¢lit jednotlivé ¢asti traviciho

traktu, naptiklad zaskrcenim, aby se tak predeslo pfenosu paraziti z jednoho mista na druhé.



Obsah stfev se dikladné promyje proudem vody a procedi skrz sito, které zachyti pfitomné

parazity (Abakar et al., 2008).

3.4.2 Koprologické metody

Koprologie je soubor diagnostickych metod pouzivanych v parazitologii k vySetfeni
pfitomnosti parazitarnich infekci ve vykalech. Jedna se o zékladni, jednoduchou a levnou
formu diagnostiky, ktera velmi efektivné umoznuje detekci i malého poctu organismu, a je
tak hojn¢ vyuzivana ve veterinarni i humanni medicin€é. Principem je detekce vajicek
helmintd, jejich larev ¢i dospélct (Prantlova-Raskova a Wagnerova, 2013). Pro diagnostiku
stievnich parazit6z se nejcastéji pouzivaji dvé metody — tlusty natér dle Kato a koncentra¢ni
metoda. Pfipravené prepardty prohlizime meandrovitym pohybem pod mikroskopem,
pfiCemz nalezené parazity porovnavame s parazitologickymi atlasy a urujeme jejich druh
(Votava et al., 2010). Chceme-li upiesnit diagnostiku stievnich parazitt, které jsme ve vzorku

objevili, mizeme pouzit specifickd barveni (Garcia, 2006).

3421 Makroskopicka diagnostika

Makroskopie by méla byt béznou soucasti koprologickych metod a pred kazdym
zpracovanim vzorku by se mél provést jeji makroskopicky rozbor (a¢ se v praxi moc
nepouzivd). Makroskopicky rozbor vykali slouzi k detekci Utvarli, pfipominajici dospé€lce
nebo jejich casti. Také zjisténi neobvyklé konzistence, barvy nebo pfimési krve a hlenu ve
stolici mize indikovat moznou pfitomnost gastrointestinalnich patogent v organismu (Garcia,
2006)

3422 Mikroskopicka diagnostika

vvvvvv

Pro diagnostické metody parazitologickych vySetfeni je nejdalezitéjSi pouZiti
mikroskopickych metod. Pfi orientaénim vyhledavani se vzorky prohlizeji do stondsobného
zvétseni (Garcia, 2006). Pro podrobnéjsi hledani se vyuziva zvétSeni 200 - 250x. Barvené
preparaty a preparaty s pouzitim imerzniho oleje zobrazujeme pii zvétSeni 1000x (Kaufmann,
1996).

34221 Nativni preparat

Tato metoda je vhodna pro rychlé orientaéni vySetieni trusu. Pomoci nativniho preparatu

lze ve zfedéném vzorku vykall detekovat pfitomnost vajicek a larev helmintd. Malé
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mnozstvi vzorku rozmichame s kapkou vody nebo fyziologického roztoku (Garcia, 2006;
Votava et al., 2010). Nasledné tuto suspenzi prohlizime pfi zvétseni 50 - 250x. Spolehlivost
vysledkii této metody ovSem zdavisi na koncentraci paraziti ve vzorku, kterd musi byt
pomérné vysoka. Mezi dal$i nedostatky patii ztizena identifikace parazitii vlivem mozného
prekryti necistotami z vykalll nebo neschopnost zisku kvantitativnich vysledkti (Kaufmann,

1996).

3.42.2.2 Koncentra¢ni metody

Koncentraéni metody jsou nejbéznéji vyuzivané pro diagnostiku gastrointestinalnich
parazit, pficemz existuji dva typy koncentra¢nich metod — sedimentace a flotace. Obé
metody jsou navrzeny tak, aby oddé€lily vajicka helminti od vzorku vykalii odstfedénim, na
zaklad¢ jejich rozdilné mérné hmotnosti. Koncentraéni metody navic umoznuji detekci i

malého poctu organismii, které tak mohly byt prehlédnuty v nativnim preparat (Garcia, 2006).

Flotaéni koncentra¢ni metoda

Flotace je rychla, levnd a pomérmné nenarocna koprologickd metoda, ktera ma Siroké
uplatnéni v parazitarni diagnostice. Tato metoda je zaloZena na principu, kdy maji vajicka
helmintli nizsi hustotu nez flota¢ni roztok, kterym jsou obvykle roztoky soli a cukrii o vysoké
koncentraci. Volba flotatniho roztoku zavisi na druhu vySetfovaného parazita, avSak
optimalni specifickd hmotnost roztoku pro diagnostiku hlistl je mezi 1,10 a 1,30. Vajicka se
poté vlivem gravitace nebo centrifugace oddéli od fekalnich necistot a vyplavou na povrch
flotacni blanky, odkud mohou byt sebrdna pro mikroskopické vyhodnoceni. Preparaty se
ihned prohlizi pti zvétseni 40 - 100x (Kaufmann, 1996; Zajac a Conboy, 2012).

Sedimentacni koncentraéni metoda

Sedimentac¢ni metody se vyuzivaji pro zachyt tézkych vajicek, ktera diky své specifické
hmotnosti nevyplavou k hladin¢ pii flotatnich metodach (Votava et al., 2010).
ZjednoduSenym principem sedimentace je promichani fekdlniho materidlu s vodou a poté
ponechani smési po urcitou dobu v klidu, aby vajicka mohla klesnout na dno nadoby. Odtud
jsou poté odsata nebo po vyliti supernatantu prenesena na sklicko a vySetfovana pii zvétSeni
40 - 100x (Zajac a Conboy, 2012). Nevyhodou metody je, ze vznikly sediment miize

obsahovat vice fekalnich necistot (Garcia, 2006). Proces sedimentace je mozné urychlit
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pomoci centrifugace a riznych sedimentacné-koncentracnich roztokti (napf. formaldehyd,

ethylacetat nebo éter) (Garcia, 2006; Prantlova-Raskova a Wagnerova, 2013).

3.4.2.2.3 McMasterova kvantifikaéni metoda

McMasterova kvantifikaéni metoda umoznuje vypocet intenzity parazitarni infekce jako
mnozstvi vajicek nebo larev v gramu vykali. Tato metoda navazuje na flotacni metodu,
pficemz postup je stejny, avSak povrchova blanka z hladiny se pomoci pipety pfenese do
McMasterovy komurky. Vypocet se provadi vynasobenim poctu obsazenych vyvojovych

stadii ve ¢tverci komurky x100 (Kaufmann, 1996).

34224 Tlusty natér dle Kato

Tlusty natér dle Kato je standardni vySetfovaci metoda na zjisténi pfitomnost vajicek
sttevnich paraziti. Malé mnozstvi vzorku stolice rozetfené¢ho na podloznim skle pfekryjeme
celofdnovou paskou, prosycenou roztokem glycerinu a malachitové zeleni a pfitlaCime
gumovou zatkou. Takto ptipraveny preparat nechame 30 minut inkubovat pii pokojové
teploté, ¢imz dojde k projasnéni a lepSimu zviditelnéni objektd. Vzorek prohlizime pfi

zvétSeni 40 - 100x (Votava et al., 2010).

3.4.3 Morfologicka diagnostika

Rozliseni jednotlivych druhti rodu Trichuris je téméf vyhradné zalozeno na definovanych
morfologickych a morfometrickych vlastnostech (Robles, 2011; Salaba et al., 2013). A€ je dle
Spakulové (1994) vétsina zastupcti velmi dobfe popsana, mize byt jejich morfologicka
diagnostika zna¢né obtizna z divodu piekryvajicich se parametri jednotlivych znakd, ¢imz
Ize od sebe nékteré druhy hife odlisit. Identifikace je zaroven ztizena, pokud je morfologie
ovlivnéna hostitelskym druhem a dochazi tak k fenotypové plasticité, nebot’ neni dostatek
informaci o variabilit¢ znakli pod vlivem hostitele (Prosser et al., 2013). Z téchto divodi je
tedy zadouci vyuzit k diagnostice molekularnich metod detekce (Guardone et al., 2013).

V morfologické diagnostice se vyuziva opticky méfi¢ spole¢né se svételnym mikroskopem
pii zvétSeni obrazu 40 - 400x (Zainab a Khan, 2016). V piipad¢ ur¢ovani novych druhl nebo
sledovani detailii na kopula¢nich orgénech lze jako dopliitkovou metodu vyuzit skenovaci

elektronovy mikroskop, ktery umoziuje zobrazeni detailnich struktur (Torres et al., 2011;
Salaba et al., 2013).
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Jednotlivé druhy se od sebe odliSuji na zaklad¢ nésledujicich parametrt: celkovad délka
téla, délka hlavové a ocasni ¢asti, Sitka ve stfedu hlavové ¢asti (v misté spojeni jicnu a stfeva),
maximalni $itka ocasni ¢asti nebo délka predniho useku jicnu (Salaba et al., 2013). Nicmén¢
hlavni rozdily jsou ve velikosti a tvaru pohlavnich organt, pficemz délka a tvar spikuly je

povazovana za hlavni kritérium pii identifikaci samct (Vejl et al., 2017). Mezi dalsi

vvvvv

vV

charakteristikach utvareni vulvy (Cutillas et al., 2009), pfitomnosti kutikularnich trnd v jejim
okoli (Torres et al., 2011), pfipadné na vzdalenosti vulvy od dé€lozniho svérace (Callejon et
al., 2012; 2015b). Morfologie vulvy je vSak pomérné variabilni a nemize tak slouzit jako
relevantni znak pfi ur¢ovani druhti (Vejl et al., 2017).

V pripad¢ diagnostiky vaji¢ek se méfi jejich délka a Siika. Ovalna vajicka tenkohlavct jsou
zlutohnéda a silnosténnd, s typickym citronovitym tvarem a dvéma bezbarvymi polovymi
zatkami, ovSem mezidruhové rozdily jsou minimélni. Z toho divodu muze byt jejich
morfologicka diagnostika narocnd a hrozi tak riziko nespravného urceni druhu (Guardone et

al., 2013).

3.5 Systematika

Soucasnéd systematika neboli taxonomie zkoumé diverzitu organismil a hierarchicky je
¢leni do skupin dle fylogenetickych vztahli. Zabyva se jejich poznavanim, tfidénim a
klasifikaci. Kazda taxonomicka skupina tak seskupuje pfibuzné jedince, kteti jsou definovani
urcitymi znaky, jez je odliSuji od ostatnich taxonomickych skupin. Az do 50. let minulého
stoleti byli vSak helminté v ramci starSich systému zafazovani do kmene Vermes (Cervi), kdy
bylo clenéni zalozeno pfevazn€ na vné€jsi morfologii a studiu vyvojovych cyklid. Az
S nastupem modernich vyzkumnych metod bylo prokazéano, Ze tento kmen uméle sdruZoval
skupiny, které nejsou fylogeneticky pfibuzné a helminti tak systematicky patii k nékolika
vzajemné si nepiibuznym liniim Platyhelminthes, Nematohelminthes a Acanthocephala

(Spakulova, Holecova et al., 2013).
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3.5.1 Taxonomické zarazeni
RiSe: Animalia (Zivo¢ichové)
Podrtise: Eumetazoa (pravi mnohobunécéni)
Kmen: Nematoda (hlistice)
Ttida: Adenophorea
Rad: Enoplida (nitkovci)
Podfad: Trichinellina
Nadceled’: Trichinelloidea
Celed”: Trichuridae (tenkohlavcoviti)

Rod: Trichuris (tenkohlavec)

Gibson et al. (2014)

Zastupce rodu Trichuris mtizeme nalézt u Sirokého spektra hostitelt, pricemz v Evropé€ se
hojné vyskytuje nékolik druhli s veterindrnim, ale i 1ékafskym vyznamem, ktefi parazituji
V tlustém stieve.

Tenkohlavei jsou nejbéznéjSimi parazity prezvykaved. U této skupiny zivocichd se
vyskytuji druhy, jako jsou T. ovis (tenkohlavec ov¢i), T. globulosa T. discolor nebo Trichuris
skrjabini, ktefi zptsobuji onemocnéni pievazné u ovci, koz, skotu a jinych piezvykavcd,
ptipadné Trichuris capreoli u jelend (Kaufmann, 1996; Zajac a Conboy, 2006; Salaba et al.,
2013).

Na zékladé morfologickych a biometrickych charakteristik vSak bylo nékterymi autory
(Cutillas et al., 1995) zjisténo, ze v piipadé druht T. globulosa a T. ovis se pravdépodobné
jednd o zéstupce jednoho druhu. Tuto domnénku potvrdil Oliveros et al. (2000) pomoci
amplifikace a sekvence mezernikli ITS2 ribozomalni DNA.

U hlodavcu parazituji Trichuris muris a Trichuris arvicolae, ktefi napadaji mySovité,
hraboSe a kiecky (Cutillas et al., 2002; Taylor et al., 2007) nebo Trichuris myocastoris
(Rylkova et al., 2015), nalezeny u nutrie. Zajice a kraliky napada tenkohlavec zvany Trichuris
leporis. U divokych i domacich prasat miizeme najit T. suis (tenkohlavec praseci), zatimco

kosmopolitné rozsifeny T. trichiura (tenkohlavec lidsky) se nachéazi u ¢lovéka a vysSich
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primatt (Taylor et al., 2007). Z dal$ich evropskych druht je to naptiklad T. vulpis, parazitujici
u pst a psovitych Selem (Zajac a Conboy, 2006; Taylor et al., 2007) nebo méné znamy

Trichuris feliui, kterého lze najit ve stfevech krtkt (Ribas a Casanova, 2005).

3.6 Fylogenetika

Fylogenetika je systematicky obor biologie, ktery se zabyva studiem evolu¢niho vyvoje
organismd, stupném jejich vzajemné piibuznosti a ¢lenénim do vysSich taxonti na zakladé
homolognich znakl. VSechny organismy jsou tak klasifikovany v zavislosti na spole¢nych
rysech a vlastnostech, které jsou vyuzivany pro odvozeni evolu¢ni vztahti. Obecnym
ptistupem fylogenetické klasifikace je, ze ¢im vice je druh a piibuzny druhu b, tim je

Vyvoj druhit v procesu evoluce se nazyva fylogeneze. Mira piibuznosti se vyjadiuje
riznymi metodami pomoci souboru urcitych znakl, jako jsou morfologické, biologickeé,
ekologické ¢i genetické vlastnosti organismi (Delsuc et al., 2005). Vysledné piibuzenské
vztahy a prubéh evoluce jednotlivych skupin se schematicky znazornuji do fylogenetického
stromu, tvofeného uzly a vétvemi. Jednotlivé uzly reprezentuji taxonomické jednotky, kdy
termindlni uzly zndzorfiuji soucasné taxony a vnitini uzly pfedstavuji jejich hypotetické
pfedky. Délky vétvi mohou odpovidat casové vzdalenosti a poctu evolu¢nich zmén. Stromy
muzeme rozdélit na zakofenéné (rooted) a nezakofenéné (unrooted). Stromy zakoienéné
predpokladaji nejstarSiho spole¢ného predka studovanych taxont, ktery reprezentuje koten
stromu. Naopak u nezakofenénych stromll neni spolecny ptfedek definovan a vyjadiuje
ptredevsim piibuznost zkoumanych druhti (Hodgman et al., 2009).

V soucasné dobé rozliSujeme 3 druhy taxonti — monofyleticky, parafyleticky a
polyfyleticky. Monofyleticky taxon neboli klad, zahrnuje jednoho spolecného piedka a
vSechny jeho potomky. Pfislu$nici monofyletické skupiny jsou charakterizovani jedine¢nymi
znaky, které tento taxon definuji. Parafyleticky taxon pochazi ze spole¢ného piedka, avSak
neobsahuje vSechny jeho potomky, nebot’ z ne€kterych se vyvinuly taxony nové, které do
plvodni skupiny nefadime. Piikladem takového taxonu jsou plazi, kteti v klasickém pojeti
nezahrnuji ptaky, avsak sdileji s nimi spole¢ného ptredka. Polyfyleticky taxon je skupina
zalozend na nezavisle vzniklé podobnosti, bez existence spolecného predka. Polyfyletické
taxony vznikaly v minulosti, kdy nebyly k dispozici pokrocilejsi diagnostické metody a

organismy byly sdruzovany do skupin dle podobnosti fenotypovych znakt (tzv. homoplazii),
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které vznikaly nezavisle u fylogeneticky nepiibuznych druhii vlivem pfizpisobeni se na
podobny zpiisob Zivota v uréitém prostiedi (Flegr, 2009; Spakulova, Holecova et al., 2013)

Pro rekonstrukci vzajemnych vztahti mezi jednotlivymi skupinami pfedk a potomki se
V soucasnosti vyuziva pievazné kladisticky a evolucné systematicky ptistup.

U kladistiky je zékladnim predpokladem myslenka, ze se ¢lenové jedné skupiny vyvinuli
ze spole¢ného predka, odstépenim od sesterské skupiny. Organismy tedy nejsou klasifikovany
na zéklad¢ morfologické podobnosti, ale podle jejich potadi v evolu¢nim stromu. Kladisticky
druh dle TomSovského (2015) vznika odstépenim (speciaci) a zanika vymfenim (extinkci).

Tento zplsob klasifikace se snazi, aby co nejptesnéji vyjadfoval piibuznost organismi.
Z kladistického hlediska jsou tedy pouze monofyletické taxony jedinou spravnou formu
taxonu. Vzajemné vztahy jsou graficky zndzornény pomoci kladogramu.

Oproti tomu tradicni evoluéné-systematicky pfistup zohlediiuje nejen kladogenezi, ale také
hromadéni fenotypovych zmén a vyvoj vlastnosti v rdmci evoluce jednotlivych linii. U
fylogenetického druhu je tedy pozadavek na monofyleti¢nost a pfitomnost urcitych znakd,
které jsou vhodné k odliSeni od jinych druh (TomsSovsky, 2015). Vysledkem je fylogram,
ktery tak znédzoriiuje stupenn piibuznosti taxonli a zaroveil miru arychlost prodélanych

evoluénich zmén (Spakulova, Holecova et al., 2013).

3.6.1 Molekularni fylogenetika

Molekularni fylogenetika vyuziva molekularnich metod a molekularnich znaki k zjisténi
pribuznosti druhli a mechanismu jejich evoluce.

Pod pojmem molekularni znaky se rozumi informace ulozené v sekvencich makromolekul,
jako jsou DNA, RNA a proteiny. Udaje o sekvencich nukleotidil jsou zdrojem obrovského
mnozstvi dat a jejich vyuziti proto nabizi zna¢né vyhody v porovnani s klasickymi metodami
fylogenetiky, zaloZenych na morfologickych nebo biologickych znacich.

Nejvhodnéj$im zdrojem informaci pro kladistické analyzy je podle Spakulové, Holecové et
al. (2013) primarni struktura DNA, nebot’ na trovni sekvence nukleotidi vznikaji evolucni
zmény ve form¢& mutaci, které jsou pfedavany do dalSich generaci, a nesou tak v Sobé
informace o historii daného tiseku DNA nebo proteinu. Nasledné porovnani s odpovidajicimi
lokusy jinych organizmii ndm umoznuje identifikaci jedince a jeho druhovou ptislusnost nebo
zjisténi pribuzenskych vztahli tohoto druhu ¢i taxonomické skupiny s jinymi, evolu¢né

vzdalenymi.
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Kazdy nukleotid pfedstavuje samostatny molekuldrni znak, tudiz je variabilita DNA
ovlivnéna pouze riznym uspotfaddanim nukleotidii v odpovidajicim useku, bez vlivu vnéjsiho
prostiedi, jak tomu muze byt u vétsiny fenotypovych znaki béhem ontogeneze (Flegr, 2009).

