TARTU ULIKOOL
OKOLOOGIA JA MAATEADUSTE INSTITUUT
ZOOLOOGIA OSAKOND, TERIOLOOGIA OPPETOOL

Teivi Laurimée

POISTANG-PAELUSSI FULOGEOGRAAFIA AASIAS NING
KESK- JA LOUNA-AMEERIKAS, NING
MITOKONDRIAALSE DNA REKOMBINATSIOON ERI
GENOTUUPIDE VAHEL

Magistritoo

Juhendaja Ph.D. Urmas Saarma

TARTU 2014



Sisukord

SHSSEJUNALUS ...ttt bbbt 4
1. Valdkonna GleVAAAE ..........coiiiiiiiiie e 5
1. 1. POIStang-PaElUSS .........ccueiiiieiie ittt 5
L1 BIUtSTKKEL .. 6
1.1.2. Genotiiiibid, fiillogeneetiline siistemaatika ja taksonoomia ............cccccevvevrienrnne. 8

1.2. Mitokondriaalne DNA ja selle rekombinatSioon...........ccccoevereniienciinesieeeee, 12

2. Materjal ja MEtOOTIKaA..........cccueiuieiecicce e 13
2.1. Bioloogiling Materjal..........cccoviiiiiiiii et 13
2.2. DNA eraldamine. ..o 13
2.3. DNA amplifitSEEITMING ....viiiiiiiiiieiieeee e 13
2.5. SEKVENEEIIMINE ..ottt 15
2.6. ANAMEANALTTS .....c.veeiiiieitiieii e 16
3L TUIBMUSEA ...t 17
3.1. Peremeesorganismid ja genotliiibid.........c.ccovereiiiiiiiiiic e 17
3.1.1. Kesk-ja Louna-Ameerikas esindatud peremeesorganismid ja genotiiiibid........ 17
3.2.1. Aasias esindatud peremeesorganismid ja genotliiibid ............ccocvvviiiiiiiiennnnn, 19

3.2. Genotiilipide fiilogeneetilised vOrgustikud..........cccoovueviiiiiiiiiiiiie e 21
3.2.1. Kesk-ja Louna-Ameerika G1 proovide fiilogeneetilised vorgustikud............... 21
3.2.2. Aasia proovide G1 ja G3 fiilogeneetilised vorgustikud..........ccccoooviiiiiiiinnnnnn, 24
3.2.4. Kesk- ja Louna-Ameerika ning Aasia G1 fiilogeneetiline vorgustik ................ 28

3.3. Genotiilip G5 fiilogeneetiline VOTZUSHIK .......c.coviiiiiiiiiiiiiiiee e 30
3.4. Genotiitipide G6 ja G7 flillogeneetilised vOrgustikud ..........cceveviiieiiiniiniiniiieinns 33
3.5. Vorgustikud oluliselt lithema NAD1 geeni (343 ap) jérjestuste pohjal.................... 35
3.5. G1 ja G5 genotiiiipide mitokondriaalne rekombinatsioon............c.cceevviiiiniiiincnnn, 37



N a1 (=Y U R RTORRR 40

4.1. Fiilogeneetilise lahutusvdoime paranemine oluliselt pikemate jirjestuste kasutamise

101130 BRSSPSR PO PP URTTPOURU PR 40
4.2. Genotlilibid G1 Ja G3...eviiiiii i 41
4.2.1. LOuna-AmeEEriKa GL.......ccociiiiiiiiiiieiesie et 41
4.2.2. ABSIa GL NING G3 ... 42
4.2.3. Kesk-ja Louna-Ameerika ning Aasia regioonide kokkuvote ...........cc.coeeveennee. 43

4.3, GENOTHUP G5 ..o 44
4.4. Genotlilibid GO Ja G7...cceoiiiiiiiiiici i 44
4.5. Mitokondriaalne reKombINALSIOON. ..........viiiiiiereie i 45
0] 0 T < SRR 46
SUMMANY 1N ENGHISN .. 48
TANUAVALIAUSEA ..o e e nres 49
Kasutatud KIFJaNAUS .........c.eeiieieiieie ettt te et snaesneenneanes 50
LISA 1 — Kdik Kesk-ja Louna-Ameerika ning Aasia proovid...........ccceeveveninenenineieennenns 58
LISA 2 — Haplotiitipidesse kuulunud proovide nimed ..........ccccovveeiiiiiiniiniiienie e 66
LISA 3 - Rekombineerunud ala...........ccoooiiiiiiiii s 68



Sissejuhatus

Paelusside (Taeniidae) sugukonda kuuluva perekonna ehhinokokk (Echinococcus)
esindajad pdhjustavad zoonoose, mida tuntakse koondnime all ehhinokokoosid. Need on
haigused, mis on mitmes maailma piirkonnas mitte ainult tdsiseks terviseprobleemiks
inimestele ja kodu- ning metsloomadele, vaid sellega kaasnevad ka suured majanduslikud
kahjud (Torgerson & Macpherson, 2011).

Tsiistilise ehhinokokoosi pdhjustajaks peetav pdistang-paeluss (Echinococcus granulosus)
on kosmopoliitse levikuga. Liik ise on geneetiliselt vdga varieeruv ja selle piires on
mitokondriaalse DNA alusel eristatud 10 genotiiiipi ehk tiive: G1 kui lamba genotiitip, G3
kui pithvli, G4 kui hobuse, G5 kui veise, G6 kui kaameli, G7 kui sea ning G8 ja G10 on
tuntud kui hirvlaste genotiiiibid. Kirjeldatud on ka genotiitip G9, kuid hetkeseisuga loetakse
seda mittekehtivaks tiiveks. Samuti peetakse viimaste uuringute valguses ka genotiitipi G2
ehk Tasmaania lamba genotiiiipi pigem G1 vdi G3 mikrovariandiks (Yanagida et al. 2012,
Nakao et al. 2013).

Kuna osa tiivesid on teisest geneetiliselt kauged ning erisused on ilmnenud ka
peremehespetsiifilisuse, jm. osas, siis on vilja pakutud, et liik E. granulosus on tegelikult
kompleks, mis koosneb mitmetest eri liikidest (McManus & Thompson, 2003; Thompson,
2008; Saarma et al. 2009).

Genotiilipide eristamine ja leviku eriparade kindlakstegemine on inimtervise seisukohalt
oluline eeclkdige seetdttu, et pdistang-paelussi erinevate tiivede patoloogia,
peremehespetsiifilisus, tundlikkus kemoteraapias kasutatavatele ainetele ning elutsiiklite
mustrid ja arengukiirused voivad olenevalt genotiilibist suuresti varieeruda. Samas puudub
silani pohjalik arusaam pdistang-paelussi eri genotiitipide levikuteedest ja —mustristest
maailma eri paigus. Ka genotiilipide iihene madramine iiksikute geenide pohjal on seniajani

vordlemisi keerukaks osutunud.

Kéesoleva t60 eesmirgiks on senisest suurema arvu geneetiliste tunnuste kaasamisel
saavutada oluliselt parem fiilogeograafiline lahutus- ja seletusvdime ning seelébi iihtlasi tuua
selgust kiisimusse, kas geograafiliselt ldhestikku paiknevad isendid on iiksteisega ka

geneetiliselt sarnasemad ning millised on seosed eri piirkondades esinevate isolaatide vahel.



