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1. Uvod

Haemonchus contortus (Rudolphi, 1803), syn.&rongylus contortus, ¢eskym
nazvem vlasovka slézova, je paraziticky hlistetedi Trichostrongylidaeréd Strongylida,
poddd Trychostrongyloidea), ktery @gobuje nemoc hemonchdzu u domacich turovitych,
u ovci a koz, u sk zwie a dalSich iezvykavé. H. contortus je jeden
z nejvyznampyjSich patogei piezvykavd v rozvojovych zemich (Perry a kol, 2002). Jeho
vyskyt pevazuje vteplych a vlhkych oblastech. Bylo popséat® druhi z rodu
Haemonchus, z nichz H. contortus, H. placei a H. similis se globala vyskytuji ve slezu
(abomasu) doméacich kopytnatdkde Ziji gichyceni ke sliznici a saji krev (Hoberg a kol.,
2004). zmsobuji velké ekonomické ztraty na fatech, zejménaipzvykavcich. Jediné,
Ze je zvie nakazeno dkolika druhy zc¢eledi Trychostrongylidae najednou. Upkatn
znalosti z biologie a ekologie ¢chto parazitech napomahé phovu ovci a je dlezité
pro udrzeni ztrat skotu na minimalni hranici.

H. contortus je dilezity model jak pro zakladni, tak pro aplikovarargzitologicky
vyzkum, napiklad pro studie zabyvajici se vyvojem vakcin aikem rezistence proti
antihelmintikim. Prvni populéni studie, ktera se zabyvala @mami v sekvencich mtDNA
populaci trichostrongyloidnich nematod parazitaficina skotu a ovcich v Severni
Americe, naznéovala, Zze mezi populacemi trichostrongyloidnich atord je jen mala
geneticka diferenciace (Blouin a kol., 1995). Papal H. contortus z niznych
geografickych lokalit v této studii vykazovaly n@ak genetickou diferenciaci. Z ngsgich
Gdaji je Zejmé, Ze tato prace byla patrzatizena &kterymi metodickymi chybami.
Nedavné studie ukazuji, 2d. contortus je extrémg geneticky @iznorody organismus
(Troell a kol., 2006). Vnitrodruhova diverzita sekwei mitochondrialni DNA uH.
contortus a dalSich trychostrongyloidnich nematod je veliysoka, az 10x vysSi nez je
obvyklé u obratlové (Blouin a kol., 1995). Prace z&mené na genetické markery jako
jsou SNPs, mikrosatelity a transposonni inzercealighexistenci vyznamné genetické
diferenciace mezi samostatnymi populacémcontortus, ikdyZ tyto prace byly provedeny
jen na malém mnozstwiervi (Otsen a kol., 2000). Zaaa geneticka diferenciace byla
prokazana v nedavné dbimezi populacemH. contortus z viznych kontinent pouzitim
sekvenci mtDNA a AFLP analyz (Amplified Fragment ngat Polymorphism -
polymorfismus v délce amplifikovanych fragméntroell a kol., 2006). Znalost genetické
struktury populaciH. contortus je stale velmi omezena a je fmlia provest jeStvice
detailnich genetickych analyz jak na laboratorniziiatech tak na populacich @&nych

geografickych lokalit ( Redman a kol., 2007).



Podobr vysokou hodnotu genetické diverzity nasuja také nuklearni lokusy,
bodové polymorfismy (SNPs) v kédujicich a nekdduafic sekvencichgésti inzerci a
mikrosatelitové lokusy, které ukazaly velmi vysokbadnotu genetické diverzity mezi
populacemi (Beech a kol., 1994). Zda se, ze tatsokd divergence je #apobena
predevsim extrémni velikosti populace, protoZze jebestitel nize obsahovat tisice
dosglych ¢ervi (Urquhart a kol., 1996).

obr.1.Haemonchus contortus. Prevzato z http://www.nematodes.org.

1.1. Zivotni cyklus a klimaticka omezeni

Haemonchus ma vyvoj gimy. Horizontélni penos mezi ovcemi probihd diky
tretimu larvalnimu stadiu L3. Zivotni cyklus je réh na d¢ faze: volg Zijici a
parazitujici uvnit hostitele. Vagtka vychazi zdla spolu s trusem a vyviji sé¢gs prvni
(L1) a druhé (L2) larvalni stadium az Ketfmu (L3) genosnému stadildaemonchus je
prijaty s potravou a putuje dé&tvrtého Zaludku (abomasum), kde se vyviji v pohtavn

zralého dosgce. (obr.2)



Adull rematodes inthe

digestive tract of sheep
lay their eggs 3
Eggs passed orta
pasbee in manure. %

Eqggs haich, and larvae develap o
infective 3rd stage in soil and marune.