Jelikoz jsou sekvence DNA tvofeny pouze cCtyfmi nukleotidy, je jejich pouziti ve
fylogenetickych analyzach snaz$i v porovnani s nékterymi klasickymi znaky. Zaroven vsak
velikost molekuly DNA zajistuje dostatecné mnozstvi vhodnych sekvenci, které umoziuji
porovnavat i vzajemn¢ nepiibuzné organismy na riznych taxonomickych trovnich.

Pro fylogeneticky vyzkum vysSich taxonl se Casto vyuZzivaji konzervativni useky danych
makromolekul, jako jsou naptiklad sekvence genti kodujicich proteiny, sekvence genl pro
malou a velkou podjednotku ribozoméalni RNA (18S a 28S) nebo udaje o lokalizaci
mitochondridlnich genli. Naopak rychleji mutujici useky, které v sobé v pribéhu evoluce
kumuluji mutaéni zmény, jako jsou repetitivni sekvence jaderné DNA, oblasti ITS1 a ITS2
ribozomalni DNA nebo mitochondrialni geny pro podjednotku 1 cytochrom c¢ oxidazy
(COX1), cytochrom b (Cytb) a nikotinamid dehydrogenazu (nad4), jsou vhodné pti vyzkumu

populaéni genetiky a pii porovnavani druhil a populaci (Spakulova, Holecova et al., 2013).

3.6.2 Metody konstrukce fylogenetického stromu

Fylogenetické stromy mohou byt sestavovany na zdklad€ tabulky podobnosti nebo dle
vzdalenosti, které poukazuji na podobnost mezi taxony pro vybrané znaky. Znaky zvolené pro
porovnani mohou byt morfologické, biochemické nebo molekularni (Macholéan, 2014).

V ptipadé, Ze jsou pouzity molekularni znaky, je pro konstrukci fylogenetického stromu
nezbytny alighment neboli pfiloZeni sekvenci, pfi¢emz spravnost provedeni je klicova pro
fungovani dalSich fylogenetickych metod. Jedna se o sefazeni a vyhodnoceni rozdili mezi
porovnavanymi nukleotidovymi ¢i aminokyselinovymi sekvencemi, kdy jsou zohlednény
shodn¢ sekvence 1 nalezené mezery, které charakterizuji podobnost ¢i rozdilnost
srovnavanych sekvenci. Cilem alighmentu je najit a seskupit podobné useky, které tak mohou
znacit ptipadnou piibuznost (Hodgman et al., 2009; Snustad a Simmons, 2009; Macholan
2014).

Existuji dva metodické pfistupy pro tvorbu fylogenetického stromu ze ziskanych dat.
Jednim z nich je distan¢ni, ktery na zakladé algoritmického vypoctu, coz je sled specifickych
krokd, stanovi jeden nejpravdépodobnéjsi fylogeneticky strom. Druhym pfistupem je
znakova analyza, kterd sestavi vSechny mozné fylogenetické stromy a pomoci kritéria

optimalnosti pak zvoli ten nejpravdépodobné;si.
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V soucasnosti se pro konstrukci fylogramu nej¢astéji pouzivaji tii zdkladni metody a jejich
ptipadné modifikace — minimum evolution (ME), maximum likelihood (ML) a maximal
parsimony (MP) (Delsuc et al., 2005).

Minimum evolution (ME, metoda minimalni evoluce), je jednou z distan¢nich metod, ktera
pro vypocet pouziva vzajemné vzdalenosti sekvenci. A¢ je metoda pocetné narocna, je
vhodné pro rychlou analyzu velkého mnozstvi dat. Metoda minimdlni evoluce porovnava
jednotlivé fylogenetické stromy podle souctu délek vSech vétvi a nasledné vybere ten, ktery
ma soucet délek nejmensi (Rzhetsky a Nei, 1992).

Metoda maximalni vérohodnosti (ML, Maximum likelihood) se prosadila jako
nejspolehlivéjsi a je vhodna pro analyzu vzdalené ptibuznych sekvenci. Tato metoda zjistuje
pravdépodobnost, nakolik se shoduje teoreticky evolucni model se souborem realnych znakd.
Na zakladé toho hleda strom, ktery nejlépe odpovidd pozorovanym znakim a mohl by tak
odpovidat i skuteéné evoluci sekvenci (Felsenstein, 1981; Spakulova, Holecova et al., 2013).

Metoda maximalni uspornosti (MP, Maximum parsimony) je zdkladni metodou
v kladistice, kdy se soubor znakii charakterizujici analyzovanou skupinu porovnava s udaji
blizce pfibuzné ,,outgroupové® skupiny. Na zaklad¢ toho hleda fylogramy, ve kterych je pro
vznik taxond potfeba co nejméné evolucnich zmén v podobé mutaci neboli nejkratsi mozna
cesta od predka k potomkovi. Podstatou metody je volba fylogenetického stromu s minimalni
celkovou délkou neboli nejmensim poctem evolucnich krokii. Nezohledniuje ovsem evoluéni
rychlost, kdy evolu¢ni novinky v podob& apomorfnich znakl vznikaly rizné dlouhou dobu, a
trpi tak ¢astymi chybami (Spakulova, Holecova et al., 2013; Macholan, 2014).

Pro nasledné zhodnoceni kvality a spolehlivosti fylogenetické analyzy se nejCastéji
pouziva metoda bootstrapingu. Bootstrapova procentudlni hodnota vyjadiuje stupenn podpory
vétveni v jednotlivych uzlech vzhledem ke vstupnim datim. Vysledek této metody je
métitkem pravdépodobnosti, Ze zvoleny fylogeneticky strom znazorfuje skute€nou fylogenezi

(Hillis a Bull, 1993).

3.7 Metody molekularni biologie

3.7.1 Izolace nukleovych kyselin

Izolace neboli extrakce DNA ¢i RNA je prvni fazi vétSiny molekuldrnich metod, jejimz
principem je oddéleni nukleovych kyselin z biologického materialu. Nasledna purifikace pak

slouzi k odstranéni nezddoucich kontaminant ze vzorku a k zisku nukleové kyseliny
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Vv dostate€ném mnozstvi a Cistoté. Izolace nukleovych kyselin zahrnuje tfi zdkladni kroky —
rozruseni bunék a tkani, odstranéni kontaminujicich latek a vlastni extrakci DNA nebo RNA.

K uvolnéni vnitiniho obsahu bunék je nutné vyvolat jejich lyzi ptisobenim degrada¢nich
enzymt, detergentl ¢i chelatacnich Cinidel. K dezintegraci bunécné stény bakterii, rostlin ¢i
hub se pouzivaji latky jako lysozym, celulazy nebo EDTA. Lyzi zivo¢isnych bungk, které
postradaji bunécnou sténu, lze indukovat slabymi detergenty. Z takto rozrusenych bunék
vznika v lyzaénim roztoku smés nukleovych kyselin a degradac¢nich produktt bunky, jako
jsou proteiny, lipidy, sacharidy, uhlovodiky nebo nizkomolekularni latky. K odstranéni
kontaminant ze smési se vyuziva nukledz, protedz a jinych preciStovacich enzymu. K vlastni
extrakci nukleovych kyselin se pouzivaji metody na principu rozdilné rozpustnosti
makromolekul, ultracentrifugaci v gradientnich roztocich nebo jejich adsorpce k pevnym
povrchim.

Dnes se nejcastéji pouziva metoda fenol-chloroformové extrakce, ktera odstranuje proteiny
z bunécného lyzatu pomoci smési fenolu a chloroformu nebo fenolového pufru. Tyto
organické latky zplsobi denaturaci proteini a separaci jednotlivych vrstev, pfiCemz
centrifugaci se oddéli organickd a vodni faze, ve které je rozpusténa DNA nebo RNA.
Nukleové kyseliny jsou nasledné vysrazeny alkoholem a ziskany precipitat je rozpustén ve

vodném roztoku, obsahujici obvykle pufr a inhibitor nukleaz (Smarda et al., 2010).

3.7.2 PCR (Polymerase Chain Reaction)

PCR neboli polymerdzova tetézova reakce je relativné jednoduché a nejcastéji pouzivana
metoda, ktera umoziiuje mnohonasobné namnozeni (amplifikaci) specifického useku DNA in
vitro (Bartinkova et al., 2011; Prantlova-Raskova a Wagnerova, 2013). Vyhodou je, Ze
vyzaduje minimdlni mnoZstvi DNA a lze tedy pouzit prakticky jakykoli vzorek, ktery tuto
vyizolovatelnou DNA obsahuje.

Principem reakce je cyklicky se opakujici enzymatickd syntéza mnoha kopii templatové
DNA, béhem které se pravidelné opakuji tfi teplotné fizené faze — denaturace, annealingu a
prodluzovéani (Smarda et al., 2010).

Pozadovany usek nukleotidové sekvence je vymezen navazanim dvou vhodné vybranych
oligonukleotidovych primert, které specificky hybridizuji s komplementarnimi sekvencemi
na obou koncich studovaného tiseku DNA a slouzi jako zaklad pro tvorbu novych vldken.
Tyto primery se vazou na protilehld vlakna denaturované DNA tak, Ze jejich 3’-konce smétuji

proti sob¢. Nasledna syntéza novych vldken podle jednofetézcovych templati probiha
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obousmérné od obou primerti ve sméru 5‘—3° a je katalyzovdna enzymem termostabilni
DNA polymerazou, na principu komplementarity bazi. Casto pouZivanou je polymeraza
izolovana z bakterie Thermus aquaticus, oznacovana jako Taq polymeraza, ktera odolava
teplotam, pii nichz DNA denaturuje (Smarda et al., 2010; Barttiiikova et al., 2011)

Reak¢ni smés pro PCR obsahuje nezbytna komponenta pro pribéh reakce, jimiz jsou
templatovda DNA, syntetické oligonukleotidové primery, deoxyribonukleosidtrifostaty
(dNTP), termostabilni DNA polymeraza a hofeénaté ionty (Mg?"), piipadné PCR pufr
(Bartankova et al., 2011).

Amplifikace probihd v pfistroji zvaném termocykler, ve kterém se automaticky méni
teplota v pfedem naprogramovanych ¢asovych intervalech a v zavislosti na teploté reak¢ni
smési tak dochazi ke stfidani jednotlivych kroki cyklu:

1. Denaturace templatové DNA a separace na jednotliva vlakna pii 94 °C, po dobu 30 s

2. Nasednuti (annealing) primert k oddélenym fetézcim DNA pti 30-65 °C, po dobu 30-
60 s, ¢imz dojde hybridizaci.

3. Polymera¢ni reakce (prodluzovani, extenze) probiha pfi teploté 65-75 °C, po dubu 45-
90 s, pficemz dochazi k syntéze novych fetézcti dna pomoci DNA polymerazy. Nové
vytvorené fetézce poté slouzi jako templaty pro dalsi cyklus.

Tyto kroky se neustale opakuji, az do dosazeni optimalniho mnozstvi DNA. Neustalym
stfidanim denaturace a syntézy dojde po kazdém cyklu zdvojnasobeni poétu molekul
amplifikovaného useku a podet kopii DNA tak roste geometrickou fadou (Smarda et al., 2010;
Bartaiikova et al., 2011).

Vizualizace a analyza velikosti vysledného produktu (amplikonu) se provadi gelovou
elektroforézou na agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu. Na PCR vsak navazuji i dalsi
metody ¢i jeji modifikace, které umoznuji zpracovani daného useku pro ziskani podrobnéjsich
informaci. Jsou jimi napfiklad sekvenace amplikonu pro stanoveni jeho konkrétni
nukleotidové sekvence, hybridizace se znafenou sondou nebo posouzeni vznikajicich

restrikénich fragmentli pomoci restrikénich enzyma (RFLP-PCR).

3.7.3 Gelova elektroforéza

Elektroforéza patfi k nejpouzivanéjSim separacnim technikdm v molekularni biologii
slouzicim k izolaci a analyze nukleovych kyselin nebo proteinti v zavislosti na jejich velikosti,
konformaci a naboji. K separaci lze rovnéz pouzit i kapilarni elektroforézu, ktera je plné

automatizovana a spotiebuje velmi malé mnoZzstvi vzorku.
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V pripadé nukleovych kyselin je principem elektroforézni metody pohyb zaporné nabitych
molekul DNA nebo RNA v elektrickém poli smérem k opa¢né nabité anodé. Vzorky se
nanaseji do jamek v gelu, vytvoienych pomoci hiebinku.

Gelova elektroforéza nukleovych kyselin se provadi na vhodném nosici, kterym nejcastéji
byva agardzovy ¢i polyakrylamidovy gel o riizné hustoté. V gelu se tak vytvaii slozita sit
polymernich molekul s pory, jimiz se rizné¢ velké molekuly pohybuji rtiznou rychlosti.
Rychlost pohybu makromolekul oznacujeme jako elektroforetickou pohyblivost, kterd je
nepiimo umeérna k jejich velikosti. Pro odhad velikosti neznamych makromolekul se do jedné
jamky gelu nanasi tzv. hmotnostni standard o definované velikosti jednotlivych fragmentt,
ktery slouzi pro porovnani elektroforetické pohyblivosti.

Po dokonceni elektroforézy je potfeba zviditelnit polohu separovanych molekul. Pro
vizualizaci nukleovych kyselin, zejména DNA, se nejcastéji pouziva znaéeni ethidium
bromidem, ktery po osvétleni ultrafialovym zarenim zviditelni oznac¢ené fragmenty. K detekci
poloh fragmentt 1ze rovnéZz pouzit radioaktivni znaceni nebo hybridizaci se znacenou sondou.

Rozdé&lené molekuly lze posléze z gelu izolovat (Smarda et al., 2010)

3.7.4 Sekvenovani DNA

Cilem sekvenovani je stanoveni primarni struktury neboli poradi ¢i sekvence nukleotidl
v molekule DNA. Znalost primarni struktury DNA nam nasledné umoziuje odvozeni
aminokyselinovych sekvenci kodovanych proteinti. Metody sekvenovani DNA jsou zaloZeny
na piipravé molekul DNA s pfesné definovanymi konci a nésledné separaci a detekci
fragmentli DNA, jejichZ velikost se 1i8i o jeden nukleotid.

Elektroforéza patii k nejpouzivanéjSim separacnim technikdm v molekularni biologii
slouzicim k izolaci a analyze nukleovych kyselin nebo proteinti v zavislosti na jejich velikosti,
konformaci a naboji. K separaci lze rovnéz pouzit i kapilarni elektroforézu, ktera je plné
automatizovana a spottebuje velmi malé mnozstvi vzorku.

V ptipadé nukleovych kyselin je principem elektroforézni metody pohyb zaporné nabitych
molekul DNA nebo RNA v elektrickém poli smérem k opacné nabité anodé. Vzorky se
nanaseji do jamek v gelu, vytvofenych pomoci hiebinku.

Gelova elektroforéza nukleovych kyselin se provadi na vhodném nosici, kterym nej€astéji
byva agardzovy ¢i polyakrylamidovy gel o riizné hustoté. V gelu se tak vytvaii slozita sit
polymernich molekul s pory, jimiz se ruzné velké molekuly pohybuji riiznou rychlosti.

Rychlost pohybu makromolekul oznacujeme jako elektroforetickou pohyblivost, kterd je
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nepiimo umérna k jejich velikosti. Pro odhad velikosti neznamych makromolekul se do jedné
jamky gelu nanasi tzv. hmotnostni standard o definované velikosti jednotlivych fragmentt,
ktery slouzi pro porovnani elektroforetické pohyblivosti.

Po dokonceni elektroforézy je potieba zviditelnit polohu separovanych molekul. Pro
vizualizaci nukleovych kyselin, zejména DNA, se nejCastéji pouziva znaceni ethidium
bromidem, ktery po osvétleni ultrafialovym zafenim zviditelni oznacené fragmenty. K detekci
poloh fragmentl 1ze rovnéz pouzit radioaktivni znaceni nebo hybridizaci se znacenou sondou.

Rozdélené molekuly Ize posléze z gelu izolovat (Smarda et al., 2010).

V soucasnosti se pro sekvenovani DNA vyuzivaji dvé odlisSné metody — chemickad a
enzymaticka.

Chemicka neboli Maxam-Gilbertova metoda je zaloZzena na specifické degradaci
nukleovych kyselin pomoci chemickych sloucenin, pficemz dochazi ke $tépeni v mistech
s uréitou nukleovou bazi. Metoda pracuje s kratkymi useky jednovldknové i dvouvlaknové
DNA, ktera je na jednom konci radioaktivné znac¢ena, nejéastéji fosforem. Tento vzorek DNA
je rozdélen na Ctyfi €asti, pfiCemz kazda je vystavena chemikaliim, které specificky pterusuji
fetézec DNA v misté rozpoznani urcitého nukleotidu, ¢imz vznikne smés rizné dlouhych
fragmentl, konc¢icich v misté urcité baze. Fragmenty z téchto ¢ty reakci se nasledné umisti
vedle sebe na polyakrylamidovy gel a spusti se elektroforéza. Toto zplsobi sefazeni sekvenci
podle délky, kterd by se meéla liSit o jeden nukleotid. Naslednym odectenim pozice
jednotlivych nukleotidd se docili stanoveni sekvence daného useku DNA (Rédei, 2008;
Smarda et al., 2010).

Druhou, nej€astéji pouzivanou metodou je enzymaticka neboli Sangerova metoda
sekvenovani, kterd vyuziva terminaci enzymatické syntézy DNA po zabudovani
dideoxyribonukleotidu (ddNTP) do komplementarniho vldkna. Principem této metody je
vyuziti DNA, jez ma byt sekvenovana, jako templat pro syntézu komplementarnich fetézcti
rizné délky pomoci DNA polymerazy.

K priibéhu reakce je tedy nutné ptitomnost jednovlaknové DNA (templatu), primeru, DNA
polymerézy, deoxynukleotidtrifosfati (dANTP) a jednoho ze ¢étyi dideoxynukleotidtrifosfata
(ddNTP). Sekvenacni reakce je opét provadéna ve ¢tyfech odd€lenych vzorcich, pricemz
kazdy obsahuje jeden ddNTP, ¢imz nésledné stanovuje poradi jednoho ze Ctyi nukleotidi.
Dideoxynukleotidy pfitomné v reakéni smési ve vhodn€ zvoleném poméru se zaclenuji

ndhodn¢ do noveé vznikajiciho vldkna na misto pfislusného deoxynukleotidu.
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Dideoxynukleotidy ovSem postradaji na svém 3’- konci hydroxylovou skupinu, na niz by se
mohl navazat dal$i nukleotid, ¢imz dochézi k zastaveni syntézy a fetézec se nemtize dale
prodluzovat. Vysledkem Sangerovy metody je vznik rizné dlouhych fragmenti DNA, které
na svém konci nesou specificky znaceny dideoxynukleotid. Po probéhnuti polymeracni
reakce se vytvorené produkty denaturuji a separuji vedle sebe na polyakrylamidovém gelu
pomoci elektroforézy. Nasledny odecet délek znacenych dideoxynukleotidd nam indikuje

sekvenci nukleovych bazi v analyzovaném vzorku DNA.