1. Valdkonna iilevaade

Ehhinokokoos on zoonoos, mida pdhjustavad paelusside sugukonda (Taeniidae) kuuluva
perekond ehhinokokk (Echinococcus) esindajad. Ehhinokokoos mdjub vaheperemehele
sageli raingemini ja on tdsisemate tagajargedega kui seda on haigus parasiidi 16pp-peremehel
(Eckert et al. 2001a). Poistang-paelussid pdhjustavad vaheperemeestel tsiistilist (cystic
echinococcosis, CE) ning alveokokk-paelussid ehk alveokokid (E. multilocularis)
alveolaarset ehhinokokoosi (alveolar echinococcosis, AE). Eristatakse ka poliitsiistilist
ehhinokokoosi (polycystic echinococcosis), mille pdhjustajateks peetakse liike E. vogeli ja
E. oligarthrus (Jenkins et al. 2005).

Mitmed uuringud on ndidanud, et ehhinokokoosid kui nakkushaigused on maailmas iiha
suureneva tdhtsusega probleemid inimese ja koduloomade tervisele ning vaatamata
mitmetele edusammudele kontrollprogrammide loomisel erinevates riikides (nt Argentiina),
piisib antud zoonoos paljudes piirkondades veel siiani ithe olulise ohuna (Pierangeli et al.

2007; Mandal & Mandal, 2011).

Perekonna Echinococcus siistemaatika on samas siiani ebaselge. Laiemalt levinud seisukoha
alusel tunnustatakse antud perekonnas viit liiki: pdistang-paeluss, alveokokk-paeluss, E.
vogeli, E. oligarthrus, E. shiquicus (Moro & Schantz, 2009). Paelussi E. felidis, nagu ka

mitmete E. granulosus kompleksi kuuluvate genotiilipide, liigistaatuse iile veel vaieldakse.

1.1. Poistang-paeluss

Taiskasvanud isend, kes elab kinnitunult 10pp-peremehe peensoole limaskestal, on liililise
kehaga, mis on harva pikem kui 7 mm ning koosneb enamasti kolmest kuni neljast liilist
(harvem kuni kuus) (Thompson & McManus, 2001). Péis on varustatud nelja iminapa ja
nookudega. Sarnaselt teiste paelussidega, puudub ka paelussil E. granulosus
seedeelundkond. Toidu vastuvotmiseks kujuneb keha pinnal keerukas mikrotrihhide

slisteem, mis on iithenduses siintsiitiaalse sukeldunud epidermiga.

Pdistang-paelussi teise kasvujdrgu vastne esineb vaheperemehe erinevates kudedes voi
organites unilokulaarse pdiena, kuid ajapikku vdivad tsiisti suurenemisel ilmneda seina
sissesopistumised ning seeldbi tekkivad sekundaarsed kojad, mis on iihenduses keskse

stivendiga (Eckert et al. 2001a; Pawlowski et al. 2001). Inimorganismis on pdied voimelised



kasvama cbatavaliselt suureks ning seetdttu voivad primaarse tsiisti sees areneda ka

tiitarrakud (Craig et al. 2003).

1.1.1. Elutsiikkel

Elutsiikli 1dbimiseks on poistang-paelussile oluline kahe imetajast peremehe olemasolu —
10pp-peremehe, kelleks voivad olla erinevad karnivooridest koerlased, ning vaheperemehe,
kelleks on enamasti mitmed herbivoorid. Inimene on parasiidile ildjuhul nii-Gelda

tupikperemeheks (vt. Joonis 1) (Jenkins et al. 2005).

Pdistang-paelussil on teada kolme tiiiipi elutsiiklit: 1) koduloomi hdlmav; 2) metsloomi
holmav ja 3) segatsiikkel. Koduloomi hdlmavas tsiiklis on vaheperemeesteks erinevad
herbivooridest kariloomad (veised, hobused, sead, lambad, alpakad, kitsed, kaamlid,
ptihvlid, jt.) ning Iopp-peremeesteks koerad. Metsloomi holmavas tsiiklis on parasiidi
vaheperemeesteks erinevad sdralised (pddrad, pohjapddrad, punahirved, jt.) ja 10pp-
peremeesteks metsikud karnivoorid (hundid, Saakalid, jt.). Metslooma-tsiikkel esineb
domineeriva tsiiklina maailmas valdavalt piiratud aladel. Nendeks on eelkdige Pohja-
Ameerika ja Euraasia vdga horeda inimasustusega alad (Thompson, 2008). Segatsiikkel voib
esineda nii moneski endeemilises piirkonnas, kus kodu-ja metsloomade tsiiklid on omavahel
poimunud. Niiteks on peamisteks nakkuse edasikandjateks segatsiikli esinemisel vabalt
ringi jooksvad koerad, kes vdivad vdimaluse avanedes toituda ka metsloomadest (Mandal &
Mandal, 2011).

Hermafrodiitsed tdiskasvanud paelussid elavad 16pp-peremehe peensooles, kust nende
munad vOi mune sisaldavad kiipsed liilid ehk proglotiidid koos roojaga viliskeskkonda
véljutatakse. Mune limbritseva paksu keratiniseerunud kesta tdttu on parasiidi munad

voimelised viliskeskkonna mdjutustele kaua vastu pidama (Eckert et al. 2001a).

Elutsiikli jatkumiseks peab vaheperemees alla neelama podistang-paelussi munad.
Nakatumisjargselt koorub parasiidi muna vaheperemehe peensooles ning vabastab
organismi konksuga vastse ehk onkosfddri. Kuue konksukese abil on onkosfdiar voimeline
labima peensoole seina ning infiltreeruma vereringesse, millega ta kandub edasi
suurematesse filtreerivatesse organitesse nagu maks ja kopsud. Joudnud oma sihtkohta,
kaotab onkosfddr kinnitumisjirgselt oma konksukesed ja arenema hakkab vedelikuga

tdidetud ehhinokokkpdis. Pdie sees kasvavad ja arenevad protoskooleksid ehk paelussi



nakkusvoimelised pdised, millest igaiilks on vdimeline arenema kiipseks tdiskasvanud

isendiks (Eckert et al. 2001a; Mandal & Mandal, 2011).

Lopp-peremehe nakatumine toimub juhul, kui sobilik karnivoor s66b paelussi munadega
nakatunud toorest liha voi sisikonda. Kaksteistsormiksoole iilemises osas protoskooleksid
evagineeruvad vastusena pH muutusele, sapile ja temperatuuri erinevustele, ning arenevad
keskmiselt nelja kuni kuue nddalaga tdiskasvanud isendiks. Kiipsemisperiood voib aga

erinevate tiivede puhul varieeruda (Eckert et al. 2001a).

Joonis 1. Pdistang-paelussi (E. granulosus) elutsiikkel: 1. — 1opp-peremehed (koerlased); 2.
— tdiskasvanud paclussid 10pp-peremehe sooles; 3. — keskkonda véljutatavad munad; 4 —
vaheperemehed; 4.1. inimene kui voimalik tupikperemees; 5 — vastsed vaheperemehes ehk

ehhinokokk-pdis; 6 — protoskooleksid.



1.1.2. Genotiiiibid, fillogeneetiline siistemaatika ja taksonoomia

Poistang-paelussil esineb liigisiseselt suur geneetiline varieeruvus. Viimasega on seostatud
ka mitmeid erinevusi elutsiikli mustrites, peremehespetsiifilisuses, arengukiiruses, leviku
ulatuses, tundlikkuses kemoteraapias kasutatavatele ainetele, parasiidi patoloogias ja
epidemioloogias (McManus et al. 2002).

