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Annotation

The main goal of this master thesis is to optimize the screening approach and to determine
the diversity of parasitic protozoa Trypanosoma cruzi, the agent of Chagas disease, in natural
vectors of the genus Triatoma in the southern United States (US). While a few studies have
been conducted, the diversity of Tryp. cruzi is not yet sufficiently explored in the US. Since
Tryp. cruzi lineages span an extensive genetic diversity, they have been classified into
,Discrete Typing Units* (DTUs) termed Tcl — TcVI and TcBat based on their genotypic
and phenotypic variability. In my thesis, | aimed to reveal prevalence of Tryp. cruzi and
diagnose DTUs in individuals of Triatoma sanguisuga from Georgia and Florida. While the
results showed a high prevalence of Tryp. cruzi in these vectors from both states, routinely
established PCR diagnosis for Tryp. cruzi DTUs yields very limited results. With de novo
designed primers for four nuclear genes employed in this study, we recovered four marker
sequences from awider set of selected positive isolates of four Triatoma species
(T.sanguisuga, T. rubida, T.protracta a T. gestaeckeri) from six US States (Florida,
Georgia, Texas, California, Arizona, New Mexico). After Sanger sequencing,
the phylogenetic analyses revealed considerable diversity of Tryp. cruzi lineages in the USA,
when up to three DTUs (Tcl, Tcll, TclV — USA) were obtained.
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Predmluva

Do podceledi Triatominae (Reduviidae, Hemiptera) patfi epidemiologicky a medicinsky
nejvyznamnéjs$i rod Triatoma (T.) (Otélora-Luna et al., 2015; Bargues et al., 2017).
Krevsajici triatomy ptedstavuji dilezité vektory parazita Trypanosoma cruzi (Tryp. cruzi),
puvodce Chagasovy choroby (Jurberg & Galvao, 2006; Catala et al., 2017). Pfedchozi studie
odhaluji, ze Tryp. cruzi vykazuje rozsahlou genetickou diverzitu (Zingales et al., 2012).
Ta byla dosud identifikovana piedevs§im u vektorti z rodu Triatoma v Latinské Americe
a Mexiku. Nicméné u severoamerickych triatominu, je soudobé poznani diverzity a rozsiteni
Tryp. cruzi zna¢né limitovano. Tryp. cruzi byla klasifikovana do tzv. ,,Discrete Typing
Units*“ (DTUs) (Zingales et al., 2012; Gumiel et al., 2015). Tyto skupiny charakterizuji
soubor kmend (linii) Tryp. cruzi, pojmenovanych Tcl—VI (Zingales et al., 2012;
Gumiel et al., 2015) a TcBat (Pinto et al., 2015) s riznym geografickym rozsifenim
i klinickymi projevy lidskych nakaz (Zingales et al., 2012; Pinto et al., 2015). Pro zafazeni
Tryp. cruzi k jednotlivym DTUs se vyuzivd mnoho molekularnich markert. Nejcastéji
vyuzivanym markerem je mini — exon, opakovany Usek vgenomu Tryp. cruzi
(Fernandes et al., 2001; Eloy & Lucheis, 2012; Gumiel et al., 2015). Publikované studie vsak
ukazaly, Ze tento marker neni dostate¢né citlivy pro Klasifikaci linii Tryp. cruzi, jelikoz
neumoziuje piesnou identifikaci DTUs (Provnost et al., 2020; Barnabé et al., 2023).
V soudobych publikacich (Flores-Lépez et al., 2022; Barnabé et al., 2023) byly pouzivany
jaderné a mitochondrialni markery, které odhalily vétsi diverzitu linii Tryp. cruzi v nékterych
statech USA. Tyto studie jsou vSak limitovany nejen poctem pouzitych biologickych vzorku,
ale i velikosti zkoumané geografické oblasti (Flores-Lopez et al, 2022;
Barnabé et al., 2023). Cilem této prace je provést rozsahlejsi screening V jiznich oblastech
USA, a to na co nejvétsim Uzemi, liSicim se nejen vyskytem jednotlivych druhd triatom,
ale i biotopy. Tato prace miZe pfinést nové poznatky o genetické diverzité a rozsifeni kment

Tryp. cruzi v oblastech, které jesté nebyly dostatecné prozkoumany.

V prvni kapitole jsou shrnuty zakladni poznatky o podceledi Triatominae. Druha kapitola
kapitola diplomové prace se vé€nuje genetické diverzité a rozsifeni jednotlivych linii Tryp.
cruzi ve vektorech rodu Triatoma v Americe a ve svété. Kapitola ¢tvrta se zabyva detekci a
zatazenim Tryp. cruzi do jednotlivych DTUs a dostupnou molekularni diagnostikou.

Dosavadni informace o diverzité linii Tryp. cruzi na jihu USA shrnuje posledni kapitola.



1 Uvod

1.1. Pod¢eled’ Triatominae

Podc¢eled” Triatominae se fadi do ¢eledi Reduviidae (Hemiptera, Heteroptera) (Otalora-
Lunaet al., 2015; Bargues et al., 2017). Je rozdélena do 5 kment, 15 rodi a sloZena
z ptiblizné 148 druht (Bargues et al., 2017). Triatominae patfi mezi hmyz s proménou
nedokonalou (hemimetabola). Jejich vyvoj od vajicka po dosp€lého jedince vyZaduje
5 larvalnich stadii (instartl). Stadium nymfy i dospélce se zivi krvi obratlovct. VSechna
vyvojova stadia maji téZ schopnost pienosu parazitického prvoka Trypanosoma cruzi,
zpusobujici Chagasovu chorobu (Jurberg & Galvdo, 2006; Catala et al., 2017).
V endemickych zemich Latinské Ameriky jsou epidemiologicky vyznamnymi vektory
Tryp. cruzi tii rody: Rhodnius, Triatoma a Panstrongylus (Berenger & Parola, 2016).

1.1.1 Evoluéni ptivoed a adaptace

Podéeled” Triatominae pochazi z predatorskych plostic c¢eledi Reduviidae. Prechod
z predatora na hematofaga (krevsajiciho zivoCicha) vyzadoval nejen morfologické
modifikace traviciho a tustniho Gstroji, ale i zménu chovani (Bargues et al., 2017). Dospéli
jedinci z rodu Triatoma se od dravych zastupcu ¢eledi Reduviidae lisi rovnym Stihlym
astnim Gstrojim, zvanym proboscis (Catala et al., 2017). Toho vyuzivaji k proniknuti kizi
obratlovce, zatimco predatofi svym typicky robustnim, ¢asto zakfivenym tustnim ustrojim
z chitinu, pronikaji pies pevny exoskelet bezobratlych (Otalora-Luna et al., 2015;
Catala et al., 2017). Siln¢ jedovaté a zaroven proteolytické sliny ¢eledi Reduviidae slouzi
k rychlému zneSkodnéni hostitele. Toxiny nékterych druhtt maji dokonce i Iékaisky
a zemed@lsky vyuzitelné vlastnosti. Mohou fungovat jako insekticidy ¢i terapeutika
(Bargues et al., 2017; Walker et al., 2017). U krevsajiciho hmyzu jsou sliny sice mén¢
toxické, ale navic obohacené antihemostatiky, analgetickymi proteiny, antikoagulanty
a dalSimi molekulami inhibujicimi srdzlivost krve a neutralizujicimi zanétlivou reakci.
Krev, kterou ziskavaji od obratlovcl, véetné Cloveéka, je bohatd na bilkoviny, pro plostice
velice vyzivna a funguje jako zdroj energie (Capinera, 2008; Otalora-Luna et al., 2015).
Dalsi adaptaci umoziujici pfechod od predace k obligatni hematofagii (permanentni
zavislosti na piijmu krve hostitele) se stala zména chovani. Dravy ptedchiidce triatom,

jenz se specializoval na bezobratlé Zivocichy, si musel osvojit novou strategii vyhledavani



potravy, tj. rozpoznani vylucovaného CO> a zdroje tepla (Krinsky, 2002; Klotz et al., 2014;
Otélora-Luna et al., 2015).

1.1.2 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus triatom mtiZe trvat nékolik mésicti (Rhodnius prolixus, Triatoma infestans)
nebo dokonce jeden az dva roky (Triatoma dimidiata, Panstrongylus megistus)
(Catala et al., 2017). Délka cyklu jednotlivych druhti zavisi na teploté, vlhkosti prostiedi,
na dostupnosti zdroje a intenzité piijmu potravy nebo hustoté populace (Krinski, 2002).
Cely cyklus za¢ina stadiem vajicka, ze kterého se vyvine dospély jedinec prostiednictvim
péti instar nymfy. Ty se od dospélci odlisuji nejen nevyvinutymi kiidly, ale i absenci
vnéjSich pohlavnich organd a pohlavni dvoutvarnosti (Catala et al., 2017). Jednotliva zivotni
stadia se zivi krvi obratlovci. Jeji dostupnost je dilezita pro délku vyvoje jednotlivych

instarti nymfy a naslednou pfeménu v dospélce (Krinsky, 2002; Catala et al., 2017).

Samicky se mohou pafit s jednim 1 vice samci a jejich sperma jsou schopny uchovat nékolik
mésict (Krinsky, 2002; Catala et al., 2017). Samice dokaZze odehnat samce od kopulace
pomoci stridulaéniho organu, ktery ma zaroven obrannou funkci (Roces & Manrique, 1996).
Kladeni vajec (ovipozice) zacind 10 - 30 dni po kopulaci. Jedna samice miize naklast za svij
zivot az 1000 vaji¢ek (v zavislosti na druhu) (Krinsky, 2002). Cerstvé snesena vejce
jsou bila, ale pfed vylihnutim se zbarvuji do rtzova az cervena (Krinsky, 2002;
Catala et al., 2017). Vajicka, umisténa v hnizdech ptaka ¢i nalepena na jejich pefi, mohou
byt pasivné pienaSena, ¢i transportovana na lidskych pfedmétech. Plostice tak mohou

migrovat se svymi hostiteli a rozsifovat sviij areal (Catala et al., 2017).

1.1.3 Hostitelé a habitat Triatominae

Plostice jsou schopné aktivné migrovat z volné Zijicich hostitelt (hlodavci, vacice, atd.)
na domestikovana zvifata (slepice, kocky, psi, atd.) i ¢lovéka. Obvykle v noci jsou vabeny
svétlem z lidskych ptibytkt, kde saji krev na odhalené kuzi lidi (obli¢ej, paze, nohy)
(Otélora-Luna et al., 2015). Kousnuti a sani plostice je pro Clovéka téméi bezbolestné.
Dochazi pfi ném k uvolnéni slin s obsahem proteinli, které mohou zpisobit zdvazné
alergické reakce projevujici se svédénim, vyrazkou, otoky, nevolnosti, prijmem, dusnosti ¢i
anafylaktickym Sokem (Krinsky, 2002; Capinera et al., 2008; Zeledén et al., 2012).

Béhem dne se plostice Casto ukryvaji v dirdch a trhlinach riznych materidl (skalni $térbiny,
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zbytky hnizd, klady dieva, atd.) ¢i v lidskych ptibytcich (matrace, nabytek, otvory ve zdi,
atd.). Pritomnost triatom v uzavienych prostorech jim poskytuje dostate¢né mnozstvi
potravy, ochranu pfed predatory nebo pied neptiznivymi klimatickymi podminkami. To vede

k vyssi reprodukci a naristu hustoty jejich populace (Otalora-Luna et al., 2015).

1.1.4 Geografické rozsireni

Velka ¢ast zastupcl podceledi Triatominae pochazi z Ameriky, kde jsou rozsifeny od jizni
Argentiny az po Spojené staty americké (Berenger & Parola, 2016). N¢&kteti zastupci obyvaji
Indii (rod Linshcosteus) (Schofield, 2000; Schofield & Galvdo, 2009). Od jihovychodu Asie
az po Novou Guineu a severni Australii byly téz zmapovany dal$i druhy této podceledi,
zejména T. rubrofasciata (Schofield & Galvao, 2009). Rozsifeni triatom mimo americky
kontinent pravdépodobné souvisi s Sifenim jejich hostitelt, zejména krys, vyskytujicich
se na lodich (Schofield & Galvao, 2009; Berenger & Parola, 2016).

Tato prace se zamétfuje na triatomy severoamerického kontinentu. Ve Spojenych statech
americkych (USA) bylo dokumentovano celkem 11 druhd triatom, z toho se 10 z nich fadi
do rodu Triatoma (Triatoma gerstaeckeri, T. incrassata, T. indictiva, T. lecticularia,
T. neotomae, T. protracta, T. recurva, T. rubida, T. rubrofasciata, T. sanguisuga) a jeden
do rodu Paratriatoma (Paratriatoma hirsuta) (Bern et al., 2011; Zeledon et al., 2012;
Klotz et al., 2016). Zaznamy o jejich vyskytu sice pochazeji az z 27 stata USA, nékde se
vSak mize jednat o ojedinéle zavleCené piipady. K nejrozsifenéjSim druhdm triatom
severoamerického kontinentu patii T. sanguisuga (23 stata) a T. lecticularia (16 statu). Jejich
nejvyssi koncentrace se objevuje na jihozapadé USA, ptredevSsim v Texasu, Arizoné
aVv Novém Mexiku (8 druhu). Velka druhova diverzita triatom je dale soustfedéna
v Kalifornii (5 druht), v Nevad¢ a Coloradu (4 druhy) (Zeleddn et al.,, 2012). Diverzita

druht z podéeledi Triatominae ve statech USA je znazornéna na obrazku 1.