V soucasnosti se pii sekvenovani vyuzivaji téméf vyhradné automatické sekvenatory, které
jsou variantou enzymatického sekvenovani a velmi urychluji cely proces. Syntéza DNA totiz
probihd pouze v jedné reakci a vzniklé produkty jsou znaceny dideoxynukleotidy s
fluorescenénimi barvivy, jejichz detekce a stanoveni potadi nukleotidii probiha v kapilarni

elektroforéze pomoci laserového detektoru (Smarda et al., 2010).

3.8 DNA barcoding

DNA barcoding je rozvijejici se taxonomickd metoda, kterd vyuziva velkého mnozstvi
kratkych fragmenti DNA k urychleni a usnadnéné rozliSovani druht a identifikaci neznamych
¢1 poskozenych vzorkl. Barcoding se od molekuldrni fylogeneticky li§i v tom, Ze hlavnim
cilem neni zjiStovani pfibuznosti, ale identifikace nezndmého vzorku a jeho nasledné
zaClenéni do existujici klasifikace.

Nazev "barcode" vychazi z anglického piekladu pro ¢arovy kod, ¢imz je v biologii minén
kratky a specificky Gsek DNA, jehoz analyza bude rychla a levna. Myslenkou DNA
barcodingu je, Ze genom kaZzdého biologického druhu obsahuje tuto kratkou nukleotidovou
sekvenci, kterd je pro n¢j unikatni a na jejimz zakladé by mélo byt mozné odlisit od sebe
jednotlivé druhy (Hebert et al., 2003a; Roopnarine, 2006). Pozadovana sekvence by vSak
podle Roopnarineho (2006) méla podléhat mutacim v takové rychlosti, aby byla schopna
odlisit blizce ptibuzné druhy a zaroven minimalizovat rozdily mezi jednotlivci uvniti druhu.
Cilem DNA barcodingu je tedy vytvofit rozsahlou databazi téchto kratkych fragmentd DNA
od mnoha jedinctl, ve které by mohly byt vzorky porovnavany a poskytla by tak unikéatni
zdroj dat pro vyzkum a rozvoj biodiverzity. V soucasnosti existuje voln¢ ptistupny informacni
systém s ndzvem The Barcode of Life Data System (BOLD), ktery podporuje ziskavani,
uchovani, analyzu a publikaci zaznamu barcodovych DNA kodua (Ratnasingham a Hebert,
2007).
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V kvétnu 2004 vzniklo mezinarodni sdruzeni Consortium of the Barcode of Life (CBOL),
sdruzujici vice jak 120 organizaci. CBOL podporuje rozvoj mezinarodniho vyzkumu,
potfebného pro vybudovéani barcodové knihovny pro eukaryotni organismy, ktera by tak
Vv budoucnu méla byt rozsahlejsi, nez databaze GenBank Cilem této organizace je prosadit
barcoding jako celosvétovy standard pfi identifikaci biologickych druhti (Ratnasingham a
Hebert, 2007).

Nejbéznéji vyuzivany region pro barcoding zivoCichl je mitochondridlni gen pro
podjednotku 1 cytochrom c¢ oxidazy (COX1), nebot’ prokazal vysokou tspéSnost pii druhové
identifikaci, ptipadné¢ diverzifikaci vyssich taxond. Nedavné vyzkumy prokazaly, ze vice jak
95 % zivo€isnych druht vlastni odlisitelnou coxl sekvenci (Hebert et al., 2003a; 2003b).
Vyhodou pouziti tohoto genu je, Ze jeho sekvence je dostatecné kratkd, aby mohla byt rychle
sekvenovana a zarovei dostate¢né dlouhd, aby mohla slouzit k identifikaci druhii. Usp&ch
barcodingu pomoci coxl je zejména pii urCovani kryptickych ¢i nezndmych druhd nebo u

druht, jejichz fenotyp je ovlivnén v zavislosti na vnéjsich podminkach (Hebert et al., 2003a).

3.9 Mitochondrie a jejich genom

Mitochondrie jsou esencidlni semiautonomni membranové organely v eukaryotickych
bunkach. Jejich zakladni funkci je produkce energie pro organismus V podobé bunééné
dychani, pfi kterém vznikad energeticky bohaty adenosintrifosfat (ATP). Pocet mitochondrii
Vv burice se odviji od typu buiiky a mlize nabyvat od desitek po tisice. Jednou z hypotéz jejich
puvodu v eukaryotickych bunikach popisuje endosymbioticka teorie, ktera pfedpoklada, Ze
mitochondrie byly plvodné volné zijici prokaryota, ktera se inkorporovala do primitivni
eukaryotické burky, a stala se tak jejim bunéénym endosymbiontem. Jina teorie se domniva,
ze puvodni hostitelskou bunikou byla autotrofni archebakterie, ktera pohltila mens$i bakterii
schopnou produkovat vodik, jeZ by nasledné¢ mohla sama metabolitzovat (Gray et al. 1999).
Ob¢é hypotézy by mohly byt vysvétlenim, pro¢ se v bunkach nachdzi zaroven jaderna i

mitochondrialni DNA.

3.9.1 Mitochondrialni DNA

Mitochondrialni DNA (mtDNA) (Obr. 4) je relativné maléd cirkularni dvousroubovice
DNA o velikosti 13-26 kb, ktera ve svych genech koduje enzymy potiebné pro oxidativni
fosforylaci, jenz je jednou z fazi bunécné respirace (Rokas et al., 2003; Hawash et al., 2015).

Molekula mtDNA se nachdzi v mitochondriich pfiblizné v 2-8 kopiich (Legros et al., 2004).
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Vldkna dvousroubovice jsou odliSnd na zakladé obsahu nukleovych bazi, které¢ zplisobuji
riznou hustotu fetézcl. Jedno z vldken bohaté na puriny (A, G) je oznacovano jako tézkeé,
zatimco druhé s dominantnim obsahem pyrimidini (C, T), jako lehké. mtDNA obsahuje
celkem 37 genti, z nichz 28 je zakddovano na tézkém fetézci a 9 na lehkém fetézci. Tyto geny
kéduji informaci pro 22 molekul transferovych RNA (tRNA), 2 ribozomové RNA (rRNA) a
13 proteint, které jsou nezbytnou soucasti oxidativni fosforylace (Liu et al., 2012b). Soucasti
mitochondrialniho genomu je také kontrolni oblast, tzv. D-smycka, ktera nekoduje zadné
produkty, ale obsahuje transkrip¢ni faktory a replika¢ni pocatek pro t€zky fetézec. Tato oblast
se vyznacuje zvysenou sekvencéni variabilitou, kterd je disledkem cetnych mutaci (Pakendorf
a Stoneking, 2005).

Obr. 4: Molekula mitochondrialni DNA
(https://cs.wikipedia.org/wiki/Mitochondri%C3%A1In%C3%AD_DNA).
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Bohuzel u rodu Trichuris a dalSich nematod se D-smyc¢ka nevyskytuje. Tato skute¢nost je
patrna z vysledki kompletnich sekvenci mitochondrialniho genomu u rodu Trichuris, které
publikovali napiiklad Liu et al. (2012b).

Vzhledem k ptitomnosti obrovského mnozstvi kopii mitochondrialniho genomu v bunkach,

je tak oproti dvéma kopiim jaderné DNA vhodny k analyze i malého mnozstvi buné¢ného
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materialu nebo degradovanych vzorkii. Pravdépodobnost ziskéani lepsich vysledki je vyssi nez
z nuklearni DNA.

Hlavnim divodem uspéchu mtDNA, jako nejpouzivanéjSiho molekularniho markeru, je
nekolik klicovych vlastnosti. Kvili velkému mnozstvi kopii v buiice, striktni maternalni
dédivosti, vysoké mife mutaci a absenci rekombinaci, jsou mitochondridlni geny vyznamné
v mnoha oborech evoluéniho vyzkumu, jako je fylogenetika, fylogeografie nebo populaéni
genetika (Rokas, 2003; Pakendorf a Stoneking, 2005).

Mitochondrialni DNA je, na rozdil od jaderné, dédéna pouze po maternalni linii, a je tak,
kromé& mutaci vzniklych v pribéhu ontogeneze, predavana potomkiim v nezménéné podobeé.
Za vys$si vyskyt mutaci v mtDNA je zodpovédnd snizena piesnost mtDNA polymerazy a
méné reparacnich mechanismii, nez je tomu u nuklearni DNA.

Dle Snustada a Simmonse (2009) je kazdy rozdil v péaru bazi pti komparativni analyze
sekvenci mtDNA povazovan za mutaci, proto je tato oblast vhodna jako méfitko pro citlivé
fylogenetické studie. Komparativni metoda ma vyuziti zejména k identifikaci kryptickych
nebo blizce ptibuznych druhd, které nelze rozlisit pomoci klasickych metod, jako je naptiklad
morfologickd analyza. Jednou z nevyhod mitochondridlni sekvence jsou mitochondridlni
pseudogeny, coz jsou c¢asti mtDNA zacllenéné v jaderném genomu. Ty mohou byt
analyzovany spolu s pozadovanymi useky mtDNA a jejich piipadna zdména tak mtize vést k

nespravné interpretaci fylogenetickych analyz (Hawash et al., 2015)

3.10 Endosymbiotické bakterie rodu Wolbachia

Rod Wolbachia tvoti fylogeneticky riznorodou skupinu bakterii, které jsou formalné
fazeny k monofyletickému druhu Wolbachia pipientis, jenz je klasifikovan do nékolika
superskupin ("supergroup"). Tyto jednotlivé superskupiny vykazuji rdznorodé rozsifeni u
Sirokého spektra hostiteld (Lo et al., 2007; Simdes et al., 2011).

Wolbachie jsou celosvétové rozsifena gramnegativni endosymbiotické bakterie z celedi
Rickettsiaceae a pisobi jako nitrobunéény parazit Vreprodukénim traktu u mnoha
taxonomickych skupin bezobratlych Zivoéichti z kmene Anthropoda (Clenovci) a Nematoda
(hlistice) (Schulenburg et al., 2000; Werren et al., 2008). Napadaji zejména filariarni hlistice a
hmyz, u kterého Hilgenboecker et al. (2008) a Zug et al. (2012) piedpokladaji ptitomnost
Wolbachii az u 40-66 % druht, ale lze je najit i u korysi, roztocl, termiti nebo pavouki
(Werren a Windsor, 2000). U nematod je ovSsem Wolbachia povazovana spise za obligatniho

mutualistického symbionta nez za parazita, protoze jeji pritomnost podminuje larvalni rist a
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vyvoj, embryogenezi a viabilitu dospélych jedinct (Taylor et al., 2005; Tamarozzi et al.,
2011). Zaroven je znamo, ze Wolbachia hraje ochrannou roli proti nékterym RNA virdm u
drozofil (Brownlie a Johnson, 2009).

Tyto bakterie jsou dédény pievazné vertikalné z matky skrz vyvijejici se vajicka na
potomstvo, ale nékterymi autory (Werren et al., 1995; Cordaux et al., 2001) byl zaznamenan i
horizontalni pfenos mezi hostitelskymi druhy. Wolbachie jsou pfitomny ve zralém infekénim
vajicku a nikoli v dospélé spermii, tudiz samci mohou byt infikovani, ale nepienaseji bakterii
svym potomkim nebo jinym hostitelam.

Wolbachia je reprodukéni parazit, nebot je znama pro svou schopnost manipulovat s
hostitelskou reprodukei, coz je vyhodnd zivotni strategie k zajisténi svého pteziti a zvySeni
vlastniho pfenosu v populaci hostitele. Wolbachia si vyvinula ¢&tyfi hlavni zplsoby
reprodukéni manipulace a je tak schopna vyvolat v hostitelich nékolik neobvyklych fenotypi
souvisejicich s rozmnozovanim. VSechny tyto fenotypy pfitom narusuji pomér pohlavi
potomkil ve prospéch samic, ¢imz zajist'uji vyssi rychlost pfenosu na novou generaci hostitelt
(Werren et al., 2008; Guruprasad et al., 2014). Tyto faktory maji nasledné velky dopad na
hostitelskou ekologii a evoluci (Simdes et al., 2011).

Mezi manipulacni mechanismy s hostitelskou reprodukci patfi:

e feminizace samcu neboli vyvoj geneticky determinovanych samcd v samice, ¢imz
zdvojnasobi potenciadlni pfenos na novou generaci;

¢ indukovana partenogeneze, kdy dochdzi k rozmnozovani bez pfitomnosti samct a
neoplozené samice produkuji pouze dcery;

e male-killing neboli thyny infikovanych samct béhem embryonalniho nebo larvalniho
vyvoje;

e cytoplazmatickd inkompabilita gamet, coz je modifikace spermii u infikovanych
samct, kterd vede k poskozeni nebo smrti embrya, pokud dojde ke spojeni infekéniho
samce s neinfekéni samici, pfipadné se samici infikovanou jinou bakterialni linii

(Hurst et al., 2002; Werren et al., 2008; White et al., 2013)
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4  Material a metody

4.1 Biologicky material — T. discolor a T. ovis

4.1.1 Puvod biologického materialu

Biologicky material pfedstavoval dospélé jedince T. discolor a T. ovis sam¢iho i samiciho
pohlavi, které byly ziskdny ve spolupraci s Katedrou zoologie a rybaistvi FAPPZ CZU
Vv Praze. Jednalo se o jedince, kteti byli ziskani z hostitelii na zadklad¢ parazitologické pitvy.
Vsechny manipulace se zviraty byly provedeny v souladu se Zékonem na ochranu zvitat proti

tyrani ¢. 246/1992 Sb.

4.1.2 Analyzované druhy rodu Trichuris a jejich hostitelé

Béhem feseni diplomové prace bylo hodnoceno celkem 18 zastupcti druhu T. discolor (18
samic), které pochazely z nasledujicich hostiteld: los evropsky (Alces alces) — 2 jedinci,
muflon evropsky (Ovis aries musimon) — 2 jedinci, srnec obecny (Capreolus capreolus) — 4
jedinci, dan¢k evropsky (Dama dama) — 4 jedinci, jelen sika (Cervus nippon) — 2 jedinci,
jelen lesni (Cervus elaphus) — 2 jedinci, ovce domaci (Ovis orientalis aries) — 2 jedinci.

Dale bylo hodnoceno 18 zastupct rodu T. ovis (11 samic, 7 samcu), které pochazely
z hostitelti: los evropsky (Alces alces) — 1 jedinec, muflon evropsky (Ovis aries musimon) — 3
jedinci, srnec obecny (Capreolus capreolus) — 3 jedinci, danék evropsky (Dama dama) — 4
jedinci, jelen lesni (Cervus elaphus) — 3 jedinci, ovce domaci (Ovis orientalis aries) — 4
jedinci.

Druhové uréeni provedl kolektiv pracovnikli Katedry zoologie a rybatstvi FAPPZ CZU
Vv Praze na zaklad¢ morfologickych znaki. Jejich zavéry byly potvrzeny na pracovisti Katedry
genetiky a Slechténi FAPPZ CZU v Praze pomoci molekularnich metod, vychéazejicich

z mezidruhovych polymorfismii tDNA. Pro potvrzeni druhové piisluSnosti byla pouzita
metoda podle Vejl et al. (2017).

4.2 Biologicky material — Drosophila melanogaster

4.2.1 Pivod biologického materiilu
Pti feSeni diplomové prace jsem vychazela z ptedpokladu, Ze ve volné Zijicich populacich
Drosophila melanogaster se budou vyskytovat jedinci s endosymbiotickymi bakteriemi rodu
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Wolbachia. V lokalit¢ Horoméftice byl v zati 2017 proveden odchyt 10 samci a 10 samic,
kteti byli po dobu pfiblizné¢ péti generaci chovani a reprodukovani v laboratornich
podminkach. Jejich vyziva byla zajisténa kvasicim ovocem. Pfiblizné v paté generaci bylo

odebrano 50 samcu a 50 samic, ktefi byli fixovani v 70% ethanolu.

4.3 1Izolace genomické DNA

Jedinci druhti T. ovis a T. discolor byli po pitvé konzervovani v 70% ethanolu. Rovnéz i
jedinci D. melanogaster byli uchovani v 70% ethanolu. Pied extrakci DNA byli jedinci
oplachnuti 96% ethanolem a nasledné byli vysuSeni v lyofilizatoru (Alpha 1-4 Christ) ve
vakuu po dobu 60 minut. Pro izolaci DNA byl pouzit NucleoSpin® Tissue Kit (Macherey-
Nagel). Kit je zalozen na kolonkovém principu. Pro extrakci byla dodrzena procedura
doporucena vyrobcem kitu z ZivociSnych tkani. Kvantita a kvalita izolované genomické DNA
byla hodnocena pomoci UV spektrofotometrické metody- NanoPhotometer (Implen).
Vysokomolekularita extrahované DNA byla ovéfena pomoci gelové elektroforézy- SubCell
(BioRad). Pro fragmentaci byl vyuzit 1% agar6zovy gel v 1x TBE pufru. Genomicka DNA

byla vizualizovana pomoci ethidium bromidu.

4.4 Navrhovani specifickych primeri pro amplifikaci

mitochondrialnich geni mt-COX1 a mt-Cytb u T. ovis a T. discolor

Pro navrhovani primer byly pouzity sekvence publikované v databazi NCBI pod cisly
NC_018597.1 a NC_018596.1 (Liu et al., 2012b). Pro navrzeni degenerovanych primerti pro
amplifikaci genu mt-COX1 (Trich-cox1-F: 5-CTTTTYGGYYTATGAAGAGGYAT-3" a
Trich-cox1-R: 5'-AAAWCGATGTGAKGAKRTTCTTTC-3") a pro amplifikaci genu mt-
Cytb (Trich-cytb-F: 5'-CTTCTCCTTGRAATATTTCWTAYTTRTG-3" a Trich-cytb-R: 5'-
ATCWGCTCTTCAWGAKGCAATTC-3") byl pouzit program Primer3 Input 0.4.0 Program
(Rozen a Skaletsky, 2000). Amplikony ziskané pii pouziti vySe ziskanych primert byly
osekvenovany, a na zdklad¢ ziskanych vysledki byly navrzeny druhové specifické primerové
pary:

Gen mt-COX1

seg-F-COX1-T. ovis 5'-CGCACATGCTGTTGCTATGA-3’

seq-R-COX1-T. ovis 5'-ACGTATCGTCGGGGTATGC-3"

seq-F-COX1-T. discolor 5'-TTACAACACAGTAGTGTCTGCACAT-3"

seg-R-COX1-T. discolor 5'-TCCTGTATAGCAGTCGGCATAGTC-3’
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Gen mt-Cytb
seq-F-CYTB-T. ovis 5'-ATCCCCAGCGAACTAGAAGC-3’
seq-R-CYTB-T. ovis 5-TGAGACACTGTTGCAGGGAGT-3’
seq-F-CYTB-T. discolor 5'-CCTAGGGAGTTAGAAGCGTTCA-3’
seg-R-CYTB-T. discolor 5-TCTTGAGAAGCTATTGAAGGAAG-3’

4.5 Podminky amplifikace fragmenta genii mt-COX1 a mt-Cytb

Slozeni reakénich smési pro amplifikaci obou studovanych genit u obou druhii rodu
Trichuris byly identické (viz Tabulka 1). V Tabulce 2 je uveden shodny PCR profil, ktery byl
pouzit pro amplifikaci obou genii u obou studovanych druhti. Pro amplifikaci byl pouzit

termocykler TGRADIENT (Biometra®).