Infactive ks me
are ingested by
grazing she=p

obr 2. Zivotni cyklus parazitického hligtsemonchus contortus. Prevzato

Z http://www.ext.vt.edu

Podminky Zivotniho pro&tdi maji uéujici dopad na populaci paraziObecr
vzato,H. contortus je povazovan za organismus, ktery se dokaze lépeipobit teplému
a vlhkému klimatu. Mnoho studii prokazalo, jakény v prostedi ovliviiuji vyvoj volné
Zijicich stadii mimodo hostitele. Nizsi vyskyt haemonchozy byl rgiem @i pramérnych
mesicnich teplotach 18°C a minimalnichesitnich sraZzkdch 50mm (Gordon, 1948).
Optimalni teplota pro vyvin z vdja do L3 stadia je 28°C a vlihkost nad 70% (Rossanig
& Gruner, 1995), maly nebo Zzadny vyvin v i teplot 9°C a nizSi (Silverman &
Campbell, 1959). Proto studené podnebné pasy swydminkami limituji vyvin larev
H.contortus ve stadiich mimogto hostitele.

Potlateny vyvoj nebo také hypobidzadastym jevem v Zivat gastrointestinalnich
nematod pezvykavdé (Eysker & Kooyman, 1993). Za hlavniiginu této inhibice wu
H.contortus byly povazovany sezénni zmy (Connan, 1971; Muller, 1968)idipoklada



se, Ze tento jev je adaptaci naiti zimniho obdobi v oblastech mirného pasu, jedy
pienos diky larvalnim stadiim vyrazomezen (Blitz & Gibbs, 1972; Waller & Thomas,
1975). Nastava takeé letni inhibice, ktera paragiteani ged obdobim sucha (Eysker &
Kooyman, 1993). Ale hypobiéza v tropickych a supic&ych oblastech nebyla
zaznamendéna talasto (Allonby & Urtquhart, 1975). $&teri ostatni ¥dci predpokladaji,
Ze inhibiceH.contortus je spiSe nutna strategie, dana geneticky, neZzaeislvigjSich
podreta (Walter & Thomas, 1975).

1.2. Popul&ni genetika a struktura populaci paraziti

Genetickou strukturu populacitie utvdet a ovliviovat mnoho aspekt mezi &z
pati nag. environmentalni a geografické bariéry nebo velikpopulace. Populace jsou
¢asto vice¢i mére geneticky odlisné, jelikoz jsou od sebe izolovaréou vzdalenosti.
Geografické roz#eni drulii je obvykle ¥tSi nez rozptylova schopnost samotného jedince.
Studie systérin hostitel-parazit jsou&tSinou slozZi¢jSi a komplikovagjsi nez vyzkumy na
jednom druhu, protoZze hostitel a paraziimpm ovliviwuji jeden druhého a jsou s@sti
koevolwniho procesu (Poulin a kol., 2000). Srovnani gekétdiverzity a struktury dvou
riznych typi parazitt miZze poskytnout @lezité nahlédnuti do toho, jak vlastnosti hosiitel
ovliviuji rozdilnost mezi populacemi pardizt miznych geografickych lokalit.

Popul&ni genetika parafit je pongrné opomijeny obor (Grant, 1994), az
v minulém desetileti se mu dostalo v&&n pozornosti (nap Anderson a kol., 1998;
Gasser a Chilton, 2001; Hu a kol., 2004). To m&asledek, Ze dkteré gedpoklady o
struktue populaci parafit zistavaji do velké miry nepotvrzené. Bylo prokazane,
geneticky tok u nematod parazitujicich na domaduitatech je ovlivén vyvojem
parazita i jeho hostitele (Anderson a kol., 1998ull, 1998), &koliv je stale nejasné,
které faktory uvnit parazitickych populaciipvazuji pi tvorbé¢ genetickych zakonitosti.
Nap. vétSi geneticka variabilita uviifpopulace z jedné farmy nez meziécha farmami
byla pozorovana u hlistiddazamastrongylus odocoilei v Severni Americe (Blouin a kol.,
1995) a v Evrop (Leignel & Humbert, 2001). Tato skdteost je pisuzovana rozsahlym
pohylim domestikovanych hostitel(Blouin a kol., 1995). Pohyblivost hostitele jedik
hlavni ugujici faktor pro parazity s omezenou schopnost§ifozat se ve vola Zijicich
stadiich (Blouin a kol., 1995; Nadler, 1995). Pargzity s vi&jSimi zZivotnimi stadii (vi
hostitele) niize byt dalSim vhodnym faktorem vztah mezi mimohelstkym prostedim a