T. sanguisuga dominuje celému jihu USA, avSak areal nezasahuje az na pobiezi Pacifiku
(Zeledodn et al., 2012). Okrajove byl jeji vyskyt zaznamenan v n€kterych severnéjsich statech
(Indiana, Illinois, Ohio, Pensylvanie a New Jersey) (Zeleddn et al., 2012). T. sanguisuga
je pomérn¢ plastickym druhem, jelikoz toleruje vysokou vlhkost (vyskytuje se
napi. kolem vodnich ploch) (Klotz et al., 2016). Na jihovychodé USA, zejména na Floridé

a v Georgil, je jedinym bézn¢ nachazenym druhem. V USA je Casto spojovana S pienosem



Tryp. cruzi a autochtonni nakazou ¢lovéka (Dorn et al., 2007; Cesa et al., 2011). V centrélni
Casti na jihu Spojenych stati (Texas a Nové Mexiko) se Casto T. sanguisuga vyskytuje
synantropné s T. gerstaeckeri (Kjos et al., 2009). Na jihozapad¢ USA, od Noveého Mexika po
Kalifornii, pfevazuji druhy T. protracta a T. rubida (Zeledon et al., 2012; Klotz et al., 2016).
Dalsimi rozsifenymi druhy této oblasti jsou T. indictiva a T. recurva. Naopak mezi vzacné
druhy patti T. rubrofasciata, jejiz vyskyt byl zaznamenan pouze na Floridé, a T. incrassata
se zachyty v Arizoné (Bern et al., 2011; Zeledon et al., 2012; Klotz et al., 2014). Vétsina
druht triatom na jihozapadé USA preferuje aridni prostfedi. Napiiklad T. rubida
a T. protracta obyvaji typicky kamenité pousté Arizony, Nového Mexika a Kalifornie
(Bern et al., 2011, Zeleddn et al., 2012; Klotz et al., 2016).
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Obréazek 1: Diverzita druhit z podCeledi Triatominae pies staty USA
(pfevzato z: Zeleddn et al., 2012).



1.2 Triatomami pi‘enaSeni parazité

1.2.1 Trypanosomy

Rod Trypanosoma patii do téidy Kinetoplastida, ktera je soucasti ¢eledi Trypanosomatidae.
Trypanosomy jsou paraziti¢ti prvoci infikujici obratlovce. Rod Trypanosoma zahrnuje rizné
druhy, z nichz nékteré jsou pienaSeny vektory =z podcéeledi Triatominae
(Gourbiére et al., 2012; Garcia et al., 2016; Vieira et al., 2018). Krysy napada
Trypanosoma conorhini, jejimz pfenaseCem je Triatoma rubrofasciata. Parazitem netopyra
je  Tryp. cruzi marinkellei, jejimz vektorem je triatoma rodu Cavernicola
(Hamilton et al., 2017). K trypanosomam se schopnosti infikovat obratlovce, véetné ¢lovéka,
patii Trypanosoma rangeli. Ta sice neni pro c¢lovéka patogenni, ale je lékatsky
nezanedbatelna z divodu moznych faleSné¢ pozitivnich vysledka pii detekci Chagasovy
choroby, zptisobené druhem Tryp. cruzi. Na rozdil od ni, Tryp. rangeli pronika do hostitele
béhem sani triatom pomoci slin. Tryp. rangeli je pfenaSena pouze triatomami rodu Rhodnius
a je rozsifena zejména ve Stiedni a Jizni Americe (Hamilton et al., 2017). Z medicinského
hlediska je zvlasté vyznamna Tryp. cruzi jako pivodce Chagasovy choroby. Tryp. cruzi
je ptenasena vykaly vSemi zastupci podceledi Triatominae. Tryp. cruzi se odliSuje
od Tryp. rangeli Zivotnim cyklem, zplsobem pienosu na hostitele a odolnosti
vuci imunitnim reakcim. S Tryp. rangeli se naopak shoduje v biologickych znacich,
geografickém rozsiteni, vektorech a hostitelich. Oba druhy trypanosom tak mohou vyvolavat
smiSené infekce jak u hostitelt, tak i vektort (Klotz et al., 2014; Vieira et al., 2018).
Tryp. cruzi je z duvodu zasadniho epidemiologického vyznamu pfedmétem vétSiny studii

(Pronovost et al., 2020).

1.2.2 Trypanosoma cruzi

1.2.2.1 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus Tryp. cruzi zagina proniknutim pohyblivé formy parazita (metacyklicky
trypomastigot) pfes poruSenou kizi nebo sliznici do krevniho obéhu savciho hostitele
(Tyler & Engman, 2001). Trypomastigot infikuje v hostiteli mnoho druhti jadernych bunék,
V jejichZ cytoplazmé se diferencuje na amastigota. Po bindrnim déleni se amastigot pfeméni
zpét na trypomastigota. Nasledné¢ dojde k prasknuti buniky a trypomastigot se dostane opét
do krevniho feCisté. Po replikaci se dale $ifi a napada dal$i bunky, které se stanou

infekénimi, coz vede k patologiim spojenym s Chagasovou chorobou

5



(Tyler & Engman, 2001; Vieira et al., 2018). Zivotni cyklus pokra¢uje, kdyZ triatoma ziska
trypomastigota béhem sani krve na infikovaném savéim hostiteli. Trypomastigot pronikne
do stfedni ¢asti stfeva triatom a pfeméni se na stadium epimastigot (Bern et al., 2011,
Vieira et al., 2018). Tato forma po replikaci putuje do zadni Casti stfeva a transformuje se
pomoci procesu metacyklogeneze na infek¢éni metacyklické stadium trypomastigot.
Toto stadium jiz neprochdzi replikaci, ale je vyluCovdno pomoci vykali triatom. Tento

cyklus se systematicky opakuje (Bern et al., 2011; Klotz et al., 2014).

1.2.2.2 Faktory ovliviiujici vektorovou kapacitu triatom

Tryp. cruzi zije v gastrointestindlnim traktu svého vektora (Klotz et al., 2021). Kdyz plostice
saje krev, dojde k zvétSeni abdomenu. Potravu nasledné travi v zadni Césti stieva.
Béhem krmeni nebo po plném nasyceni se vétSina zastupci této podceledi vyprazdni
na hostiteli nebo v jeho blizkosti, ¢imZ dochazi k pienosu parazita. Pokud probiha defekace
az po delsi dobé od opusténi hostitele, snizuje se pravdépodobnost pienosu Tryp. cruzi
(Krinsky, 2002; Zeleddn et al., 2012). Defekace s prodlevou je pravdépodobné jednim
z faktora ptispivajicich k nizsi vektorové kapacité dvou severoamerickych druhd triatom
T. rubida a T. protracta na jihozapad¢ Spojenych statti americkych (Klotz et al., 2009).
Na délce jejich krmeni zavisi mnozstvi pfijaté krve. Kdyz triatoma nepfijme dostatek
potravy, defekace se oddali, nebo k ni nedojde a tudiz nedojde ani k pienosu parazita
(Krinsky, 2002; Catala et al., 2017). Tryp. cruzi vstupuje do hostitele po mechanickém
poskozeni ktize. Vykaly se spoletné¢ s parazitem dostanou do rany a nasledné do krve
hostitele. Dalsi moznosti transferu Tryp. cruzi jsou pies sliznici (oka, nosu, Ust), oralnim
zpusobem, kontaminovanymi potravinami ¢i napoji, krevni transfuzi, transplantacemi

nékterych organti ¢i pfenosem z infekéni matky na novorozence (Bern et al., 2011;

Berenger & Parola, 2016).

Vyvoj parazith je ve stievé triatom regulovdn souborem stievnich bakterii, zvanych
mikrobiom (Azambuja et al., 2005). Tyto symbiotické bakterie mohou ovlivnit rozvoj
populace paraziti jak pozitivné, tak i negativné. U triatom dochazi k pfimému kontaktu
mikrobiomu s Tryp. cruzi, soutéZicimi mezi sebou 0 zdroj potravy. Interakce mize probihat
I nepfimo za zvysSené exprese molekul s antiparazitarnim u¢inkem nebo pomoci humoralnich
imunitnich obrannych faktort hostitele (Azambuja et al., 2005). Soudobé poznatky

0 interakcich mezi mikrobiomem triatom a timto parazitem jsou zna¢n¢ omezené. Dostupné



jsou predevsim korelaéni studie, které¢ shodné poukazuji na zvysenou diverzitu mikrobiomu

infikovanych plostic (Rodriguez-Ruano et al., 2018; Eberhard et al., 2022).

Stanovisté obyvana jednotlivymi druhy triatom zAvisi na preferenci hostitele
(Rabinovich et al., 2011). Infekce Tryp. cruzi je pfenasena riznymi druhy triatom v ramci
sylvatickych a synantropnich (domestickych) cykla. V sylvatickém cyklu Tryp. cruzi,
plostice upiednostiuji volné Zijici zivoCichy, vyskytujici se v dutych ¢i padlych stromech
(lenochodi, vaénatci), v podzemnich doupatech ¢i norach (hlodavci, pasovci, myvalové,
skunci) nebo v jeskynich (netopyii) (Bern et al., 2011; Otalora-Luna et al., 2015).
Vlivem globalizace, odlestiovani, rozvojem prumyslu, budovanim, rozsifovanim méstskych
aglomeraci a infrastruktury dochazi k ni¢eni ptirozeného prostiedi volné Zijicich Zivo¢icht
jako rezervoara Tryp. cruzi (Bern et al., 2011). Hostitelem triatom v synantropnim cyklu
Tryp. cruzi jsou pak vedle ¢lovéka domaci mazli¢ei (psi, koc¢ky, morc¢ata) a hospodarska
zvifata (slepice, koné, kralici) (Otalora-Luna et al., 2015). Oba cykly se vlivem lidské
¢innosti Casto propojuji a vytvari tak prostor pro prenos parazita z volné Zzijicich Zivocéicha

na zvirata domaci a jejich prostiednicvim nasledné na ¢lovéka (Bern et al., 2011).

V Jizni a Stfedni Americe jsou piikladem triatom v Synantropnim cyklu druhy
Triatoma infestans, Triatoma dimidiata a Rhodnius prolixus (Klotz et al., 2014; Otéalora-
Luna et al., 2015). U severoamerickych plostic druhu T. rubida a T. protracta bylo zjisténo,
ze preferuji hlodavce, zejména rod Neotoma, v jejichz norach mohou preckat zimni obdobi
(Zeledon et al,, 2012; Otalora-Luna et al., 2015). Hlodavci tohoto rodu se stavaji
synantropnimi v mnoha statech, napt. v Kalifornii, Arizond a Novém Mexiku. Casto si stavi
hnizda v zahradach, na golfovych hiistich, ¢i v méstskych parcich v té€sné blizkosti lidskych
sidel (Klotz et al., 2014, Klotz et al., 2021). Zatimco T. protracta neni vétSinou invazivni,
T.rubida se v lidskych obydlich vyskytuje velmi c¢asto (Klotz et al., 2010;
Klotz et al., 2021). Nejde pouze o domy se Spatnymi hygienickymi podminkami,
ale i o velice bohatd sidla okrajovych c&asti aglomeraci, ktera zasahuji do pftirozeného
prostiedi rezervoarovych obratlovcli, vcetné rodu Neotoma (Wood et al., 1949;
Klotz et al., 2010; Zeledon et al., 2012).



1.2.2.3 Chagasova choroba

Chagasova choroba (americkd trypanosomiaza) patii mezi parazitarni tropickd onemocnéni.
Nemoc popsal brazilsky Iékat Carlos Chagas, podle kterého byla zaroven i pojmenovana.
Onemocnéni se zna¢né rozsifilo v Mexiku, Stfedni a Jizni Americe (Gourbiére et al., 2012;
Klotz et al., 2016). V dusledku migrace a turismu se stava globalnim problémem. Sifi se
z endemickych oblasti Latinské Ameriky do ostatnich casti svéta, napt. USA, Kanady
nebo evropskych statt (Spanélsko) (Gourbiére et al, 2012; Antinori et al., 2018;
Vieira et al., 2018).

Chagasova choroba ma dvé po sobé jdouci faze, akutni a chronickou (Zingales et al., 2018).
Akutni faze Chagasovy choroby je obvykle asymptomaticka. Po jednom az dvou tydnech
infekce se mize objevit horecka, kozni vyrazky, zvétseni lymfatickych uzlin, jater a sleziny.
V chronické fazi (neurcité) vétSina nakaZenych jedincl opét nevykazuje Zadné symptomy,
avSak v prubéhu nékolika let se u zhruba 20 — 30 % pacientt projevi srdecni

a gastrointestinalni onemocnéni (Pérez-Molina & Molina, 2018; Bern et al., 2019).

K 1é¢bé Chagasovy choroby se v soucasné dobé vyuzivaji dva Iéky - benzinadol a nifurtimox
(Pérez-Molina & Molina, 2018). Pii akutni fazi nemoci jsou oba léky G¢inné, ale béhem
chronické faze se jejich efektivita snizuje. Zaroven ob¢ léCiva prokazuji zavazné vedlejsi
nezadouci ucinky (Chatelain, 2015; Zingales et al., 2018). Vyzkumy prokazaly, Zze kmeny
Tryp. cruzi, patiici do ruznych skupin DTUS, vykazuji rozdilnou citlivost na pouzivané léky
(Yun et al., 2009; Gruendling et al., 2015; Magalhdes et al., 2022). Z tohoto divodu
by se nové vyvijené 1écebné latky mély testovat na vSechny linie DTUs Tryp. cruzi.
(Zingales et al., 2014; Zingales et al., 2018; Magalhaes et al., 2022).