Mitokondriaalse DNA (mtDNA) alusel on eristatud 10 erinevat genotiitipi (G1-G10), mis on
olulised inimtervise vaatepunkist just seetdttu, et piirkondades, kus laiemalt on levinud
nditeks G5 ja G6 genotiilibid, tuleb koerte ravikuuride intervallide méaramisel arvestada
asjaoluga, et viimaste tiivede puhul on parasiidi areng tdiskasvanud isendiks mérksa kiirem

(Rosenzvit et al. 1999).

Kirjeldatud kiimne genotiiiibi hulgas (vt. Tabel 1) on kaks nn. lambatiive (G1, G2), millest
Gl on pea kosmopoliitse levikuga ning see on ka peamine tiivi, mida seostatakse
inimnakkustega. Suurim esinemissagedus on sageli just piirkondades, kus leidub hulgaliselt
lambakasvatusi (Eckert et al. 2001b; Thompson & McManus, 2001; Thompson &
McManus, 2002; Dinkel et al. 2004). G2 ehk Tasmaania lamba tiivi levib samuti peamiselt
lammaste kaudu, kuid moningased geneetilised tunnused eristavad seda G1 tiivest, samuti
erinevad genotiilipide elutsiiklid. Tasmaania lamba tiive on leitud Austraaliast, Tasmaaniast,
Tiirgist ja Argentiinast (Rozenzvit et al. 1999; Eckert et al. 2001a; Simsek et al. 2011).
Viimaste uuringute pdhjal peetakse aga Tasmaania lamba tiive Samas pigem genotiiiipide G1
voi G3 mikrovariandiks (Busi et al. 2007, Snabel et al. 2009, Nakao et al. 2013).

Pithvli genotiiiibi (G3), mis levib enamasti veega, eelistatud vaheperemeesteks on
vesipiihvlid ning antud genotiiiibi iiheks peamiseks levikupiirkonnas on teadaolevalt Louna-

Aasia.

G4 tiive ehk hobuse genotiilibi vaheperemeesteks on hobuslased. Samas puuduvad andmed
inimese nakatumistest antud tiivega, mis vOib viidata teatud genotiilipide viiksemale

patogeensusele ning suutmatusele nakatada inimesi (Eckert et al. 2001a).

Genotiilibi (G5) vaheperemeesteks Aasias, Louna-Ameerikas, Euroopas ja Aafrikas on
peamiselt veised ning teadaolevalt on registreeritud ainult iiks inimese nakatumise juhus G5
tiivega, mis viitab ilmselt samuti tiive vdiksemale patogeensusele vorreldes G1 genotiiiibiga

(Grosso et al. 2012).



G6 ehk kaameli genotiiiip levib eelistatult vaheperemeeste kaamelite ja kitsede vahendusel.
Inimnakkuse kohta on tulnud teateid niiteks Nepaalist (Zhang et. al 2000), Iraanist (Harandi
et al. 2002), Peruust (Moro et al. 2009) ja Argentiinast (Rosenzvit et al. 1999).

G7 tiive kannavad suuremas osas edasi sead. Dokumenteeritud on moned juhtumid, mil G7
tivega on nakatunud ka inimesed, kuid registreeritud haigusjuhtumid on seniajani olnud
mérgatavalt vdhemtosiste siimptomitega vorreldes teiste E. granulosus tiivede poolt

pOhjustatuga (Eckert et al. 2001a; Grosso et al. 2012).

Hirvlaste G8 ja GI10 genotiiiibid ringlevad ecelkdige Pohja-Ameerikas ja Euraasias
metsloomade tsiiklis, kus nakatanud 16pp-peremeesteks on peamiselt hundid (Canis lupus)
ja koerad ning vaheperemeesteks pddrad (Alces alces) ja pohjapodrad (Rangifer tarandus).
Inimnakkuseid antud tiivega iseloomustab tsiisti asumine peamiselt kopsudes, selle aeglasem

ja healoomulisem kasv ning vdiksemad komplikatsioonid (Moro & Schantz, 2009).

Poolast périt sealt on kirjeldatud kiill ka genotiitip (G9) (Scott et al. 1997; McManus &
Thompson, 2003), kuid viimast loetakse hetkeseisuga mittekehtivaks tiiveks (Kedra et al.
1999; Saarma et al. 2009).

Ehhinokokkide perekonna taksonoomia on vastuoluline teema olnud juba aastakiimneid.
Hiljutised molekulaar-epidemioloogilised uuringud on teadlaste tdhelepanu juhtinud
vajadusele vaadata tile ehhinokokkide taksonoomia ning sealhulgas tunnustada varasemate
siistemaatikute panust. Seda eelkdige seetottu, et paljud liigid, mis kirjeldati {ile 50. aasta
tagasi, kuid tunnistati hilisemalt kehtetuks, on niitidseks pohjalike molekulaarsete uuringute
kdigus saadud andmete valguses taas arutluse all kui iseseisvad liigid (Thompson &
McManus, 2002; Thompson, 2008; Saarma et al. 2009). Vasturdédkivused ja ebakindlused
antud perekonna taksonoomilises jaotuses on suuresti tulenenud piirangutest, mida seadsid
morfoloogilised kirjeldused, ja tdendite puudumisest geograafilise vdi Okoloogilise
segregeerumise kohta. Viimase 40. aasta jooksul nii laboris kui vélitoodel ldbiviidud
uuringute pohjal on ilmnenud ka méirkimisvddrne fenotiiiibiline varieeruvus ehhinokokkide
perekonnas. Seda eelkdige just eri genotiilipide vahel, mis parinevad mitmesugustelt

vaheperemeestelt erinevatest piirkondadest (Thompson, 2008).

Vilja on pakutud, et moningad klaadid paelussi E. granulosus kiimne genotiiiibi hulgast
védriksid omaette liigistaatust jargnevalt (vt. Tabel 1): G1-G3 kui E. granulosus sensu
stricto, G4 kui E. equinus, G5 kui E. ortleppi, G6/G7 kui E. intermedius ning G8/G10 kui

E. canadensis. Arutletud on ka voimaluse iile 10petada E. felidis’e klasterdamine rithma E.



granulosus sensu stricto ja mairatleda teda pigem kui eraldi liiki (Thompson, 2008; Saarma
et al. 2009).

Kuigi flilogeneetilised uuringud on suuresti kaasa aidanud perekonna Echinococcus

taksonoomia paremale moistmisele, pole ometi veel téit selgust.

Kaasaegsed fiilogeneetilised hiipoteesid pohinevad suuresti andmetel, mis périnevad
mtDNA jérjestuste uurimisel ja sedagi vaid iiksikute geenide pdhjal (Nejad et al. 2008,
Obwaller et. al 2004, Pour et al. 2011). Samuti on suurem osa seniajani 1dbi viidud
uurimustest jadnud vordlemisi lokaalseks ning holmanud sageli vaid 1-2 riiki (Haag et al.

2004, Nejad et. al 2011, Jabbar et al. 2011), harvem rohkem (Yanagida et. al 2012).

Seejuures on vihem tdhelepanu palvinud ka tuumagenoomi jérjestustel pohinevad analiitisid.
Kuigi mtDNA-I on mitmeid eeliseid (haploidne, suur koopiaarv, ei rekombineeru), on sellel
omad mirkimisvéirsed piirangud. Esiteks pédrineb mitokondriaalne DNA emalt ning kui
emaliini evolutsioon peaks erinema tilejdédnud liigi omast, ei peegeldaks mtDNA enam liigi
kui terviku evolutsioonilist minevikku. Veelgi enam — esineda voivad mtDNA jarjestuste

lilitumised tuuma genoomi ja vice versa (Leister, 2005; Saarma et al. 2009).