populani strukturou (HAglung a kol., 2004). Napegiznivé klima mize mit za nasledek



extrémni podminky a tim ovlivnit genetickou struktichto parazii. Navic ve vyzkumu
o populacich na velké geografické ploSézm byt @dekavano, ze separacasti populace
muze mit silny dopad na popula strukturu. Nkolik hypotéz o vyznamuithto fiznych

Gcinka na populéni genetiku paraitje v nyrgjSi doke testovano (Troell a kol, 2006).

1.3. Vymezeni druhi

Existuje mnoho definic, co je a caepstavuje druh (Cracraft, 2000). Otazka
rozhodnuti, co jsou druhy ajak mohou byttirgk definovany, patla ve vyvojové
biologii mezi nejvice probirané (Turelli a kol.,@0. Ri definovani druhu existujeckolik
piekazek p pouziti morfologickych, behavioralnich, fyziolafiych nebo biochemickych
znaki. Napr. selekni tlak mize vést ke konvergentnim fenotyp riznych organisri,
kteti si nejsou fibuzni (Kunz, 2002). K definovani a affovani drufii se protocim stéle
castji pouzivaji molekularni (tj.genetickd) data, ktgsbu povazovana za spoleldsi
zdroj informace. Molekularni data umagi srovnani bez vedlejSich iy kterymi jsou
Zivotni stadium, ¥k, hostitel ¢i geograficky fgivod (Nolan & Cribb, 2005). Metody
zaloZzené na polymerazovétzové reakci PCR (polymerase chain reaction) nsighké
uplatreni, diky své citlivosti dovoluji analyzy markez omezeného mnozstvi DNA. Toto
je zvlast vyznamné fi zkoumani jeding parazitickych nematod, kdy neni mozné ziskat
velké mnozstvi materidlu DNA neba@gtovat tyto jedinceén vitro. Nagr. rod Haemonchus
je sloZen z vice neZ deseti diilz nichZH. contortus a H. placel jsou z veterinarniho
hlediska vyznamné (Hoberg a kol., 2004fivie@ se pedpokladalo, Ze pdtmezi zastupce
jediného druhu, protoze maji malo morfologickycadihi a oba se adaptovali na ovce a
skot (Gibbons, 1979; Urquhart a kol., 1996). V rd@95 Stevenson, Chilton a Gasser
ozn&ili H.contortus a H. placei skut&né¢ za dva odliSné druhy na zakéagbouziti

molekularnich metod a markeru v ribosomalni DNANA).

1.4. Molekularni markery

Mimotadny rozvoj v poslednich desetiletich se odrazibbhasti molekularni
genetiky. Tento pokrok vedl krozvoji mnoha diulodliSnych technik, které jsou
pouzivany ke studiu genetické variace. Molekulamarkery jsou cile# ¢i nahodri
vybranéc¢asti genetické informace, které poskytuji informadglogenetickych vztazich a

evoluci organism na zaklad analyzy jeho molekul (protein DNA). Vypovidaji o



genetické podobnosti fipuznosti) jeding, populaci nebo drut Markery se mohou liSit
s ohledem naddeZité rysy, jako nap mnoZstvi, charakter polymorfismu, specifika lakus
opakovatelnosti, liSi se santepr¢ také podle technickych pozaddviWVoodhead a kol.,
2005). Proto tedydelnost markeru zavisi na jeho vlastnostech a na kgakému delu je

pouzivan. Z tohototivodu Zadny marker neni dokonalejgkvalitnéjSi nez ostatni. Idealni
marker by ndl mit priméreny pa@et variaci pro konkrétni pouZziti (dostate nizka

vnitrodruhova variace a naopak vysoka mira divergemezi Uzce iflbuznymi druhy) a

mel by byt wrohodny.