1.2.2.4 Preventivni opatieni

Ve statech Stiedni a Jizni Ameriky jsou dlouhodobé uplatfiovana preventivni opatfeni proti
Sifeni infikovanych vektort. Z tohoto diivodu se doporucuje sledovat prevalenci a diverzitu
Tryp. cruzi v populacich. Za timto ucelem se vyuzivaji moskytiérové sité nebo zluté
osvétleni misto bilého, méné lakajici triatomy (Bern et al., 2011). Na domy a hospodaiské
budovy se aplikuji insekticidy. Tyto chemicke prostifedky maji vSak omezenou ucinnost

na vajicka. Stejn¢ tak si na né vyvinuly rezistenci mnohé populace triatom



(Germano et al., 2010). V endemickych oblastech Latinské Ameriky, kde se stavi domy
z nepélenych cihel s doskovymi stfechami (Klotz et al., 2016), by bylo vhodné zvysit
bezpe¢nost lidskych obydli proti vniknuti hmyzu napi. sttechami z keramickych tasek,
lepsim tésnénim domd, pouzitim klimatizace, apod. (Jurberg & Galvdo, 2006). V USA,
ipfes tato zvySena opatieni, jsou infestace triatom pomérné cCasté. Problémem
je nedostate¢na informovanost o Chagasové chorobé v bézné spolecnosti, vcetné
monitorovani prevalence a diverzity Tryp. cruzi infekci (Waleckx et al., 2014). K zabranéni
Sifeni tohoto onemocnéni je vhodné téz odstraiovani hnizd rezervoarovych hostiteld,
ptipadné i habitatt hlodavct a omezeni kontaktu domacich zvitat s nimi (Bern et al., 2011,
Zingales et al., 2012).

1.3 Geneticka diverzita linii Trypanosoma cruzi

V soucasné dobé jsou linie Trypanosoma cruzi klasifikovany na zakladé genotypové
i fenotypové variability do tzv. ,,Discrete Typing Units*“ (DTUs) pojmenovanych Tcl — VI
(Zingales et al., 2012; Gumiel et al., 2015) a TcBat (Lima et al., 2015; Pinto et al., 2015).
Znalosti o genetické diverzit€é pochazi z laboratornich linii Tryp. cruzi izolovanych
Z pozitivnich jedincti, pochazejicich ze Stiedni a Jizni Ameriky. Tryp. cruzi je diploidni
organismus, jehoz genom se skldda z homolognich parti chromozomi, liSicich se poctem
a velikosti (Branche et al., 2006; Zingales et al., 2018). Ze 41 kment Tryp. cruzi byla
registrovana nejveétsi  velikost u kmenu CL Brener (89,94 Mb) a nejmensi
u kmenu Y (15,55 Mb) (ptevzato z databaze GenBank; Herreros-Cabello et al., 2020).
Diky t¢émto vlastnostem a rozdilim v obsahu DNA mezi liniemi, vykazuje genom
Tryp. cruzi vysokou miru plasticity. Pivodné byla tato plasticita pfipisovana vysoké mutacni
rychlosti, ale recentni studie ukézaly, Ze pfi¢inou je zejména vyména genetické informace
mezi jednotlivymi genetickymi liniemi  Tryp. cruzi (Zingales et al, 2018;
Barnabé et al., 2023). A¢ se Tryp. cruzi bézné rozmnozuje asexualné, dochazi i k sexualni

reprodukci a rekombinaci genti (Messenger et al., 2015).

Tcl a Tcll patii mezi rodové linie, které speciovaly ze spole¢ného predka. Linie TcV a TcVI
jsou povazovany za hybridy vzniklé hybridiza¢ni udélosti mezi ptedky Tcll a Tclll
(Breniére et al., 2016). U kmene Tcl pravdépodobné dochazi k rekombinacim pomérné
Casto. Studii Roellig et al., 2013 byla napfiklad zjisténa geneticka vyména mezi Tcl a TcIV.

Rekombinace zvySuje genetickou variabilitu a potencialné 1 fitness parazita,



¢imz se rekombinantni linie Tcl mohou Sifit a adaptovat na nové hostitele
(Carrasco et al., 1996; Breniére et al., 2016). Tcl je proto nejrozsifenéjsim DTU s arealem
od jihu Spojenych stati po severni Argentinu a Chile (Zingales et al, 2012;
Lisboa et al., 2015; Breniere et al., 2016). Kmeny Tclll a TclV se zna¢nou genetickou
diverzitou jsou predevsim rozsifeny v Jizni Americe (Martins et al., 2015; Breniere et al.,
2016). TclV se geneticky lisi od kmenu TcIV v Severni Americe, pojmenovaného TclV —
USA (TclV — US). Tento kmen se objevuje jako samostatnd monofyleticka skupina
ve fylogenetickych analyzéch (Zingales et al., 2012, Flores-Ldpez et al., 2022). Dosud vsak
nebyl prozkouman jeji epidemiologicky vyznam, geografickd distribuce a patogenita
u zvitat, ale dokonce ani u lidi (Flores-Lopez et al., 2022). Hybridni druhy TcV a TcVI jsou
geograficky rozSifeny v jiznich Castech Jizni Ameriky (Argentina, Brazilie, Chile, Paraguay
a Uruguay) (Zingales et al., 2012; Breniére et al., 2016). Linie TcV se téz vyskytuje v Bolivii
a severnich zemich Jizni Ameriky, jako je Peru a Ekvador. TcVI se objevuje v Kolumbii
a Ekvadoru jen ojedinéle (Zingales et al., 2012; Perez et al., 2013; Breniére et al., 2016).
Nizka geneticka diverzita byla naopak identifikovana u skupiny Tcll. Ta se sice vzacné
vyskytuje ve Stiedni a Severni Americe, ¢etnéji je vSak zastoupena v Jizni Americe, na jih
od povodi Amazonky, odkud pravdépodobné pochazi (Zingales et al, 2012;
Lisboa et al., 2015; Breniére et al., 2016). Posledné objevena linie TcBat ma piavod
od netopyra z Amazonie (Brazilie, Panama) (Marcili et at., 2009; Ramirez et al., 2014;
Pinto et al., 2015).

Skupiny Tcl, Tcll, TcIV, TcV a TcVI patifi mezi Casté ptvodce Chagasovy choroby
(Zingales et al., 2012; Breniére et al., 2016; Magalhdes et al., 2022). U linie Tclll,
vyznadujici se nizkou patogenitou, jsou lidské infekce vzacné (Martins et al., 2015;
Breniére et al., 2016). Linie Tcl byla detekovana u domestikovanych savct, c¢lovéka
iuvolné zijicich hostiteld. Skupiny TcIl, TcV a TcVI jsou spojovany piedev§im
se synantropnimi cykly, zatimco Tclll, TclV se objevuji zejména u volné zijicich zivo¢ichu
(Bern et al., 2011; Breniere et al., 2016). Linie TcBat, blizce ptibuzna Tcl, byla kromé volné

Zijicich netopyrd rovnéz identifikovana u lidi (Pinto et al., 2012).

Kromé Jizni Ameriky, se také znacné mnozstvi autochtonnich nakaz Chagasovy choroby
objevuje v USA. Vlivem migrace se zvySuje pocet importovanych pfipadi tohoto
onemocnéni na evropském kontinenté (Spanélsko), kde jsou imigranti, ptivodem z Latinské

Ameriky, nakazeni riznymi skupinami DTUS. Nejrozsitenéjsi z nich je TcV a dale téz TclV,
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TcVI a Tcl (Breniere et al., 2016; Tavares de Oliveira et al., 2020). Rozsifeni jednotlivych

skupin DTUs je zobrazeno na obrazku 2.

@ Td
@ Tal
@ Tl
OTav
@Tcv
@ TV
O TcBat

Obrazek 2: Genetickd rozmanitost linii Trypanosoma cruzi (DTUs) u ¢lovéka

v Jizni, Stfedni, Severni Americe a Spandlsku (pfevzato z: Breniére et al., 2016).

1.4. Screening geneticke diverzity linii Trypanosoma cruzi

Pro identifikaci vSech linii DTUS byly navrzeny v prubéhu let rizné strategie. Ke stanoveni
genetické diverzity izolatd Trypanosoma cruzi se béZzné pouziva metoda polymerazové
fetézové reakce (PCR), zaloZzend na amplifikaci konkrétnich genti (mini — exon
a mikrosatelitni DNA). Na zéklad¢ rozdilnych délek produktd bylo navrZzeno déleni
do genetickych linii (Eloy & Lucheis, 2012; Zingales et al., 2012; Breniére et al., 2016).
Pro amplifikaci mini - exonu se vyuziva dvojice primerd TCZ1/TCZ2, které slouzi
k zdkladni diagnostice ptitomnosti Tryp. cruzi. Tyto primery amplifikuji opakujici se
sekvence mikrosatelitni oblasti jaderné DNA (nDNA) Tryp. cruzi o délce 188 bp.
Mezi druhy trypanozom jsou relativné konzervované a vykazuji rizné velikosti a sekvence

nukleotidt i mezi velmi blizkymi druhy. Tyto primery jsou schopny amplifikovat v§echny
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linie Tryp. cruzi a naopak by nemély amplifikovat jiné druhy trypanozom, jako je zmifovana
Tryp. rangeli (Eloy & Lucheis, 2012). Pro zafazeni linii Tryp. cruzi do taxonomickych
skupin DTUs (Tcl - VI) se pouzivaji dva specifické sety primerd (ME/TC1; ME/TC2),
opét zalozené na mini — exonu Tryp. cruzi. Dvojice primerd ME/TCI1 jsou specifické
pro DTU Tcl a par ME/TC2 amplifikuje DTUs Tcll-VI (Fernandes et al., 2001,
Gumiel et al., 2015). Primery navrzené Fernandesem a kolegy (2001) byly aplikovany v fadé
studii pro zakladni diagnostiku skupin Tcl a Tcll — VI, ale ne pro ptesnou klasifikaci v§ech
DTUs (Gumiel et al., 2015; Herrera et al., 2015; Torhorst et al., 2023). Zminovana trojice
primert byla téz pouzita v této diplomove préaci (Kapitola 3).

Klasické Sangerovo sekvenovani i sekvenovani nové generace NGS (Next Generation
Sequencing) ukazuji, Ze vySe popsané typy markeri nejsou vhodné pro rozliSeni
jednotlivych DTUs. NGS oproti Sangerovu sekvenovani umoziuje detekci v§ech haplotypu,
tedy i nasobné infekce. Z toho plyne, Zze sekvence mini - exoni nejsou povazovany
za univerzalni markery pro jakékoliv DTUs (Dumonteil et al., 2018; Barnabé et al., 2023).
Screening je nutné doplnit o dalsi vhodné markery s dostate¢nou fylogenetickou informaci.
Soudobé¢ studie navrhly nékolik vhodnéjSich genetickych markert, tj. konkrétni jaderné

a mitochondrialni geny (Flores-Lopez et al., 2022; Barnabé et al., 2023).

Vysledky studie Barnabé et al., 2023 (s pouzitim kultur Tryp. cruzi) ze stati Jizni Ameriky
(Brazilie, Venezuela, Bolivie, Chile, Paraguay) a Severni Ameriky (USA, Mexiko) ukéazaly,
ze jaderné geny s jednou kopii jsou nejlepSim standardem pro klasifikaci linii Tryp. cruzi.
Mitochondrialni geny poskytuji relevantni vysledky o evoluci a ur¢eni skupin DTUSs linii
Tryp. cruzi. Mitochondridlni DNA (mtDNA) je b&zny referen¢ni fylogeneticky marker
(Galtier et al., 2009; Dong et al., 2021). Jeji vysoka variabilita s vicenasobnymi identickymi
kopiemi v bunce, umoziuje snadnou amplifikaci pomoci metody PCR a naslednou
rekonstrukci fylogenetického stromu k identifikaci jednotlivych kment Tryp. cruzi
(Barnabé et al., 2023). Diky svym vlastnostem, jako jsou absence rekombinace,
uniparentdlni pfenos a dalsi, je bézn€ vyuzivana, avSak nékteré jeji vlastnosti se zdaji byt
sporné (Galtier et al., 2009; Dong et al., 2021) vlivem pfitomnosti vice typt mitochondrialni
DNA v jednom kmeni (heteroplazmie) (Barnabé et al., 2023). Heteroplazmii prokazali
ve své studii Barnabé et al., 2023, pomoci NGS sekvenovani se tiemi mitochondrialnimi

markery.
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1.5 Soucasné poznatky o diverzité linii Trypanosoma cruzi
ve Spojenych statech americkych (USA)

Vzhledem k rozsifeni vektorti Trypanosoma cruzi na tzemi USA (27 stati), jsou soucasné
poznatky o distribuci a genetické rozmanitosti linii tohoto parazita zna¢né limitovany.
Limitaci dosud provedenych studii (jak na vektorech, tak rezervoéarovych hostitelich)
byl nejen pocet vzorki a uzké zaméfeni na mensi geografické oblasti v USA
(Casto jednotlivé staty), ale 1 nedostatecnd univerzalnost molekularnich markert, ptvodné

navrzenych na jihoamerické linie Tryp. cruzi (Pronovost et al., 2020; Barnabé et al., 2023).

U domestikovanych i volné zijicich savci v USA byly nejprve objeveny dva genotypy,
ato Tcl a TclV. Ty patii mezi nejrozsifencj$i a nejcastéjsi pivodce Chagasovy choroby
(Barnabé et al. 2001; Bern et al., 2011). Teorii, Ze se v USA nachazi jen dvé skupiny
TclaTclV, zavrhnul vyzkum provadény na hlodavcich z jizni Louisiany
(Herrera et al., 2015). Tato studie z roku 2015 identifikovala vysokou miru cirkulace Tcll
(Herrera et al., 2015). Pozd¢ji bylo poukazano na moznou piitomnost dalSich DTUSs.
Publikace od Provnost et al., 2020 zkoumala pouze Sest rezervoarovych savcu (hlodavci)
v méstské aglomeraci (New Orleans, Lousiana), u kterych se zaméfila na tkanovou specifitu
infekce (srdce, slezina, jatra). Na zakladé NGS sekvenci pro mini — exon identifikovala
tato studie, jako jedina v USA, skupiny TcV a TcVI (Provnost et al., 2020). Vzhledem
K pouzitému markeru, na jehoz variabilitu (v podobé odliSnych haplotypu nespecifickych
pro konkrétni DTU) bylo nedavno upozornéno (Barnabé et al., 2023), je vyskyt TcV a TcVI

na uzemi USA znac¢n¢ diskutabilni a bude nutné jej ovéfit.

