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1. UVOD

Plathelminti (plosténci) jsou velmi rozsahlou skupinou bezobratlych, mezi které patti
volné Zijici 1 paraziticti zivo¢ichové. Z této skupiny se nejlépe k parazitickému zplisobu zivota
adaptovali zastupci vyhradné parazitické skupiny Neodermata. Jejich nejvétsi tiidou jsou
motolice (Digenea), jejichz definitivnimi hostiteli jsou obratlovci vcetné ¢loveka. Motolice
jsou pocetnou skupinou slozenou ze dvou adui Diplostomatida a Plagiorchiida, a vyznacuji se
slozitymi zivotnimi cykly.

Klasifikace motolic je stale velmi obtizna a doposud ziskané poznatky o morfologii a
zivotnich cyklech tento problém zcela nevyftesily (Cribb a kol., 2003). Pouziti molekuldrnich
dat vSak umoznuje lépe poznat ptirozené vztahy mezi jednotlivymi taxony. Zatim se jako
jeden z nejspolehlivéjsich zdroji dat ukazala byt analyza sekvenci genu velké podjednotky
rRNA (28S nebo LSU) (Olson a kol., 2003).

Motolice nadceledi Opisthorchioidea se v soucasné dobé deéli do tifi celedi —
Opisthorchiidae, Heterophyidae a Cryptogominidae (Olson a kol., 2003). Tyto tfi taxony jsou
znacné morfologicky odlisné a jejich fylogenetické vztahy nejsou jesté zcela vyfeseny, nebot
jen velmi maly pocet druht byl zahrnut do molekuladrné-taxonomickych analyz. Predpoklada

se, ze Cryptogominidae jsou bazélni skupinou, avsak postaveni Celedi Heterophyidae neni

jasné; Celed Opisthorchiidae je patrné odvozenym taxonem (Olson a kol., 2003).

1.1. Charakteristika nadceledi Opisthorchioidea

Né&které druhy celedi Heterophyidae a Opisthorchiidae patii mezi 1ékatsky vyznamné
parazity, ktefi zplsobuji vazna onemocnéni cClov€ka (Jira, 1998). K ndkaze dochazi
konzumaci syrového rybiho masa, a proto je vétSina téchto nakaz rozsifena ve Skandinavii, na
Sibifi a v nékterych oblastech jithovychodni Asie. Tyto motolice jsou charakteristické

trojhostitelskymi Zivotnimi cykly, ve kterych vyuZzivaji plze a ryby jako prvniho, respektive



druhého mezihostitele, a rybozravého ptaka nebo savce jako definitivniho hostitele.

Vajicko obsahujici pln€ zformovanou larvu — miracidium — se do plze dostava pasivné
(pozifenim) a miracidium se lihne az v prvnim mezihostiteli. Miracidium se po vylihnuti
zapouzdii a vytvoii sporocysty, ze kterych vznikaji redie a z nich se lihnou cerkarie. Cerkarie
opousti hostitele a samy si hledaji druhého mezihostitele, kterym je ryba. Ve svaloviné se
cerkarie opouzdii a zméni v metacerkarie, které musi byt pozieny konecnym hostitelem.
Dospélci se pak nejcasteji usazuji ve zlucniku, zlu¢ovodech nebo jatrech, nékdy se mohou

vyskytnout i v pankreatu nebo ve stievé (¢eled” Heterophyidae).

1.2. Charakteristika celedi Opisthorchiidae a vybranych zdstupcii

Nejvyznamngj$imi cizopasniky clovéka mezi zéstupci Celedi Opisthorchiidae jsou
motolice Opisthorchis felineus, O. viverrini a Clonorchis sinensis (King a Scholz, 2001). Jsou
to malé az stfedni motolice s plochym a protahlym télem se zGzenou piedni Casti. Tegument
je hladky. Ob¢ ptisavky jsou slabé vyvinuty; bfisni pfisavka se nachdzi v predni tietiné téla.
Stfevni vétve jsou dlouhé a dosahuji az ke konci téla. Varlata jsou kulovita, lalocnata nebo
rozvetvend a jsou ulozena Sikmo nebo za sebou v zadni treting téla. Vajecnik je umistén pied
varlaty. Vitellaria se skladaji z cetnych folikuli uloZenych lateraln¢ v hroznovitych utvarech.
Délozni klicky jsou ulozeny v prostoru mezi stfevnimi vétvemi od vajecniku po bfisni
prisavku. Pohlavni otvor se nachazi u horniho okraje bfi$ni ptisavky. Vajicka jsou opatiena
vickem a maji na povrchu nepravidelnou vrascitou strukturu viditelnou v fadkovacim
elektronovém mikroskopu (SEM). Struktura se lisi podle druhu a slouzi jako identifikacni
znak.