Tabulka 1: Slozeni PCR reakce amplikont urcenych k sekvenéni analyze.
Slozka Koncentrace
Genomicka DNA 15ng. 12,5 plt
Pufr KCI 1x
MgCl2 2 mM
dNTP 200 uM
Primer F 0,4 uM
Primer R 0,4 uM
Enhancer 2 mM
BSA 5ng. 12,5 ult
Taq polymeraza (Thermo SCIENTIFIC) 0,70 . 12,5 ul'
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Tabulka 2: Teplotni a ¢asovy profil PCR.

Pocatecni denaturace 95 °C 180s 1%
Denaturace 95°C 30s
Annealing 60 °C 30s 40x
Prodluzovani 72 °C 90s
Zavéreéné prodluzovani 72 °C 420s 1x

4.6 Sekvenacni analyza amplikonu geni mt-COX1 a mt-Cytb

4.6.1 Cidténi amplikonii pomoci separace v agarézovém gelu

Amplikony byly separovany v 1,5% agar6ézovém gelu v 1x TBE pufru. Separace probihala
pti konstantnim napéti 120 V po dobu 60 minut. Fragmenty DNA s pozadovanou velikosti
byly vytiznuty pomoci skalpelu. Ze ziskanych agar6zovych blocki byla vyizolovana DNA
pomoci GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo SCIENTIFIC). Extrahované fragmenty byly
timto zpisobem zbaveny moznych nezabudovanych nukleotidii a primert. Nasledné byla

provedena UV spektrofotometricka kvantifikace.

4.6.2 Sekvenaéni reakce

Pro sekvenac¢ni reakci byl pouzit kit BigDye Terminator V3.1 Cycle Sequencing Kit
(Thermo SCIENTIFIC). SloZeni sekvenacni reakce je uvedeno v Tabulce 3. Pro sekvenaci byl
pouzit termocykler C1000™ Thermal Cycler (BIO RAD).
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Tabulka 3: SloZeni sekvenacéni reakce.

Komponenta Koncentrace Objem
PCR produkt 40 ng . 't 5,0 ul
5x Sequencing Buffer (Thermo SCIENTIFIC) 1x 4,0 ul
Primer F resp. R 3,2 pikomoli . 20 i 3,2 ul
Terminator Fseéa:(éle_?rtiicltci:(;n Mix (Thermo 2l 20 it 2.0l
H20 5,8 ul

Kazdy amplikon byl sekvenovan od F a R primert ve tfech opakovanich.

4.6.3 Purifikace produkti sekvenacni reakce

Ke kazdému produktu sekvenacni reakce byly pfidany 2 pl roztoku glykogenu (Thermo
SCIENTIFIC), 2 ul 3M octanu sodného a 50 pl 96% ethanolu. Vzorky byly inkubovany 15
minut pii 25°C. Nasledné byly odstfedény pomoci stolni centrifugy (13 200 x g, 30 minut, 15
°C). Vznikly supernatant byl odstranén a sediment byl proplachnut 250 pl 70% ethanolu.
Vzorky byly nasledn¢ odstiedény za shodnych podminek. Oplachovani ethanolem bylo
provedeno jesté jednou. Vznikly sediment byl vysuSen v termobloku (30 minut, 50 °C) a
nasledné rozpustén v 15 pl Hi-Di formamidu. Pfed fragmentacni analyzou byly vzorky

denaturovany pii 95 °C po dobu 5 minut a nasledné ochlazeny na 4 °C.

4.6.4 Podminky fragmentacni analyzy pri stanoveni sekvenci

Pro zjisténi sekvenci byla pouzita kapilarni elektroforéza ABI Prism 310 Genetic Analyzer
(Thermo SCIENTIFIC).

4.6.5 Nalezeni konsenzu sekvenci

Bylo provedeno ru¢ni ¢teni ziskanych sekvenci. Po vylouceni nepfesné osekvenovanych
zacatkli a koncti amplikonu byly sestaveny konsenzus sekvence obou studovanych genil
pomoci programu BioEdit 7.0.5.2. (Hall, 1999). Pro identifikaci haplotypi byl pouzit program
DnaSP 6 (Rozas et al., 2017).
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4.7 Fylogeneticka analyza rodu Trichuris provedena na zakladé

¢asteénych sekvenci genti mt-COX1 a mt-Cytb

4.7.1 Volba datasetii u studovanych genii a nalezeni haplotypit

Vzhledem k tomu, ze v mezinarodni nukleotidové databazi NCBI jsou publikovany razné
dlouh¢é fragmenty obou studovanych gent, bylo pii feSeni diplomové prace pristoupeno
k vytvoteni tii datasett pro gen mt-COX1 a dvou datasetd pro gen mt-Cytb. Haplotypy
Vv kazdém datasetu predstavuji vzdy fragment genu se shodnou délkou nukleotidd, ktery byl
identifikovan u riznych zaznamti NCBI databdze, véetné nové ziskanych sekvenci pfi feSeni
diplomové prace. Velikost sekvenci povazovanych za haplotypy v jednotlivych datasetech je
ptehledné uvedena ve vysledkové ¢asti diplomové prace. V této ¢asti diplomové prace jsou
rovnéz uvedeny druhy rodu Trichuris zafazené do analyzy, autofi, ktefi sekvence ziskali,

pohlavi trichurt, jejich hostitele a zemé ptivodu.

4.7.2 Volba optimalniho modelu pro fylogenetické analyzy

Pro alignment sekvenci byl pouzit program MAFFT version 7 (Katoh a Toh, 2008).
Pomoci programu jModelTest 2.1.10 v20160303 (Darriba et al., 2012) byl proveden vybér
optimalniho substitu¢niho modelu. Metoda NNI (Nearest Neighbor Interchange) byla pouzita
pro nalezeni optimalni topologie fylogenetickych stroml. Nejlepsi substitu¢ni model byl
vybran na zakladé hodnot AIC (Akaike Information Criterion) (Akaike, 1973), BIC
(Bayeasian Information Criterion) (Schwarz, 1978) a DT (Decision Theory Performance-
Based Selection) (Minin et al., 2003). Pro konstrukci fylogrami byl pouZit program PhyML
3.0 (Guindon a Gascuel, 2003), ktery vyuzivd metody ML. Ve vysledkové ¢asti diplomové
prace budou u jednotlivych mitochondrialnich gena prezentovany konkrétni modely, které
byly povazovany za nejvhodnéjsi z pohledu vice riznych testovacich kritérii.

Pro zakofenéni vSech fylogrami byly pouzity sekvence u piibuzného druhu Trichinella
spiralis, ktery plni roli outgroupového genotypu. Pii tvorbé fylogramt byla pouzita metoda
konsenzus evolu¢niho stromu, ktery vychézi z tisice opakovani pfi tzv. bootstrapingu. Na
zéklad¢ tohoto algoritmu byly povazovéany za samostatné pouze takové vétve fylogramu, kde

bootstrapova procentualni hodnota dosahla 70 a vice %.
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4.8 PCR detekce pritomnosti endosymbiotickych bakterii rodu
Wolbachia

PCR detekce byla provedena u 50 samci a 50 samic chované populace D. melanogaster,
ktera slouzila jako standard s pfedpokladanym vyskytem této bakterie. Soucasné byl vyskyt
hodnocen u vsech sekvenovanych zastupci T. discolor (18 jedincti) a T. ovis (18 jedincti). Pro
identifikaci byla pouzita dvojice specifickych primerd W-Specf a W-Specr, které navrhli
Werren a Windsor (2000). Tyto primery nasedaji do oblasti 16S rDNA a amplifikuji v ptipadé
ptitomnosti bakterii rodu Wolbachia fragment o velikosti 438 bp. V ptipadé absence
Wolbachie k amplifikaci nedochazi. Teplotni a ¢asovy profil amplifikace byl pouzit podle
Werren a Windsor (2000). Pro amplifikaci byl pouzit gRT-PCR termocykler LightCycler®
Nano Instrument (Roche), ktery je schopen kvantifikovat mnozstvi templatové DNA 1 pfi jeji

malé koncentraci v reakéni smési. SloZzeni PCR reakce je uvedeno v nasledujici Tabulce 4.

Tabulka 4: SloZeni PCR reakce pro amplifikace markeru bakterii rodu Wolbachia.
Slozka Koncentrace
Genomicka DNA 20 ng . 10 plt
W-Specf 0,5 uM
W-Specr 0,5 uM
FastStart Essential DNA Green Master 1%

Vysledky amplifikace byly hodnoceny pomoci amplifika¢nich kiivek a kiivek teploty tani
(fidici program LightCycler® Nano Instrument (Roche)). Soucasné byly amplikony
separovany v 1,5% agar6ézovém gelu v prostfedi 1x TBE pufru a vizualizovany pomoci

ethidium bromidu.
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5  Vysledky

5.1 Hodnoceni sekvenci amplikont genti mt-COX1 a mt-Cytb

5.1.1 Specifita navrZzenych primeri a charakteristika ziskanych amplikonu

Pro genetické analyzy byly pouzity zastupci rodu Trichuris, pochazejicich z rtiznych
hostiteld z Ceské republiky. Pomoci inzeréné-deleénich markerti, které navrhl Vejl et al.
(2017) bylo pted analyzou mitochondridlnich genti provedeno jednozna¢né urceni druhové
ptislusnosti. To znamend, ze pomoci téchto markerti bylo potvrzeno, ze se jedna skute¢né o
18 jedincu T. ovis a 18 jedinci T. discolor. Toto urCeni bylo vyhodné pro nasledujici
sekvenacni analyzy mitochondridlnich geni.

Pomoci navrzenych specifickych markerti byly ziskany spolehlivé sekvence, které byly u
druhu T. discolor dlouhé 1049 bp pro gen mt-COX1 a 727 bp pro gen mt-Cytbh. U druhu T.
ovis byly ziskané sekvence genu mt-COX1 dlouhé 1011 bp a sekvence genu mt-Cytb 665 bp.
V soucasné dobé jsou tyto sekvence piipraveny pro vlozeni do mezinarodni nukleotidové

databaze NCBI.

5.1.2 Datasety a oblasti studovanych genu pouZité jako haplotypy

Ziskané sekvence obou genll byly porovnany s mezinarodni databazi NCBI a byly vybrany
tii oblasti genu mt-COX1 a dvé oblasti genu mt-Cytb, které budou v dalsi fylogenetické
analyze slouzit jako sekvence haplotyp. Pomoci programu DnaSP 6 (Rozas et al., 2017).
byly pfesn¢ identifikovany sekvence haplotypt zafazenych do tfech dataseti genu mt-COX1 a
dvou datasett genu mt-Cytb. VVzhledem k tomu, zZe cilem prace bylo fylogenetické zatazeni
dvou modelovych druhti T. discolor a T. ovis do fylogenetického stromu, byly ziskané
sekvence srovnavany s dostupnymi sekvencemi vSech druhd rodu Trichuris, bez ohledu na
jejich geograficky vyskyt a hostitelsky druh. Identifikované haplotypy véetné jejich detailnich

popistl jsou prezentovany v nasledujicich tabulkach (Tabulka 5 - 15).
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Tabulka 5:

Haplotypy odvozené na zéklad¢ sekvenci genu mt-COX1 — 1.¢4ast.

Druh Oznaceni sekvence Autor Zemé Pohlavi Hostitel Dataset A Dataset B Dataset C
pivodu Haplotypy Rozsah [bp] Haplotypy Rozsah [bp] Haplotypy Rozsah [bp]

Trichuris discolor COX1-TRICH65 ziskana sekvence Cz samice Dama Cox1-TDAlL 18-983 Cox1-TDB1 18-464 Cox1-TDC1 499-845
Trichuris discolor COX1-TRICH140 ziskana sekvence cz samice Ovis aries musimon Cox1-TDA1l 18-983 Cox1-TDB1 18-464 Cox1-TDC1 499-845
Trichuris discolor COX1-TRICH141 ziskana sekvence Cz samice Ovis aries musimon Cox1-TDAlL 18-983 Cox1-TDB1 18-464 Cox1-TDC1 499-845
Trichuris discolor COX1-TRICH59 ziskana sekvence cz samice Ovis orientalis aries Cox1-TDA2 18-983 Cox1-TDB2 18-464 Cox1-TDC1 499-845
Trichuris discolor COX1-TRICH98 ziskana sekvence Ccz samice Capreolus capreolus Cox1-TDA2 18-983 Cox1-TDB2 18-464 Cox1-TDC1 499-845
Trichuris discolor COX1-TRICH30 ziskana sekvence Ccz samice Capreolus capreolus Cox1-TDA3 18-983 Cox1-TDB3 18-464 Cox1-TDC2 499-845
Trichuris discolor COX1-TRICH95 ziskana sekvence Ccz samice Capreolus capreolus Cox1-TDA4 18-983 Cox1-TDB4 18-464 Cox1-TDC3 499-845
Trichuris discolor COX1-TRICH195 ziskana sekvence cz samice Dama dama Cox1-TDA5 18-983 Cox1-TDB5 18-464 Cox1-TDC1 499-845
Trichuris discolor COX1-TRICH380 ziskana sekvence cz samice Alces alces Cox1-TDA6 18-983 Cox1-TDB6 18-464 Cox1-TDC4 499-845
Trichuris discolor COX1-TRICH99 ziskana sekvence Ccz samice Capreolus capreolus Cox1-TDA7 18-983 Cox1-TDB7 18-464 Cox1-TDC5 499-845
Trichuris discolor COX1-TRICH210 ziskana sekvence cz samice Dama dama Cox1-TDA8 18-983 Cox1-TDB2 18-464 Cox1-TDC6 499-845
Trichuris discolor COX1-TRICH382 ziskana sekvence cz samice Alces alces Cox1-TDA9 18-983 Cox1-TDB3 18-464 Cox1-TDC7 499-845
Trichuris discolor COX1-TRICH160 ziskana sekvence cz samice Ovis orientalis aries Cox1-TDA10 18-983 Cox1-TDB8 18-464 Cox1-TDC8 499-845
Trichuris discolor COX1-TRICH313 ziskana sekvence Ccz samice Cervus nippon Cox1-TDA11 18-983 Cox1-TDB2 18-464 Cox1-TDC1 499-845
Trichuris discolor COX1-TRICH397 ziskana sekvence cz samice Cervus elaphus Cox1-TDA12 18-983 Cox1-TDB6 18-464 Cox1-TDC4 499-845
Trichuris discolor COX1-TRICH211 ziskana sekvence cz samice Dama dama Cox1-TDA13 18-983 Cox1-TDB2 18-464 Cox1-TDC9 499-845
Trichuris discolor COX1-TRICH402 ziskana sekvence cz samice Cervus elaphus Cox1-TDA12 18-983 Cox1-TDB6 18-464 Cox1-TDC4 499-845
Trichuris discolor COX1-TRICH312 ziskana sekvence Ccz samice Cervus nippon Cox1-TDA14 18-983 Cox1-TDB9 18-464 Cox1-TDC10 499-845
Trichuris discolor JQ996231 Liu et al. (2012b) CN N Bos grunniens mutus Cox1-TDA15 241-1206 Cox1-TDB10 241-687 Cox1-TDC11 722-1068
Trichuris discolor HE653139 Callejon et al. (2013) N Bos taurus - - - - Cox1-TDC12 18-364
Trichuris discolor HE653140 Callejon et al. (2013) N Bos taurus - - - - Cox1-TDC12 18-364
Trichuris discolor HE653141 Callejon et al. (2013) N Bos taurus - - - - Cox1-TDC12 19-365

Trichuris ovis COX1-TRICH320 ziskana sekvence Ccz samice Cervus elaphus Cox1-TOAl 1-966 Cox1-TOB1 1-447 Cox1-TOC1 482-828

Trichuris ovis COX1-TRICH323 ziskana sekvence Ccz samec Cervus elaphus Cox1-TOAl 1-966 Cox1-TOB1 1-447 Cox1-TOC1 482-828

Trichuris ovis COX1-TRICH347 ziskana sekvence Ccz samice Ovis aries musimon Cox1-TOA2 1-966 Cox1-TOB2 1-447 Cox1-TOC2 482-828
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Tabulka 6:

Haplotypy odvozené na zéklad¢ sekvenci genu mt-COX1 — 2.¢4st.

Druh Oznaceni sekvence Autor Zemé Pohlavi Hostitel Dataset A Dataset B Dataset C
pivodu Haplotypy Rozsah [bp] Haplotypy Rozsah [bp] Haplotypy Rozsah [bp]

Trichuris ovis COX1-TRICH351 ziskana sekvence Cz samice Dama dama Cox1-TOA2 1-966 Cox1-TOB2 1-447 Cox1-TOC2 482-828
Trichuris ovis COX1-TRICH235 ziskana sekvence cz samice Ovis orientalis aries Cox1-TOA3 1-966 Cox1-TOB3 1-447 Cox1-TOC3 482-828
Trichuris ovis COX1-TRICH322 ziskana sekvence Cz samice Cervus elaphus Cox1-TOA4 1-966 Cox1-TOB4 1-447 Cox1-TOC3 482-828
Trichuris ovis COX1-TRICH381 ziskana sekvence cz samice Alces alces Cox1-TOA5 1-966 Cox1-TOB1 1-447 Cox1-TOC1 482-828
Trichuris ovis COX1-TRICH358 ziskana sekvence cz samec Dama dama Cox1-TOA6 1-966 Cox1-TOB5 1-447 Cox1-TOC4 482-828
Trichuris ovis COX1-TRICH17 ziskana sekvence Cz samice Ovis orientalis aries Cox1-TOA7 1-966 Cox1-TOB6 1-447 Cox1-TOC3 482-828
Trichuris ovis COX1-TRICH103 ziskana sekvence Ccz samice Capreolus capreolus Cox1-TOA8 1-966 Cox1-TOB7 1-447 Cox1-TOC5 482-828
Trichuris ovis COX1-TRICH356 ziskana sekvence cz samec Dama dama Cox1-TOA9 1-966 Cox1-TOB8 1-447 Cox1-TOC6 482-828
Trichuris ovis COX1-TRICH349 ziskana sekvence Cz samec Ovis aries musimon Cox1-TOA10 1-966 Cox1-TOB9 1-447 Cox1-TOC7 482-828
Trichuris ovis COX1-TRICH350 ziskana sekvence cz samice Ovis aries musimon Cox1-TOA11l 1-966 Cox1-TOB10 1-447 Cox1-TOC8 482-828
Trichuris ovis COX1-TRICH15 ziskana sekvence Cz samec Ovis orientalis aries Cox1-TOA12 1-966 Cox1-TOB6 1-447 Cox1-TOC9 482-828
Trichuris ovis COX1-TRICH253 ziskana sekvence Ccz samice Capreolus capreolus Cox1-TOA13 1-966 Cox1-TOB8 1-447 Cox1-TOC10 482-828
Trichuris ovis COX1-TRICH362 ziskana sekvence Cz samec Dama dama Cox1-TOA14 1-966 Cox1-TOB11 1-447 Cox1-TOC11 482-828
Trichuris ovis COX1-TRICH164 ziskana sekvence Ccz samec Capreolus capreolus Cox1-TOA15 1-966 Cox1-TOB12 1-447 Cox1-TOC12 482-828
Trichuris ovis COX1-TRICH163 ziskana sekvence Cz samice Ovis orientalis aries Cox1-TOA16 1-966 Cox1-TOB12 1-447 Cox1-TOC13 482-828
Trichuris ovis JQ996232 Liu et al. (2012b) CN N Addax nasomaculatus Cox1-TOA17 241-1206 Cox1-TOB13 241-687 Cox1-TOC14 722-1068
Trichuris ovis HE653143 Callejon et al. (2013) N Capra hircus - - - - Cox1-TOC15 13-359
Trichuris ovis HE653144 Callejon et al. (2013) N Capra hircus - - - - Cox1-TOC16 13-359
Trichuris ovis JQ918084 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cox1-TOB14 172-618 - -
Trichuris ovis JQ918085 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cox1-TOB14 172-618 - -
Trichuris ovis JQ918086 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cox1-TOB14 172-618 - -
Trichuris ovis JQ918087 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cox1-TOB14 172-618 - -
Trichuris ovis JQ918088 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cox1-TOB14 172-618 - -
Trichuris ovis JQ918089 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cox1-TOB14 172-618 - -
Trichuris ovis JQ918090 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cox1-TOB14 172-618 - -
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Tabulka 7:

Haplotypy odvozené na zéklad¢ sekvenci genu mt-COX1 — 3.¢4st.