Rekonstrueerimaks liigi tdielikku fiilogeneesipuud, oleks Kindlasti vaja kasutada ka
tuumagenoomi andmeid. Paraku, nii nagu mitokondri genoomil, nii on ka tuumagenoomis
esinevate tunnuste kasutamisel teada voimalikke ohte. Eriti oluline on tuumagenoomist parit
DNA jarjestuste puhul véltida paraloogsete geenide kasutamist, mis vOivad viia védrate

fiillogeneesipuude konstrueerimisele.

Seega Vvaatamata arvukatele Kkatsetele tuua selgust perekonna Echinococcus
fiilogeneetilistesse suhetesse, pole iihtsele arusaamisele veel joutud. Viimastel aastatel on
publitseeritud kolm olulist artiklit, mis aitavad heita pilku selle perekonna fiilogeneesile.
Neist iiks pohineb mitokondri genoomi tdisjarjestuste analiilisil (Nakao et al. 2007) ja teised
tuumageenide analiiiisil (Saarma et al. 2009; Knapp et al. 2011). Kui Saarma et al. (2009)
tulemused, mis pohinevad viie tuumageeni jédrjestusel, nditavad, et kogu E. granulosus
kompleks moodustab monofiileetilise rithma ning E. multilocularis ja E. shiquicus on sellele
sosartaksoniteks, siis kaks {ilejadanud t60d viitavad, et E. granulosus ei moodusta
monofiileetilist riihma, vaid on parafiileetiline, sisaldades ka liike E. multilocularis ja E.
shiquicus (Nakao et al. 2007; Knapp et al. 2011). Veelgi enam, mtDNA geenide pdhjal on
ndidatud, et hirvlaste genotiiibid G8 ja GI10 ei paikne fiilogeneesipuul mitte

sosartaksonitena, vaid G10 genotiiiibiga on ldhedasemas suguluses kaameli-ja sea tiived
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G6/G7 ning G8 on sodsartakson G6/G7-G10 genotiitipidele (Moks et al. 2008).
Tuumageenide pdhjal voiks véita, et G8 ja G10 moodustavad iihe klaadi ning sdsartakson

antud klaadile oleks E. intermedius (G6/G7) (Saarma et al. 2009).

Hetkeseisuga pole teada, milline neist fiilogeneesipuudest on adekvaatne, kuid erinevalt
kahest iilejadnust on Saarma et al. (2009) t66 tulemused kooskolas morfoloogiliste
erisustega eri taksonite vahel perekonnas Echinococcus. Koigil fiilogeneesipuudel on samas
ka heas kooskolas olevaid jooni eri genotiitipide omavaheliste evolutsiooniliste suhete osas,
samuti on iihiseid jooni varasemate tulemustega - 1dhisuguluses on parasiidi E.granulosus
genotiiiibid G1-G3 (Bowles et al. 1994; Thompson et al. 1995; Obwaller et al. 2004; Jenkins
et al. 2005; Romig et al. 2006; Nakao et al. 2007; Busi et al. 2007; Rinaldi et al. 2008;
Saarma et al. 2009; Knapp et al. 2011). Samuti on E. felidis ja E. granulosus sensu stricto
sosartaksonid ning nii E. equinus (G4) kui E.ortleppi (G5) paigutuvad fiilogeneesipuul eraldi
nii iiksteisest kui teistest taksonitest (Le et al. 2002; Nakao et al. 2007; Saarma et al. 2009).

Tabel 1. Paistang-paelussi (E. granulosus) tiived, levik ja nende voimalikud liiginimed
(Nakao et al. 2007; Thompson, 2008; Saarma et al. 2009).

Liik Genotiiiip/tiivi Levik

Lamba/G1 Kosmpoliitne

) ) Aasia, Louna-Ameerika, Aafrika, Euroopa,
E. granulosus sensu stricto  Tasmaania lamba/G2

Tasmaania

Piihv1i/G3 Aasia, Euroopa

E. equinus Hobuse/G4 Euroopa, Lahis-lda, Aafrika

E. ortleppi Veise/G5 Euroopa, Aafrika, Aasia, Lduna-Ameerika

] . Kaameli/G6 Liahis-Ida, Aafrika, Aasia, Louna-Ameerika

E. intermedius . .
Sea/G7 Euroopa, Venemaa, Louna-Ameerika, Mehhiko
Hirvlaste/G8 PGhja-Ameerika pdhjaosa, Euraasia

E. canadensis o i ) i .
Fennoskandia hirvlaste/G10 Pg&hja-Ameerika pohjaosa, Euraasia

E. felidis Lovi Aafrika
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1.2. Mitokondriaalne DNA ja selle rekombinatsioon

Paelusside mitokondriaalne genoom on kaheahelaline mitokondrites asuv DNA, mille
pikkuseks on ligikaudu 13 000 aluspaari, mis parandub reeglina terviklikuna emalt

jarglastele.

Mitokondriaalne DNA on fiilogegograafilistes uuringutes osutunud aastate jooksul
markimisvairselt populaarseks geneetiliseks markeriks. Seda eelkdige seetdttu, et
mitokondri genoomi koopiaid voib rakust leida suurel arvul. Mitogenoom omab kdorget
mutatsioonikiirust (Larsson, 2010). Samuti ei esine loomariiki kuuluvatel taksonitel reeglina
MtDNA rekombineerumist. Kiill on aga eranditest teada mtDNA rekombineerumist
nematoodidelt (Nematoda), molluskitelt (Mollusca), taimedel ja seentel. Pagariparmil (S.

cerevisiae) voib rekombinatsiooni esineda isegi 20-25% ulatuses (Chen, 2013).

12



2. Materjal ja metoodika

2.1. Bioloogiline materjal

Analiitisiks kasutatud proovid olid aastate jooksul tooriihmale saadetud mitmete erinevate
koostdopartnerite poolt (vt. LISA 1). Koeproovidena (n=48) saabunud kopsu- ja
maksatiistidest eraldati DNA ning sdilitati koos genoomse DNA (n=188) kujul saabunud

proovidega -80° C juures.

2.2. DNA eraldamine

Koeproovidena saabunud kopsu- ja maksatiistidest kasutati DNA eraldamiseks nii tsiistide
siseseina membraani kui protoskoolekseid. DNA eraldati High Pure PCR Template

Preparation Kit’iga (Roche) vastavalt protokollile.