Opisthorchis felineus (Rivolta, 1884) neboli motolice sibifska byla poprvé objevena u
koc¢ky. Prvni ndlezy u ¢lovéka pochéazeji zroku 1892 (Jira, 1998). Dospéla motolice ma
kopinaty tvar, ziZenou pfedni a oblou zadni ¢ast, je prisvitnd a méfi 7-12 x 2-3 mm. Obé¢

ptisavky jsou stejné velké. Vakovity exkre¢ni méchyt saha od exkre¢niho poru k vajecniku.



Lalocnata varlata jsou umisténa za sebou v zadni Casti téla. Cirrus, cirrovy vak a prostatické
zlazy chybéji. Ovalny vajecnik je umistén pied varlaty. Vitellaria se skladaji z Cetnych
folikulti uspofadanych ve dvou podélnych pasech v piedni a stfedni tieting téla.

Vajicka jsou ovalna a maji svétle zlutohnédou barvu. Vajicko je opatieno vickem
(operkulem) a na opa¢ném poélu mé hrbolek. Vajicka jsou vyluCovana plné vyvinutd, ale
miracidia se lihnou az v prvnim mezihostiteli, kterym je ptedozabry plz Bithynia leachi,
vnémz se vyvijeji sporocysty prvni a druhé generace, redie a cerkarie (typ
pleurolofocerkarie), které dozravaji za dva mésice. Maji dvojici pigmentovych skvrn, 10 part
penetranich zldz a océasek s vroubkovanou ocasni ploutvickou (finfold). Druhym
mezihostitelem, v némz se vyvijeji metacerkariové cysty, jsou prevazné kaprovité ryby
(Cyprinidae). Krom¢ c¢lovéka jsou konecnymi hostiteli kocka, pes, liska, prase a dalsi
ryboZravi savci.

Podle odhadu je ndkazou ohrozeno asi 14 miliont osob a 1,5 miliénu je nakazeno
(Jira, 1998). Vétsina pripadi pochazi zbyvalého SSSR. Intenzivni migrace obyvatel
podporuje Sifeni nakazy a formovani ohnisek. Nakaza probiha alimentarni cestou a zdrojem
kontaminace prostfedi vajicky motolice jsou koc¢ky, psi a lidé, jejichz vykaly se dostavaji do
vody.

Opisthorchis viverrini (Poirier, 1886) je mensi nez predchozi druh, ma hlubsi laloky
varlat, které jsou mén¢ vzdalené od vajecniku, folikuly vitelarii tvoifi méné trst a jicen je
delsi. Vajicka jsou mensi, ale vyrazné Sirsi (19-29 X 11-19 um) nez u O. felineus (26-30 x
11-15 pm). Cerstvé vyloudena vajicka obsahuji miracidium, které se uvoliiuje az po pozieni
plzem celedi Bithyniidae (Jira, 1998). Cerkarie jsou také opatieny ocaskem s ploutvickou.
Metacerkariové cysty maji ovalny tvar, obsahuji pohyblivé metacerkarie, které jsou stocené
do tvaru pismene C a maji napadné tmavy obsah. Druhym mezihostitelem je ryba, predevsim

kaprovitd. Konecnymi hostiteli jsou psi, cibetky a jini masozravi savci.



Podle odhadu je ndkazou ohroZeno kolem 50 miliéni osob a nakazeno je asi 9
miliont. Casty vyskyt nakazy souvisi s tradiéni upravou syrovych ryb v jihovychodni Asii,
predev§im Thajsku a Laosu, a nizkou urovni hygieny vedouci k trvalé kontaminaci vody
vajicky (Jira, 1998).

Metacerkarie se uvoliiuji z cysty v duodenu a postupuji pies Vaterovy ampuly a déle
do Zluc¢ovych cest. Patologické zmény zavisi na intenzité a trvani nakazy. Vznikd nadmérné
bujeni bunék stény zluCovody, jejichz sténa se ztlustuje a dochazi k otoku zlu¢niku. Nakaza
byva Casto spojena se zloutenkou. Nakaza motolicemi O. felineus a O. viverrini postihuje
predevsim Zlucnik a jatra, kde maze v tézkych ptipadech ptispivat i ke vzniku karcinomu jater
(Jira, 1998).

Clonorchis sinensis (Cobbold, 1875) je dalsi zlékafsky vyznamnych paraziti
patficich do celedi Opisthorchiidae. Dospély parazit ma ploché prisvitné télo nartizovélé
barvy, jehoz piedni konec je silné zazeny a zadni zakulaceny. Ustni piisavka je vétsi nez
btisni. Na ptisavkach a kolem nich se nachazi smyslové papily. Exkre¢ni méchyt je dlouhy.
Varlata jsou kefickovitd a lezi za sebou v zadni ¢ésti téla. Mirn¢ lalo¢naty vajecnik je ulozen
ve stiedu téla. Motolice se vyskytuje ve Zluéovych cestach. Zivi se sekrety sliznice v hornich
zlu¢ovych cestach a patrné ptijima i erytrocyty a leukocyty (Jira, 1998).