Dostupna data pro prevalenci a diverzitu Tryp. cruzi v severoamerickych triatoméach
potvrzuji ptitomnost nejméné dvou DTUSs. Studie od Flores-Lopez et al., 2022 sledovala
genetickou diverzitu Tryp. cruzi u péti druht triatom (Triatoma gerstaeckeri, T. lecticularia,
T. indictiva, T. sanguisuga a T. recurva) na Uzemi stati Arizona a Texas. Na zakladé
MLST (Multi — Locus Sequence Typing) pomoci ¢ty molekularnich markerd (tfi jaderné
geny s jednou kopii a jeden mitochondrialni gen) byly mezi zminénymi vektory detekovany
linie DTUs Tcl a TclV — USA (Flores-Lopez et al., 2022). Stejné markery byly také pouzity

v mé praci (Kapitola 3).
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Z vyse uvedeného textu vyplyva jak potteba inovace metodiky screeningu (zejména vyvoje
citlivych molekularnich markertt umozujicich detekci diversifikovanych linii Tryp. cruzi),
tak rozsifeni mnozstvi biologickych vzorkl z S§irSi geografické oblasti. Tyto strategie
jsou kli¢ové k ziskani relevantniho piehledu o diverzité linii Tryp. cruzi v Severni Americe.
Z tohoto diivodu se moje diplomova prace orientuje na vybér dostatecné informativnich
markerovych genu a poskytuje zékladni nahled do diverzity a distribuce Tryp. cruzi linii
na jihnu USA. Soucéasné snahy vyzkumné skupiny, pod kterou jsem tuto magisterskou praci
vypracovavala, se orientuji na implementaci NGS sekvenovani mnou vybranych markert

a pouziti tohoto piistupu na $irsi set Tryp. cruzi pozitivnich triatom.
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2 Cile

Tato prace se zabyva diverzitou liniii Trypanosoma cruzi v pfirozenych vektorech

rodu Triatoma na jihu Spojenych stata americkych (USA). V ramci tohoto komplexniho

tématu byly stanoveny tyto diléi cile:

1.
2.

Diagnostika parazita Tryp. cruzi ve vzorcich T. sanguisuga z Georgie a Floridy.
Vybér setu Tryp. cruzi pozitivnich triatom z vybranych lokalit na jihu USA.

Testovani nov€ navrzenych primera s vybranym setem Tryp. cruzi pozitivnich triatom
Z riznych stati USA.

Determinace genetické diverzity Tryp. cruzi linii pomoci fylogenetické analyzy.
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3 Material a metody

3.1 Material

Sbér triatom byl proveden moji skolitelkou doc. RNDr. Evou Novakovou, Ph.D. na jihu
Spojenych stati americkych. Celkové bylo v roce 2021 nasbirdno 104 jedinct
druhu Triatoma sanguisuga na tzemi stati Georgie a Florida. Z ostrova Sapello v Georgii
bylo zpracovdno 11 wvzorkd. Na severu Floridy z Gainesvillu a jeho okoli
(Micanopy, Hawthorne) bylo celkem analyzovano 93 jedinct. VétSina jedincl pochazela
z oblasti obyvanych lidmi, budov s domacimi a hospodaiskymi zvifaty (psi, slepice) a pouze
3 vzorky pochazely z volné piirody. U kazdého jedince byla zaznamenana informace
0 poloze a povaze stanovisté (GPS soutadnice), povaze templatu, vyvojovém stadiu a datu
sbéru (Tab. P2 v sekci Ptilohy).

Dal$im zdrojem vyuzivaného materialu byla jiz vyizolovana DNA triatom, ktera byla
pozitivn¢ testovana na Tryp. cruzi a nasledné téz ptidana do fylogenetické analyzy. Celkem
bylo vybrano 46 izolata druhd T. sanguisuga, T. rubida, T. protracta a T. gersteackeri
z6zemi USA. 36 vzorkd vyizolované DNA triatom pochazelo z Kalifornie, Arizony,
Nového Mexika a Texasu, nasbiranych v letech 2018, 2019 a 2022. Tento set se dale skladal
z 10 naSich testovanych Tryp. cruzi pozitivnich izolatd z Floridy a Georgie. Piehled vSech

pouzitych izolatu Ize najit v Tab. P2 v sekci Pilohy.

3.2 lzolace DNA

Jednotlivi jedinci byli nasledné po sbéru rozdé€leni podélné na poloviny a uchovani
v 100 % etanolu pfi teploté -75 °C. Polovina jedincti byla ptedana spolupracujici laboratofi
v USA. Ze zbytki jednotlivych jedinci byla Janem Zimou, Ph.D. vyizolovana DNA.
Extrakce DNA triatom byla provedena podle navodu izola¢niho  Kitu,
DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen, Hilden, Germany). DNA pochéazela z polovin organt,
tkani a lymfy kazdého jedince.
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3.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

3.3.1 Diagnostika Trypanosoma cruzi

Pfitomnost parazita Trypanosoma cruzi na 104 vzorcich DNA z oblasti Floridy a Georgie
byla detekovana polymerdazovou fetézovou reakci (PCR). Screening byl provadén
na 93 jedincich z Floridy a 11 z Georgie, a to dvoukolové pomoci tfech sett primert.
Nejprve byly pouzity primery TCZ1 F (5" - CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT - 37)
aTCZ2 R (5" - CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG - 3°) pro detekci piitomnosti
Tryp. cruzi. Tato dvojice primert amplifikuje opakujici se sekvence mikrosatelitniho regionu
nuklearni DNA (nDNA) o délce 188 bp u vSech znamych DTUs (determinacnich
taxonomickych jednotek) (Virreira et al., 2003; Piron et al., 2007; Reisenman, 2010;
Eloy & Lucheis, 2012). K zatazeni Tryp. cruzi do konkrétnich DTUs byly pouzity dalsi
dvé dvojice primert. Dvojice primerd ME F (5'- TACCAATATAGTACAGAAACTG - 3)
a TC1.R (5 - ACACTTTCTGTGGCGCTGATCG- 3°) je specificka pro DTU Tcl.
Kombinace primerd ME F (5'- TACCAATATAGTACAGAAACTG — 37) s reverznim
primerem TC2 R (5- TTGCTCGCACACTCGGCTGCAT - 3°) detekuje skupiny
DTUs Tcll-VI.  Ob¢ dvojice amplifikuji mini  — exonovy gen Tryp. cruzi
(Fernandes et al., 2001; Gumiel et al., 2015). S reverznim primerem TC2 nedoSlo v prvni
PCR reakci k amplifikaci ani u jednoho wvzorku (pozitivni kontrola funguje).
Z tohoto divodu nebyly u paru ME/TC2 provadény dalsi PCR reakce a vzorky

byly stanoveny jako negativni.

PCR byla provadéna vzdy v objemu 20 pl a byla pfipravena nasledujicim zptisobem:
10 pl Combi PPP Master Mix (Top-Bio, 2x koncentrovany); 0,8 ul reverse primeru (10 pM);
0,8 ul forward primeru (10 puM); 7,6 pl vody a 0,8 pl DNA. PCR smés byla nasledné
vloZzena do ptistroje Mastercycler (Eppendorf). Tabulky 1, 2 a 3 shrnuji podminky PCR
pro primery zminované v predeslém odstavci. U kazdé PCR byly pouzity pozitivni
i negativni kontroly, vzdy pro rizné kombinace primerd. Byla aplikovana 1 ul pozitivni
kontrola, obsahujici komeréné dostupnou DNA Tryp. cruzi (Amplirun Trypanosoma cruzi
DNA Control, Vircell) a negativni kontrola ptedstavovala bud blank, tj. PCR mix
bez templatu (DNA), nebo 1 pl komeréné dostupné DNA Tryp. rangeli (Amplirun
Trypanosoma rangeli DNA Control, Vircell).
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Tabulka 1: Podminky PCR pro primery TCZ1 a TCZ2.

Faze cyklu Teplota Cas
Pocatecni denaturace 94 °C 5 min.
Denaturace 94 °C 20s
Nasedani primert 60 °C 10s
Syntéza DNA 72 °C 30s
Konecna syntéza DNA 72 °C 7 min.
Pocet cykli 34
Tabulka 2: Podminky PCR pro primery ME a TC1.
Faze cyklu Teplota Cas
Pocatecni denaturace 95 °C 1 min.
Denaturace 94 °C 30s
Nasedani primert 57 °C 30s
Syntéza DNA 72 °C 30s
Konec¢na syntéza DNA 72 °C 10 min.
Pocet cykla 34
Tabulka 3: Podminky PCR pro primery ME a TC2.
Faze cyklu Teplota Cas
Pocateéni denaturace 95 °C 1 min.
Denaturace 94 °C 30s
Nasedani primerti 51°C 30s
Syntéza DNA 72 °C 30s
Konecna syntéza DNA 72 °C 10 min.
Pocet cykla 34
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Nasledné byly také otestovany dalsi sety primerd, vcetné primert pro 3 nuklearni geny
(Tc00, MSH2, DHFR) a jeden par primert pro mitochondrialni gen (COII-ND1),
publikované v recentnim ¢lanku z roku 2022 (Flores-Lopez et al., 2022). V této diplomové
praci byly pomoci PCR ovéfeny zminované primery u 6 floridskych vzorkda.
Jako v ptedchazejicich piipadech byla PCR piipravena do objemu 20 ul, za pouziti stejnych
latek i objemu. Opét byly aplikovany pozitivni a negativni kontroly. V nésledujicich
tabulkach jsou popsany sekvence primert (Tab. 4), podminky PCR pro jaderné geny (Tab. 5)

a mitochondriélni gen (Tab. 6).

Tabulka 4: Prehled testovanych primert (Flores-Lopez et al., 2022).

Na _ -
azev Primer Sekvence (5°- 3") Delka produktu
genu (bp)
Tc00_F TTCTTTCAGGCTGCGATTTT
Tc00 Tc00 R CGCTG TTTGGCTCATTTCTT 727
MSH2 _F TNACNGGNCCNAAYATG
MSH2 MSH2 R TYTCNRCCATRAANGT 737
DHFR_F CGCTGTTTAAGATCCGNATGCC
DHFR DHFR_R CGCA TAGTCAATGACCTCCATGTC 1408
COIl — COII-ND1_F GCTACTARTTCACTTTCACATTC
NDI  COII-ND1 R GCATAAATCCATGTAAGACMCCACA 1226
Tabulka 5: Podminky PCR pro jaderné geny (Tc00, MSH2, DHFR).
Faze cyklu Teplota Cas
Pocate¢ni denaturace 94°C 3 min.
Denaturace 94 °C 30s
Nasedani primerti 55 °C 30s
Syntéza DNA 72 °C 1 min.
Kone¢na syntéza DNA 72 °C 10 min.

Pocet cykla 35
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Tabulka 6: Podminky PCR pro mitochondrialni gen (COII-ND1).

Faze cyklu Teplota Cas
Pocatecni denaturace 94 °C 3 min.
Denaturace 94 °C 30s
Nasedani primert 55°C 30s
Syntéza DNA 72 °C 1,5 min.
Kone¢na syntéza DNA 72 °C 10 min.
Pocet cykli 35

3.4 Design novych primeri a jejich testovani

Jelikoz béZné zavedeny screening na urceni taxonomickych skupin (DTUs) za pouziti
predeslych publikovanych primert selhava, byly navrZzeny nové citlivéjsi primery, s cilem
postihnout celou diverzitu znamych linii Tryp. cruzi. Prostfednictvim TriTryp databaze
(https:/itritrypdb.org/tritrypdb/app) se ve 40 chromozomech Tryp. cruzi vyhledavaly
orthologni sekvence dle anotovanych transkripta mezi jejimi 14 zndmymi genomy. Nejméné
13 nalezenych ortholognich sekvenci Tryp. cruzi bylo zvétseno tak, aby mohla byt stazena
pouze viditelnd oblast konkrétniho genu. Pomoci ptikazu ,,save track data“ byly sekvence
z této databaze exportovany ve formatu GFF3 a nasledné¢ ve fasta formatu nahrany
do programu Geneious (Geneious Prime, 2023.2, https://www.geneious.com/). Poté byly
alignovany ptikazem ,,multiple align“ pomoci programu Muscle. Z databaze NCBI (National
Center  for Biotechnology Information, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) byl
alignment doplnén o vSechny homologni sekvence Tryp. cruzi, Tryp. rangeli a Tryp. cruzi
marinkellei, slouzici jako outgroup. Nasledné byly tyto sekvence z databdze GenBank
(NCBI) spole¢né s alignmentem znovu alignovany pomoci stejného programu (Muscle).
Z vysledného alignmentu byl vytvoien fylogeneticky strom metodou Maximum Likelihood
(ML) za pouziti PhyML plaginu v programu Geneious. Prvotni fylogeneze byla
rekonstruovana za ucelem ovéteni dostate¢né variability vybranych genl, posuzovane
na zaklad¢ struktury vysledného stromu, s klastry odpovidajicimi jednotlivym DTUs. Noveé
primery, zalozené na konsenzu Tryp. cruzi, byly vytvofeny v programu Geneious
prostiednictvim piikazu ,design new primers* s defaultnimi parametry. Primery byly
navrzeny do téch mist, kde se dostatecné liSily sekvence mezi Tryp. cruzi a outgrupem

(Tryp. rangeli ¢i Tryp. cruzi marinkelli), které mohou také bézn¢ triatomy infikovat.
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Primery na amplifikaci genu DHFR, pfevzaté z clanku (Flores-Lopez et al., 2022),
byly rovnéz modifikovany a navrzeny s mensi specifitou v programu Geneious. VSechny
dostupné sekvence Tryp. cruzi genu DHFR byly postahovany z databaze GenBank, také
z dané publikace (Flores-Lopez et al., 2022) a importovany ve fasta formatu do programu
Geneious. Poté byl proveden stejny postup navrhovani primeri jako v pfedchozim odstavci.
Po upravé alignmentu c¢inila vyslednd délka produktu 383 bp z pivodni délky 1408 bp.
Ptehled nové navrzenych pard primert amplifikujici produkty o danych velikostech je
uveden v Tab. 7. S nové navrzenymi primery pro geny DHFR, TcYC6_0030660,
TcYC6_0032630, TcYC6_0030750, TcYC6_001740, byl testovan vzorek z Floridy
(FLTS62) pozitivni na obecné a DTU Tcl specifické primery. Zaroven byla pouzita pozitivni
kontrola Tryp. cruzi a dvé negativni kontroly, z nichz jedna pfedstavovala Tryp. rangeli
a druha blank, tj. PCR mix bez templatu (DNA). PCR byla provedena tymz zptisobem

za pouziti identickych chemikalii, jako u pfedchozich reakci.