2.3. DNA amplifitseerimine

DNA amplifitseerimiseks olid Urmas Saarma poolt disainitud uudsed E. granulosus
liigispetsiifilised 13 praimerit, mida testiti erinevatel PCR tingimustel. Praimeripaaride
tooefektiivsuse katsetamiseks viidi PCR reaktsioonid 1ldbi erinevatel praimerite
seondumistemperatuuride vahemikel. Testitud vahemikeks olid 53°C...48°C, 58°C...53°C,
55°C...50 °C. Selle tulemusel selgitati vilja nii sobivaim seondumistemperatuuride vahemik
(55°C...50°C) kui kaheksa erinevat praimeripaari, millega saadi piisava spetsiifikaga
kvaliteetsed PCR produktid kdigi genotiiiipidega (vt Tabel 2). Ulejiinud viis praimeripaari
jdeti analiilisist korvale, kuna ei andnud DNA amplifitseerimisel vajalikku produkti voi
ilmnes liigne mittespetsiifika. Vottes arvesse ka kehva kvaliteedi tottu eemaldatud
mitokondriaalse DNA piirkonnad, on analiiiisiks olevate jérjestuste kogupikkus 7188
aluspaari, mis sisaldasid endas tdispikkuses 14 geeni kodeerivat ala: CytB (717...1784),
ND4L (1798...2058), tRNA-GIn (3282...3343), tRNA-Phe (3343...3405), tRNA-Met
(3402...3476), ATP6 (3473...3985), tRNA-Val (4900...4962), tRNA-Ala (4968...5031),
tRNA-Asp (5032...5096), ND1 (5100..5993), tRNA-Asn (6010...6075), tRNA-Thr
(8358...8422), tRNA-Cys (9400...9462), s-rRNA (9463..10 162), ning lisaks 7
geenifragmenti (tRNA-His, ND4, ND2, tRNA-Pro, COX1, I-rNA ja COX2).
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Tabel 2. Analiiiisil kasutatud praimerid ja nende poolt amplifitseeritavad DNA jarjestuste

pikkused aluspaarides.

Praimer Praimeri jarjestus PCR produkti pikkus
Efl TCG TTT TAC ACG CGATTG AACT 1271 ap
Erl ACC TGC TAT GCAGCCCTATT

E4f2 GTG ATC CTATTT TAT TTC AAC 1516 ap
Edr TGC TAC CTT TGC ACA GTC AA

E5f ATG TAT GTG GCT AGA AGG TC 1266 ap
E5r CAA GAG TGA AAT AAT AGG TGG A

E6f TAA GGG TGA TGC AAT TTG AG 1250 ap
E6r ACA ACC ATC TAC AGC ACG AA

E10f GAT TAC TGT TACTGG TTT TCA 1467 ap

E10r CAA CTT AAA AAC AAG CAT CAT CA

El1f TTTTATGCT ATT CTT CGG TGT A 1780 ap
Ellr CAA AAACACCTCATT AAACCAC

El2f TTGTGG TGT TTT TAT GAT G 1299 ap
El2r CAC AGA CGA TAA CCC AGA

E13f CGGGTCTTTTATTTIT GATGTT G 1530 ap
E13r GAT CCA AAA GCA CAT CGA

PCR viidi labi 20 pl-s ning reaktsioonisegu sisaldas 15,4 pl milli-Q puhtusega vett, 2 ul 10x
Advantage 2 puhvrit (Clontech), 0,4 pnl dNTPde segu (10mM, Fermentas;
1oppkontsentratsioon 0,2mM), 1 ul vastava praimeri segu (5 pmol/ml, 16ppkontsentratsioon

0,25 uM), 0,2 ul 50x Advantage 2 poliimeraasi (Clontech) ning 1 pl eraldatud DNA-d.

PCR reaktsioonid viidi 1dbi masinatel Eppendorf Mastercycler® Pro S ja Biometra®
Tprofessional. PCR reaktsioonide tingimused olid:
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Programm ,,35adv55 50 (kokku 35 tsiiklit)

95°C 1 min

95°C 20s

55°C 45s  -0,5°C iga tsiikli kohta, 10 tsiiklit
68°C 2 min

95°C 20s

50°C 45s 25 tsiklit

68°C 2 min

68°C 3 min

5°C paus

PCR-i produktide 20 pl-st lahutati 10 pl geelelektroforeesil 1XTAE puhvris. Molekulmassi
markerina kasutati O’GeneRuler 1kb Plus (Fermentas). DNA visualiseerimiseks lisati 50 ml
geelile 7 pl etiiddiumbromiidi (10 mg/ml, 10ppkontsentratsioon 1,4 pg/ml). Geel fotografeeriti
UV-valguses UVIPro Gold masinaga ning tulemus salvestati UVI Pro tarkvara abil.

Puhastusreaktsioonide ldbiviimiseks lisati ithe 10 pl positiivse PCR produkti kohta 1 pl
puhastussegu, milleks kasutati 0,05 pl eksonukleaas | (EXO I, Thermo Scientific, 20 U/ul;
16ppkonts. 1 U/ul) ja 1 ul aluselist fosfataasi (FastAP, Thermo Scientific, 1 U/ul; 16ppkonts.
1 U/ul). Puhastusreaktsioonid viidi 1dbi masinatel Eppendorf Mastercycler® Pro S ja

Biometra® Tprofessional. Puhastusreaktsioonide tingimused olid:

Programm ,,puhastus

37°C 30 min
80°C 15 min
4°C paus

2.5. Sekveneerimine

Madalama kvaliteediga proovidele (n=32) viidi kohapeal 14dbi sekveneerimisreaktsioonid
kitiga BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) 10 pl-s
reaktsioonisegus, mis sisaldas 4,7 pl milli-Q puhtusega vett, 2 pl 5x BigDye®
sekveneerimispuhvrit (Applied Biosystems®), 1,6 ul vastavat praimerit (forward ja reverse
praimeri jaoks eraldi segud, 1 pmol/ul; 16ppkontsentratsioon 0,16 uM), 0,7 ul BigDye® segu
ning 1 pl eelnevalt puhastatud PCR produkti.
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Sekveneerimisreaktsioonid viidi 1dbi masinatel Eppendorf Mastercycler® Pro S ja

Biometra® Tprofessional. Reaktsioonide tingimused olid:

Programm masinas ,,ABI 50*

96°C 1 min

96°C 10s

50°C 15s 25 tstklit
60°C 4 min

7°C paus

DNA sadestamiseks lisati sekveneerimisreaktsiooni produktile 2 ul dekstraanilahust (1,5 M
NaOAc/ 250 mM EDTA/dekstraan), 33 ul etanooli (96%) ning hoiti -20°C juures 30 minutit.
Tsentrifuugimiseks asetati proovid stripirootorisse 25 minutiks 15°C juurde, pooretel 11 800
rpm. Secjirel eemaldati supernatant ja lisati pesemiseks 170 ul etanooli (70%) ning
tsentrifuugiti 5 minutit 15°C juures (11 800 rpm). Supernatant eemaldati ja sademel lasti
kuivada toatemperatuuril 10 minutit ning seejérel lisati sademele 10 ul STOP lahust.

Positiivsed kvaliteetsed PCR produktid saadeti sekveneerimisse Eesti Biokeskuse

tuumiklaborisse (n=96) ja firmasse Macrogen (n=96).

2.6. Andmeanaliiis

Jarjestused assambleeriti programmiga Codon Code Aligner v5.0.1 ning joondati ja
kontrolliti programmi Bio Edit v7.2.5 abil. G1 ja G3 proovidel kasutati joondamisel
referentsiks GenBank andmebaasist tdismitokondriaalset referentsjarjestust NC008075
(Yang et. al 2005), G5 puhul NC011122 (Nakao et al. 2007), ning G6-G7 korral NC011121
(Nakao et al. 2007).

Vorgustikud koostati programmiga Network v4.6 (Fluxus Technology).