Vajicka jsou ovalnd, zluté barvy, maji operkulum a na pélu proti vicku je vybézek
(knob). Miracidium se uvoliiuje az po pozieni vajicka prvnim mezihostitelem — ve vétSing
ptipadii vodnim plzem z Celedi Hydrobiidae nebo Bythiniidae. Na pifednim po6lu miracidia
tvoti apikalni papila trnovy vybézek, kam vede kratkd primarni méchyikovita travici trubice.
T¢lo je vyplnéno sekre¢nimi zldzami, dvojici plaménkovych bunék a zarodeénymi bunkami
(Jira, 1998).

Po priniku do mezihostitele migruje sporocysta do lymfatického sinu, kde dozrava.

Vytvorené redie se uvoliiuji a dozravaji v lymfatickém sinu a v hepatopankreasu. Z kazdé



redie se vyvine 6-8 cerkarii. Cerkarie voln¢ plavou ve vodé¢ a hledaji dalSiho mezihostitele, do
nc¢hoz aktivné pronikaji povrchem téla. Béhem penetrace ztrati ocasek a po dosazeni
svaloviny vytvoii cystu ve svaloviné ryb, vétSinou kaprovitych. Kone¢nym hostiteli jsou
kromé cloveéka pes, kocka, prase a potkan (Jira, 1998).

Nakaza probiha alimentdrni cestou. Larvy se uvoliiuji zcyst v duodenu a migruji
pomoci ptisavek proti proudu zlu¢i do Zlu¢ovodu. Zptsobuji zvétSeni zlucovodu a nékdy

pronikaji az do pankreatu; mohou zpusobit az karcinom jater (Jira, 1998).

1.3. Charakteristika Celedi Heterophyidae a vybranych zastupcii

Motolice celedi Heterophyidae jsou stfevnimi parazity ptakit a savci (vCetné
¢lovéka). Pozorovani taxonomicky vyznamnych struktur je velice obtizné kvuli jejich malé
velikosti rychlé autolyze tkani po smrti hostitele. Rada taxonii je z toho diivodu popsana
velmi nedostatecné. Jednim z nejpouzivanéjSich gent pro molekuldrni taxonomii se stal gen
pro rRNA (28S). Ale i pfes vyuziti tohoto genu v molekuldrni taxonomii v této celedi
zustavaji ¢etné nevytesené problémy (Lee a kol., 2004).

Motolice uvedené celedi jsou malé, ovalné nebo hruSkovité a ziji ve stfevé
rybozravych ptakl a savel. Od zéstupct predchozi Celedi se lisi velikosti (1-2,5 mm x 0,3—
0,75 mm), jejich vajicka maji také vicko (operkulum), nemaji cirrus a cirrovy vacek; nékteri
zéstupci této Celede jsou vybaveni pouze jednim vajecnikem a jejich tegument je otrnény.
Bfisni pfisavka je pozménéna v komplex s trny a sklerity — ventrogenitalni komplex (Jira,
1998). Uvolnéna vajicka obsahuji zcela vyvinuté miracidium, které se uvoliluje po pozieni
prvni mezihostitelem. Stejné¢ jako v pfipadé¢ motolic ¢eledi Opisthorchiidae, pouzivaji jako
prvniho mezihostitele plze, nejcastéji z Celedi Melaniidae. V plzi se vyviji sporocysta, jedna
nebo dvé generace redii a cerkarie. Metacerkarie, které se encystuji ve sladkovodnich rybach,
pak museji byt pozieny koneénym hostitelem. Mezi zastupce celedi patifi vyznamni

cizopasnici ¢loveka, jenz se nakazi pozienim metacerkarii v syrovém rybim mase.



NejznaméjSimi zéastupci cizopasicimi druhy u lidi jsou Heterophyes heterophyes a
Metagonimus yokogawai, kteti zpisobuji méné Casta lidské stfevni onemocnéni. Mimo stiev
mohou byt lokalizovani i v jinych organech (pfedevSim v srdci a CNS), kde se vytvareji
granulozni 1éze (Jira, 1998).

Motolice egyptska, Heterophyes heterophyes (Siebold, 1852), je hruskovitého tvaru se
zaoblenou zadni a uZsi predni ¢asti. Ustni piisavka je mensi nez biisni. U okraje biisni
pfisavky se nachazi genitdlni pfisavka s chitinovymi zoubkovitymi trny. Ovalna varlata se
nachdzeji v zadni ¢asti téla a vajecnik je umistén nad varlaty.