Druh Oznaceni sekvence Autor Zemé Pohlavi Hostitel Dataset A Dataset B Dataset C
pivodu Haplotypy Rozsah [bp] Haplotypy Rozsah [bp] Haplotypy Rozsah [bp]
Trichuris ovis JQ918091 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cox1-TOB14 172-618 - -
Trichuris ovis JQ918092 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cox1-TOB13 172-618 - -
Trichuris ovis JQ918093 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cox1-TOB14 172-618 - -
Trichuris ovis JQ918094 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cox1-TOB14 172-618 - -
Trichuris ovis JQ918095 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cox1-TOB13 172-618 - -
Trichuris ovis JQ918096 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cox1-TOB15 172-618 - -
Trichuris ovis JQ918097 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cox1-TOB14 172-618 - -
Trichuris ovis JQ918098 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cox1-TOB14 172-618 - -
Trichuris ovis JQ918099 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cox1-TOB13 172-618 - -
Trichuris ovis JQ918100 Wang et al. (2013) CN N Taurotragus derbianus - - Cox1-TOB13 172-618 - -
Trichuris ovis JQ918101 Wang et al. (2013) CN N Taurotragus derbianus - - Cox1-TOB16 172-618 - -
Trichuris ovis JQ918102 Wang et al. (2013) CN N Taurotragus derbianus - - Cox1-TOB13 172-618 - -
Trichuris ovis JQ918103 Wang et al. (2013) CN N Taurotragus derbianus - - Cox1-TOB14 172-618 - -
Trichuris ovis JQ918104 Wang et al. (2013) CN N Taurotragus derbianus - - Cox1-TOB14 172-618 - -
Trichuris ovis JQ918105 Wang et al. (2013) CN N Taurotragus derbianus - - Cox1-TOB13 172-618 - -
Trichuris muris KU575057 Wasimuddin et al. (2016) Ccz N Mus musculus Cox1-TMA1 157-1122 Cox1-TMB1 157-603 Cox1-TMC1 638-984
Trichuris muris KU575058 Wasimuddin et al. (2016) Cz N Mus musculus Cox1-TMA2 157-1122 Cox1-TMB1 157-603 Cox1-TMC2 638-984
Trichuris muris KU575085 Wasimuddin et al. (2016) ES N Apodemus spp. Cox1-TMA2 157-1122 Cox1-TMB1 157-603 Cox1-TMC2 638-984
Trichuris muris KU575059 Wasimuddin et al. (2016) DE N Mus musculus Cox1-TMA3 157-1122 Cox1-TMB2 157-603 Cox1-TMC3 638-984
Trichuris muris KU575083 Wasimuddin et al. (2016) Ccz N Mus musculus Cox1-TMA3 157-1122 Cox1-TMB2 157-603 Cox1-TMC3 638-984
Trichuris muris KU575060 Wasimuddin et al. (2016) DE N Mus musculus Cox1-TMA4 157-1122 Cox1-TMB1 157-603 Cox1-TMC4 638-984
Trichuris muris KU575061 Wasimuddin et al. (2016) Ccz N Mus musculus Cox1-TMAS 157-1122 Cox1-TMB3 157-603 Cox1-TMC2 638-984
Trichuris muris KU575062 Wasimuddin et al. (2016) DE N Mus musculus Cox1-TMAG6 157-1122 Cox1-TMB4 157-603 Cox1-TMC2 638-984
Trichuris muris KU575063 Wasimuddin et al. (2016) DE N Mus musculus Cox1-TMA7 157-1122 Cox1-TMB5 157-603 Cox1-TMC2 638-984
Trichuris muris KU575064 Wasimuddin et al. (2016) DE N Mus musculus Cox1-TMAS8 157-1122 Cox1-TMB6 157-603 Cox1-TMC5 638-984
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Tabulka 8:

Haplotypy odvozené na zéklad¢ sekvenci genu mt-COX1 — 4.¢4ast.

Druh Oznaceni sekvence Autor Zemé Pohlavi Hostitel Dataset A Dataset B Dataset C
pivodu Haplotypy Rozsah [bp] Haplotypy Rozsah [bp] Haplotypy Rozsah [bp]
Trichuris muris KU575065 Wasimuddin et al. (2016) DE N Apodemus spp. Cox1-TMA9 157-1122 Cox1-TMB7 157-603 Cox1-TMC6 638-984
Trichuris muris KU575066 Wasimuddin et al. (2016) Ccz N Apodemus spp. Cox1-TMA10 157-1122 Cox1-TMB2 157-603 Cox1-TMC7 638-984
Trichuris muris KU575067 Wasimuddin et al. (2016) FR N Apodemus spp. Cox1-TMA11 157-1122 Cox1-TMB8 157-603 Cox1-TMC8 638-984
Trichuris muris KU575068 Wasimuddin et al. (2016) ES N Mus musculus Cox1-TMA12 157-1122 Cox1-TMB9 157-603 Cox1-TMC8 638-984
Trichuris muris KU575069 Wasimuddin et al. (2016) FR N Rattus rattus Cox1-TMA13 157-1122 Cox1-TMB10 157-603 Cox1-TMC8 638-984
Trichuris muris KU575070 Wasimuddin et al. (2016) Ccz N Mus musculus Cox1-TMA14 157-1122 Cox1-TMB1 157-603 Cox1-TMC9 638-984
Trichuris muris KU575071 Wasimuddin et al. (2016) DE N Mus musculus Cox1-TMA15 157-1122 Cox1-TMB4 157-603 Cox1-TMC2 638-984
Trichuris muris KU575072 Wasimuddin et al. (2016) DE N Mus musculus Cox1-TMA16 157-1122 Cox1-TMB11 157-603 Cox1-TMC3 638-984
Trichuris muris KU575073 Wasimuddin et al. (2016) DE N Mus musculus Cox1-TMA17 157-1122 Cox1-TMB2 157-603 Cox1-TMC3 638-984
Trichuris muris KU575074 Wasimuddin et al. (2016) Ccz N Mus musculus Cox1-TMA18 157-1122 Cox1-TMB12 157-603 Cox1-TMC2 638-984
Trichuris muris KU575075 Wasimuddin et al. (2016) Cz N Mus musculus Cox1-TMA19 157-1122 Cox1-TMB13 157-603 Cox1-TMC2 638-984
Trichuris muris KU575076 Wasimuddin et al. (2016) DE N Mus musculus Cox1-TMA20 157-1122 Cox1-TMB2 157-603 Cox1-TMC10 638-984
Trichuris muris KU575077 Wasimuddin et al. (2016) DE N Mus musculus Cox1-TMA21 157-1122 Cox1-TMB2 157-603 Cox1-TMC11 638-984
Trichuris muris KU575078 Wasimuddin et al. (2016) DE N Mus musculus Cox1-TMA22 157-1122 Cox1-TMB14 157-603 Cox1-TMC12 638-984
Trichuris muris KU575079 Wasimuddin et al. (2016) Cz N Mus musculus Cox1-TMA23 157-1122 Cox1-TMB15 157-603 Cox1-TMC11 638-984
Trichuris muris KU575080 Wasimuddin et al. (2016) Ccz N Mus musculus Cox1-TMA24 157-1122 Cox1-TMB15 157-603 Cox1-TMC13 638-984
Trichuris muris KU575081 Wasimuddin et al. (2016) DE N Mus musculus Cox1-TMA25 157-1122 Cox1-TMB16 157-603 Cox1-TMC14 638-984
Trichuris muris KU575082 Wasimuddin et al. (2016) Ccz N Mus musculus Cox1-TMA26 157-1122 Cox1-TMB1 157-603 Cox1-TMC2 638-984
Trichuris muris KU575084 Wasimuddin et al. (2016) Ccz N Mus musculus Cox1-TMA27 157-1122 Cox1-TMB17 157-603 Cox1-TMC13 638-984
Trichuris muris LC050561 Holroyd et al. (2015) GB N N Cox1-TMA28 241-1206 Cox1-TMB6 241-687 Cox1-TMC15 722-1068
Trichuris suis KT449822 Hawash et al. (2015) DK N Suis scrofa Cox1-TSUA1 241-1206 Cox1-TSUB1 241-687 Cox1-TSUC1 722-1068
Trichuris suis FM253701 Liang (2008) N N Suis scrofa - - - - Cox1-TSucC2 14-360
Trichuris suis GU070737 Liu et al. (2012b) CN N Suis scrofa Cox1-TSUA2 241-1206 Cox1-TSuB2 241-687 Cox1-TSUC3 722-1068
Trichuris suis HE653124 Callejon et al. (2013) N Suis scrofa - - - - Cox1-TSUC4 12-358
Trichuris suis HE653125 Callejon et al. (2013) N Suis scrofa - - - - Cox1-TSUC5 14-360
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Tabulka 9:

Haplotypy odvozené na zékladé¢ sekvenci genu mt-COX1 — 5.¢4st.

Druh Oznaceni sekvence Autor Zemé Pohlavi Hostitel Dataset A Dataset B Dataset C
pivodu Haplotypy Rozsah [bp] Haplotypy Rozsah [bp] Haplotypy Rozsah [bp]
Trichuris suis HE653126 Callejon et al. (2013) N N Suis scrofa - - - - Cox1-TSUC4 12-358
Trichuris suis HE653127 Callejon et al. (2013) N N Suis scrofa - - - - Cox1-TSUC6 12-358
Trichuris suis HE653128 Callejon et al. (2013) N N Suis scrofa - - - - Cox1-TSUC6 12-358
Trichuris suis HE653129 Callejon et al. (2013) N N Suis scrofa - - - - Cox1-TSUC6 12-358
Trichuris suis HQ183740 Liang et al. (2010) CN N Suis scrofa - - - - Cox1-TSUC7 19-365
Trichuris suis HQ183741 Liang et al. (2010) CN N Suis scrofa - - - - Cox1-TSUC8 19-365
Trichuris suis HQ183742 Liang et al. (2010) CN N Suis scrofa - - - - Cox1-TSUC8 19-365
Trichuris suis HQ204208 Zhang et al. (2010) CN N Suis scrofa - - - - Cox1-TSUC9 14-360
Trichuris suis HQ204209 Zhang et al. (2010) CN N Suis scrofa - - - - Cox1-TSUC10 14-360
Trichuris suis HQ204210 Zhang et al. (2010) CN N Suis scrofa - - - - Cox1-TSUC11 14-360
Trichuris suis JF690969 Petrasova et al. (2011) SK N Suis scrofa - - - - Cox1-TSUC12 2-348
Trichuris suis KT449823 Hawash et al. (2015) UG N Suis scrofa Cox1-TSUA3 241-1206 Cox1-TSUB3 241-687 Cox1-TSUC13 722-1068
Trichuris trichiura GU385218 Liu et al. (2012b) CN N Homo sapiens Cox1-TTAl 241-1206 Cox1-TTB1 241-687 Cox1-TTC1 722-1068
Trichuris trichiura AP017704 Kikuchi et al. (2015) N N N Cox1-TTA2 244-1209 Cox1-TTB2 244-690 Cox1-TTC2 725-1071
Trichuris trichiura HE653116 Callejon et al. (2013) ES N N - - - - Cox1-TTC3 20-366
Trichuris trichiura HE653117 Callejon et al. (2013) ES N Colobus guereza kikuyuensis - - - - Cox1-TTC3 20-366
Trichuris trichiura HE653118 Callejon et al. (2013) ES N Colobus guereza kikuyuensis - - - - Cox1-TTC4 20-366
Trichuris trichiura HE653120 Callejon et al. (2013) ES N Colobus guereza kikuyuensis - - - - Cox1-TTC3 20-366
Trichuris trichiura FR846241 Callejon et al. (2011) N N N - - - - Cox1-TTC3 20-366
Trichuris trichiura KT449826 Hawash et al. (2015) UG N Homo sapiens Cox1-TTA3 241-1206 Cox1-TTB3 241-687 Cox1-TTC5 722-1068
Trichuris globulosa LN626969 Callejon et al. (2015) IR samice Camellus sp. - - - - Cox1-TGC1 8-354
Trichuris globulosa LN626970 Callejon et al. (2015) IR samice Camellus sp. - - - - Cox1-TGC1 8-354
Trichuris globulosa LN626971 Callejon et al. (2015) IR samice Camellus sp. - - - - Cox1-TGC1 8-354
Trichuris skrjabini LN626972 Callejon et al. (2015) ZA samec Ovis aries - - - - Cox1-TSKC1 8-354
Trichuris skrjabini HQ183744 Liang et al. (2010) CN N Capra hircus - - - - Cox1-TSKC2 19-365
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Tabulka 10:

Haplotypy odvozené na zéklad¢ sekvenci genu mt-COX1 — 6.¢4ast.

Druh Oznaceni sekvence Autor Zemé Pohlavi Hostitel Dataset A Dataset B Dataset C
pivodu Haplotypy Rozsah [bp] Haplotypy Rozsah [bp] Haplotypy Rozsah [bp]
Trichuris skrjabini HQ183743 Liang et al. (2010) CN N Capra hircus - - - - Cox1-TSKC2 19-365
Trichuris skrjabini HQ183745 Liang et al. (2010) CN N Capra hircus - - - - Cox1-TSKC2 19-365
Trichuris skrjabini LN626973 Callejon et al. (2015) ZA samec Ovis aries - - - - Cox1-TSKC1 8-354
Trichuris skrjabini HE653123 Callejon et al. (2013) N Capra hircus - - - - Cox1-TSKC3 19-365
Trichuris skrjabini HE653122 Callejon et al. (2013) N Capra hircus - - - - Cox1-TSKC3 19-365
Trichuris skrjabini HE653121 Callejon et al. (2013) N Capra hircus - - - - Cox1-TSKC3 19-365
Trichuris skrjabini AM932679 Cutillas a Rocio (2008) N Capra hircus - - - - Cox1-TSKC3 19-365
Trichuris arvicolae FR851275 Callejon et. (2013) FI N Microtus agrestis - - - - Cox1-TAC1 11-357
Trichuris arvicolae FR851276 Callejon et. (2013) Fl N Microtus agrestis - - - - Cox1-TAC2 11-357
Trichuris arvicolae FR851277 Callejon et. (2013) FI N Microtus agrestis - - - - Cox1-TAC3 11-357
Trichuris arvicolae FR851278 Callejon et. (2013) FI N Microtus agrestis - - - - Cox1-TAC4 10-356
Trichuris arvicolae FR851279 Callejon et. (2013) GB N Microtus agrestis - - - - Cox1-TAC4 10-356
Trichuris arvicolae FR851280 Callejon et. (2013) SE N Microtus agrestis - - - - Cox1-TAC5 11-357
Trichuris arvicolae FR851281 Callejon et. (2013) IT N Microtus arvalis - - - - Cox1-TAC6 11-357
Trichuris arvicolae FR851282 Callejon et. (2013) HR N Microtus arvalis - - - - Cox1-TAC7 11-357
Trichuris arvicolae FR851283 Callejon et. (2013) HR N Microtus arvalis - - - - Cox1-TAC8 11-357
Trichuris arvicolae FR851284 Callejon et. (2013) ES N Microtus arvalis - - - - Cox1-TACY 11-357
Trichuris arvicolae FR851285 Callejon et. (2013) FI N Microtus agrestis B - - - Cox1-TAC10 11-357
Trichuris arvicolae FR851286 Callejon et. (2013) FI N Microtus agrestis - - - - Cox1-TAC11 11-357
Trichuris arvicolae FR851287 Callejon et. (2013) FR N Myodes glareolus - - - - Cox1-TAC12 11-357
Trichuris arvicolae FR851288 Callejon et. (2013) ES N Myodes glareolus - - - - Cox1-TAC13 11-357
Trichuris navonae HG934457 Callejon et. (2016) AR N Thaptomys nigrita - - - - Cox1-TNC1 17-363
Trichuris navonae HG934458 Callejon et. (2016) AR N Akodon montensis - - - - Cox1-TNC2 17-363
Trichuris navonae HG934459 Callejon et. (2016) AR N Akodon montensis - - - - Cox1-TNC3 17-363
Trichuris navonae HG934461 Callejon et. (2016) AR N Akodon montensis - - - - Cox1-TNC4 17-363
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Tabulka 11:

Haplotypy odvozené na zékladé¢ sekvenci genu mt-COX1 — 7.¢4ast.

Druh Oznaceni sekvence Autor Zemé Pohlavi Hostitel Dataset A Dataset B Dataset C
pivodu Haplotypy Rozsah [bp] Haplotypy Rozsah [bp] Haplotypy Rozsah [bp]
Trichuris navonae HG934462 Callejon et. (2016) AR N Akodon montensis - - - - Cox1-TNC3 17-363
Trichuris navonae HG934464 Callejon et. (2016) AR N Akodon montensis - - - - Cox1-TNC5 17-363
Trichuris pardinasi HG934451 Callejon et. (2016) AR N Phyllotis bonariensis - - - - Cox1-TPC1 17-363
Trichuris pardinasi HG934452 Callejon et. (2016) AR N Phyllotis bonariensis - - - - Cox1-TPC2 17-363
Trichuris pardinasi HG934454 Callejon et. (2016) AR N Phyllotis xanthopygus - - - - Cox1-TPC3 17-363
Trichuris pardinasi HG934455 Callejon et. (2016) AR N Phyllotis xanthopygus - - - - Cox1-TPC4 17-363
Trichuris pardinasi HG934456 Callejon et. (2016) AR N Phyllotis xanthopygus - - - - Cox1-TPC5 17-363
Trichuris vulpis HE653135 Callejon et. (2013) ES N Canis lupus familiaris - - - - Cox1-TVC1 12-358
Trichuris vulpis HE653136 Callejon et. (2013) ES N Canis lupus familiaris - - - - Cox1-TVC1 12-358
Trichuris vulpis HE653137 Callejon et. (2013) ES N Canis lupus familiaris - - - - Cox1-TVC1 12-358
Trichuris vulpis HE653138 Callejon et. (2013) ES N Canis lupus familiaris - - - - Cox1-TVC1 12-358
Trichinella spiralis KM357422 Mohaas et al. (2014) PL N Suis scrofa Cox1-TSPA1 244-1209 Cox1-TSPB1 244-690 Cox1-TSPC1 725-1071
Trichinella spiralis AF293969 Lavrov a Brown (2001) N N N Cox1-TSPAL 10865-11830 | Cox1-TSPB1 10865-11311 Cox1-TSPC1 11346-11692
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Tabulka 12:

Haplotypy odvozené na zakladé sekvenci genu mt-Cyth — 1.¢ast.