Vysledné 3  funkéni pary primerd (17¢_59F/17c¢ _674R; 17d_163F/17d_579R;
18c_185F/18c 795R) spole¢né s puvodnimi primery (COIl — ND1_F/COIl — ND1_R)
ze studie (Flores-Lopez et al. 2022), byly Janem Zimou, Ph.D. otestovany pomoci PCR
S roz$ifenym setem vzorkil z rtiznych oblasti Spojenych stati americkych. Dataset obsahoval
nejen mnou otestované vzorky z Floridy a Georgie, ale i vybrané izolaty testovane
v minulych letech z dalsich statt USA. Na diagnostiku bylo vybrano celkem 46 jedinct
pro pary primert (17d_163F/17d_579R; 17c_59F/17c_674R; 18c_185F/18c_795R; COIIl —
ND1_F/COIl — NDI1_R). Screening zahrnoval ¢tyfi druhy triatom (T. sanguisuga, T. rubida,
T. protracta, T. gersteackeri) ziskané v letech 2019, 2021 a 2022. Konkrétné $lo o 4 mnou
testované vzorky z Georgie, 6 z Floridy, 3 z Kalifornie, 25 z Arizony, 7 z Texasu
a jeden vzorek z Nového Mexika. Primery byly otestovany metodou PCR stejnym zplisobem
za pouziti totoznych chemikalii a kontrol jako u piedchozich reakci. Pro optimalizaci
podminek PCR novymi pary primerd, byly testovany dvé nasedaci teploty primerQ
(50 °C a 55 °C). Reakce se uskute¢nila v piistroji Mastercycler (Eppendorf) za shodnych
podminek jako u jadernych genti (Tab. 5).
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Tabulka 7: Pfehled sekvenci primert.

Délka produktu

Nazev genu Primer Sekvence (5°- 3")
(bp)
- DHFR 14F  GGAATGTGCCCGAGGACAT
AATGAACSCACGGCGGGCGA 383
DHFR_397R
17a 502F  ACGGACCAAATCATGTCGCT
TcYC6_0030660 562
GTGGGAGGGTACACATCGAC
17a_1064R
17a 21F TCACACACAATCTGTCCCGG 1043
TcYC6_0030660
17a_1064R  GTGGGAGGGTACACATCGAC
17¢_59F CTTTGCGCCTTTTTGCCTCT 615
TcYC6_0032630
TCTCCATACCGACACCCCAT
17¢_674R
17c_126F  AGATGCAGAGTGTGGACGTG
TcYC6_0032630 548
TCTCCATACCGACACCCCAT
17¢_674R
17d 163F  TGCCGGCAAATCACGTCTAT
TcYC6_0030750 416
TTGCATGGAGGGAGCCAATT
17d_579R
18c_185F  ATTGCGGCAAATGCGACTTT
TcYC6_0017400 190 795k AATGTTGGCTCGGACTCCAG 610

3.5 Gelova elektroforéza

UspésSnost polymerdzové fetézové reakce byla primarné vyhodnocena pomoci gelové

elektroforézy. K rozdéleni DNA fragmentd byl pouzit 1 % agarézovy gel z agarozy

a TE pufru. Do pfipraveného gelu bylo napipetovano 2 pl fluorescen¢niho barviva

GelRed (Biotium). Z divodu jeho citlivosti na svétlo, byl nasledn¢ gel umistén do tmy.

Vzhledem k pouziti Combi PPP Master Mix s obsahem barviv a dalSich slozek

béhem PCR reakce, bylo mozné 4 ul PCR produktu z jednotlivych reakci aplikovat na gel
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ptimo. Podle 100 bp Plus DNA Ladderu (Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder,
Thermo Scientific) byla stanovena piiblizna velikost fragmentd DNA. Vysledné gely byly
vizualizovany prostfednictvim UV zafeni v zafizeni UVITEC (Uvitec Cambridge), pomoci
programu Alliance. Shoda sekvenci PCR produkti s lokusy Tryp. cruzi byla ovéfena

pro kazdou dvojici primerti pomoci Sanger sekvenace.

3.6 Sangerovo sekvenovani

Pied poslanim PCR produktti na Sangerovo sekvenovani, muselo byt nejprve provedeno
jejich enzymatické precisténi, z divodu odstranéni zbylych primerti a neinkorporovanych
nukleotida. Ke kazdému PCR produktu s obsahem 5 pl roztoku byly napipetovany
2 ul smesi  exonukleazy a fosfatazy (kit ExoCleanUp FAST, VWR). V piistroji
Mastercycler (Eppendorf) probéhlo enzymatické dvoufazové piecisténi vzorkti pomoci
inkubace (37°C, 15 min.) a inaktivace enzyma (80 °C, 15 min.). Kazdy enzymaticky
upraveny vzorek se 7 ul roztoku byl ptepipetovan do nové zkumavky, s naslednym ptidanim
2,5 Ml forward primeru. Takto pfipravené vzorky byly poslany na Sangerovo sekvenovani
(Sanger sequencing &Fragment analysis | SEQme). Tim byla u vSech pozitivnich
PCR produktta potvrzena pozitivita a nasledné mohly byt pouzity pro fylogenetickou

analyzu.

3.7 Zpracovani Sanger sekvenci a fylogeneticka analyza

Bioinformatické zpracovani dat a nasledna rekonstrukce fylogenetickeho stromu
byly provedeny v programu Geneious. DNA sekvence byly na zakladé kvality upraveny
(odstranény inzerty a nehomologni tuseky) a alignovany prostfednictvim piikazu
,multiple align“ programem Muscle. Do aligmentu, pouzitého k identifikaci fylogenetickych
vztaht, byl pfidan dataset naSich ptipravenych sekvenci, spole¢né se sekvencemi z databaze
GenBank. Do vysledného alignmentu byly z celkového mnozstvi pozitivnich sekvenci

vybrany pouze ty sekvence, které se dobie alignovaly s vyslednym alignmentem.

Fylogeneticky strom byl zkonstruovan metodou Maximum Likelihood (ML) za pouziti
PhyML pluginu programu Geneious. Podpory jednotlivych uzli byly vypoc¢itany na zakladée
bootstrap analyzy =ze 100 replikatd. Fylogenetickda analyza na serveru ATGC
(http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/) umoznuje ,.Smart Model Selection® (SMS),
tedy automaticky vybrat nejlepsi model evoluce pro dana data (model evoluce K80 +G
pro alignment TcYC6_ 0032630, model K80 pro alignmenty TcYC6 0030750,
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TcYC6_0017400 a model TN93 +G pro alignment COIl — ND1). Vysledna graficka podoba
fylogenetickych stromt byla upravena v programu Adobe Illustrator verze 28.0
(2023, Adobe Systems, www.adobe.com/products/illustrator). Byly vytvofeny ctyfi
fylogenetické stromy, pro kazdy vybrany gen jeden (TcYC6_0030750, TcYC6_0032630,
TcYC6_0017400 COIl — ND1). Naprvni fylogenetickou analyzu pro marker
TcYC6_0030750 bylo vyuzito celkem 54 sekvenci, obsahujicich 42 naSich vybranych
sekvenci a 12 referenénich z GenBank. Druha fylogeneticka analyza markeru
TcYC6_0032630 zahrnovala dohromady 51 sekvenci, z nichz bylo 17 referen¢nich z
GenBank a 34 nami vybranych. Treti fylogeneze bylaprovedena u markeru
TcYC6_0017400. Vysledny dataset 47 sekvenci obsahoval 16 sekvenci riznych druht
trypanosom z databdze GenBank a naSich 31 testovanych sekvenci. Posledni analyza,
provedend ptes marker COII — ND1, obsahovala celkem 102 sekvenci, z nichz 26 bylo nami
testovanych, zbytek byl pievzat z databdze GenBank a ze zminované publikace (Flores-
Lopez et al., 2022). Jako outgroupy pro Tryp. cruzi datasety byly pouzity sekvence
Tryp. rangeli, Tryp. cruzi marinkelli nebo oba druhy najednou. Piehled sekvenci pouzitych

pro analyzy je uveden v Tab. P1 a v Tab. P2 v sekci Ptilohy.
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4 Vysledky

4.1 Diagnostika Trypanosoma cruzi ve vzorcich
Triatoma sanguisuga z Georgie a Floridy

4.1.1 Diagnostika Trypanosoma cruzi ve vzorcich Triatoma sanguisuga

z Floridy

Na zékladé vyuziti obecnych primera (TCZ1/TCZ2) bylo z celkového mnozstvi 93 vzorkt
Triatoma sanguisuga, pochazejicich z Floridy, zaznamendno 58 pozitivnich (62 %)
a 34 negativnich jedincti (37 %) na parazita Trypanosoma cruzi. Determinovat infekéni
status nebylo mozné pouze u jednoho vzorku (1 %) z celkového poétu. Divodem byla
nedostate¢né zietelna viditelnost bandu na gelu u obecnych primert, a tak vzorek nemohl byt

S jistotou oznacen jako pozitivni ¢i negativni.

Pomoci specifickych primera (ME/TC1, ME/TC2) byly jedinci rozdéleni do jednotlivych
taxonomickych skupin (DTUs). 27 jedincu (29 %) bylo shledano pozitivnimi jak na obecné
(TCZ1/TCZ2), tak na specifické primery (ME/TC1), proto je bylo mozné zafadit do skupiny
DTU Tcl. Déle bylo detekovano 31 pozitivnich vzorka (tj. 33%) na obecné primery
(TCZ1/TCZ2) a zaroven negativnich na specifické (ME/TC1, ME/TC2). Tyto vzorky byly
sice pozitivni na Tryp. cruzi, ale nebylo moZné stanovit jejich taxonomickou skupinu.
Bohuzel, ani sekvenace pomoci Sangerovy metody nepotvrdila specificky produkt

Tryp. cruzi, a tudiz nebylo mozné tyto vzorky zatfadit do skupiny DTUs T¢Il — VI.

V prvni PCR reakci s reverznim primerem TC2 nedoslo k amplifikaci ani jednoho vzorku,
piestoze pozitivni kontrola fungovala. To vedlo k tomu, Ze s parem ME/TC2 nemohla byt
provedena dalsi PCR reakce, a tudiz ostatni vzorky byly stanoveny jako negativni.

Piehled vysledkd je uveden v Tab. 8.

4.1.2 Diagnostika Trypanosoma cruzi ve vzorcich Triatoma sanguisuga

z Georgie

Pouzitim obecnych primerd (TZC1/TCZ2) byla zjisténa piitomnost Tryp. cruzi v 11 vzorcich
druhu T. sanguisuga z Georgie. Celkem 10 vzorki (90,91 %) vyslo z polymerazové fetézové

reakce pozitivnich a 1 jedinec (9,09 %) negativni na Tryp. cruzi. Vysledek PCR u vSech
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téchto vzorkl, pii pouziti specifickych primert ME/TC1 a ME/TC2, byl negativni.
Pro kontrolu byl  produkt TCZ1/TCZ2 osekvenovan  Sangerovou  metodou.
Vysledna sekvenace vykazovala 95,86 % podobnosti k sekvenci EU178923.1 v databazi
GenBank, na zaklad¢ ¢ehoz bylo vyvozeno, ze se v dané databazi nenachazi nase sekvence.

Vysledky shrnuje Tab. 8.

Tabulka 8: Piehled vzorkt pozitivnich, negativnich a neidentifikovatelnych na dané primery,

stanovujicich pfitomnost parazita Trypanosoma cruzi a specifikujicich danou DTU.

Stat Celkovy pocet TCZ1/TCZ2 ME/TC1 ME/TC2 Tryp DTU
pocet vzorku primery primery primery cruzi Tcl/
vzorku status NI/N

Florida 93 27 (29 %) P P N P DTU

Tcl

31 (33 %) P N N P NI
34 (37 %) N N N N N

1(1%) NI NI NI NI NI

Georgie 11 10 (90,91 %) P N N P NI
1 (9,09 %) N N N N N

Vysvétlivky: pozitivni (P), negativni (N), nelze identifikovat (NI)

S pouzitim téchto publikovanych primert nebyl dosazen pozadovany cil, ktery zahrnoval
zatazeni vSech infekci Tryp. cruzi do jednotlivych taxonomickych skupin DTUs. Bylo pouze
identifikovano 58 Tryp. cruzi pozitivnich triatom (62 %) z Floridy, z nichz 27 (29 %) bylo
mozné zatadit do DTU Tcl. Je v8ak velmi zvlastni, Ze u 31 Tryp. cruzi pozitivnich jedinct
(33 %) z Floridy a u 10 Tryp. cruzi pozitivnich jedinct (90,91 %) z Georgie nebyla
identifikovana determina¢ni taxonomicka skupina (DTU). Na zaklad¢ zjisténych vysledkt
Ize soudit, Ze zavedeny screening pro stanoveni DTU pfi pouziti vySe uvadénych primert,
bohuzel selhdva. Z tohoto diivodu byly vyzkouSeny dal§i sety primerti, publikované

v nedavné studii (Flores-Lopez et al., 2022).
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4.2 Testovani primert

4.2.1 Testovani ¢tyr sett primert pro tfi nuklearni a jeden

mitochondrialni gen

Pomoci ¢yt sett primert, ptevzatych ze studie Flores-Lopez et al., 2022, byly ziskany
dva produkty genu COIl — ND a jeden produkt geni TC00, DHFR. U genu MSH2 nedoslo
k amplifikaci ani u jednoho vzorku. Celkové byly ziskany pouze dva vzorky (FLTS 61,
FLTS 62) z poc¢tu 6 vybranych (FLTS 61, 62, 68, 69, 66, 67) (Tab. 9), a proto byly jenom
dva geny (COIl — ND1, DHFR) wvyuzity k nasledujici analyze. Vzhledem k témto
nevyhovujicim vysledkiim nebyly dalsi vzorky z Georgie podrobeny testovani.