Vajicka jsou hnéda, opatiena operkulem. Vylucuji se s vyvinutym miracidiem, které je
pozieno prvnim mezihostitelem, plzem celedi Melaniidae, Hydrobiidae nebo Thiaridae.
Druhym mezihostitelem je sladkovodni ryba, v oblasti sttedozemi — cipal hlavaty (Mugil
cephalus) nebo tlamoun nilsky (Oreochromis niloticus), v Japonsku jsou jejich hostiteli
braktické ryby. Kone¢nymi hostiteli jsou pes, kocka, Sakal, liSka a rybozravi ptaci napt. lunak
hnédy (Milvus migrans) nebo pelikan bily (Pelecanus onocrotalus) (Jira, 1998).

Dospélé motolice druhu H. heterophyes se zachycuji v tenkém stfevé mezi klky, kde
produkuji vajicka. Pfi masivni ndkaze se ve stfevni sliznici vytvofi zanétlivé infiltraty a
povrchové nekrdzy a povrchové nekrozy. Paraziti pouze vzacné pronikaji stfevni sténou.
Pokud ktomu dojde, vajicka se tak dostanou do lymfatického a vendzniho ob¢hu. Na
vzdalengjSich mistech, jako je mozek, srdce nebo micha mohou pak vytvofit granulomatdzni
1éze (Jira, 1998).

Metagonimus yokogawai (Katsurada, 1913) je drobna motolice hruskovitého tvaru.
Vyznamnym morfologickym znakem je umisténi ventralni ptisavky, kterd lezi stranou od
podélné osy téla. Genitalni otvor splyva s okrajem bfiSni piisavky a genitalni pfisavka je
nepatrna. Varlata jsou umisténa v zadni tfetin€. Vajicka maji ovalny tvar, maji operkulum a

jsou svétle zluta.



Zivotni cyklus se pfili§ nelisi od vyvoje druhu H. heterophyes. Prvnim mezihostitelem
je plz rodu Semisulcospira. Druhymi mezihostiteli jsou rizné sladkovodni ryby — napft. v Asii
ryby Plecoglossus altivelis, Salangichthys microdon, Zacco temnincki a Cyprinus carpio.
Kone¢nym hostitelem se mohou kromé ¢lovéka stat rybozravi savcei, kocka, pes a rizné druhy
ptakli — napt. volavky rodu Ardea a Egretta, kalous (A4sio), kan¢ (Buteo), pelikan (Pelecanus)
aj.

Nakaza probiha alimentarni cestou pozienim metacerkariovych cyst. Dospélé motolice
se usadi v tenkém stfevé — piedevsim v jejunu, dostavaji se také do intravendznich prostorti a
mechanicky rozru$uji enterocyty. Na stfevni sliznici dochazi k deformaci klka, k edému,

zanétlivé infiltraci stromatu a k redukci poharkovych bunék (Jira, 1998).



2. CILE PRACE

Cilem této prace je:

1) Posoudit vhodnost genu pro velkou podjednotku rRNA(28S) a gen pro ITS2 pro
molekularni taxonomii této dosud malo studované skupiny motolic.

2) Na zaklad¢ srovnani sekvenci tohoto genu posoudit fylogenetické vztahy zastupct

¢eledi Heterophyidae a Opisthorchiidae.

3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Materidal

Byly studovéany nasledujici druhy motolic Opisthorchiidae a Heterophyidae:

e Clonorchis sinensis Verdun et Bruyant, 1908 (OPISTHORCHIIDAE), Russia (L.

Filimonova)

o Erschoviorchis lintoni (Gower, 1939) (OPISTHORCHIIDAE) — Larus canus — Yakutia,
Russia (L. Filimonova)

e  Metorchis bilis (Braun, 1790) (OPISTHORCHIIDAE) — red fox, Berlin (R. Schuster)

e Opisthorchis felineus (Rivolta, 1884) (OPISTHORCHIIDAE) — cat, Berlin (R. Schuster)

e Ascocotyle (Phagicola) diminuta Stunkard et Haviland, 1924 (HETEROPHY-IDAE) —
gills of Poecilia velifera, cenote Chaamac, Celestun, Yucatan, Mexico, 13.10. 2004 (T.
Scholz)

o Centrocestus armatus (Tanabe, 1922) Price, 1932 (HETEROPHYIDAE) — small intestine
of experimental cat, 7 day after infection, 26.x.2004 (W.-M. Sohn, J.-Y. Chai)

e Haplorchis pumilio (Looss, 1896) (HETEROPHYIDAE) - small intestine of
experimental cat, 20 days after infection (W.-M. Sohn, J.-Y. Chai)

e Haplorchis taichui (Nishigori, 1924) (HETEROPHYIDAE) — small intestine of
experimental hamster, 20 days after infection, China (W.-M. Sohn, J.-Y. Chai)



e Heterophyes heterophyes (Siebold, 1853) (HETEROPHYIDAE) — cat, Dubai ( R.
Schuster)