Druh Oznadeni sekvence Autor Zemé Pohlavi Hostitel Dataset A Dataset B
pivodu Haplotypy Rozsah [bp] Haplotypy Rozsah [bp]
Trichuris discolor Cytb-TRICH30 ziskana sekvence Ccz samice Capreolus capreolus Cytb-TDA1 7-671 Cytb-TDB1 75-502
Trichuris discolor Cytb-TRICH95 ziskana sekvence Cz samice Capreolus capreolus Cytb-TDA3 7-671 Cytbh-TDB2 75-502
Trichuris discolor Cytb-TRICH99 ziskana sekvence Ccz samice Capreolus capreolus Cytb-TDA9 7-671 Cytb-TDB8 75-502
Trichuris discolor Cytb-TRICH59 ziskana sekvence Cz samice Ovis orientalis aries Cytb-TDAS8 7-671 Cytbh-TDB5 75-502
Trichuris discolor Cytb-TRICH140 ziskana sekvence Ccz samice Ovis aries musimon Cytb-TDA12 7-671 Cytb-TDB6 75-502
Trichuris discolor Cytb-TRICH141 ziskana sekvence Ccz samice Ovis aries musimon Cytb-TDA6 7-671 Cytb-TDB3 75-502
Trichuris discolor Cytb-TRICH160 ziskana sekvence Ccz samice Ovis orientalis aries Cytb-TDA11 7-671 Cytb-TDB7 75-502
Trichuris discolor Cytb-TRICH195 ziskana sekvence Ccz samice Dama dama Cytb-TDA8 7-671 Cytb-TDB5 75-502
Trichuris discolor Cytb-TRICH312 ziskana sekvence Ccz samice Cervus nippon Cytb-TDA2 7-671 Cytb-TDB10 75-502
Trichuris discolor Cytb-TRICH313 ziskana sekvence Ccz samice Cervus nippon Cytb-TDA8 7-671 Cytb-TDB5 75-502
Trichuris discolor Cytb-TRICH397 ziskana sekvence Ccz samice Cervus elaphus Cytb-TDA7 7-671 Cytb-TDB3 75-502
Trichuris discolor Cytb-TRICH402 ziskana sekvence cz samice Cervus elaphus Cythb-TDA7 7-671 Cytb-TDB3 75-502
Trichuris discolor Cytb-TRICH65 ziskana sekvence Ccz samice Dama dama Cytb-TDA12 7-671 Cytb-TDB6 75-502
Trichuris discolor Cytb-TRICH210 ziskana sekvence cz samice Dama dama Cyth-TDA13 7-671 Cytb-TDB6 75-502
Trichuris discolor Cytb-TRICH211 ziskana sekvence Ccz samice Dama dama Cytb-TDA4 7-671 Cytb-TDB2 75-502
Trichuris discolor Cytb-TRICH380 ziskana sekvence Ccz samice Alces alces Cythb-TDA3 7-671 Cytb-TDB2 75-502
Trichuris discolor Cytb-TRICH382 ziskana sekvence Ccz samice Alces alces Cytb-TDA10 7-671 Cytb-TDB9 75-502
Trichuris discolor Cyth-TRICH98 ziskana sekvence Ccz samice Capreolus capreolus Cytb-TDA5S 7-671 Cytb-TDB4 75-502
Trichuris discolor JQ996231 Liu et al. (2012b) CN N Bos grunniens mutus Cytb-TDA14 8417-9081 Cytb-TDB11 8485-8912
Trichuris discolor LM994702 Callejon et al. (2015) N N Bos taurus - - Cytb-TDB10 29-456
Trichuris ovis Cytb-TRICH103 ziskana sekvence Ccz samice Capreolus capreolus Cytb-TOA3 1-665 Cytb-TOB1 69-496
Trichuris ovis Cyth-TRICH15 ziskana sekvence Ccz samec Ovis orientalis aries Cyth-TOA1 1-665 Cyth-TOB2 69-496
Trichuris ovis Cytb-TRICH163 ziskana sekvence Ccz samice Ovis orientalis aries Cytb-TOA4 1-665 Cytb-TOB11 69-496
Trichuris ovis Cytb-TRICH164 ziskana sekvence Ccz samec Capreolus capreolus Cyth-TOA5 1-665 Cyth-TOB3 69-496
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Tabulka 13:

Haplotypy odvozené na zakladé sekvenci genu mt-Cyth — 2.¢ast.

Druh Oznadeni sekvence Autor Zemé Pohlavi Hostitel Dataset A Dataset B
pivodu Haplotypy Rozsah [bp] Haplotypy Rozsah [bp]
Trichuris ovis Cytb-TRICH17 ziskana sekvence Ccz samice Ovis orientalis aries Cyth-TOA2 1-665 Cyth-TOB6 69-496
Trichuris ovis Cytb-TRICH235 ziskana sekvence Cz samice Ovis orientalis aries Cytb-TOA6 1-665 Cyth-TOB7 69-496
Trichuris ovis Cythb-TRICH253 ziskana sekvence Ccz samice Capreolus capreolus Cytb-TOA7 1-665 Cyth-TOB5 69-496
Trichuris ovis Cytb-TRICH320 ziskana sekvence Cz samice Cervus elaphus Cytb-TOAS8 1-665 Cyth-TOB4 69-496
Trichuris ovis Cytb-TRICH322 ziskana sekvence Ccz samice Cervus elaphus Cytb-TOA9 1-665 Cytbh-TOBS8 69-496
Trichuris ovis Cythb-TRICH323 ziskana sekvence cz samec Cervus elaphus Cyth-TOA8 1-665 Cyth-TOB4 69-496
Trichuris ovis Cytb-TRICH347 ziskana sekvence Ccz samice Ovis aries musimon Cyth-TOA10 1-665 Cytb-TOB2 69-496
Trichuris ovis Cytb-TRICH349 ziskana sekvence Ccz samec Ovis aries musimon Cyth-TOA10 1-665 Cytb-TOB2 69-496
Trichuris ovis Cytb-TRICH350 ziskana sekvence Ccz samice Ovis aries musimon Cytb-TOA10 1-665 Cytbh-TOB2 69-496
Trichuris ovis Cytb-TRICH351 ziskana sekvence cz samice Dama dama Cyth-TOA11l 1-665 Cyth-TOB2 69-496
Trichuris ovis Cytb-TRICH356 ziskana sekvence Ccz samec Dama dama Cytb-TOA12 1-665 Cytbh-TOB9 69-496
Trichuris ovis Cytb-TRICH358 ziskana sekvence cz samec Dama dama Cyth-TOA13 1-665 Cytb-TOB12 69-496
Trichuris ovis Cytb-TRICH362 ziskana sekvence Ccz samec Dama dama Cytb-TOA14 1-665 Cytbh-TOB10 69-496
Trichuris ovis Cytb-TRICH381 ziskana sekvence cz samice Alces alces Cyth-TOA15 1-665 Cyth-TOB13 69-496
Trichuris ovis JQ918106 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cyth-TOB14 1-428
Trichuris ovis JQ918107 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cytb-TOB15 1-428
Trichuris ovis JQ918108 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cytb-TOB15 1-428
Trichuris ovis JQ918109 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cytb-TOB15 1-428
Trichuris ovis JQ918110 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cytb-TOB15 1-428
Trichuris ovis JQ918112 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cyth-TOB15 1-428
Trichuris ovis JQ918113 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cytb-TOB15 1-428
Trichuris ovis JQ918118 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cyth-TOB15 1-428
Trichuris ovis JQ918120 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cytb-TOB15 1-428
Trichuris ovis JQ918122 Wang et al. (2013) CN N Taurotragus derbianus - - Cyth-TOB15 1-428
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Tabulka 14:

Haplotypy odvozené na zakladé sekvenci genu mt-Cyth — 3.¢ast.

Druh Oznadeni sekvence Autor Zemé Pohlavi Hostitel Dataset A Dataset B
pivodu Haplotypy Rozsah [bp] Haplotypy Rozsah [bp]
Trichuris ovis JQ918123 Wang et al. (2013) CN N Taurotragus derbianus - - Cyth-TOB15 1-428
Trichuris ovis JQ918124 Wang et al. (2013) CN N Taurotragus derbianus - - Cytb-TOB15 1-428
Trichuris ovis JQ918125 Wang et al. (2013) CN N Taurotragus derbianus - - Cyth-TOB15 1-428
Trichuris ovis JQ918126 Wang et al. (2013) CN N Taurotragus derbianus - - Cytb-TOB15 1-428
Trichuris ovis JQ996232 Liu et al. (2012b) CN N Addax nasomaculatus Cytb-TOA16 8435-9099 Cyth-TOB15 8503-8930
Trichuris ovis JQ918111 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cyth-TOB16 1-428
Trichuris ovis JQ918114 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cyth-TOB17 1-428
Trichuris ovis JQ918127 Wang et al. (2013) CN N Taurotragus derbianus - - Cytb-TOB17 1-428
Trichuris ovis JQ918115 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cyth-TOB18 1-428
Trichuris ovis JQ918116 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cyth-TOB19 1-428
Trichuris ovis JQ918117 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cyth-TOB20 1-428
Trichuris ovis JQ918121 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cyth-TOB20 1-428
Trichuris ovis JQ918119 Wang et al. (2013) CN N Addax nasomaculatus - - Cyth-TOB21 1-428
Trichuris ovis LM994697 Callejon et al. (2015) N N Capra hircus - - Cyth-TOB22 29-456
Trichuris ovis LN626976 Callejon et al. (2014) ZA N N - - Cyth-TOB23 22-449
Trichuris ovis LN626977 Callejon et al. (2014) ZA N N - - Cytb-TOB23 22-449
Trichuris globulosa LN626974 Callejon et al. (2014) IR N N - - Cyth-TGB1 22-449
Trichuris skrjabini LM994700 Callejon et al. (2015) N N Capra hircus - - Cytbh-TSKB1 29-456
Trichuris skrjabini LN626979 Callejon et al. (2014) ZA N N - - Cytb-TSKB3 22-449
Trichuris skrjabini LN626978 Callejon et al. (2014) ZA N N - - Cyth-TSKB2 22-449
Trichuris muris LC050561 Holroyd et al. (2015) GB N N Cytb-TMA1 8427-9091 Cytb-TMB1 8495-8922
Trichuris muris LM994701 Callejon et al. (2015) N Mus domesticus - - Cytb-TMB2 29-456
Trichuris leporis LM994705 Callejon et al. (2015) N Lepus europaeus - - Cytb-TLB1 29-456
Trichuris arvicolae LM994698 Callejon et al. (2015) N Myodes glareolus - - Cyth-TAB1 29-456
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Tabulka 15:  Haplotypy odvozené na zakladé sekvenci genu mt-Cytb — 4. ¢ast.
Druh Oznadeni sekvence Autor Zemé Pohlavi Hostitel Dataset A Dataset B

pivodu Haplotypy Rozsah [bp] Haplotypy Rozsah [bp]
Trichuris suis KT449822 Hawash et al. (2015) DK N Sus scrofa Cytb-TSUAL 8732-9396 Cyth-TSUB2 8800-9223

Trichuris suis LM994696 Callejon et al. (2015) N N Sus scrofa - - Cytb-TSUB2 29-456
Trichuris suis GU070737 Liu et al. (2012b) CN N Sus scrofa Cyth-TSUA2 8670-9334 Cyth-TSUB1 8738-9165
Trichuris suis KT449823 Hawash et al. (2015) UG N Sus scrofa Cyth-TSUA3 8645-9309 Cytb-TSUB3 8713-9140
Trichuris trichiura AP017704 Holroyd et al. (2015) N N N Cytb-TTA2 8487-9151 Cytb-TTB1 8555-8982
Trichuris trichiura GU385218 Liu et al. (2012b) CN N Homo sapiens Cyth-TTAL 8441-9105 Cyth-TTB2 8509-8936
Trichuris trichiura KT449826 Hawash et al. (2015) UG N Homo sapiens Cytb-TTA3 8412-9076 Cyth-TTB3 8480-8907

Trichuris colobae LM994704 Callejon et al. (2015) N Colobus guereza kikuyuensis - - Cytb-TCB1 29-456

Trichuris vulpis LM994699 Callejon et al. (2015) N Canis lupus familiaris - - Cytb-TVB1 29-456

Trichinella spiralis KM357422 Mohandas et al. (2014) PL N Sus scrofa Cytb-TSPAL 11053-11717 Cytb-TSPB1 11121-11541

Trichinella spiralis AF293969 Lavrov and Brown (2001) N N N Cytb-TSPA1 5090-5754 Cytb-TSPB1 5158-5585
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Pii bioinformatickém zpracovani jsme vychézeli z ptedpokladu, Ze vramci jednoho
zoologického rodu se uvniti studovanych mitochondridlnich genii nebudou vyskytovat
dele¢né-inzercni polymorfismy. Tento piedpoklad byl potvrzen na zakladé alignmentt vSech
ziskanych haplotypovych sekvenci u obou studovanych gend. Polymorfismy, které jsme
identifikovali, mély charakter nukleotidovych substituci. VétSina z téchto substituci
vykazovala synonymni charakter, coz znamend, ze tyto mutace nevedly ke zméndm
aminokyselinového slozeni kodovaného peptidu. Minimum mutaci predstavovalo
nesynonymni sekven¢ni zmény. Pfesto tyto zmény aminokyselinového slozeni kédovanych
peptidi dle hodnoceni bioinformatickym softwarem nevedlo ke zmén¢ struktur domén
typickych pro geny mt-COX1 a mt-Cytb. Sekvenacni analyza prokdzala vnitropopulacni
polymorfismus u T. discolor a T. ovis u obou studovanych mitochondrialnich gent. Vzhledem
K tomu, Ze pii diplomové praci bylo ziskano celkem 36 sekvenci, které byly porovnavany
s desitkami publikovanych sekvenci, jsem se rozhodla pro vétsi ndzornost neuvadeét vSechny
nalezené SNP. Za mnohem vhodnéjsi zplisob prezentace jsem povazovala jejich zpracovani

vV podobé fylogenetické analyzy.

5.2 Fylogeneticka analyza zpracovana na zakladé sekvenénich

polymorfismi mt-COX1 a mt-Cytb

V ptedchazejici kapitole prace jsem uvedla, jakym zplisobem byly vybrany jednotlivé
datasety, a v jakych pozicich se nachazeji sekvence pouzité pro odvozeni haplotypu. Z tabulek
tudiz vyplyva, ze u genu mt-COX1 byly hodnoceny celkem tfi datasety (Tabulka 5 —11) au
genu mt-Cytb datasety dva (Tabulka 12 — 15). Z téchto tabulek rovnéz vyplyva, Ze jednotlivé
datasety se od sebe odliSuji Cetnosti zaznaml pro dva modelové druhy diplomové prace- T.
ovis a T. discolor. Lisi se rovnéz i dal$imi zastupci rodu Trichuris, ktefi byli do danych
datasetli zahrnuti. Tento fakt je zplsoben tim, ze rGzni autofi se u r0znych druhl rodu

Trichuris zabyvaji riznymi oblastmi genu mt-COX1 a mt-Cytb.

5.2.1 Volba optimalnich modela pro fylogenetickou analyzu

Pro fylogenetickou analyzu je kli¢ovym faktorem volba optimalniho modelu, na jehoz
zaklad¢ probiha konstrukce fylogenetického stromu. V nasledujici Tabulce 16 jsou uvedeny
vystupy programu MAFFT version 7 (Katoh a Toh, 2008). Témito vystupy jsou navrzené

modely, které byly ziskany na zaklad¢ tfech riznych kritérii, a které jsou podle téchto kritérii
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povazovany za optimalni. Pro vlastni fylogenetickou analyzu jsem pouzila takovy model,

ktery byl pro dany dataset a dany gen doporucen na zaklad€ vétsiho poctu testovacich kritérii.

Tabulka 16:

Ptehled modelt pro fylogenetickou analyzu u jednotlivych dataseti.

Datasety

Testovaci kritérium

AlC

BIC

DT

COX1 DATASET A

012342+1+G+F

012232+1+G+F

012232+1+G+F

COX1 DATASET B

012232+1+G+F

012232+1+G+F

012232+1+G+F

COX1 DATASET C

012232+1+G+F

012212+1+G+F

012212+1+G+F

CYTB DATASET A

010230+1+G+F

010230+1+G+F

010230+1+G+F

CYTB DATASET B

012342+1+G+F

012342+1+G+F

012342+1+G+F

Modely, které byly doporuceny na zékladé vétSiho poctu testovacich kritérii a podle kterych

byla zpracovana fylogeneticka analyza jsou v Tabulce 16 vyznaéeny zlutou barvou.

5.2.2 Fylogeneticka analyza

Z Tabulky 16 vyplyva, ze fylogeneticka analyza byla zpracovana na zakladé tiéi datasetd

odvozenych od genu mt-COX1 a dvou dataseti odvozenych od genu mt-Cytb. Vysledky

téchto analyz jsou prezentovany v nasledujicich péti fylogramech (Obr. 5 - 9).
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Obr. 5:  Fylogeneticky strom vytvofeny na zaklad¢ datasetu A genu mt-COXL.
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Obr. 6: Fylogeneticky strom vytvofeny na zaklad¢ datasetu B genu mt-COX1.
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Obr. 7:  Fylogeneticky strom vytvofeny na zaklad¢ datasetu C genu mt-COX1.
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Obr. 8: Fylogeneticky strom vytvofeny na zaklad¢ datasetu A genu mt-Cytb.
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Obr. 9:

Fylogeneticky strom vytvofeny na zaklad¢ datasetu B genu mt-Cytb.
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5.3 Hodnoceni vyskytu endosymbiotickych bakterii rodu Wolbachia

Pouzity PCR marker podle Werren a Windsor (2000) dokazal spolehlivé detekovat
bakterie rodu Wolbachia v chované populaci D. melanogaster. Z 50 testovanych samic byla
Wolbachia prokazana ve 42 jedincich a z 50 testovanych samci byla prokazana u 36 jedincu.
Diky této testovaci populaci byla prokazana vysoka specifita a senzitivita pouzit¢ho markeru.
Bohuzel u zadného ze zastupcu T. ovis a T. discolor nebyla Wolbachia prokazana. Na
nasledujicim obrazku (Obr. 10) je uveden elektroforeogram sPCR amplikony u D.

melanogaster

Obr. 10: Elektroforeogram PCR markerku, detekujici pfitomnost bakterii rodu
Wolbachia.
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Na Obr. 11 a 12 jsou znazornény vysledky analyzy pomoci QRT-PCR. Obr. 11 ptedstavuje
amplifikacni kiivky u populace D. melanogaster. Z pribéhu amplifikacnich kiivek vyplyva,
ze k exponencialnimu narustu dochazi ptiblizné po 18 cyklech amplifikace. Tento vysledek
svédci o tom, Ze u vSech sledovanych jedinct byla piiblizné shodna intenzita vyskytu bakterii
rodu Wolbachia. U v§ech hodnocenych jedinct T. discolor a T. ovis k amplifikaci
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nedochézelo, a tudiz graficky vystup neobsahoval zadné kiivky. Na Obr. 12 je znazornén
vystup postamplifikacni analyzy pomoci kiivky tani. U vSech amplikond D. melanogaster
kiivka tani ptedstavovala symetricky pik, ktery svéd¢i o specificnosti amplifikace a

koresponduje s jasné ohrani¢enymi piky, uvedenymi na Obr. 10.