1.5. Mitochondrialni DNA

Kazda mitochondrie ma 8y vlastni genom, ktery Gzce spolupracuje s jadernym
genomem, ale je odkho odliSny. Analyzy prokazaly, Ze mtDNA je uzity molekularni
marker pro studovani evoluce v populacich a stalalikzitym nastrojem pro studium
historie a struktur populaci (Avise, 2004). Na ribzetl jaderné DNA v mitochondrialni
DNA dochazi k tzv. maternalngdicnosti (az na par vyjimek nagheteroplasmie, mtDNA
je dédéna z jedné generace do druhé maternalni linii;igvi] Ballard & Rand, 2005).
Mitochondrialni DNA obsahuje Zadné malé mnoZstkbmebinaci, méa relativhvysokou
substiténi rychlost a cela molekula se da jednoduSe izold¥aise a kol., 1987).
Predpoklada se, z&ipomny polymorfismus je Zfsoben mutacemi.

Obecrt vzato, mtDNA mé vySSi substtini rychlost neZ jaderna DNA (Blouin,
2002). Ta je zfssobena i diky nedost&m vykonnému repataimu mechanismu na
opravu mutaci (Avise, 2004). Diky této vysoké ndnfaychlosti je mozné rozpoznat
rozdily mezi velice blizkymifsbuznymi jedinci. Na druhé stransSak zgsobuje problémy
pii uréovani fylogeneze na vyssi trovni (Blouin a kol.982 Smysluplné porovnavani
MtDNA tedy mizeme provést jen mezi blizc&lpuznymi taxonygi pii studiu populani
genetiky (Avise a kol., 1987). Jednotlivésti mtDNA se #izné rychle neéni, nag.
kontrolni oblast velmi rychle a tRNA geny mnohenmadbeji (Moritz, Dowling & Brown,
1987; Randi, 2000).

Pouzivani mtDNA méagkolik podstatnych vyhod. &Sina bugk obsahuje stovky
az tisice molekul mtDNA (Randi, 2000), protid pouzivani mt DNA markeru
potrebujeme mensi mnozstvi materialu ve srovnani senamk jaderné DNA. Nedostatek
materialu je BZnym problémem, jelikoz paraziti helminté nemohou byt kultivovam

vitro. Pro studium poputai genetiky mnoha parazitickych nematod jsou pcritv



predevsim specifick&sti mitochondridlniho genomad4 acox1 geny (Hoglund a kol.,
2006).

Nekolik vlastnosti nazniauje, Ze evoluce mtDNA nematod je ve srovnani sijiny
kmeny nezvykla. Nap mtDNA nematod ma sklon byt extrérbohata na AT baze 75-80%
(Anderson a kol., 1998; Blouin a kol., 1998). Jettdokazano, Ze mtDNA nematod se
rychle vyviji (Anderson a kol., 1998; Blouin a kd995; Blouin a kol., 1998) a
mitochondrialni genom nematod je nackydn na rekombinace agskupovani gennez u
ostatnich organisin(Blouin a kol., 1998). Mitochondrialni genomy ndothjsou obvykle
mensi (cca 13,6 - 14,3 kb) nez mitochondrialni ggnostatnich skupin metozoi (Hu a
kol., 2004). Mezi zndmé vyjimky pafTrichinella spiralis a Romanomermis culicivorax,

jejichz mitochondrialni genom je velky cca 21 — Bgku a kol., 2004).



2. Cil préace

Cilem prace je pomoci sekvenci mitochondrialniamigegovest na materialu
poskytnutém spolupracujici labor#itge Skotsku analyzu popula struktury a
genealogickych vztahparazitiského hlista druhtaemonchus contortus z riznych
lokalit. Vysledna genealogickd struktura bude dddeiZit jako podklad ip studiu

vzniku a Sieni anthelmintické resistencédvlékam a vakcinam.



3. Materiél a metodika

Pro tuto préci byla pouZzita izolovana mitochondari®NA (mtDNA) zaslana
spolupracuijici laborato(Dr. John Gilleard, University of Glasgow). Catikdylo zaslano
150 jediné parazitickych hlist roduHaemonchus contortus, jejichZ hostitelem je ovce
domaci Qvis aries). Jedinci parazitovali na hostitelichdchto lokalitach: Chennai,
Coimbatore, Hyderabad a Vijayawada (obr.3) Déalg bgislany 4 skupiny izolat
dlouhodol¥ udrzované adzné pouzivané v parazitologickych laboréti pro studium
anthelmintické rezistence: ISE , WRS, CAVR a Moldlkem tvdi 11 populaci mezi

nimiz byla zji¥ovana genealogicka struktura.

Obr.3 Lokality, ze kterych pochazeji vzorkyeRzato z http://www.ecesty.cz.