e Heterophyes nocens Onji and Nishio, 1916 (HETEROPHYIDAE) — small intestine of
experimental cat, 20 day after infection, 11.x. 2004 (W.-M. Sohn, J.-Y. Chai)

e Heterophyopsis continua (HETEROPHYIDAE) — small intestine of experimental cat, 20
day after infection, 8. x. 2004 (W.-M. Sohn, J.-Y. Chai)

o Metagonimus yokogawai (Katsurada, 1912) Katsurada, 1912 (HETEROPHYIDAE) —
small intestine of experimental cat, 24 day after infection, 11.viii. 2004 (W.-M. Sohn, J.-
Y. Chai)

e Pygidiopsis summa (HETEROPHYIDAE) — small intestine of naturally infected cat,
Korea (W.-M. Sohn, J.-Y. Chai)

3.2. Izolace DNA

K izolaci DNA byly pouZivany vzorky fixované v 96-99% etanolu. Celkova DNA
byla extrahovana pomoci komer¢niho kitu JETQUICK Tissue DNA Spin Kit firmy
GENOMED. Vzhledem k pomérn€ malé velikosti vzorkl byla pouZita veskera tkan, ze které
byl poté odstranén etanol vysuSenim pfi teploté 37°C po dobu 2-10 hodin.

Izolace byla provedena pomoci kitu JETQUICK podle manualu. Tkan zbavena etanolu
byla zhomogenizovdna v 200 pl pufru T1 a poté zlyzovana pfidanim 25 pl proteinazy K a
inkubaci pfi teploté 56°C s obCasnym protiepavanim po dobu 2-3 hodin. Po této dobé bylo
ptidano 200 pl pufru T2 a vzorek byl promichan a inkubovan 10 minut pii 70°C. Nésledovalo
ochlazeni roztoku po dobu 1 minuty a pfidani 200 pl 96% etanolu. Cela smés byla pienesena
do Spin kolony a zcentrifugovéana pii 13 000 rpm po dobu 1 minuty. Nasledovalo promyti
kolony nejdiive 500 ul pufru TX (centrifugace 1 minutu pii 13 000 rpm) a poté 500 pl pufru

T3 pfi stejnych podminkach. Nakonec byl odstranén zbytek pufru dodate¢nou centrifugaci
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(2 minuty/13 000 rpm). Genomova DNA byla poté eluovana ptidanim 200 pl bidestilované
H,0O a po uplynuti 1 minuty centrifugaci pii 13 000 rpm po dobu 2 minut. Izolovand DNA

byla uskladnéna pfi teploté -20°C.

3.3. Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Gen pro ribozomalni RNA (28S) byl aplifikovdn PCR pomoci specifickych primerit pro
Digenea (viz tab.1). Reakéni smés ptipravend do 0,5 ml eppendorfek obsahovala 5 pl 10 x
Taq PCR pufru (Top-Bio), 2 ul 2,5 mM dNTP (Top-Bio), 0,5 ul forward a 0,5 pl reverse
primeru, 0,4 ul Taq purple DNA polymerazy (Top-Bio) a 4 ul genomové DNA. Tato smés

byla doplnéna sterilni bidestilovanou vodou do objemu 50 pl.

Tabulka 1. PouZité primery.

Nézev primeru Sekvence primeru 5°— 3’ smer
LSU

LSUS GAC KAC CCG CTG AAY TTA AGC A -
360F OPISTO CCG CTC AGA GGT AAA CGG GTG GAG -
400F OPISTO1 GCT GGT GAG TKT KGT TTG RGC TTG G -
400R OPISTO2 CCA AGC YCA AAC MAM ACT CACCAGC «—
900F OPISTO!1 GTG GTG TTG CGG TAG ACT ATC C -
900R OPISTO2 GGA TAG TCT ACC GCA ACACCAC «—
1500R OPISTO ACT TGG CAC TCA CAT TCA ACG CC «—
ITS2 *

Proteo 1 CGG TGG ATC ACT CGG CTC -
Proteo 2 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC “—

*primery podle Sketikova a kol. (2004)

3.4. Agarozova elektroforéza

Elektroforéza byla pouzita ke kontrole uspé$nosti izolace genomové DNA z tkan€ a ke

kontrole velikosti fragmenti DNA po PCR amplifikaci a byla provadéna na 1% agar6zovém
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gelu. Gel byl piipraven rozpusténim 0,35 g agarozy (Serva) v 35 ml 0,5 x TAE pufru (50 x
TAE pufr: 242 g TRIS, 57,1 ml kyseliny octové, 100 ml 0,5 M EDTA, 1 000 ml H,O,
pH = 8,0) rozehiatim v mikrovinné troub€. Po ochlazeni na cca 50°C byl nalit do pfipravené
formy s vloZzenymi hiebeny a ponechan ptiblizné¢ 20 minut tuhnout. Ztuhly gel byl vlozen do
elektroforetického tanku a pielit pufrem (0,5 X TAE). Do vzniklych jamek pak bylo nanaseno
pozadované mnozstvi vzorkd, v pfipadé PCR produktt 5 ul pro kontrolu amplifikovanych
usekd. Pro odecteni velikosti produktu byl pouzit marker 1kb DNA Ladder (New England

Biolabs, Inc.). Elektroforéza probihala pfi napéti 70 V po dobu 3045 minut.