Obr. 11: Prabéh amplifika¢nich kiivek.
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6 Diskuze

Ve své diplomové praci jsem se zaméfila na studium variability dvou mitochondridlnich
gend, které slouzily jako molekularni markery pro druhy T. ovis a T. discolor. Oba druhy
parazitickych hlistic byly ziskany z riznych druhil piezvykavci z Ceské republiky. Bylo
vybrano 18 jedincli od kazdého zkoumaného druhu rodu Trichuris, pficemz morfologicka
analyza byla provedena na Katedie zoologie a rybaistvi FAPPZ CZU v Praze. Vysledky
morfologické analyzy korespondovaly se zafazenim pomoci dvou inzeréné-delecnich
markerd, navrzenych dle Vejl et al. (2017). Tento postup druhové identifikace sekvenovanych
jedincti povazuji za dilezity, protoze tfada autori ve svém vyzkumu neuvedla, jakym
zpusobem jednotlivé zastupce rodu Trichuris identifikovala, coz mohlo ptipadné vést
Kk nespravné interpretaci dat a zkresleni zavér provadénych experimentu.

Nejpouzivangj§imi molekularnimi markery pro diagnostické studie a analyzu genetickych
vztahll u zkoumanych druhd rodu Trichuris jsou useky ribozomalni DNA ITS1 a ITS2.
(Oliveros et al., 2000; Cutillas et al., 2002; Callejon et al., 2012). Nicméné tyto oblasti
zahrnuji Cetné repetice, takze vysledny alignment sekvenci 1 mezi Uzce piibuznymi jedinci
bude obsahovat fadu mezer v dusledku dele¢né-inzercnich mutaci. To vedlo nékteré autory k
zavéru, ze druhové a fylogenetické analyzy rodu Trichuris je nutno doplnit dalSimi
genetickymi markery, jako jsou geny mitochondridlni DNA (Lavrov and Brown, 2001;
Cutillas et al. 2009; Callejon et al., 2012; 2013; Liu et al. 2012b; Hawash et al. 2015).
Mitochondrialni DNA se ukazala jako vhodna v disledku maternalni dédi¢nosti, rychlosti
divergence, minimu rekombinaci a obvykle snadné PCR amplifikaci 1 z malého mnoZstvi
biologického materidlu, z ¢ehoz jsem vychazela v diplomové praci. Mitochondrialni geny
mt-COX1 a mt-Cytb se standardné pouzivaji v barcoding systému, protoze obsahuji typické
oblasti s vysokym obsahem mutaci, které jsou schopny podchytit evoluéni zmény na urovni
vnitro- i mezidruhové variability. Néktefi autofi vyuzivali také geny pro 16S (Callejon et al.,
2012), TPI (Callejon et al., 2015a) nebo podjednotku 5 nikotinamid dehydrogenazy (Wang et
al., 2013).

Detailni metodika byla navrzena na zdklad¢ védeckého vyzkumu dle Vejl et al. (2017),

pficemz v mnoha bodech bylo postupovano obdobné.
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6.1 Sekvencni polymorfismus mitochondridalnich genii mt-COX1 a mt-
Cytb

6.1.1 Volba biologického materialu

Podobné jako u ostatnich druhi helmintd jsou tenkohlavei rozliSovani na zakladé
morfologickych a biometrickych znakt, hostitele a jejich zemépisného piivodu (Robles et
al., 2011, Torres et al., 2011). OvSem mnohdy ani tato diagnostika nemusi byt dostacujici
(Callejon et al., 2015a; Vejl et al., 2017). Ze studia odborné literatury, ktera je zaméfena na
problematiku identifikace druhti rodu Trichuris pomoci molekularnich metod vyplyva, Ze
riuzni autofi zvolili pro své experimenty rizné druhy tohoto rodu. Volba biologického
materidlu do mé diplomové prace vychazela z publikovanych vysledkli riiznych autorii
(Callejon et al., 2012; Liu et al., 2012b; Wang et al., 2013; Vejl et al., 2017). Druhy T. ovis a
T. discolor byly vybrany na zaklad¢ toho, Ze se jedna o blizce ptibuzné druhy, parazitujici u
stejného spektra hostitel, ktefi se hojné vyskytuji na Gizemi Ceské republiky.

Vzorky byly ziskdny pomoci parazitologické pitvy ze stfev porazenych nebo uhynulych
hostitelskych zvitat, pfiemz od kazdého modelového druhu bylo vybrdno 18 jedinci.
Nasledné byly vzorky konzervovany v 70% ethanolu a uchovany dle klasickych postupt,
které jsou uvedeny v metodice, pficemz stejné postupy dodrzovali 1 dalsi autofi (Liu et al.,

2012b; Callejon et al., 2013; 2016; Wang et al., 2013; Vejl et al. 2017).

6.1.2 lzolace DNA

Pii feSeni diplomové prace byla jako vychozi biologicky material uréeny k izolaci DNA
zvolena tkan celého téla T. ovis, T. discolor i D. melanogaster. Pfed extrakci DNA byli
jedinci oplachnuti 96% ethanolem a nasledné vysuSeni pomoci lyofilizatoru, stejny postup
provedli ve svém vyzkumu i Simdes et al. (2011) nebo Vejl et al. (2017). Ze studia védecké
literatury vyplyva, Ze téméf vSichni autofi (Cutillas et al., 2004; Simdes et al. 2011; Callejon
et al., 2012; 2015a; 2016; Vejl et al., 2017) vyuzivali pro izolaci DNA komer¢éné vyrabéné
kity. Pfi feSeni této diplomové prace byl k izolaci DNA rovnéZ zvolen komeréné vyrabény
NucleoSpin® Tissue Kit (Macherey-Nagel), ktery byl vyuzit také autory Simdes et al. (2011)
a Vejl et al. (2017). Ostatni autofi pii vyzkumu pouzivali DNeasy Blood and Tissue Kit
(Qiagen) (Cutillas et al., 2004; Callejon et al., 2013; 2015a; 2016). Nekteti z autorit vSak pii
izolaci DNA pouzili extrakéni pufr dodecylsiranu sodného (SDS) s proteinkindzou K a

naslednou purifikaci pomoci centrifugacnich kolonek. Tento postup extrakce popisuje
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napiiklad Liu et al. (2012b) nebo Wang et al. (2013). Kvantita a kvalita izolované genomické
DNA byla zjisténa pomoci UV spektrofotometru. Vysokomolekularita extrahované DNA byla
ovéfena gelovou elektroforézou SubCell (BioRad) na 1% agarézovém gelu. Callejon et al.
(2012; 2013; 2015a; 2015b) a Salaba et al. (2013) provadé¢li elektroforetickou analyzu na
0,8% gelu. Ostatni autofi tuto metodu nepopisuji. Genomickda DNA byla vizualizovana
barvenim pomoci ethidium bromidu, coz bylo shodné s postupy Callejon et al. (2012; 2013;
2015a; 2015b). Uvedené vysledky potvrdily, Ze NucleoSpin® Tissue Kit (Macherey-Nagel) je
vhodny pro izolaci DNA z uvedeného biologického materialu. Extrakce DNA pomoci
izola¢ni sady je vétSinou autor vyuzivana z diivodu, ze vyrazné urychluje izolaci DNA, pfi
souCasném zachovani stabilnich podminek béhem celé izolace, ¢imz vyrazné minimalizuje
riziko mozné kontaminace vzorkl. Kvalita extrahované DNA byla prokézéna tim, ze vzniklé

izolaty DNA fungovaly u vSech vzorki jako bezproblémovy PCR templat.

6.1.3 Optimalizace PCR markeri

Pro navrhovani specifickych degenerovanych primerii byly pouzity sekvence z databdze
NCBI, které publikovali Liu et al. (2012b). Na zaklad¢ stejnych sekvenci navrhli odlisné
primery také Callejon et al. (2015b). Liu et al. (2012b) jako jedini publikovali relevantni
vysledky, zaloZzené na sekvenci celého mitochondrialniho genomu T. ovis a T. discolor.
Ovsem vzorky T. ovis a T. discolor pouzité v jejich vyzkumu nepochazely z evropskych
hostiteld, nybrz se jednalo o africkou antilopu adax nibijsky, chovanou v Cing. Dal§im
hostitelem byl jak domaci, pochéazejici rovnéz z Ciny. V tomto piipadé jsem viak
predpokladala, ze publikované sekvence mitochondrialniho genomu budou podobné s T. ovis
a T. discolor z Ceské republiky. Oba degenerované primery pro amplifikaci genu mt-COX1 a
mt-Cytb byly v ramci feseni diplomové prace navrzeny pomoci programu Primer3 Input 0.4.0
Program (Rozen a Skaletsky, 2000).

Amplikony ziskané pii pouziti téchto primert byly osekvenovany a na zakladé ziskanych
sekvenci byly navrZzeny druhové specifické primerové pary pro oba mitochondridlni geny mt-
COX1 a mt-Cytb, rovnéz za pouziti programu Primer3 Input 0.4.0 Program (Rozen a
Skaletsky, 2000). Stejny program pro tvorbu primer ve svém vyzkumu pouzili 1 Vejl et al.
(2017), naopak Liu et al. (2012b) pouzili Primer 5 Design Program (PREMIER Biosoft
International). Mnoho autorti ovSem vychéazelo z jiz dfive publikovanych primeri, takze

vyuziti nékterého z programi ve svém vyzkumu nepopisuji. Timto je tato diplomova prace
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originalni, protoze je zaloZena na tvorbé zcela novych druhové specifickych primerovych
parech.

Optimalizaci molekuldrnich markerti je nutné provést pied jejich vlastnim pouzitim,
Z diavodu nemoznosti zajisténi identickych podminek pti prabéhu PCR amplifikace, jak bylo
popisovano jinymi autory. Kazdéa laboratof totiz pouziva k izolaci DNA rizné komercné
vyrabéné kity, odlisny typ termocykleru nebo jinou termostabilni polymerazu. Klasickym
krokem optimalizace je volba vhodné teploty pro annealing téchto specifickych primert.
Tento postup jsem pouzila i ve své diplomové praci, kdy jsem pomoci teplotniho gradientu
zvolila jako optimalni annealac¢ni teplotu 60 °C, kterd byla pouzita pro amplifikaci obou genti
u obou studovanych druhti. Shodnou teplotu vyuzili 1 Callejon et al. (2013). Pti této teplote
vznikal specificky usek DNA o definované velikosti. Autofi Liu et al. (2012b) a Wang et al.
(2013) pouzili annealacni teplotu 55°C pro amplifikaci genu mt-COX1 a 50°C pro amplifikaci
genu mt-Cytb. Specifi¢nost nasedani primert byla feSena pomoci in silico analyzy.
Sekvenacni analyzou byla nasledné prokazatelné potvrzena spravna volba vhodné annealacni
teploty, ktera poskytovala specifické PCR amplikony s pozadovanou sekvenci v dostate¢ném

mnozstvi.

6.1.4 Podminky PCR amplifikace a sekvenace

V experimentalni ¢asti byla pro amplifikaci DNA pouzita polymeraza Taq polymeraza
(Thermo SCIENTIFIC) v mnozstvi 0,7U, coZ je shodné s vyzkumem Vejl et al. (2017). Liu et
al. (2012b) a Wang et al. (2013) vyuzili rTaq polymerazu od firmy TaKaRa ve shodném
mnozstvi 5U. Callejon et al. (2015a; 2016) vyuzivali pro svij vyzkum 1U AmpliTaq®
polymerazy. Ostatni autofi neuvadi pfesného vyrobce Taq polymerazy, pouze shodné
mnozstvi 2,5U (Cutillas et al., 2004; Callejon et al., 2012; 2013; Robles et al., 2014). Pro
provedeni amplifikace jsem pouzila TGRADIENT (Biometra®). Jini autofi dale vyuZivali
odlisné typy termocyklerit znacky Biometra (Liu et al., 2012b; Wang et al., 2013), Perkin
Elmer (Callejon et al., 2012; 2013; 2015b) nebo BIO RAD (Vejl et al., 2017). Nasledné
podminky PCR amplifikace byly u riiznych autorti odlisné.

Sekvenacni analyza vychézela z ovéfeni experimentalnich postupli, které publikovali
Callejon et al., (2012; 2016) a Vejl et al. (2017) a obdobné metody jsem pouzila i pii feSeni
mé diplomové prace. VSichni tito autofi vyuZili pro separaci amplikont agarézovou gelovou
elektroforézu v 1 x TBE pufru. Koncentrace gelu se u jednotlivych autorti pohybovala v

rozmezi od 1 do 2%. Amplikony v mé praktické Casti byly separovany v 1,5% agar6zovém
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gelu. Stejnou hustotu gelu pouzili i Hawash et al. (2015). Pro vizualizaci fragmentd bylo
nasledné pouzito barveni ethidium bromidem a zobrazeni pod UV svétlem. Z vyfiznutych
agardzovych blocku s fragmenty DNA o pozadované velikosti byla vyizolovana DNA pomoci
GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo SCIENTIFIC. Jini autofi vyuzivali Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System od firmy Promega (Liu et al., 2012b; Callejon et al., 2015b;
2016) nebo MiniElute PCR Purification Kit (Qiagen) (Vejl et al., 2017). Pro sekvenéni reakci
byl pouzit kit BigDye Terminator V3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo SCIENTIFIC), ktery
vyuzivali také Liu et al. (2012b) a Vejl et al. (2017). Vzniklé produkty sekvenéni reakce byly
purifikovany a osekvenovany pomoci kapilarni elektroforézy ABI Prism 310 Genetic

Analyzer (Thermo SCIENTIFIC).

6.1.5 Fylogeneticka analyza

V databazi NCBI jsou riznymi autory publikovany rizné dlouhé sekvence obou studovanych
gent, proto byly v ramci diplomové prace vytvoreny tii datasety pro gen mt-COX1 a dva
datasety pro gen mt-Cytb. Kazdy dataset obsahoval fragmenty gent se stejnou délkou, které
predstavovaly jednotlivé haplotypy ziskané na zaklad¢ dat publikovanych v NCBI, soucasné
s nov¢ ziskanymi sekvencemi, které jsou pfipraveny k vlozeni do této databaze.

Cilem experimentalni ¢ast diplomové prace bylo zhodnoceni téchto vstupnich dat za
ucelem grafického zobrazeni fylogenetickych vztahii a znadzornéni jednotlivych haplotypt
pomoci zakotfenénych fylogenetickych stromd.

Vsechny sekvence byly vzdjemné porovnany za pouziti programu MAFFT version 7,
stejny postup pouzili i Vejl et al. (2017). Jini autofi vyuzivali program ClustalX 1.83 (Liu et
al., 2012a; 2012b; Wang et al., 2013; Callejon et al., 2015) nebo ClustalW (Callejon et al.,
2012; 2015; Salaba et al., 2013; Robles et al., 2014; Hawash et al., 2015). Pomoci programu
JModelTest a hodnot AIC, BIC a DT byl vybran optimélni substitu¢ni model, ktery odpovida
algoritmu sestaveni fylogramu podle principu maximalni parsimonie (MP) a vérohodnosti
(ML). Z védeckych publikaci bylo jasné patrné, Zze z uvedenych statistickych hodnot je autory
nejvice vyuzivana pouze hodnota AIC (Liu et al., 2012a; 2012b; Wang et al., 2013; Callejon
et al., 2013; 2015; 2016; Hawash et al., 2015). Hodnoty BIC a DT ve svém vyzkumu pouzili
jen Vejl et al. (2017). Vyhodou pouziti vice testovacich kritérii pro volbu modelu je, zZe
ziskané fylogramy jsou podpofeny vice matematickymi algoritmy, které hodnoti shodna
vstupni data. Jinymi slovy lze fici, Ze postup zvoleny pfi feSeni diplomové prace vedl k vyssi

statistické podpofe prezentovanych vysledkli v podobé fylogenetickych stroma. Shodny
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statisticky program jModelTest byl pouzit i mnoha jinymi autory (Wang et al., 2013; Hawash
et al., 2015; Callejon et al., 2016; Vejl et al. 2017). Fylogenetické stromy pro jednotlivé
datasety geni mt-COX1 a mt-Cytb byly vytvofeny metodou ML pomoci programu PhyML
3.0, ktery byl opét Siroce pouzivan mnohymi autory (Wang et al., 2013; Callejon et al., 2015;
2016; Robles et al., 2014; Vejl et al., 2017). Zakotenéni fylogramt bylo provedeno tak, ze
mezi porovnavané haplotypy byla zafazena sekvence pfibuzného druhu T. spiralis, ktera se
sekvencné liSila od zkoumanych haplotypt. Pii feSeni diplomové prace byla vyslovena
hypotéza, ze T. spiralis a rod Trichuris maji jednoho spole¢ného piedka. Druh T. spiralis
vyuzili jako pomocnou outgroupovou skupinu také autofi Liu et al. (2012a), Wang et al.
(2013), Callejon et al. (2015) nebo Hawash et al. (2015). Jinou moznosti pfibuzného druhu je
Asaris suum, kterou pii svych experimentech pouzili Callejon et al. (2012) a Liu et al.
(2012b). Pii vyzkumu fylogeneze u druhti rodu Trichuris z ptezvykavych hostiteld, byla do
analyzy zaclenéna sekvence T. trichiura (Salaba et al., 2013) nebo T. myocastoris (Vejl et al.,
2017).

Do experimentalni Casti diplomové prace byly zahrnuty vSechny dostupné sekvence
z databaze NCBI, protoze cilem bylo zjistit umisténi mnou zkoumanych druht T. ovis a T.
discolor z Ceské republiky ve vysledném fylogenetickém stromu. Do fylogenetickych analyz
byly tedy pouzity nejen publikované sekvence evropskych druhti, ale také data
charakterizujici parazity a hostitele z Afriky, Ameriky a Asie.

Fylogenetické stromy byly hodnoceny na zékladé pouzitych sekvenci, které jsou uvedeny
v Tabulce 5 - 15. Cim samostatn&ji stoji jednotlivé vétve fylogramu, tim obsahuji vice mutaci
oproti ostatnim sekvencim a lze tak hodnotit jejich fylogeneticky vyvoj. Odvozeni fylogeneze
druht rodu Trichuris bylo provedeno pro geny mt-COX1 a mt-Cytb zvlast, ovSem néktefi
autofi vyuzivali pro fylogenetické analyzy metodu kombinace vice genti (Wang et al., 2013;
Callejon et al., 2015; 2016). Plocha trojuhelnikovych symboli charakterizujicich sloucené
vétve ve fylogramu vyjadiuje homogenitu dané skupiny. Cim je tedy plossi, tim se sniZzuje
variabilita a poCet mutacnich rozdili mezi seskupenymi jedinci, ktefi si jsou tak vice
pfibuzni. Obecnym piedpokladem zpracovani fylogenetickych analyz byl monofyleticky
ptivod rodu Trichuris. VSechny fylogramy uvedené na Obr. 5 - 9 dokumentuji dichotomické
vétveni. V jednotlivych uzlech se nachazely teoreticti spolecni ptedci studovanych druht.