3.1. PCR amplifikace

Izolovana mtDNA byla pouZita jako templat pro purazovouetzovou reakci
(PCR). Pro amplifikaci byla pouzita HotStarTaq ypoéraza kili omezeni tvorby
nespecifickych produlit V piipadt negativnich vysledkbyly upravovany postupy
michani, pipetovani nebo byly poupraveny naseepity a koncentrace DNA ve snaze
najit optimalni kombinace. Jiné koncentradienmichani upravovany nebyly. Vzdy byly
souwasre pripravovany negativni a pozitivni kontroly. PCR pitedda na pistrojich

Eppendorf Mastercycler a XP Thermal Cycler BIOER.

= Pro amplifikaci byly pouzity tyto primery
primery 16S rDNA: forward: 3"-GTTTTGGTAATTGAATGTT-5
reverse: 5-CTACAGTATACATATGATGAG-3’

= SloZeni reaéni snesi o vysledném objemu A0do 0,.5ml Eppendorfek:

dNTP 2mM 2l
Hot buffer 10x (Qiagen) 12
Hot MgCl, 25mM (Qiagen) gl
HotStarTaq polymeraza (Qigen) a2
Primer | (2@M) 1ul
Primer Il (2QuM) 1ul
DNA (koncentrace nesiena) 1ul
dH,O 10,8ul

=  Amplifikace probihala naifstrojich zad&chto podminek:

reakéni cyklus:
1. 95°C 15min

2. 94°C 1min
50°C 45sec
72°C 1min

30 cykii opakovani
3. 72°C 10min
4. 10°C

Ke kontrole usgsSné amplifikace byla provedena elektroforéza nacagaém gelu.
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3.2. Elektroforéza

0,4 g agarozy bylo rozpusio ve 40ml roztoku pufru TAE (40mM Tris-
CH3COOH, pH 8,2; 20mM NaOAc; 1mM EDTA ph 8,0), vloZetho mikrovinné trouby a
proslo varem. Cely roztok byl ochlazen na 50°Cla da elektroforetické formy
s htebinky. Po ztuhnuti gelu byly naneseny vzorky s@aiSyber Green do jamek a
rozkehnuta elektroforéza (MiniRun Gel Electrophoresist8&syn GE-100, Bioer
Technology). DNA byla élena i napeti 50-90V a detekovana na UVé&he pristroje
BIOMETRA TI3 pri urcité vinové délce. Velikost fragmentu byla stanovpoeovnanim
s markerem Gene Ruler™ 1kbp DNA Ladder.

3.3. Purifikace plazmidu
Plazmidova DNA byla potérgeiStétna pomoci PCR Product Purification Spin
Kit/250, postup purifikace byl proveden podle mdaudrobce.

3.4. Sekven#ni reakce

= Reakni snes o celkovém objemu 2d byla gfipravena do 0,5ml Eppendorfek a

obsahovala:

plazmidova DNA qu (koncentrace nesiena)

dH,O 5ul

bylo dano do PCR cykleru denaturovat na 3ntirigplot 96°C, poté fidano:
R-mix 2ul

2,5xtediciho pufru Qul

sekvenani primer 1l

VSechny reasni snesi byly vioZzeny do PCR cykleru (XP Thermal CycldOER)

a spustn program sekvertai reakce.
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=  Sekvenace probihala zgchto podminek
1. 96°C 10sec
2. 52°C 20sec

3. 62°C 4min
30 cykh opakovani
4. 4°C

Poté byla reakcerpsrazenaipdanim 4ul Stop pufru ( 8l 50mM EDTA+32ul
H.0O) a oznaené Eppendorfky se vzorky byly odneseny na lediaboratde genomiky
(Ustav molekularni biologie rostlin, ACR) na fegisténi produktu. Sekvence bytjtelné
cca 650 bp.

3.5. Zpracovani sekvenci

Ke zpracovani vysledksekvenace byl pouzit soubor progiaBNASTAR
(Lasergene, Inc., 2002). V programu Segman bylggateno spojeni komplementarnich
sekvenci, jejich Uprava a vytkeni konsensualnich sekvenci. Do alignmentu byloredb
celkem 70 sekvenci {etné outgroupu, viz Tab.1), jako outgroup byl zvoled @ooperia
(z celedi Trychostrongylidae stejiako Haemonchus contortus). Matice byla sestavena
programem Megalign a upravena na jednotnou délkvesei v programu Bioedit (Hall,
1999). Matice neobsahovala Zadné gapy a nevyZaatedy testovani alignovacich

parameti.