Pritomnost a velikost produktu byla detekovana na UV transiluminatoru (TFX-35.M
Vilber Lourmat). Fotodokumentace geli byla pofizovana pomoci digitalni kamery a

pocitacového programu Kodak Digital Science 1D.

3.5. Purifikace PRC produktii a izolace 7 gelu

U vétSiny vzorkli byla pouzita pouze metoda purifikace PCR produktli, pouze u
ne¢kolika vzorki 4/18 1 izolace z gelu. Pfi PCR reakci se vytvofilo vice nespecifickych
produkt. K purifikaci byl pouzit kit firmy QIAquick a postup byl proveden podle
prilozeného manualu. K PCR produktu byl pfidan pétindsobny objem produktu reakce, po
nafedéni pufrem PBI tedy 250ul. Smés byla pfenesena do 2 ml QIAquick spin kolon a
centrifugovana 30-60 sekund. Dale byla kolona promyvana 0,75 ml pufrem PE
s centrifugovéana 30-60 sekund. Zbytek pufru byl odstranén dodate¢nou centrifugaci po dobu
60 sekund. Amplifikovana DNA byla poté eluovdna ptidanim 50 pl elu¢niho pufru a po
uplynuti 1 minuty centrifugaci pti 13 000 rpm po dobu 60 sekund. Izolovand DNA byla

uskladnéna pfi teploté 4°C

K izolace z gelu byl pouzit kit firmy QuickClean 5SM Extraction kit. Po vyfiznuti

amplifikovanych tsekli pozadované velikosti byl vyfiznuty gel zvaZen a byl k nému pfidan
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trojnasobny objem Binding Solution II (100 mg = 100 ul). Smés byla inkubovana 10 minut
pii teploté 50°C a obcCas promichéna. Po inkubaci byl pfidan jeden objem izopropanolu a
smes byla pfenesena do QuickClean kolon a centrifugovana pii 12 000 rpm 30 sekund.
Kolona se dale promyvala 500 pl promyvaciho roztoku a byla centrifugovéna pti 13 000 rpm
1 minutu. Amplifikovand DNA byla eluovana 30 ul elu¢niho pufru a centrifugovana 1 min pii

12 000 rpm.

3.6. Sekvence a sekvencni reakce

Pro spravné provedeni reakce bylo nutné znat koncentraci PCR produktu. Ta byla
vypocitana podle absorbance zjisténé pii spektrofotometrii (BioPhotometr Eppendorf).

Reakéni smes obsahovala 0,5 pl primeru, 300 — 390 ng piecisténého PCR produktu a
byla doplnéna do celkového objemu 16 ul bidestilovanou vodou. Genové fragmenty byly
sekvenovany pomoci CEQ™ Dye Terminator Cycle Sequencing Kit
(Beckman Coulter) nebo ABI PRISM® BIG DYE® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems).

Sekvencni reakce a sekvence byla provedena v laboratofi genomiky. Pouzité

sekvenacni primery viz tabulka €. 1.

3.7. Analyza sekvenci

Pti praci s molekularnimi daty byly pouzity programy DNASTAR ver. 5.06
(DNASTAR, Inc.). Program EditSeq slouzil jako textovy editor sekvenci, v programu
SeqManll byly komplementarni sekvence spojeny, upraveny a byla znich vytvofena
konsensualni sekvence. Kontrolni identifikace sekvenci byla provedena pomoci databaze
NCBI BlastSearch (http:\\www.ncbi.nlm.nih.gov). Pro vytvofeni aligmentu byl pouzit
program Mafft ver. 5.8 (Katoha a Toh, 2005). Ptipadné tpravy aligmentu byly provedeny

v programu BioEdit ver. 7.0.5.2 (Hall, 1999).
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Veskera data byla analyzovana metodou maximalni parsimonie (MP) a maximalni
veérohodnosti (maximum likelihood, ML) v programu PAUP* ver.4.0b10 (Swofford, 2002).
Nejvice parsimonni stromy byly vyhledany algoritmem branch-and-bound, ktery byl pouzit i
pro bootstrapovou podporu MP topologie (1000 opakovani). Hodnota Akaike information
criterion (AIC), ziskand v programu Modeltest ver. 3.7 (Posada a Crandall, 1998) urcila
nejhodnéj$i model evoluce pro dany dataset, na jehoz zaklad¢ byla pomoci heuretického
vyhledavani branch-swapping algoritmem tree-bisection-reconnection (TBR) spoctena
nejvérohodnéjsi topologie. Stejny model i postup byl zvolen i pro bootstrapova opakovani
(opét 1000 replikaci). K vizualizaci vystupt z fylogenetickych analyz byl pouzit TreeView

ver. 1.6.6 (Page, 1996).