Samuti koostati vorgustikud kdesolevate andmete pohjal ka seniajani mitmetes pdistang-
paelussi fiillogeograafiat késitlevates ning genotiiiipe mééravates toodes laiemat kasutust
leidnud NAD1 geenifragmendi (343 ap) pohjal (GenBank ID: KC579443, Andresiuk et. al
2013).
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3. Tulemused

3.1. Peremeesorganismid ja genotiiiibid

Antud t60s analiitisitud valimis esinesid genotiiiibid G1, G3, G5, G6 ja G7. Aasiast ning
Kesk- ja Louna-Ameerikast oli parit kokku 236 proovi, millest kdigi valitud praimeritega ei
tootanud 94 (vt. Lisa 1). Positiivseid, analiiiisi kaasatud proove oli seega kokku 142, mis
koik périnesid vaheperemeestest seitsmelt erinevalt koduloomalt (lammas, veis, kits, siga,

kaamel, pithvel). Tupikperemehena oli Aasiast esindatud ka inimene.

Koige laiema peremeesteringiga oli ootusparaselt G1, mis esines kahe kontinendi peale koku
kdigil valimis esindatud seitsmel erineval vaheperemehel, sealhulgas lisaks ka inimesel.
Teiste genotiilipide puhul esinesid kitsamad ning vdhem erinevaid peremehi hdlmavad
tsiiklid - G5 puhul veised Louna-Ameerikas ja pithvlid Aasias; genotiiiibil G6 olid
vaheperemeestest esindatud kitsed Louna-Ameerikas ja kaamelid Aasias; G7 ehk sea

genotiilipi esines ainult sigadel.

3.1.1. Kesk-ja Louna-Ameerikas esindatud peremeesorganismid ja

genotiiiibid

Kesk-ja Louna-Ameerikast analiiiisi kaasatud koikide proovide arv oli kokku 88 (vt. Lisa 1).
Esinenud peremehed ja vastav proovide arv ning tuvastatud genotiilip kanti kaardile (vt.
Joonis 3). Esindatud Kesk-ja Louna-Ameerika riikideks olid Mehhiko, Brasiilia, Argentiina
ja Tiili.

G1 genotiiiibi alla kuulusid analiitisitud 88-st proovist 53, millest 36 olid périt Argentiinast
Buenos Airese provintsist. Argentiina G1 proovidest parines iiks kodusealt, 16 veistelt ning
19 lammastelt. Mehhikost esines iiks G1 proov kodusealt, Brasiiliast oli 9 G1 proovi veistelt
ning Tiilist kuus G1 proovi samuti veistelt. Uhe Brasiilia veiselt pirit G1 hulka kuuluva

proovi puhul esines aga ka mitokondriaalne rekombineerumine genotiiiibiga G5.

G5 genotiilipi esines antud valimis viiel korral iihel vaheperemehe liigil Brasiiliast, kelleks
olid veised. G6 ehk kaameli tiive leiti kolmelt Argentiinast parit kitselt. Koik G7 proovid
(n=27) olid ainuomased ainult sigadele nii Mehhikos (n=11) kui Argentiinas (n=16).
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Joonis 3. E. granulosus genotiiiibid ja peremehed Kesk- ja Louna-Ameerikas.
Peremeesorganismid G1 genotiiiibiga on kujutatud musta virviga, G5 punasega, G6
rohelisega ja G7 kollasega. Number peremeesorganismi sees tdhistab proovide arvu.
Numbrita peremeesorganismi kujutised tdhistavad tliksikuid proove. Peremeesorganismide

kujutiste asukohad ei peegelda proovide tépseid leiukohti.
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3.2.1. Aasias esindatud peremeesorganismid ja genotiiiibid

Aasiast sekveneeriti kokku 54 proovi. Esinenud peremehed ja vastav proovide arv ning
tuvastatud genotiitip kanti kaardile (vt. Joonis 4). Seejuures kuulusid G1 genotiiiibi alla
kokku 54-st proovist 35 (vt. Lisa 1), millest iiks parines Iraagist (inimene), 30 Iraanist
(kaamel, n=1; inimene, n=2; kits, n=3; veis, n=3; lammas, n=21), kaks Mongooliast
(inimene) ja iiks Kazakhstanist (inimene). G3 ehk piihvli genotiiiibi hulka kuulusid Aasiast
kokku kaheksa proovi, millest kaks olid parit Indiast (piihvel) ja kuus Iraanist (lammas, n=2;

kaamel, n=4).
Indias oli veel esindatud ka G5 genotiiiip (7 piihvlit). G6 genotiilipi médrati antud juhul

Aasisat kahel korral — iihel korral Iraanist (kaamel) ja tihel korral Mongooliast (inimene).

Lisaks esines Indiast ka kolm piihvlitelt parit mitokondriaalse DNA rekombineerumise
tunnustega proovi, millest iiks kuulus G1 alla, kuid oli osaliselt rekombineerunud G5
genotiiiibiga. Ulejidanud kaks piihvlitelt pirit proovi klasterdusid G3 genotiiiibi hulka ning

olid sarnaselt eelneva G1 prooviga osaliselt rekombineerunud G5 genotiiiibiga.
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Joonis 4. E. granulosus genotiiiibid ja peremehed Aasias. Peremeesorganismid G1 genotiiiibiga on kujutatud musta varviga, G3 sinisega, G5
punasega ja G6 rohelisega. Number peremeesorganismi sees tihistab proovide arvu. Numbrita peremeesorganismi kujutised tdhistavad tiksikuid

proove. Peremeesorganismide kujutiste asukohad ei peegelda proovide tépseid leiukohti.
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3.2. Genotiiiipide fiilogeneetilised vorgustikud

Geneetilisteks  analtiiisideks ~ koostati  sekveneeritud 7188 nukleotiidi  pikkuste
mitokondriaalse DNA jérjestuste pohjal kolm eraldi fiilogeneetilist vorgustikku vastavalt
esinenud genotiilipidele: 1) G1 ning G3; 2) G5 ning 3) G6 ja G7. Samuti koostati analiiiisis
kasutatud jérjestustega pdhjal ka vordlevad vorgustikud ainult NADI (343 ap)
geenifragmendi pohjal: 1) G1 ning G3; 2) G5 ning 3) G6 ja G7, et teada saada, kui suurel
maidral mdjutab fiilogeneetilist ,Jahutusvdimet* oluliselt pikemate jirjestuste kasutamine

vorreldes seni praktiseeritud vordlemisi lithikeste jarjestustega.

3.2.1. Kesk-ja Louna-Ameerika G1 proovide fiilogeneetilised vorgustikud

Koostatud fiilogeneetiliste vorgustike pdhjal jaotusid Kesk-ja Louna-Ameerikast parit G1
genotiilibiks médratud 53 proovi kokku 25 haplotiiiibi vahel (vt Joonis 5). Genotiiiipi G3

Kesk-ja Louna-Ameerikast parit valimis ei esinenud.

Veistel esines analiilisi kaasatud 26 proovi pdhjal 14 erinevat haplotiiiipi, lammaste 19
proovi jaotusid 8 haplotiiiibi ning kodusigade kaks proovi kahe erineva haplotiiiibi vahel.
Veistel ja lammastel esines ka {iks ithine suurem haplotiiiip nimega AB1, mis jai iihtekokku
tihendama 19 erinevat proovi. Haplotiiiibi AB1 hulka kuulunud proovid (tdpsemaid andmeid
proovide kohta on vt. LISA 2) olid périt nii Argentiinast Buenos Airese kui Louna-Brasiilia

Rio Grande de Suli provintsist (tipsemad asukohad vt. Joonis 6).

Lisaks AB1 haplotiiiibile esines veel 5 vidiksemat haplotiiiipi (AB2, AR1, AR2, AR3, CH2),
millesse igatihte kuulus 2 proovi, ning 2 haplotiilipi, mis kumbki jéid ithendama 3 proovi
(tipsemad haplotiiiipidesse kuuluvad proovide nimed vt. LISA 2). Ulejiinud proovid
paiknesid tiksikult omaette harude otsas.