3.6. Fylogeneticka analyza
Z nasledujicich analyz byly vypésty zatatky (cca 20bp) a konce (cca 30bp) vSech
sekvenci, z tivodu chykjici informace u dkterych sekvenci wthto mistech. Analyzy

byly provedeny na nukleotidové urovni.
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Tab.1 Pget sekvenci virznych populacich, které byly vyhodnoceny

poéet
nazev populace sekvenci
1. WRS 17
2. CAVR 13
3. MoH 13
4. ISE 13
5. Chennai 4
6. | Coimbatore-40 3
7. | Coimbatore-45 3
8. Hyderabad-23 2
9. Hyderabad-26 1

Analyza genealogickych vztalbyla provedena programem PAUP* verze 4b10 (Swdffor
1998), nasledujicimi metodami: maximalni parsim@M®) se stanovenym standardnim
pomérem transverzi a tranzic 1:1, distahmetoda minimum evolution (ME) s pouzitim
jednoparametrového eva@hiho modelu Jukes-Cantor (JC) a Kimurova
dvouparametrového modelu (K2P). Vznikly kladograyhupraven programem Treeview
verze 1.6.6. a programem FigTree verze 1.1.2eag0len do grafického formatu.

Haplotypova sibyla zkonstruovana pouzitim programu TCS verzellspojovaci
limit byl nastaven standardma hodnotu 95%.
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4. Vysledky

Byly ziskany tseky mtDNA o délce cca kolem 650kpré& byly ve vysledné
matici zkraceny u vSech sekvenci na stejnou délikbp. Celkem ze 150 vzarkzolované
DNA, kterou zaslala spolupracujici labotiate Skotsku (Tab.2) se patla osekvenovat
69 vzorki z niznych populaci (Tab.3). Ostatni DNA se negddamplifikovat pomoci
PCR ani po &kolika pokusech, ffipadre byly ziskané sekvence identifikovany jako
kontaminace a tudiz nemohly byt dale pouzity. Kigdmy ziskanytznymi metodami

analyzou matice se neliSi, proto je uida ve vysledcich jakoriklad pouze topologie

ziskand modelem Jukes-Cantor.

Tab.2 Zaslané vzorky

oznaceni nazev oznaceni nazev
vzorku populace vzorku populace

1836 Chennai 284 WRS
1837 Chennai 285 WRS
1838 Chennai 286 WRS
1839 Chennai 287 WRS
1840 Chennai 288 WRS
1841 Chennai 289 WRS
1842 Chennai 290 WRS
1843 Chennai 291 WRS
1844 Chennai 292 WRS
1845 Chennai 293 WRS
1862 Coimbatore-40 294 WRS
1863 Coimbatore-40 295 WRS
1864 Coimbatore-40 296 WRS
1865 Coimbatore-40 297 WRS
1866 Coimbatore-40 298 WRS
1867 Coimbatore-40 299 WRS
1868 Coimbatore-40 300 WRS
1869 Coimbatore-40 301 WRS
1870 Coimbatore-40 302 WRS
1871 Coimbatore-45 303 WRS
1873 Coimbatore-45 333 ISE
1874 Coimbatore-45 334 ISE
1875 Coimbatore-45 335 ISE
1876 Coimbatore-45 336 ISE
1877 Coimbatore-45 337 ISE
1878 Coimbatore-45 338 ISE
1879 Coimbatore-45 339 ISE
1880 Coimbatore-45 340 ISE
1881 Coimbatore-45 341 ISE
1882 Coimbatore-45 342 ISE
1980 Hyderabad-26 355 ISE
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1981 Hyderabad-26 356 ISE
1982 Hyderabad-26 357 ISE
1983 Hyderabad-26 358 ISE
1984 Hyderabad-26 359 ISE
1985 Hyderabad-26 360 ISE
1986 Hyderabad-26 361 ISE
1987 Hyderabad-26 362 ISE
1989 Hyderabad-26 363 ISE
1990 Hyderabad-26 364 ISE
2001 Hyderabad-23 530 CAVR
2002 Hyderabad-23 531 CAVR
2003 Hyderabad-23 532 CAVR
2004 Hyderabad-23 533 CAVR
2005 Hyderabad-23 534 CAVR
2006 Hyderabad-23 535 CAVR
2007 Hyderabad-23 536 CAVR
2008 Hyderabad-23 537 CAVR
2009 Hyderabad-23 538 CAVR
2010 Hyderabad-23 539 CAVR
2021 Vijayawada-29 1540 CAVR
2022 Vijayawada-29 1541 CAVR
2023 Vijayawada-29 1542 CAVR
2024 Vijayawada-29 1543 CAVR
2025 Vijayawada-29 1544 CAVR
2026 Vijayawada-29 1545 CAVR
2027 Vijayawada-29 1546 CAVR
2028 Vijayawada-29 1547 CAVR
2029 Vijayawada-29 1548 CAVR
2030 Vijayawada-29 1549 CAVR
2042 Vijayawada-31 368 MoH
2043 Vijayawada-31 369 MoH
2044 Vijayawada-31 370 MoH
2045 Vijayawada-31 371 MoH
2046 Vijayawada-31 372 MoH
2047 Vijayawada-31 373 MoH
2048 Vijayawada-31 374 MoH
2049 Vijayawada-31 375 MoH
2050 Vijayawada-31 376 MoH
2051 Vijayawada-31 377 MoH
378 MoH
379 MoH
380 MoH
381 MoH
382 MoH
383 MoH
384 MoH
385 MoH
386 MoH
387 MoH
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Tab.3 Osekvenované vzorkytznych populaci.