Tabulka ¢. 2. Pouzité sekvence z Genové banky.

Celed Druh Cislo v Genové
bance

Caecincola parvulus AY222231

Cryptogonimidae |Siphodera vinaledwardsii AY?222230

Mitotrema anthostromatum AY?222229

Cryptocotyle lingua AY222228

Heterophyidae Galactosomum lacteum AY222227

Haplorchoides sp. AY?222226

. . Amphimerus ovalis AY116876
Opisthorchiidae

Opisthorchis viverrini (ITS2) AF408147
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4. VYSLEDKY

V priibéhu této studie byly ziskany celkem dvé caste¢né sekvence genu 28S rRNA
(¢eled’ Opisthorchiidae - Clonorchis sinensis, ¢eled’ Heterophyidae - Ascocotyle (Phagicola)
diminuta) a Ctyii Castecné sekvence ITS2 (Celed Opisthorchiidae — C. sinensis, Celed
Heterophyidae - Ascocotyle (Phagicola) diminuta, Centrocestus armatus, Heterophyes
heterophyes)(viz tabulka ¢. 3). U zbyvajicich zastupci (Celed Opisthorchiidae -
Erschoviorchis lintoni, Metorchis bilis, Opisthorchis felineus, celed Heterophyidae -
Haplorchis pumilio, H. taichui, Heterophyes nocens, Heterophyopsis continua, Metagonimus
yvokogawai, Pygidiopsis summa) se nepodatilo ziskat PCR produkty.

Nov¢ ziskané sekvence byly porovnany se sekvencemi sedmi druhti z Genové banky
(viz tabulka €. 2) od druhii obou studovanych Celedi a zastupci treti ¢eledi Cryptogonimidae,
ktera slouzila jako outgroup, nebot' je dnes povazovana za bazalni skupinu nadceledi
Opisthorchioidea (Olson a kol., 2003). Celd matice byla tvofena celkem deviti sekvencemi
28S rRNA genu. Ziskané sekvence ITS2 nebyly pouzity pro nizké zastoupeni relevantnich
taxonid v Genové bance.

Analyzou matice metodou maximalni (MP) byly ziskdny dva stejn¢ dlouhé
kladogramy o délce 485 zmén, které se liSily pozici druhu Ascocotyle (Phagicola) diminuta
(Heterophyidae) (obrazek €. 1). Naproti tomu druhé analyza metodou maximalni vérohodnosti
(ML) ptitadila A. (Phagicola) diminuta jako sestersky druh Galactosomum lacteum.

Druh Cryptocotyle lingua, ktery se podle morfologickych znak tadi do celedi
Heterophyidae, byl v obou provedenych analyzach zatfazen do celedi Opisthorchiidae. Toto

zafazeni naznacuje moznou parafylii ¢eledi Heterophyidae.
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Tabulka €. 3. Délka ziskanych sekvenci.

Délka sekvence

Druh (bazi)
LSU

Clonorchis sinensis 1321

Ascocotyle (Phagicola) diminuta

3’ konec 548

5’konec 475
ITS2

Clonorchis sinensis 536

Ascocotyle (Phagicola) diminuta 487

Centrocestus armatus 490

Heterophyes heterophyes 510
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Amphimerus ovalis

99/100
, Clonorchis sinensis
92/99
Cryptocotyle lingua
99/100
Galactosomum lacteum
73/44
, Haplorchoides sp.
) 49/66
91*99_ i
T L ASCOCOTYIE diminuta

Mitotrema anthostromatum

Caecincola parvulus

— D10 063 Vinaledwardsii

10

Obrazek ¢.1

Strom zkonstruovany metodou maximalni parsimonie v programu PAUP* ver.4.0b10.

Délka stromu 485. HI = 0.2515, RI = 0.5719. Bootstrap — pocet opakovani 1000.
Nové ziskané sekvence jsou tuéné zvyraznéné.
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5. DISKUSE

Cilem této prace bylo posoudit vhodnost genti pro velkou podjednotku rRNA (28S) a
ITS2 a ziskat nové sekvence této malo studované skupiny. Bohuzel, z divodu nizkého
zastoupeni relevantnich taxonl v Genové bance neni mozné 1TS2 zaradit, a proto nebyl tento
marker do prace zahrnut. Po analyze ziskanych sekvenci se jako dostatecné informativni
ukazal gen pro velkou podjednotku (LSU).