Tabulka 9: Prehled Trypanosoma cruzi pozitivnich a negativnich vzork, testovanych ¢tyimi
pary primert pro jeden mitochondrialni (COII — ND1) a 3 nuklearni (DHFR, Tc00, MSH2)

geny.

Vzorek COIll —=ND1gen DHFR gen TCO00 gen MSH2 gen
FLTS61 P P P N
FLTS62
FLTS68 N N N N
FLTS69 N N N N
FLTS66 N N N N
FLTS67 N N N N
Pocet Tryp. cruzi pozitivnich

vzorki 1

Status testovanych vzorki 6 6 6 6

Vysvétlivky: P = pozitivni, N = negativni
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4.2.2 Testovani novych pari primeri

Nové zavedenym screeningem z roku 2022, za pouziti ¢tyf part primeru (Tab. 4), nebyly
vSak ziskany potiebné vysledky k odhaleni genetické diverzity Tryp. cruzi v infikovanych
jedincich druhu T. sanguisuga na Floridé a v Georgii (Flores-Lopez et al., 2022). Vysledkem
PCR reakce na 10 vzorcich z Georgie, s vyuzitim upravené¢ho primeru DHFR, vSak nebyl
ziskan ani jeden pozitivni produkt. Naslednym screeningem mnou navrzenymi sedmi pary
primert (Tab. 7) byla u Sesti z nich ovéfena 100 % pozitivita na dany vzorek (FLTS62,
pozitivni na obecné i na specifické primery) z Floridy, 100 % pozitivita na pozitivni kontrolu
Tryp. cruzi a 100 % negativita na dvé negativni kontroly, z nichz jedna zahrnovala
Tryp. rangeli. S pouzitim primeru (17a_21F, 17a_1064R) nebyla amplifikovana cilova
sekvence pro gen TcYC6_0030660. Tim bylo potvrzeno, Ze Sest part primera z celkoveho
po¢tu sedmi dvojic, dobfe funguji a mohou byt pouzity k dalsi analyze. Produkty
amplifikované Sesti pary primert poskytly sekvence o délkach 383 bp (DHFR_14F,
DHFR_397R), 562 bp (17a 502F, 17a_1064R), 615 bp (17c_59F, 17c_674R),
548 bp (17c_126F, 17c_674R), 416 bp (17d_163F, 17d_579R), 610 bp (18c_185F,
18c_795R).

Po fazi testovani, byly na zakladé uspé$nosti PCR a obsahu fylogenetické informace
pro rozliSeni jednotlivych DTUs, pouzity 3 nové navrzené pary jadernych primera (17¢_59F,
17c_674R; 17d_163F, 17d_579R; 18c_185F, 18c_795R) z celkového mnozstvi 6 setd.
Béhem primarni PCR reakce byly jesté odhaleny pozitivni vysledky u mitochondrialniho
genu COIl — NDI, ¢imz se stal, spoletné se tiemi jadernymi primery, vhodnym
pro nasledujici analyzu. Tyto ¢tyfi pary primert byly otestovany s vybranym $ir§im setem
pozitivnich vzorkll (celkem 46) =z ruznych stati USA, osekvenovany pomoci
Sangerovy metody. Tim bylo ziskano 44 produkta genu TcYC6_ 0030750, 35 produkti
genu TcYC6_0032630, 34 produktii genu TcYC6_0017400 a 27 produktt genu COIl — ND1
(Tab. P1 v sekci Prilohy).
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4.3 Fylogeneticka analyza

Za ucelem odhaleni genetické diverzity parazita Trypanosoma cruzi, pienaseného triatomami
na jihu Spojenych statti americkych, byly analyzovany ctyfi datasety obsahujici souhrnné
133 nové ziskanych sekvenci z celkového poctu 140 sekvenovanych produktt (Tab. P1

v sekci Prilohy).

4.3.1 Fylogeneticka analyza datasetu TcYC6_0030750

Fylogenetickd analyza alignmentu pro gen TcYC6_ 0030750, s celkovym poctem
54 sekvenci o délce 416 bp, odhalila 3 taxonomické skupiny DTUs (DTUTcl, DTUTcll,
DTU TclV — USA). Fylogeneticky strom obsahuje 42 barevné oznacenych sekvenci
z celkové 44 sekvenovanych produkti (Obr. 3). Nejpocetnéjsi skupinu (Cervend) piedstavuje
DTU Tcl. Do této skupiny spada 33 nami ziskanych sekvenci Tryp. cruzi. Co se tyce
druhové piislusnosti a geografického puvodu vektord, 3 triatomy z Texasu byli druhu
T. protracta ajeden T.gersteackeri, 19 jedinci =z Arizony druhu T. rubida
adva T. protracta, 3 izolaty T. protracta z Kalifornie a 5 mnou testovanych jedinct druhu
T. sanguisuga z Floridy. Oproti této nejvétsi skupiné je ve fylogenetickém stromu nejméné
zastoupena skupina DTU Tcll, ktera obsahuje pouze jednu sekvenci, ziskanou z izolatu T.
rubida v Novéem Mexiku (NM9 17D 163F. abl). Ostatni markery (TcYC6_ 0017400,
TcYC6_0032630, COIl - ND1) se vsak nepodatilo z tohoto konkrétniho vzorku (NM9_17D)
ziskat. Dalsi fylogenetickou vétev tvofi celkem 8 sekvenci Tryp. cruzi, ziskanych z jedinci
druhu T. gersteackeri z Texasu (3 sekvence), dale druhu T. sanguisuga z Georgie
(4 sekvence) a jedna sekvence z T. sanguisuga z Floridy. Tito jedinci se klastruji do skupiny
DTU TclV - USA. Vzhledem Kk vysoké amplifikaéni u¢innosti primerd pro gen
TcYC6_0030750 a jejich schopnosti amplifikovat nejméné 3 taxonomické skupiny DTUs
(DTUTcl, DTUTcII, DTU TclV — USA), je tento molekularni marker nejlepsim kandidatem

pro analyzu diversity Tryp. cruzi u severoamerickych druht triatom.
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Obrézek 3: Fylogenetické vztahy linii Trypanosoma cruzi zalozené na vysledcich
Maximum Likelihood analyzy matice TcYC6 0030750. Ciselné hodnoty piedstavuji
bootstrap podporu (znazornény jsou pouze hodnoty vyssi nez 50). Nové ziskané sekvence
jsou barevné odlisSeny dle jejich piislusnosti k jednotlivym DTUs (na zakladé klastrovani
s referen¢nimi sekvencemi pievzatymi z databaze GenBank). Tryp. cruzi marinkellei byla

pouZita jako outgroup.
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4.3.2 Fylogenetick4 analyza datasetu TcYC6_0032630

Druha fylogeneticka analyza alignmentu genu TcYC6_0032630, s 51 sekvencemi o délce
615 bp, obsahuje 34 nové ziskanych sekvenci (Obr. 4). Vétsina sekvenci, podobné
jako v piipad¢ datasetu TcYC6_0030750 (Obr. 3), predstavuje DTU Tcl. Do této skupiny
bylo klastrovano 28 sekvenci Tryp. cruzi, z nichz 16 bylo ziskdno z jedinct
druhu T. protracta (n = 2) a T. rubida (n = 14) pochazejicich z Arizony.
Skupina DTU TclV — USA je reprezentovéna celkem 6 sekvencemi Tryp. cruzi. Z hlediska
druhové piislusnosti hostitelskych plostic, byli dva jedinci druhu T. gersteackeri z Texasu,
3druhu T. sanguisuga z Georgie a jeden jedinec druhu T. sanguisuga opét z Floridy.
Na rozdil od piedchazejiciho stromu (dataset TcYC6_0030750) (Obr. 3) neni ve skupiné
DTU Tcll obsazena Zadna sekvence ziskana z naSich izolatt. Tato fylogeneticka vétev

predstavuje pouze referencni sekvence z databaze GenBank.
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Obrézek 4: Fylogenetické vztahy linii Trypanosoma cruzi zaloZzené na vysledcich

Maximum Likelihood analyzy matice TcYC6_0032630. Ciselné hodnoty piedstavuji

bootstrap podporu (znazornény jsou pouze hodnoty vyssi nez 50). Nové ziskané sekvence

jsou barevné odliseny dle jejich prislusnosti k jednotlivym DTUs (na zékladé klastrovani

s referen¢nimi sekvencemi pfevzatymi z databaze GenBank). Tryp. cruzi marinkellei

a Tryp. rangeli byly pouzity jako outgroup.
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4.3.3 Fylogeneticka analyza datasetu TcYC6_0017400

Treti fylogeneze, zalozena na alignemntu genu TcYC6_0017400 o délce 610 bp, obsahuje
47 sekvenci (Obr. 5). Z celkového mnozstvi 34 osekvenovanych produktti bylo 31 pouzito
k analyze. Vysledny fylogeneticky strom znazoriiuje podobny profil, jako u ptedchozi
analyzy genu TcYC6_0032630 (Obr. 4). Vysledny klastr DTU Tecl predstavuje shodny pocet
nasich sekvenci, ziskanych ze stejnych druhti ve statech USA, jako u ptedeslého markeru.
Skupina DTU TclV — USA je oproti vySe prezentovanym fylogenezim zastoupena

pouze 3 sekvencemi Tryp. cruzi.
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Obrézek 5: Fylogenetické vztahy linii Trypanosoma cruzi zalozené na vysledcich
Maximum Likelihood analyzy matice TcYC6 0017400. Ciselné hodnoty piedstavuji
bootstrap podporu (znazornény jsou pouze hodnoty vyssi nez 50). Nové ziskané sekvence
jsou barevné odliseny dle jejich prislusnosti k jednotlivym DTUs (na zékladé klastrovani
s referen¢nimi sekvencemi prevzatymi z databdze GenBank). Tryp. rangeli byla pouZita

jako outgroup.
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4.3.4 Fylogeneticka analyza datasetu COIl — ND1

Posledni fylogeneticka analyza alignmentu genu COIl — ND1 o délce 1226 bp, s celkovym
mnozstvim 102 sekvenci, shodné odhalila dvé taxonomické skupiny DTU Tcl aDTU TclV —
USA (Obr. 6). Z 26 novée ziskanych sekvenci Tryp. cruzi klastruje 24 do skupiny DTU Tcl.
Fylogeneticka vétev ptedstavujici klastr DTU TclV — USA obsahuje pouze dvé sekvence
ziskané z druhu T. sanguisuga z Georgie. Podobn¢ jako u fylogenezi pro geny
TcYC6_0017400 a TcYC6_0032630 neni ve skupiné DTU Tcll ani jedna z nasich sekvenci.
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Obrézek 6: Fylogenetické vztahy linii Trypanosoma cruzi zalozené na vysledcich
Maximum Likelihood analyzy matice COIl — NDI. Ciselné hodnoty predstavuji bootstrap
podporu (znazornény jsou pouze hodnoty vyssi nez 50). Noveé ziskané sekvence jsou barevné
odliSeny dle jejich ptislusnosti k jednotlivym DTUs (na zdkladé klastrovani s referenénimi
sekvencemi pievzatymi z databdze GenBank a z publikace od Flores-Lopez et al., 2022).

Tryp. cruzi marinkellei byla pouzita jako outgroup.
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5 Diskuze

V Latinské Americe byla prevalence a geneticka diverzita Trypanosoma cruzi dobie
zdokumentovana, na rozdil od Spojenych stati americkych (Gumiel et al., 2015;
Shender et al., 2016). Piestoze se jiz nékolik studii v poslednich letech na tuto problematiku
v USA soustfedilo, jejich izké zaméfeni na malou geografickou oblast (méstska aglomerace,
pripadné jednotlivé stity USA) a pocty analyzovanych jedincl, nepiinesly doposud
robustnéj§i poznatky (Pronovost et al., 2020; Flores-Lépez et al, 2022;
Barnabé et al., 2023). Ruzné linie Tryp. cruzi jsou pienaSeny odlisnymi druhy triatom,
véetné severoamerickych druhit z rodu Triatoma (Zeleddn et al., 2012), kterym se vénuje
tato diplomova prace. Jednim z cili prace je zjistit prevalenci a genetickou diverzitu linii
Tryp. cruzi u druhu T. sanguisuga, zejmena v Georgii a na Florid¢, kde doposud nebyla
vektorim Tryp. cruzi vénovana témét zadna pozornost. Nejstar§i zaznamy o pritomnosti
Tryp. cruzi na Floridé pochazi z roku 1988, kdy byla v Gainesvillu u jediného dospélce
druhu T. sanguisuga detekovana piirozena infekce (Beard et al., 1988). Pozdéji
byla prokazana piitomnost Tryp. cruzi u 3 z 5 analyzovanych jedinct druhu T. sanguisuga,

pochazejicich z jihovychodni Georgie (Pung et al., 1995).