Vorgustikelt selgub, et iiksteisele geograafiliselt ldhemal paiknevad proovid olid reeglina ka
tiksteisega geneetiliselt sarnasemad (haplotiiiibid AB1, AB2, AR1-AR3, CH2; proovid
BRA3 ja ARG4, AR1 ja BR1).

Pikemate tiksikute harude otsa ja teistest samast piirkonnast parit proovidest geneetiliselt
mairgatavalt kaugemale jdid aga haplotiilip AB2, proovid BRAS ja BRA10, haplotiiiip CH2
ja proov CHI5. Samas olid aga iiksteisega geneetiliselt sarnasemad Tsiili haplotiitip CH3
ning Mehhiko MEX1.
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Joonis 5. Kesk-ja Louna-Ameerikast périt genotiitip G1 haplotiitipide vorgustik. Kahte ja enamat proove iihendavad haplotiiiibid on tadhistatud
kahe tdhega. Tapsemad haplotiitipidesse kuuluvate proovide tiapsed asukohad vt. Joonis 6 ning nimed vt LISA 2.
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Mehhiko -

CHI2 - CH|

* G1, ots rekomb. G5-ga, asukoht riigi tdpsusega
<> G1, asukoht riigi tapsusega
© G1, tapne asukoht

4
A

Joonis 6. Kesk-ja Louna-Ameerikast périt G1 genotiiiibi hulka kuulunud proovide asukohad.
Arvud andmepunktide sees kujutavad proovide arvu antud piirkonnas. Numbrita

andmepunktid tahistavad tliksikuid proove.
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3.2.2. Aasia proovide G1 ja G3 fiilogeneetilised vorgustikud

Koostatud fiilogeneetiliste vorgustike pdhjal jaotusid Aasiast parit 42 E. granulosus sensu
stricto kompleksi kuuluvad (G1-G3) proovi 2 suurema selgelt eristuva haplogrupi vahel (vt.
Joonis 7). Seejuures kuulusid genotiiiibi G1 alla 34 proovi ning genotiiiibiks G3 maéarati 8
proovi. Kolmel proovil (IND3, 4, 5) esines mitokondriaalse genoomi rekombinatsioon G5

genotiiiibiga, mistottu neid késitletakse eraldi alapeatiikina.

Genotiitibi G1 siseselt jaotusid 34 Aasiast pdrit proovi 28 erineva haplotiiiibi vahel (vt.
Joonis 8; asukohad vt. Joonis 9). Lammastel (n=21) esines seejuures 17 erinevat haplotiiiipi,
veistel (n=3) ja kitsedel (n=3) kummalgi kolm erinevat haplotiilipi ning kaamelil (n=1) {iks.
Inimesel (n=6) esines aga 4 haplotiiiipi. Erinevaid, kuid ldhipiirkondadesrt parit proove
ithendavatest haplotiilipidest esines kolm védiksemat (MOI1, IR2 ja IR3) kahte proovi

sisaldavat haplotiilipi ning iiks (IR1) haplotiiiip, mis thendas nelja proovi.

Vorgustikelt selgub, et iiksteisele geograafiliselt 1dhemal paiknevad proovid olid reeglina
iiksteisega kiill geneetiliselt sarnasemad, jdddes teineteisest vaid iiksikute mutatsioonide
kaugusele, kuid suuremaid tsentraalseid haplotiilipe samas ei moodustunud ja valdav osa
proovidest paiknesid siiski eraldi harude otsas. Seejuures jdi teistest margatavalt geneetiliselt

kaugemaks tliks Iraanist kaamelilt parit proov (IRA27).

G3 puhul jaotusid kdik proovid eraldi haplotiitipidesse (n=8; asukohad vt. Joonis 9; vt Joonis
10;). Nii kaamelitel (n=3) kui piihvlitel (n=3) esines kummalgi kolm haplotiilipi ning
lammastel (n=2) kaks. Sarnaselt G1 genotiiiibiga, oli ka G3 genotiilibi hulka kuulunud
proovide puhul miérgata olukorda, kus geneetiliselt sarnasemad proovid olid périt
geograafiliselt ldhedal asuvatest piirkondadest (koik Iraanist périt IRA proovid). Samas oli
Indiast parit IND2 aga geneetiliselt sarnasem hoopis Iraani proovidega kui teise Indiast périt

IND1 prooviga.
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Joonis 7. Skemaatiline vorgustik G3 paiknemisest G1 genotiiiibi suhtes. Kahe suurema grupi
vahelisel harul on toodud neid lahutanud mutatsioonide arv. Proovid BRAL ja IND5 (G1)

ning IND3 ja IND4 (G3) paiknevad oluliselt kaugemal rekombinatsiooni tottu.
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Joonis 8. Aasia sekvneeritud proovide genotiiiip G1 vorgustik. Numbrid kahe punkti (sh ka mustaga téhistatud mediaanvektorite) vahelisel

harul tihistavad mutatsioonide arvu. Uksikud mutatsioonid jéeti tahistamata. Tipsemad haplotiiiipidesse kuuluvad proovide nimed vt LISA 2.
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Joonis 9. Aasiast parit G1 ja G3 genotiitipide alla kuulunud proovide asukohad. Arvud andmepunktide sees kujutavad proovide hulka antud

piirkonnast. Numbrita andmepunktid tdhistavad iiksikuid proove.
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Joonis 10. Genotiilip G3 proovid (Iraanist, IRA ning Indiast, IND). Mutatsioonide arvud

on toodud haplotiiiipe ihendavatel joontel.

3.2.4. Kesk- ja Louna-Ameerika ning Aasia G1 fiilogeneetiline
vorgustik

Kesk- ja Louna-Ameerika proovide iihise G1 fiilogeneetilise vorgustiku koostamisel
jaotusid kdik 86 proovi kokku 53 haplotiiiibi vahel (vt. Joonis 11). Uhiseid haplotiiiipe ei
esinenud ning haplotiiiipide mitmekesisus oli vorreldes Louna-Ameerikaga suurem

eelkodige Aasias.

Vordleva vorgustiku koostamisel selgus veel, et iihisele harule paigutusid iiksikud eri
kontinentidelt périt proovid — IRA18 ja BRAL0, IRA3 ja BRAS8. Samuti olid geneetiliselt
iiksteisega arvatust sarnasemad Ldouna-Ameerika haplotiilip AB1 ning Iraani IRA1 ja

IRA2 ning Mongoolia MO1 haplotiiiibid.
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Joonis 11. Kesk- ja Louna-Ameerika ning Aasia G1 genotiiiibi alla kuuluvate haplotiiiipide vorgustik. Arvud harudel téhistavad mutatsioonide

(\/)lRA34O

arvu. Uksikud mutatsioonid jéeti téhistamata. Tdpsemad haplotiiiipidesse kuuluvad proovide nimed vt LISA 2.
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3.3. Genotiiiip G5 fiilogeneetiline vorgustik

Koostatud fiilogeneetilise vorgustike pohjal jaotusid genotiiiibi G5 hulka méaaratud veistelt
parit proovid (n=12) kiimne haplotiiiibi vahel (vt. Joonis 12 — Joonis 14). Seejuures
moodustus vaid iiks, kahte Brasiiliast parit proovi BRA12 ja BRA14 iihendav haplotiiiip
BR2. Tulemustest selgub, et haplotiitip BR2 jéi ka teistest G5 haplotiiiipidest geneetiliselt
kaugemaks. Samuti eristusid teistest samast piirkonnast parit proovidest kaks India proovi

(IND9 ja IND12).
BR2@
W)

29

(V)
) BRA1 3.