Jinou moznosti hodnoceni fylogenetickych vztahli je zaloZeno na procentualnim
zastoupeni nukleotidi C+G, respektive A+T, ve zkoumanych sekvencich. Tato metoda je

sice rychlejsi a jednodussi, ovSem z poskytnutych dat nelze vyc¢ist pfesnou pozici
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jednotlivych SNP mutaci, takze se da povazovat za nepfesnou. Nicméné tuto metodu
hodnoceni ve svém vyzkumu publikovali naptiklad Liu et al. (2012a; 2012b), Callejon et al.
(2012; 2013; 2015), Wang et al. (2013) nebo Robles et al. (2015).

Z Obr. 5 je patrné, ze se fylogram vytvofeny na zakladé datasetu A pro gen mt-COX1
rozd¢lil na dva klady A a B. Klad A je jednoduchy a seskupil vSechny zkoumané jedince T.
muris (haplotypy TMA1 — TMA28), kteii pochazeji z Ceské republiky, Francie, Némecka a
Spanélska. Oproti tomu klad B je ¢lenény na vice nizsich subkladt, pfi¢emz subklad B-1 a B-
2 tvofti sesterské vétve. Sesterskymi skupinami jsou také subklad B-1-1 a B-1-2 nebo subklad
B-2-1 a B-2-2. Déale pak jednotlivé subklady, které vychazely z téchto vétvi. Vzhledem
k tomu, ze se jedna o sesterské vétve, Ize tedy konstatovat, Ze subklady B-1-1-1, B-1-1-2, B-
1-2-1 a B-1-2-2 mély spole¢ného ptedka. Subklad B-1-1 seskupuje druh T. ovis a rozklada se
na dvé samostatné vétve, které odpovidaji subkladu B-1-1-1 a B-1-1-2. Haplotyp COX1-
TOA17 pochazi z adaxe nubijského z Ciny (Liu et al., 2012b), oproti haplotypim COX1-
TOAL - COX1-TOA16 z riiznych hostitelti z Ceské republiky, které byly hodnoceny v ramci
diplomové prace. Rozdéleni bylo dano genetickym driftem, ktery tuto populaci separoval.
Stejné je tomu i u subkladu B-1-2, ktery sdruzuje druh T. discolor, kdy opét haplotyp COX1-
TDAI15 pochézi z Ciny (Liu et al., 2012b) a haplotypy COX1-TDA1 - COX1-TDA14 z Ceské
republiky, pficemz populace trichurti byly opét rozdéleny migraci hostitelt. Subklad B-2 nese
dve sesterské vétve, které tvoii blizce pfibuzné druhy T. suis a T. trichiura. Divodem tohoto
seskupeni je zfejmé omnivorni zplisob obzivy hostiteld. Tento vysledek muze také souviset s
ptipadnym zoonotickym potencialem druhu T. suis.

Obr. 6 odpovida fylogramu pro gen mt-COX1 dle datasetu B. Je jasné patrné, ze
fylogenetické stromy na Obr. 5 a 6 jsou si velmi podobné. Jednotlivé vétve seskupuji stejné
druhy, jen srozdilnymi haplotypy. Opét lze sledovat rozdéleni subkladu B-1-1 na dvé
sesterské vétvé B-1-1-1 a B-1-1-2, pfi¢emz zastupci druhu T. ovis na subkladu B-1-1-1
s haplotypy COX1-TOB13 - COX1-TOB16 pochazeji z Ciny (Wang et al., 2013) a haplotypy
COX1-TOB1 - COX1-TOBI2 pochazi z Ceské republiky. Toto plati i pro subklad B-1-2
s druhem T. discolor, kdy byl haplotyp COX1-TDB10 ziskan autory Liu et al. (2012b) v Cing,
zatimco subklad B-1-2-2 tvoii jasné izolovanou skupinu T. ovis z Ceské republiky.
Diverzifikace subpopulaci druhti T. ovis i T. discolor byla opét ziejmé podminéna vzajemnou
geografickou vzdalenosti hostitelt.

U fylogramu na Obr. 7 je patrné bohaté ¢lenéni vétvi. Je to zpuisobeno tim, ze dataset C je

seskupen z ¢asti genu mt-COX1, jehoz sekvence je znama u nejvétsiho poctu druhti rodu
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fylogram se rozklada na klad A a B. Subklad A-1 je Siroce diverzifikovan, pticemz zahrnuje i
neevropské druhy Trichuris navonae a Trichuris pardinasi z Argentiny (Callejon et al., 2016)
na subkladu A-1-1-1-1. Subklad A-1-1-2-1-1-1 se dé€li na dvé samostatné vétve, které
odpovidaji druhu T. discolor. Opét se ukazalo, ze se jedna o sesterské skupiny. Haplotypy
COX1-TDC11 a COX1-TDC12 na subkladu A-1-1-2-1-1-1-1 odpovidaji jedincim T. discolor
Z jaka domaciho (Liu et al., 2012b) a tura domaciho (Callejon et al., 2016). Haplotypy
COX1-TDC1 - COX1-TDCI10 na sesterském subkladu A-1-1-2-1-1-1-2 zahrnuji jedince T.
discolor z Ceské republiky, sekvenované v ramci praktické &asti diplomové prace. Na
subkladu A-1-1-2 doslo k odd¢leni jedinct T. ovis do tfi nizSich subkladu (A-1-1-2-2, A-1-1-
2-1-2, A-1-1-2-1-1-2). Haplotypy COX1-TOC1l - COX1-TOC13 nebyly dosud nikym
publikovany a tvoti skupinu T. ovis z Ceské republiky. Haplotypy COX1-TOC15 a COX1-
TOC16 pochézi z kozy domaci, ovSem autory nebyla publikovana zemé ptivodu (Callejon et
al., 2013). Haplotyp COX1-TOC14 (Liu et al., 2012b) z Ciny tvofi sesterskou skupinu
spole¢né s T. globulosa (COX1-TGC1), ktera byla ziskana v franu z velblouda (Callejon et
al., 2015). Vzhledem k tomu, Ze Callejon et al. (2015) studovali pouze velice omezeny
pocet jedinci a soucasn¢ uvadeji pouze morfologicky zptsob druhového uréeni, je
teoreticky mozné, Ze se nemuselo jednat o druh T. globulosa, ale o jedince ze subpopulace
T. ovis. Na Obr. 7 mtizeme také pozorovat, Ze doslo k rozdéleni jedinct T. suis a T. trichiura
do odlisSnych kladi. Tyto druhy pfitom v ptedchozich fylogramech (Obr. 5 a 6) tvotily
sesterské vétve. Zaroven doslo k rozdéleni druhu T. trichiura do dvou skupin (subklad A-1-2-
2 a subklad B-1) dle geografického ptivodu, nebot” se haplotypy COX1-TTC3- COX1-TTC4
piivodem ze Spanélska (Callejon et al., 2013) lisily bodovymi mutacemi od haplotypii COX1-
TTC1 z Ciny (Liu et al., 2012a), COX1-TTC2 (Holroyd a Kikuchi, 2016) a COX1-TTC5
z Ugandy (Hawash et al., 2015) v zavislosti na genetickém driftu.

Fylogeneticky strom vytvofeny na zakladé datasetu A genu mt-Cytb (Obr. 8) byl rozlozen
na klad A a klad B. Klad A nese pouze jediného publikovaného zastupce druhu T. muris
s haplotypem Cytb-TMA1 (Holroyd a Kikuchi, 2015). Stejné tak subklad B-1-2-1 zahrnuje
pouze jedince T. discolor s haplotypy Cytb-TDALl - Cytb-TDA14, feSenych v ramci této
prace. Sesterskou skupinu tomuto subkladu je subklad B-1-2-2 s haplotypy Cytb-TOAL -
Cytb-TOA1S5, které odpovidaji mnou studovanym jedincim T. ovis. Subklad B-1-2 tedy tvofi
jasné& izolovanou skupinu jedincti z Ceské republiky. Subklad B-2 se déli na sesterské vétve,

pticemz subklad B-2-1 nese skupinu zastupct T. suis s haplotypy Cytb-TSUA1 - Cytb-
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TSUA3, zatimco subklad B-2-2 zahrnuje jedince druhu T. trichiura s haplotypy Cytb-TTAL -
Cytb-TTA3. Oba tyto druhy jsou seskupeny jako sesterské, pravdépodobné na zakladé
puvodu z omnivornich hostitelt.

Fylogram z datasetu B pro gen mt-Cytb (Obr. 9) je také bohaté vétveny, ovSem ne tolik,
jako fylogram na Obr. 7. Lze se tedy domnivat, Ze ¢asti genu mt-Cytb pro dataset B jsou také
pomérné dobfe prozkoumané a jeho sekvence se vyskytuje u vétSiho poctu druhti rodu
Trichuris. Mnou sledovany druh T. discolor s haplotypy Cytb-TDB1 - Cytb-TDBI10 lezi na
vétvi A-2-1-1-2, pficemz jeho sesterskou skupinu tvoii jedinec T. discolor Cytb-TDB11
z jaka domaciho (Liu et al., 2012b). Subklad A-2-1-2-1 nese haplotypy T. ovis (Cytb-TOB14 -
Cytb-TOB23) a T. globulosa (Cytb-TGB1), které se jasné odliSuji od jedinci T. ovis (Cytb-
TOB1 - Cyth-TOB13) z Ceské republiky na subkladu A-2-1-2-2. Rozdéleni druht T. ovis a T.
discolor do sesterskych skupin s jedinci stejného druhu, ktefi ovsem nepochazi z Ceské
republiky, je opét zplsobeno genetickym driftem, ktery tyto skupiny oddélil. Na tomto
fylogramu je dale zajimavé, ze tentokrat nebyl haplotyp pro T. spiralis vy¢lenén samostatné
jako outgroupova skupina, ale byl zatazen do kladu B, spole¢né s druhy T. vulpis, T. muris
(Callejon et al., 2015) a T. arvicolae (Holroyd a Kikuchi, 2016).

Z piedchozich fylogenetickych stromt (Obr. 5 - 9) vyplyva, Ze a¢ autofi Liu et al.
(2012b), Wang et al. (2013) nebo Callejon et al. (2014; 2015) hodnotili T. ovis a T. discolor
z Ciny a Jihoafrické republiky na zikladé jinych markerd, bylo i tak pomoci fylogramii
dokazano, ze se jedna o sesterské druhy se zastupci stejnych druhti z Ceské republiky,
jejichz populace byly pouze rozdéleny nésledkem genetického driftu. Lze tedy
predpokladat, ze tyto sesterské vétve meély spolecného predka. Déle bylo prokazano, ze i
ptesto, ze jedinci druhu T. ovis a T. discolor pochazeli z riznych hostitell, je mezi nimi
patrny nizky stupen variability, coz znaci, ze hostitel nema vliv na specializaci parazita a

jedna se tak o multihostitelské druhy.

6.2 Molekularni detekce endosymbyotickych bakterii rodu Wolbachia

Pro detekci endosymbiotickych bakterii rodu Wolbachia u chované populace D.
melanogaster byla pii feSeni diplomové prace pouzita dvojice specifickych primert
navrzenych dle autort Werren a Windsor (2000). Tyto primery vyuzili i Simdes et al. (2011).
Dalsi Casto vyuzivané PCR markery byly primery navrzené dle O'Neill et al. (1992), které ve
svém vyzkumu pouzili naptiklad Hong et al. (2002), Riegler et al. (2005) a Borgo et al.
(2009). Soucasn¢ byli na vyskyt Wolbachie hodnoceni i vybrani zastupci T. ovis (18 jedinct)
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a T. discolor (18 jedinct). Pro amplifikaci a zhodnoceni jejich vysledkid jsem pouzila
termocykler a fidici program LightCycler® Nano Instrument (Roche). Simdes et al. (2011) pii
svém vyzkumu pouzivali Tetrad®Thermocycler (Bio-Rad). Na zakladé téchto PCR markera
byla Wolbachia detekovana u 42 samic a 36 samcu z celkové testovaci populace 50 samic a
50 samci, ¢imz byla prokazana jejich vysoka specifita a senzitivita. U zkoumanych jedinct T.
ovis a T. discolor nebyla Wolbachia prokazana.

Duvodem testovani zastupct rodu Trichuris na vyskyt bakterii rodu Wolbachia, byla
hypotéza, Ze se jedinci T. discolor rozmnozuji partenogeneticky, nebot’ pii parazitologické
pitvé nebyl u tohoto druhu nalezen jediny samec. Déle tomu nasvédcoval vyzkum autorti Vejl
et al. (2017), ktefi u zkoumanych jedinct T. discolor zjistili pouze jeden shodny haplotyp
rDNA. OvSem v mé diplomové praci bylo zjisténo, Ze u mitochondrialni DNA toto neplati. U
T. discolor bylo zjisténo, ze se v Ceské republice vyskytuje 14 haplotypii dle datasetu A, 9
haplotypti dle datasetu B a 10 haplotypt dle datasetu C, stanovenych na zakladé sekvence
genu mt-COX1. Dale bylo u T. discolor z Ceské republiky zjisténo 13 haplotypt dle datasetu
A a 10 haplotypu dle datasetu B, stanovenych na zakladé¢ sekvence genu mt-Cytb. Tento
vysledek je v rozporu se zavéry Vejl et al. (2017), kdy tito autofi identifikovali pouze jediny
haplotyp stanoveny na zaklad¢ sekvence rDNA. Z vysledki mé prace tudiz vyplyva, ze
v ¢eské populaci T. discolor existuje pomérné vysoka variabilita sami¢ich jedinci. Tento
vysledek sice jednoznacné nevylucuje hypotetickou moznost partenogeneze, a to
z nasledujicich divodl. Je moZzné Ze mitochondridlni geny podléhaji mutacnim zménam
s mnohem vyssi frekvenci oproti jadernym gentim, které zkoumali Vejl et al. (2017). Je tudiz
teoreticky mozné, ze i samice mnozici se partenogeneticky, vykazuji v populaci variabilitu
zpusobenou vys§i mutacni rychlosti u gentt mt-COX1 a mt-Cytb.

Vzhledem ktomu, ze molekularni markery neprokazaly piitomnost bakterii rodu
Wolbachia v jedincich T. discolor, Ize tedy ptedpokladat, ze vyskyt partenogeneze je u tohoto
druhu moZny, ne vSak na zaklad¢ pfitomnosti endosymbiotickych bakterii. Soucasné nelze ani
vyloucit skutecnost, ze k absenci samcii béhem parazitologickych pitev doslo v disledku
jejich pfirozené smrti po oplodnéni samic a vylouceni mrtvych jedinct travici soustavou. Tato
predstava je vSak vrozporu svysledky, které u sesterského druhu T. ovis publikovali
napiiklad Vejl et al. (2017), kdy tito autofi nalézali zcela b&ézné pti parazitologickych pitvach

jedince obojiho pohlavi.
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[ Zavér

Béhem fteSeni diplomové prace byly ziskany dva typy vysledkd. Prvnim typem jsou
vysledky metodického charakteru. Mezi tyto vysledky patifi navrzeni novych originalnich
primerovych part, které jsou druhové specifické, a které umozni amplifikovat zna¢nou cast
gentl mt-COX1 a mt-Cytb. Tyto primerové pary lze uspesné pouzit pro sekvenacni analyzy.
Druha skupina ziskanych vysledka ma fylogeneticky charakter a je zakladem pro zpfesnéni

informaci o evoluci T. discolor a T. ovis.

Béhem feseni diplomové prace byly potvrzeny vSechny védecké hypotézy:

e Vzhledem k nalezenému poctu haplotypu stanovenych na zakladé¢ sekvenci mt-
COX1 a mt-Cytb u obou studovanych druhti bylo potvrzeno, ze mitochondridlni
genom mutuje rychleji ve srovnani s jadernym, ktery je prezentovan haplotypovym
polymorfismem rDNA gend.

e Fylogeneticka analyza jednoznacné potvrdila, Ze sekvencni polymorfismus genti mt-
COX1 a mt-Cytb koreluje s druhovym zatazenim a v fadé ptipadu i s geografickou
vzdalenosti hodnocenych jedinct. Vyskyt shodnych haplotypa T. discolor i T. ovis
v riznych hostitelich z Ceské republiky potvrdil hypotézu, e oba druhy jsou
multihostitelské, a Ze hostitelé nemaji vliv na genetickou variabilitu studovanych
¢eskych populaci.

e Molekularni analyza, jejiz citlivost byla ovéfena na chované populaci D.
melanogaster s vyskytem jedincti s endosymbiotickymi bakteriemi rodu Wolbachia,
nepotvrdila vyskyt téchto bakterii v Zadném z jedinct T. discolor a T. ovis. Byla tak
potvrzena hypotéza, Ze teoreticky mozna partenogeneze u druhu T. discolor nemusi

byt zptisobena piitomnosti bakterii rodu Wolbachia.

Z konkrétnich vysledki, ziskanych pifi feSeni diplomové prace, vyplyvaji i nékterd
doporuceni pro parazitologickou praxi i1 dal§i geneticky vyzkum. Byly ziskany dalsi
molekularni markery, které lze s tspéchem pouzit jako diagnostické pro identifikaci a
odliseni T. discolor a T. ovis. Pouziti vétsiho poctu molekularnich markerd, zejména u
druhti, kdy mezidruhové morfologické rozdily nejsou zietelné, zvySuje spolehlivost
druhového urceni. Pro fylogenetické analyzy a zejména pro veérohodnost jejich zavért je
optimalni vyhodnocovat sekvenéni polymorfismy stanovené z co nejdelSich useka

studovanych genti. Navrzené a optimalizované sekvenacni postupy umoznili ziskani
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informaci o majoritni ¢asti genit mt-COX1 a mt-Cytb, které svou délkou vyrazné presahuji

vétsinu publikovanych sekvenci v nukleotidové databazi NCBI.
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9  Seznam pouzitych zkratek

A- adenin

AIC- Akaike Information Criterion

AR- Argentina

ATP- adenosintrifosfat

BIC- Bayeasian Information Criterion
CIGA- The University Internal Grant Competition
CN- Cina

COX1- podjednotka 1 cytochrom c oxidazy
Cytb- cytochrom b

C- cytosin

CZ- Ceska republika

CZU- Ceska zemé&dglska univerzita
ddNTP- dideoxynukleotidtrifosfat

DE- Némécko

DK- Dansko

dNTP- deoxynukleotidtrifosfat

DT- Decision Theory Performance-Based Selection
EDTA- kyselina ethilendiamintetraoctova
ES- Spanélsko

FAPPZ- Fakulta agrobiologie, potravinovych a ptirodnich zdroji
FI- Finsko

FR- Francie

G- guanin

GB- Spojené kralovstvi

HR- Chorvatsko

IR- fran

IT- Italie

ME- minimum evolution

ML- maximum likelihood

MP- maximal parsimony

mt- mitochondrialni

N- nespecifikovano
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nad- nikotinamid dehydrogenaza
NCBI- National Center for Biotechnology Information
NNI- Nearest Neighbor Interchange
Obr- obrazek

PCR- Polymerase Chain Reaction

PL- Polsko

gRT-PCR- quantitative Real-time PCR
SDS- dodecylsiran sodny

SE- Svédsko

SNP- Single Nucleotide Polymorfismus
T- thymin

TBE- Tris-borat-EDTA

TPI- tridza-fosfat izomeraza

UG- Uganda

ZA- Jihoafricka republika
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