Za ucelem zmapovani diverzity Tryp. cruzi v riznych vektorech napfi¢ jiznimi staty USA,
byly do této prace zarazeny dalsi druhy triatom. Detekce pfitomnosti Tryp. cruzi a spolehliva
diagnostika jednotlivych DTUs, kterou jsem v dané praci navrhla a optimalizovala, je
klicova pro pochopeni dynamiky pienosu tohoto parazita z vektora na rizné hostitele, véetné

rizika lidské infekce a piipadné progrese Chagasovy choroby (Pronovost et al., 2020).

5.1 Diagnostika Trypanosoma cruzi u Triatoma sanguisuga
vV Georgii a na Floridé

V  ruznych  staitech  USA  byla  zakladni  diagnostikou identifikovana
prevalence Trypanosoma cruzi pomoci publikovanych primerd (TCZ1/TCZ2), zalozenych
na mini — exonu (Virreira et al., 2003; Piron et al., 2007; Reisenman et al., 2010;
Eloy & Lucheis, 2012). V ramci tohoto pfistupu byla odhalena piitomnost
Tryp. cruzi u 68 ze 104 nasbiranych jedinct z druhu T. sanguisuga (65,34 %) ve statech
Georgie a Florida. Infekéni status jednoho vzorku se vSak nepodatilo ur¢it. Divodem mohla
byt bud’ Spatné¢ vyizolovand templatova DNA, nebo pfitomnosti inhibitori negativné

ovlivnéna PCR reakce.
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U 93 jedinci druhu T. sanguisuga z Floridy byla prok&zana 62 % (n = 58) prevalence
Tryp. cruzi. Vysokad mira infekce Tryp. cruzi v analyzovanych vektorech odpovida recentné
publikovanym datim pro prevalenci v rezervoadrovych hostitelich, odchycenych v raznych
floridskych lokalitach. Ze 112 vacic bylo 50,9 % infikovanych Tryp. cruzi a ze 135 myvala
bylo nakaZzeno 42,2 % (Torhorst et al., 2023). Moje vysledky jsou srovnatelné i s mirou
prevalence Tryp. cruzi u druhu T. sanguisuga z jinych stati USA. V jihovychodni Lousiané
(Leconte) byla detekovana 60,4 % (n = 180) prevalence Tryp. cruzi u celkového poctu
298 jedincta T. sanguisuga (Cesa et al., 2011). V roce 2014 byla v tomto staté u 49 triatom
stejného druhu identifikovana 55 % (n = 27) mira infekce Tryp. cruzi a u 40% z téchto
triatom predstavovala potencialni riziko lidské infekce (Waleckx et al., 2014).
U rezervoarovych hostitelt, konkrétné rinych druhi hlodavct z aglomerace New Orleans
v Lousiané, byla detekovana nejvyssi prevalence Tryp. cruzi, ato 76 % (n = 45) z celkoveho

poctu 59 jedincu (Herrera et al., 2015).

Na uzemi Texasu byl proveden dosud nejrozsahlejsi screening vektord Tryp. cruzi,
zahrnujici 1510 jedinct 6 druhu triatom (T. gestaeckeri, T. lecticularia, T. sanguisuga,
T. indictiva, T. rubida a T. protracta) (Curtis-Robles et al., 2018). Celkova prevalence
Tryp. cruzi dosahla 54,4 %. Podle této studie byla z 315 zkoumanych jedinca T. sanguisuga
zjisténa 47,6 % mira infekce timto parazitem (Curtis-Robles et al., 2018). Mnou ziskané
hodnoty z Floridy pro stejny druh vektoru byly 62 %, z ¢ehoz plyne, Ze prevalence

Tryp.cruzi na Uzemi Texasu byla nizsi (Curtis-Robles et al., 2018).

S ohledem na poéty vzorkti pochazejicich z Floridy maji hodnoty prevalence Tryp. cruzi
vysokou vypovédni hodnotu. Jelikoz screenované triatomy (n = 93) pochazi z pitimé
blizkosti lidskych sidel, mnou zjisténé vysoké hodnoty prevalence Tryp. cruzi (62 %)
poukazuji na realnou moznost vzniku autochtonnich lidskych ndkaz v okoli Gainesville
na Floridé. Naopak na ostrové Sapello (Georgie) byl nasbiran jen extrémné maly pocet
vzorki (n = 11), ktery navic pochazel z jediného mista (kurniku na soukromém pozemku).
Prevalence Tryp. cruzi, a to konkrétné¢ 90,91 % (n = 10), z celkového mnozstvi 11 jedinct

druhu T. sanguisuga, pouze upozoriuje na lokalni zdroj infekce, tj. nakazenou dribez.
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5.2 Screening genetické diverzity linii Trypanosoma cruzi

Diky vysoké plasticité genomu Trypanosoma cruzi, projevujici se zejména jeho velikosti
a vyménou genetické informace mezi liniemi, jsou jednotlivé DTUs genotypove
a fenotypové odlisné (Zingales et al., 2018; Barnabé et al, 2023). Na zaklad¢ této
skute¢nosti, byly linie Tryp. cruzi rozd€leny do Sesti DTUs Tcl — TcVI
(Zingales et al., 2012; Gumiel et al., 2015) a nové sedmé skupiny TcBat (Pinto et al., 2015).
Pro diagnostiku jednotlivych DTUs, jsem ve své diplomové praci, podobné jako jiné studie
(Herrera et al., 2015; Garcia et al., 2017; Torhorst et al., 2023), vyuzila primery navrzené
Fernandes a kolegy v roce 2001. Timto zavedenym screeningem byla odhalena pouze
skupina Tcl u 27 pozitivnich jedinct na Floridé (29 %). Nizké procento rozlisenych DTUS
je i vysledkem screeningu rezervoarovych hostiteli z nékolika floridskych lokalit
(Torhorst et al., 2023). Infekce Tryp. cruzi, zachycené v této studii u myvald, byli autofi
schopni zatadit do jednotlivych DTUS pouze u 8 % vzorku (Torhorst et al., 2023). Dtivodem
pro vysoké procento nerozlisenych DTUs byly pravdépodobné mutace v nasedacich mistech
pro shodn¢ pouzit¢ primery. Nejen ma prace, ale 1 nejnovejSi publikace
(Barnabe et al., 2023; Torhorst et al., 2023) na toto téma naznacuji, ze markery ME/TC1
a ME/TC2 nejsou vhodné a dostatecné citlivé pro stanoveni vSech DTUs
(Fernandes et al., 2001). 1 kdyz tyto primery piedstavuji urCité omezeni, stale slouzi
pro zakladni diagnostiku Tryp. cruzi (tj. zjisténi pozitivity Tryp. cruzi), kterou je ale nutné

doplnit dal§imi markery poskytujicimi dostatecnou fylogenetickou informaci.

Informace 0 potencialné citlivéjsich mitochondrialnich a nuklearnich markerech
byly publikovany v recentni studii od Flores-Lopez et al., z roku 2022, zaméfujici se
na Tryp. cruzi, pfenaSenou triatomy v jizni Arizoné a Texasu. Amplifikaci 55 pozitivnich
vzorki bylo ziskano 48 sekvenci pro nuklearni markery (TC00, DHFR, MSH2)
a 50 sekvenci pro mitochondrialni marker (COIl — ND1) (Flores-Lopéz et al. 2022).
Uspésnost amplifikace, zjisténa v této studii, je v rozporu s mymi vysledky. V mém ptipadé
byly ziskany pouze 2 pozitivni produkty mitochondridlnino genu (COII-ND1) a jeden
produkt jadernych gent (TCO0, DHFR) z celkového poctu 6 vybranych Tryp. cruzi
pozitivnich DNA izolat. Z divodu nizké citlivosti téchto markert (TC00, MSH2) pro nase
vzorky, byly na dalsi analyzu vyuzity geny COIl — ND1 a DHFR, slouzici jako markery,
u kterych byly zjistény dobré vysledky z PCR a také dostate¢na fylogeneticka
informativnost. S cilem ziskat dostatecné citlivé a informativni markery jsem optimalizovala
amplifikaci celkem tfech jadernych marekra (geny TcYC6_0030750, TcYC6_0032630,
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TcYC6_0017400). Primery byly zalozeny na konsenzu vSech dostupnych genomi
Tryp. cruzi tak, aby neamplifikovaly jiné druhy trypanosom, zejména Tryp. rangeli, ktera se
u triatom mize vyskytovat. U téchto nové navrzenych marker byla, spolecné s jednim
ptevzatym mitochondrialnim markerem ze studie od Flores-Lopéz et al., 2022, zjistovana
citlivost u celkového poctu 46 izolatd. NejcitlivéjSim markerem s 44 pozitivnimi izolaty
(95,65 %) se stal nuklearni gen (TcYC6_0030750), zatimco nejnizsi citlivost byla odhalena
u mitochondridlniho genu (COIl — ND1), u kterého bylo ziskano pouze 27 produkti
(58,7 %). V porovnani s mymi vysledky, byla senzitivita zjisténa z publikace od Flores-
Lopéz et al., 2022 vyssi u mitochondridlniho markeru (50 sekvenci) nez u nuklearnich

markerta (48 sekvenci).

Na zékladé fylogenetickych analyz Ctyi finalnich markerd (viz. kapitola Vysledky), byla
v ramci naSeho setu vzorkll nejpocetnéji zastoupenou skupinou Tryp. cruzi DTU Tcl,
vyskytujici se u ¢ty druhii vektora (T. protracta, T. gersteackeri, T. rubida, T. sanguisuga)
s rozsahlou geografickou distribuci ve statech USA (Florida, Georgie, Texas, Arizona,
Kalifornie, Nové Mexiko). DTU Tcl je nejbéznéjsi skupinou nejen v Latinské Americe,
ale i v USA (Bern et al., 2011; Herrera et al., 2013; Curtis-Robles et al., 2018). Druhou méné
pocetnou skupinou je monofyleticka skupina TclV — USA, vyskytujici se pouze v oblastech
Spojenych stata americkych (Flores-Lopez et al., 2022). Publikace z roku 2022 objasnila,
7ze DTU TclV — USA se lisi nejen od jihoamerické TclV, ale i od diive definovanych DTUs.
Tento vyzkum soucasné objevil obé skupiny DTUs Tcl a TclV — USA, z nichz Tcl byla
popsana u 75 % infikovanych triatom a TclV — USA u 25 %. Pro tento ucel byly vyuzity
Ctyfi druhy triatom (T. gerstaeckeri, T. lecticularia, T. indictiva, T. sanguisuga) z Texasu
a jeden druh (T. recurva) z Arizony (Flores-Lépez et al., 2022). Podobny profil byl
zaznamenan i v mych vysledcich, zejména u markeru TcYC6_0030750, v celkovém
mnozstvi 42 sekvenci. Fylogenetickou analyzou byla prokazana nejb&zné&jsi linie Tcl (79 %)
a druha rozsitena linie TcIV — USA (19 %). Tyto hodnoty Kkoreluji s vysledky
publikovanymi v roce 2020, kdy byly u 40 infikovanych jedinct druhu T. sanguisuga na jihu
Lousiany odhaleny linie Tcl (60 %) a TclV — USA (37 %) (Dumonteil et al., 2020). Dalsi
studie z Texasu odhalila skupiny Tcl a TclV — USA u dvou druht triatom (T. sanguisuga
a T.gestaeckeri). Druh T. gestaeckeri (n = 548) byl ¢asté&ji infikovan linii DTU Tcl (53,9 %)
nez TclV — USA (34,4 %), zatimco u T. sanguisuga (n = 135) byla Castéji diagnostikovana
skupina TclV — USA (79,3 %) nez Tcl (15,6 %) (Curtis-Robles et al., 2018). Obé skupiny
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byly prokazany vyzkumy na hlodavcich v Lousiané. V roce 2015 bylo 23 infekci Tryp. cruzi
u hlodavcu zafazeno do skupin Tcl (82 %) a TclV — USA (9 %) (Herrera et al., 2015).

Do mé analyzy byl také vélenén jeden pozitivni jedinec druhu T. rubida z Nového Mexika,
pro kterého byla zisk&dna jedind sekvence markeru TcYC6_0030750, Klastrujiciho se
do skupiny Tcll. Tato skupina byla popsana u 22 % hlodavcu v roce 2015 ve staté Lousiana
(Herrera et al., 2015) a v roce 2020 byla Tcll prokdzana v malé mife (3 %)
u druhu T. sanguisuga (Dumonteil et al.,, 2020). Oproti tomu v recentni publikaci
z roku 2022 (Flores-Ldpez et al., 2022) nebyla tato skupina zminéna. Divodem mohlo byt
pouziti niz§iho poctu vzorkl z omezené geografické oblasti a téz i niz$i citlivost pouzitych

markeru (Flores-Lépez et al., 2022).

NaSe fylogenetické analyzy neprokazaly, v ramci testovanych lokalit a druhd triatom,
ptitomnost skupin Tclll a TcVI. Piesto vyzkumna skupina Herrera et al.,, v roce 2019
identifikovala pomoci NGS sekvenovani mini - exoni DTU TcVI u primati v Lousiané.
U jiz zminénych 6 hlodavcu z téhoz statu byly s pouzitim stejné metodiky odhaleny DTUs
Tcl, Tcll, TclV a TcV-TcVI (Pronovost et al.,, 2020). Naslednd studie vsak ukazala
(Barnabe et al., 2023), ze variabilita mini — exonovych sekvenci neumoziiuje spolehlivé
zatazeni do jednotlivych DTUS. Pro konkrétni DTU, napiiklad TcVI, existuje az 5 odlisnych
haplotypti mini-exonu, z nichz jsou nékteré sdileny az tfemi ruznymi DTUs. K zachytu
Tclll a TcVI, majicich spoleény haplotyp miniexonu MeE s linii Tcll (Barnabé et al., 2023),
by se proto mélo prihlizet kriticky a piitomnost téchto linii Tryp. cruzi na uzemi USA

by méla byt ovéfena pomoci jinych unikatnich markera.