oznaéeni nazev oznaéeni nazev
vzorku populace vzorku populace
257 WRS 379 MoH
284 WRS 380 MoH
287 WRS 381 MoH
288 WRS 382 MoH
289 WRS 383 MoH
292 WRS 384 MoH
293 WRS 385 MoH
294 WRS 386 MoH
295 WRS 387 MoH
296 WRS 530 CAVR
297 WRS 532 CAVR
298 WRS 534 CAVR
299 WRS 536 CAVR
300 WRS 538 CAVR
301 WRS 539 CAVR
302 WRS 1540 CAVR
303 WRS 1542 CAVR
333 ISE 1545 CAVR
334 ISE 1547 CAVR
335 ISE 1546 CAVR
336 ISE 1548 CAVR
337 ISE 1549 CAVR
338 ISE 1837 Chennai
339 ISE 1838 Chennai
341 ISE 1840 Chennai
356 ISE 1844 Chennai
357 ISE 1863 Coimbatore-40
359 ISE 1865 Coimbatore-40
361 ISE 1867 Coimbatore-40
363 ISE 1873 Coimbatore-45
368 MoH 1875 Coimbatore-45
372 MoH 1878 Coimbatore-45
374 MoH 1980 Hyderabad-26
378 MoH 2002 Hyderabad-23
2009 Hyderabad-23
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Obr.4 Haplotypové sitzkonstruované programem TCS, spojovaci limit nesta

standardé na 95%.
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Seznam sekvenci, které tvgednotlivé haplotypy
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Obr.5 Kladogram odvozeny metodou minimum evolugrouzitim evoléniho modelu
Jukes-Cantor (JC) upraveny v programu FigTree. kizoenaeny bareva podle toho, do
které populace p#t Zvyrazréné skupiny sekvenci, kterégulstavuji stejny haplotyp.

Délka wtve outgroupu a nulové délkytvi byly upraveny a neodpovidajichitku.
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5. Diskuze

Razné druhy izolat H.contortus jsou k&zné pouzivany v laboratéch pro
experimantalni pracé teoretické studie o biologii parazita, imunitipmwdi hostitele a
o resistenci proti anihelmintikn (Redman a kol., 2008).iRné izolaty jsou také
pouzivany p zkouskach tinnosti vakcin a antihelmintik. Mnoho &chto izolat pochazi
z odlisnych geografickych regi@ra proto mezi nimi izeme pedpokladat vyznamnou
genetickou variaci, kteraime mit vazny dopad pro vyhodnocovani, srovnavani a
interpretaci iznych experimentélnich studii. Genetické difereceimohou také nastat
béhem EZnych rutinnich postup kdy jeH.contortus pouzivan k sériovym infekcim ovci
¢i koz po rekolik let. Izolaty jsowcasto vyngnovany mezitiznymi laboratéemi, které
pouzivaji tizné metody pro odliSné postupy. Detailni histaz@ath pouzivanych
v odliSnych laboratiich neni vZdy dostupna aitre se rozovat po mnoho let. &Sina
izolath pouzivanych v laboratich je geneticky necharakterizovana a je nedostatek
jednoduchych, rychlych a ekonomickgijatelnych metod pro jejich rutinni testovani a

monitorovani (Redman a kol., 2007).