Nejednoznacné postaveni  Ascocotyle (Phagicola) diminuta je s nejveétsi
pravdépodobnosti zptisobeno chybéjici stiedni ¢asti sekvence. Porovnani sekvenci rovnéz
naznacilo moznou parafylii ¢eledi Heterophyidae, kterou diskutoval jiz Olson a kol. (2003).
S rostoucim poctem osekvenovanych zastupcii nelze vyloucit narustajici mnozstvi
parafyletickych taxont.

Nizky pocet ziskanych sekvenci (z celkového mnozstvi 13 vzorkl) souvisi
s nasledujicimi metodickymi problémy:

1. Izolace DNA ze vzorki, které byly zfejmé Spatné€ nafixovany (Erschoviorchis lintoni,
Opisthorchis felineus, Metorchis bilis). Je pravdépodobné, ze pouzité fixdze, napf.
denaturovany etanol nebo formalin, mohly poSkodit DNA.

2. Nepodaftilo se ziskat dostatecné mnozstvi DNA ze vzorkl nékterych motolic celedi
Heterophyidae, kteti jsou velmi malych rozméra (kolem 500 pm) a u nékterych druht
byly k dispozici pouze jejich larvalni stadia (metacerkarie).

3. Po optimalizaci PCR pro primery specifické pro motolice (viz Olson a kol., 2003) se
jako dalsi potiz projevila malé specifita téchto primert. Misto sekvenci odpovidajicich
vybranym zastupciim se po kontrole zjistilo, ze primery nasedaji 1 na konzervativni
useky nematofagnich hub, které jsou shodné suseky zvolenymi pro Digenea.

Kontaminace houbami byla patrn¢ zplsobena jiz pii izolaci DNA, kdy vybrani
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zéastupci pravdépodobné uz obsahovali spory hub a jejich DNA byla tedy izolovana
soucasn¢ s DNA motolic. Po vzijemném porovnani znadmych sekvenci motolic
nadc¢eledi Opisthorchioidea se sekvencemi nematofagnich hub a vybrani vhodné;sich
usekti byly navrzeny primery specifické pro skupinu Opisthorchioidea.

4. Jednim z neobtiznéji feSitelnych problémua v této praci byl nedostatek informaci o
sekvencich ptibuznych. V Genové bance existuje velké mnozstvi sekvenci motolic
(Digenea). Tyto sekvence, zejména Iékatsky vyznamnych motolic z jihovychodni Asie
jako je Opisthorchis viverrini a Clonorchis sinensis (viz napt. Lee a Huh, 2004; Lee a
kol., 2004), jsou pouze ¢astecné, a proto prakticky nepouzitelné. Navic je vétSina
sekvenci ITS2 a LSU téchto motolic v Genové bance velice kratkych —kolem 490 bazi

u ITS2 a méné nez 400 bazi u LSU.

Dalsimi ukoly pfipadné budouci prace v magisterském studiu je vyfeseni nékterych

metodickych problémti zminénych v této praci, ziskani novych sekvenci a ptipadné potvrzeni

nebo vyvraceni mozné parafylie ¢eledi Heterophyidae.
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6. ZAVER

1. Ze tfinécti studovanych vzorkl byly ziskdny dvé castecné sekvence LSU (Clonorchis
sinensis, Ascocotyle (Phagicola) diminuta) a Ctyti CasteCné sekvence ITS2 (Ascocotyle
(Phagicola) diminuta, Centrocestus armatus, Clonorchis sinensis, Heterophyes
heterophyes).

2. Délka sekvenci LSU pro Clonorchis sinensis je 1321 bazi. U zéstupce Ascocotyle
(Phagicola) diminuta byly osekvenovany dva tseky z 3’ konce o délce 548 bazi a z
5’konce s délkou 475 bazi, prostiedni ¢ast se zatim nepodatilo amplifikovat.

3. Sekvence pro ITS2 mély nésledujici délku: Clonorchis sinensis 536 bazi, Ascocotyle
(Phagicola) diminuta 487 bazi, Centrocestus armatus 490 bazi, Heterophyes
heterophyes 510 bazi.

4. U dalsich studovanych zastupctu obou celedi (celkem 9 druhti) byly pokusy o ziskani
sekvenci neuspésné, pravdépodobné v diisledku Spatné fixaci materidlu, a tim poSkozeni
DNA, nebo malou specifitou primert.

5. Vzhledem k problémim s kontaminaci nematofidgnimi houbami byly navrzeny
specifické primery pro nadceled” Opisthorchioidea.

6. Na zaklad¢ nové¢ ziskanych sekvenci pro LSU a sekvenci z Genové banky byl sestaven
kladogram. Ziskany strom naznauje parafylii Celedi Heterophyidae, nebot druh
Cryptocotyle lingua, dosud tazeny do této Celedi, je umistén mezi opisthorchiidnimi

motolicemi.
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