Podobna kontroverze, vychazejici z téhoz metodického piistupu (sekvence miniexon),
provazi i popisy smiSenych (multiklonalnich) infekci riznymi DTUs Tryp. cruzi
(Herrera et al. 2015; Garcia et al., 2017; Dumonteil et al., 2020). V mé diplomové préci,
a¢ zalozené na nové vybranych jadernych markerech, nebylo mozné multiklonalni infekci
odhalit, jelikoz produkty amplifikace byly sekvenovany Sangerovou metodou. K posouzeni
multiklonality je potfeba mnou navrzené markerové sekvenovani prevést do NGS postupu
(Mumina amplikond), ktery umozni detekci vSech variant daného markeru Tryp. cruzi

v konkrétnim jedinci.
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6 Zavér

V ramci této diplomové préce bylo diagnostikovano 58 Trypanosoma cruzi pozitivnich
jedinca (55,7 %) z Floridy a 10 infikovanych Tryp. cruzi jedincia (9,6 %) z Georgie
z celkového mnozstvi 104 jedinct druhu Triatoma sanguisuga. Tento vyzkum piinesl nové
poznatky o genetické diverzité linii Tryp. cruzi, pienasené vektory rodu Triatoma,
napfic Sesti staty USA. Tii nové navrzené nukledrni markery a jeden publikovany marker
odhalily distribuci dvou beznych skupin DTUs (Tcl a TclV - USA). DTU Tcl byla nalezena
u vSech testovanych druhti triatom z oblasti v Kalifornii, Arizon¢, Texasu a na Floridé.
Vyskyt TclV — USA byl omezen na druhy T. sanguisuga a T. gestaeckeri a staty Texas,
Georgie, Florida. Skupinu Tcll v mém datasetu piedstavuje jen jediny zachyt. DTU Tcll
byla potvrzena pouze jednim z nuklearnich markert (TcYC6_0030750) u jedince druhu
T. rubida pochazejiciho z Nového Mexika. Tento marker, amplifikujici spolehlivé
DTUs Tcl, Tcll a TclV — USA, byl proto vyhodnocen jako nejcitlivéjsi. Rozsifeni ¢ty druht
triatom, pievzatych z publikace od Breniere et al., 2016, a distribuce jednotlivych
DTUs Tryp. cruzi v téchto vektorech na tizemi Sesti statd jihu USA (Obr. 7) naznacuji mozna
geografickd a hostitelskd specifika infekci, ktera bude nutné ovéfit na pocetnéjSim

setu vzorku.
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Obrézek 7: Distribuce genetické diverzity linii Trypanosoma cruzi ptenasenych vektory ¢tyf
druhu triatom v Sesti statech USA (pfevzato z: Breniere et al., 2016., upraveno a doplnéno

0 mé vysledky, znazornujici jednotlivé DTUES).
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8 Piilohy:
Tabulka P1: Amplifika¢ni aspéSnost produkt uvedenych markerd a jejich vyuziti ve
fylogenetické analyze.

_ Amplifika¢ni Pocet Celkovy
Celkovy ] pocet
ot uspésnost sekvenci venct pocet )
poce sekvenci ] outgroup
marker (pocet pouzitych pro sekvenci ve
izolath i zZNCBI
produkti/%)  fyl. analyzu fyl. stromé
Tryp.
TcYC6_0030750 46 44 (95,65 %) 42 12 54 )
rangeli
Tryp.
rangeli
TcYC6_0032630 46 35 (76,10 %) 34 17 51 )
Tryp. cruzi
marinkellei
Tryp.
TcYC6_0017400 46 34 (73,91 %) 31 16 47 )
rangeli
Tryp. cruzi
COIll - ND1 46 27 (58,70 %) 26 76 102 . )
marinkellei
Celkovy pocet 46 140 133 121 254

56



Tabulka P2: Seznam vzorkl rozdélenych dle druhu, povahy templatu, vyvojového stadia, data sbéru, polohy a povahy stanovisté

(GPS soutadnice nejsou kompletni, tj. jsou nezndmé, jelikoz k jejich zvetejnéni nebyl poskytnut souhlas majitele pozemku).

Kad

povaha

rok

vzorku templétu Druh Instar shéru Stat Lokalita GPS_N GPS_W
1 FLTS56 jedinec T. sanguisuga L6 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
2 FLTS57 jedinec T. sanguisuga L5 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
3 FLTS58 jedinec T. sanguisuga L5 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
4 FLTS59 jedinec T. sanguisuga L5 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
5 FLTS60 jedinec T. sanguisuga L4 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
6 FLTS61 jedinec T. sanguisuga L4 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
7 FLTS62 jedinec T. sanguisuga L5 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
8 FLTS63 jedinec T. sanguisuga L6 2021 Florida Hawthorne 29.673028 82.033111
9 FLTS64 jedinec T. sanguisuga L6 2021 Florida Hawthorne 29.673028 82.033111
10 FLTS65 jedinec T. sanguisuga L6 2021 Florida Hawthorne 29.673028 82.033111
11  FLTS66 jedinec T. sanguisuga L6 2021 Florida Gainesville neznameé neznameé
12 FLTS67 jedinec T. sanguisuga L6 2021 Florida Micanopy neznameé neznameé
13 FLTS68 jedinec T. sanguisuga L6 2021 Florida Micanopy neznameé neznameé
14  FLTS69 jedinec T. sanguisuga L6 2021 Florida Micanopy neznameé neznameé
15 FLTS70 jedinec T. sanguisuga L6 2021 Florida Gainesville 29.625207 82.296950
16 FLTS71 jedinec T. sanguisuga L6 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
17 FLTS72 jedinec T. sanguisuga L6 2021 Florida Gainesville 29.625207 82.296950
18 FLTS73 jedinec T. sanguisuga L5 2021 Florida Gainesville 29.625207 82.296950
19 FLTS74 jedinec T. sanguisuga L5 2021 Florida Gainesville 29.625207 82.296950
20 FLTS75 jedinec T. sanguisuga L5 2021 Florida Gainesville 29.625207 82.296950
21 FLTS76 jedinec T. sanguisuga L5 2021 Florida Gainesville 29.625207 82.296950
22  FLTS77 jedinec T. sanguisuga L4 2021 Florida Gainesville 29.625207 82.296950
23  FLTS78 jedinec T. sanguisuga L5 2021 Florida Gainesville 29.625207 82.296950
24  FLTS79 jedinec T. sanguisuga L5 2021 Florida Gainesville 29.625207 82.296950
25  FLTS80 jedinec T. sanguisuga L5 2021 Florida Gainesville 29.625207 82.296950
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27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

FLTS81
FLTS82
FLTS83
FLTS84
FLTS85
FLTS86
FLTS87
FLTS88
FLTS89
FLTS90
FLTS91
FLTS92
FLTS93
FLTS94
FLTS95
FLTS96
FLTS97
FLTS98
FLTS99
FLTS100
FLTS101
FLTS102
FLTS103
FLTS104
FLTS105
FLTS106
FLTS107
FLTS108
FLTS109
FLTS110
FLTS111

jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec

4444444444444 4 A A A A A4 444444

. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga

L5
L5
L5
L5
L5
L4
L4
L4
L3
L3
L3
L5
L5
L5
LS
LS
LS
L4
L4
L4
L4
L4
L6
L6
LS
LS
LS
LS
LS
LS
L4

2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021

Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida

Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville

29.625207
29.625207
29.625207
29.625207
29.625207
29.625207
29.625207
29.625207
29.625207
29.625207
29.625207
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
29.626246
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé

82.296950
82.296950
82.296950
82.296950
82.296950
82.296950
82.296950
82.296950
82.296950
82.296950
82.296950
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
82.294686
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
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63
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66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

FLTS112
FLTS113
FLTS114
FLTS115
FLTS116
FLTS117
FLTS118
FLTS119
FLTS120
FLTS121
FLTS122
FLTS123
FLTS124
FLTS125
FLTS126
FLTS127
FLTS128
FLTS129
FLTS130
FLTS131
FLTS132
FLTS133
FLTS134
FLTS135
FLTS136
FLTS137
FLTS138
FL1i2A
FL1i1A
FL1i1B
FL1li1C

jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec

4444444444444 4 A A A A A4 444444

. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga
. sanguisuga

L4
L3
L5
L5
L5
L5
LS
LS
L4
L4
L4
L6
LS
LS
LS
L4
L4
LS
LS
LS
LS
LS
L4
LS
L6
L6
L6
L2
L1
L1
L1

2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021

Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida

Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Micanopy
Micanopy
Micanopy
Micanopy
Micanopy
Micanopy
Micanopy
Micanopy
Micanopy
Micanopy
Micanopy
Micanopy
Micanopy
Micanopy
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville

neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
29.496175
29.549014
29.549014
29.549014
29.549014
29.549014
29.549014
29.549014
29.549014
29.549014
29.549014
29.549014
29.549014
29.549014
neznamé
neznamé
29.625207
29.625207
29.625207
29.625207

neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
82.338141
82.334699
82.334699
82.334699
82.334699
82.334699
82.334699
82.334699
82.334699
82.334699
82.334699
82.334699
82.334699
82.334699
neznamé
neznamé
82.296950
82.296950
82.296950
82.296950
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88  FL1il1D
89  FLIilE
90  FLIilF
91  FLI1ilG
92  FLIilH
93 FL1i1l

94 All6

95  S1I6T1
96  S1I5T2
97  S116T3
98  SlI6T4
99  S1I5TS5
100 S1I5T6
101 S1I5T7
102  S1I5T8
103 S1I5T9
104 S116T10
105  4LO01A
106 B013

107 B024

108  BS6I6F
109 BSI16I6F
110 BS17I6F

111 BS2016F B
112 BS21I6F_A
113 BS21I6F D
114 BS22I6F_A

115 DS3I6A
116 DS3I6B
117  DS516

118 DS5I16B

jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA

sanguisuga
sanguisuga
sanguisuga
sanguisuga
sanguisuga
sanguisuga
sanguisuga
sanguisuga
sanguisuga
sanguisuga
sanguisuga
sanguisuga
sanguisuga
sanguisuga
sanguisuga
sanguisuga
sanguisuga
gersteackeri
T. rubida

. rubida

. rubida

. rubida

. rubida
rubida
rubida

. rubida

. rubida

. rubida
T. protracta
T. protracta
T. rubida

s e B B B B B B B B B B B B B B ey

4444444444

L1
L1
L1
L1
L1
L1
L6
L6
L5
L6
L6
L5
L5
L5
LS
LS
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6

2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019

Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Georgie
Georgie
Georgie
Georgie
Georgie
Georgie
Georgie
Georgie
Georgie
Georgie
Georgie
Texas
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona

Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville

Oconee National forest

Sapelo island
Sapelo island
Sapelo island
Sapelo island
Sapelo island
Sapelo island
Sapelo island
Sapelo island
Sapelo island
Sapelo island
Lackland
Bisbee
Bisbee
Bob’s house
Bob’s house
Bob’s house
Bob’s house
Bob’s house
Bob’s house
Bob’s house
Desert Station
Desert Station
Desert Station
Desert Station

29.625207
29.625207
29.625207
29.625207
29.625207
29.625207
neznamé
31.435253
31.435253
31.435253
31.435253
31.435253
31.435253
31.435253
31.435253
31.435253
31.435253
29.377283
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
32.151601
32.151601
32.253883
32.253883

82.296950
82.296950
82.296950
82.296950
82.296950
82.296950
neznamé
81.277964
81.277964
81.277964
81.277964
81.277964
81.277964
81.277964
81.277964
81.277964
81.277964
98.686983
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
111.499273
111.499273
111.087867
111.087867
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119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134

135

136

137

138
139
140

DS1216
DS1316
LAB10B
LAB17A
LAB17B
LABI19A
MED7G
MED7H
MP2A
MP2B
MP2C
MP2D
MP3A
MP4
MP6
MP7

NM9

SM5A

SM5B

SM5C

TU22i6A1
TU33i6A1

DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA
DNA

T. rubida
T. rubida

T. gersteackeri

T. protracta
T. protracta
T. protracta

T. gersteackeri
T. gersteackeri

T. rubida
. rubida
. rubida
. rubida
rubida
rubida
. rubida
. rubida

T e e e e e

. rubida
T. protracta
T. protracta

T. protracta

T. rubida
T. protracta

L6
L6
L4
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6

L6

LS

LS

LS

L6
L6

2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019

2022

2019

2019

2019

2018
2018

Arizona
Arizona
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona

Nové
Mexiko

Kalifornie

Kalifornie

Kalifornie

Arizona
Arizona

Desert Station
Desert Station
San Antonio
San Antonio
San Antonio
San Antonio
Medina
Medina
Madroya Pools, Saguaro NP
Madroya Pools, Saguaro NP
Madroya Pools, Saguaro NP
Madroya Pools, Saguaro NP
Madroya Pools, Saguaro NP
Madroya Pools, Saguaro NP
Madroya Pools, Saguaro NP
Madroya Pools, Saguaro NP

Hatch

Santa Margarita Ecological
Lab
Santa Margarita Ecological
Lab
Santa Margarita Ecological
Lab
Tuscon

Tuscon

32.253883
32.253883
29.377888
29.379125
29.379125
29.376775
neznamé
neznamé
32.153508
32.153509
32.153510
32.153511
32.153512
32.153513
32.153514
32.153515

32.699036

33.272133

33.272133

33.272133

32.257117
32.25675

111.087867
111.087867
98.681719
98.686913
98.686913
98.684010
neznamé
neznamé
110.608587
110.608588
110.608589
110.608590
110.608591
110.608592
110.608593
110.608594

107.179724

117.100567

117.100567

117.100567

111.084667
111.085717
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