Odhalena struktura ukazuje, Ze jednotlivé poputeegeou geneticky homogennimi
a genealogicky izolovanymi liniemi (obr.5). V celg¢raternu genealogickych vztake
nachazi pouze jedinytipad, kde se geneticky homogenni skupina hapiatypriista,
Stepi, ale staleistavd omezena vyhraéna jednu populaci (WRS: 299, 288, 297, 287,
295, 292, 257, 284). Vysledkem analyzy v prograr@$ bylo velké mnoZzstvi
neuchycenych sekvenci, bez jedn@rgadefinovanych vztalh coz vypovida o tom, Ze
tyto haplotypy jsou do ziaé miry izolované. Vysledek ukazuje, Ze laborataoléty
maji nizkou genetickou diversitu a v Zadnétipac od sebe nejsou izolovany. Vzorky
nasbirané na farmach néknolika lokalitach v Indii jsou mnohem vice genetick
diversifikovany. Patern poukazuje na tyt@aozné skuténosti:

a) populace jsou zua¢ fragmentované a navzajem promichané

b) jde o velké populace prosbirané veifdce, coz vede k tomu, Ze

spousta haplotypmuize chykt, jelikoz vibec nebyla nasbirana

Vzhledem k celkovému uspadani a délcedvi jednotlivych haplotyp pokladam za

pravdpodobrjSi druhou variantu. Lze tedygqrpokladat, Ze s reprezentatijfim skErem

21



bude mozné ziskat v TCS programu kompgiropojenou haplotypovoutst z distribuce
jednotlivych haplotyf je patrné, Ze jednotlivé populace od sebe nejaovany.

Mitochondrialni DNA se &di po maternalni linii, tudiz nerekombinuje a zanhg
kopletni genealogii, diky ni iieme zjistit jak vzorek v minulosti vznikl a k jaké
jinému vzorku je fibuzny. Z kladogramu fizeme vymapovat néixlad populace CAVR
a WRS po mitochondrialni linii az k samémuéai stromu. To jaghukazuje, Ze tyto
populace vznikly smiSenim haplotyp kompletniho spektra genealogickyaiw
zahrnujiciho i nejtive ods¢pené linie. OdliSna situace je rittgpad u populace ISE.
Populace ISE. Ta je sloZzena vyhradrinii, které se od8pily pozcji, coz ale nize byt
dusledkem toho, Ze tato populace neni dostgtprosbirana. Z vysledkvyplyva, Zze
populace WRS, CAVR a ISE jsou populace sloZzengésfako populace nasbirané
v Indii. Vznikly tak, Ze se jedinciizného @vodu promichali a vytvdli nové, geneticky
heterogenni populace.

Pro vS8echny zkoumané populace byla v nedavné dediejréna studie vyuzivajici
jako markeru mikrosatelity (Redman a kol., 2008)kndsatelitové analyzy nezachycuji
minulost, ale satastnost, zkoumaji zda je od sebe genetické slqognilaci Uplg
odcElenéci ne. Tyto analyzy nAm nedavaji jednoaméinformace o fylogenezi. NaSe
vysledky dokazuji, Ze historicky jsou populace shuZ z vice zdrdj(tedy haplotypy vice
linii), zatimco v kratkodobém horizontu se choyakio pongrn¢ izolované a malo se
kiizici skupiny (mikrosatelity; Redman a kol., 200By. studie zabyvajici se
mikrosatelitovou analyzou vzaikze stejnych populaci WRS a CAVR (Redman a kol.,
2008) vyplyva, ze tyto dvslozené populace sechaaji chovat jako do ziaé miry
uzawene, tudiz jsou geneticky odliSitelné. NaSe vysfettkopak dokazuji, Zze WRS a
CAVR od sebe nejsou dlouhodoizolované, ale tvid nehomogenni soubor genotyp

raizného fivodu.
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6. Zawer

Byla zjiS€na genealogicka struktura popul&eivi Haemonchus contortus
parazitujicich na ovcich. Ze vzdrkkteré se poddo osekvenovat byla vytwena matice a
zalignovana, kde vSechny sekvence byly zkracerstejaou délku 600bp. Zhterych
¢erva se nepod@o amplifikovat DNA. Analyzy byly provedeny progreem PAUP* verze
4b10 a haplotypové giprogramem TCS verze 1.2.1. Z vyslédkplyva, Zze populace
WRS, CAVR a ISE jsou populace sloZzené. Stgghko populace nasbirané v Indi.
Odhalena struktura ukazuje, Ze jednotlivé poputesgeou geneticky homogennimi a

genealogicky izolovanymi liniemi.
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