(P)IND1 1‘
(P IND6‘2 BRA15. /
(p)INDB‘ "3 BRA 1.

‘/(P)MD?O‘

T,
~ 19

g)‘/ -
I D12.(P)

IND9
Joonis 12. Kesk-ja Louna-Ameerika ning Aasia G5 genotiilibi alla kuuluvate proovide

vorgustik. Arvud harudel tihistavad mutatsioonide arvu. Haplotiiiip BR2 sisaldab proove
BRA12 ja BRA14.
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4 G5, asukoht riigi tApsusega
@ G5, tapne asukoht
@ GB6, tapne asukoht
<> G7, asukoht riigi tapsusega
© G7, tapne asukoht

4
KNS

Joonis 13. Kesk-ja Louna-Ameerikast périt G5-G7 genotiiiipide hulka kuulunud proovide
asukohad. Arvud andmepunktide sees kujutavad proovide arvu antud piirkonnas. Numbrita
andmepunktid tihistavad tiksikuid proove.
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Joonis 14. Kesk-ja Louna-Ameerikast périt G5-G7 genotiitipide hulka kuulunud proovide asukohad. Arvud andmepunktide sees kujutavad

proovide arvu antud piirkonnas. Numbrita andmepunktid tdhistavad tiksikuid proove.
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3.4. Genotiiiipide G6 ja G7 fiilogeneetilised vorgustikud

Tulemustest selgub, et koostatud fiilogeneetiliste vorgustike pohjal jaotusid 30 Kesk- ja
Lduna-Ameerikast ning kaks Aasiast périt proovi selgelt kahe suurema haplogrupi vahel,
millest punasega on tdhistatud genotiitip G6 ning rohelisega G7 (asukohad vt. Joonis 13 ja
14; vt. Joonis 15).

Genotiilibiks G6 médratud (n=5) proovide puhul esines viis erinevat haplotiiiipi. Nendest
kolm esines Louna-Ameerikas kitsedel (n=3), iiks Aasias kaamelil (n=1) ja iiks samuti
Aasias inimesel (n=1). Seejuures olid geneetiliselt liksteisega sarnased ka eri kontinentidelt
parit G6 proovid (nt IRA37 ja ARG51-53).

G7 genotiiiibi alla kuulunud tlejadanud 27 proovi, mis koik olid parit Louna-Ameerikast
kodusigadelt, jagunesid 14 erineva haplotiiiibi vahel. Seejuures esines kaks Mehhikost périt
kahte proovi ithendavat haplotiitipi (ME1, ME2), iiks kolme Argentiina proovi ithendav
(ARS) ja tiks suurem 10 erinevat Argetiina proovi lihendav haplotiitip AR4. Vorgustikult
selgub veel, et liksteisele geograafiliselt 1dhemal paiknevad proovid olid reeglina liksteisega
geneetiliselt sarnasemad, jdddes teineteisest vaid iiksikute mutatsioonide kaugusele. Samas
ei moodustunud suuremaid tsentraalseid haplotiiiipe. Teistest geneetiliselt kaugemaks jai aga

Argentiina haplotiiiip ARS.
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Joonis 14. Kesk-ja Louna-Ameerika ning Aasia G6 ning G7 genotiiiipide alla kuuluvate
proovide vorgustik. Punasega tdhistatud haplotiiiibid tdhistavad genotiilipi G6 ning
rohelisega on margitud genotliip G7. Arvud kahe punkti (sh ka punasega tdhistatud

mediaanvektorite) vahelisel harul tdhistavad mutatsioonide arvu. Tapsemad haplotiitipidesse
kuuluvad proovide nimed vt LISA 2.
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3.5. Vorgustikud oluliselt liihema NAD1 geeni (343 ap) jérjestuste
pohjal
Antud t66sse kuulunud valimi pohjal koostati ka vordlevad vorgustikud G1-G3 kompleksi

ja G6-G7 ning G5 genotiiiipidesse jaotunud jarjestustega oluliselt lithema, kuid senini

mitmetes toddes genotiilipide médaramisel aluseks olnud, NAD1 (343 ap) geeni pohjal.

Tulemustest selgub, et NAD1 geeni abil koostatud vorgustike lahutuvusastmed on oluliselt
védiksemad vorreldes t66s kasutusel olnud oluliselt pikemate jarjestuste (7188 ap, 14 geeni
ja 7 geenifragmendi) abil koostatud vorgustikega (vt. Joonis 15 ja Joonis 16). G5 genotiiiibi
korral kuulusid kdik G5 proovid lihte tsentraalsesse haplotiilipi ning seetdttu jdeti antud

genotiiiibile NAD1 vdorgustik esitamata.

NAD1 geeni abil moodustus E. granulosus sensu stricto (G1-G3) kompleksi kuuluvate
proovide korral aga tdhekujuline vorgustik. Tsentraalseks haplotiilibiks on 78 proovi
sisaldav H1, millest eristusid vaid 5 erinevat haplotiiiipi, millest omakorda iihte (H2) voib
pigem pidada ka H1 alamhaplotiiiibiks (vt. Joonis 15).

(3L, 2v)
=

Joonis 15. mtDNA geeni NAD1 fragmendi (343 ap) pohjal koostatud Kesk-ja Louna-
Ameerika ning Aasia genotiiipide G1 ja G3 hulka kuulunud proovide vorgustik. Halli
varviga on tdhistatud G1 ja rohelisega G3 genotiilibid. Tdpsemad haplotiitipidesse kuuluvad

proovide nimed vt LISA 2.
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Ka genotiitipide G6 ja G7 puhul moodustusid NAD1 geeni pohjal koostatud vorgustikel vaid
tiksikud haplotiitibid (n=3; vt. Joonis 16). Niidelda tsentraalseks haplotiiiibiks jdi H3,
millesse kuulusid kdik eelnevalt pikemate jirjestuste alusel G7 genotiiiibiks méératud
proovid. Sarnaselt pikemate jérjestuste korral koostatud vorgustikega paigutus ka NAD1
geeni pohjal moodustatud vorgustikul haplotiiiip ARS eraldi haru otsa, jdddes lihendama 3

Argentiinast kodusigadelt parit proove.

Eraldi asetus ka haplotiitip H4, mis iihendas koiki eclnevalt pikemate jarjestuste alusel G6
genotiiiibiks méaratud proove. Samas paigutusid haplotiiiibid H4 ja AR5 vordsele kaugusele

tsentraalsest haplotiiiibist H3.

Joonis 16. NAD1 (343 ap) pohjal koostatud Kesk-ja Louna-Ameerika ning Aasia
genotiiipide G6 ja G7 hulka kuulunud proovide vorgustik. Rohelisega on tdhistatud
haplotiitip H4, mis esindab iihtlasi genotiilipi G6 kuulunud proove. Halliga on iimbritsetud
haplotiiibid H3 ja ARS5, mis esindavad iihtlasi genotiiip G7 proove. Tadpsemad
haplotiiiipidesse kuuluvad proovide nimed vt LISA 2.
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3.5. G1 ja G5 genotiiiipide mitokondriaalne rekombinatsioon

Analiitisitud tulemustest selgus, et 4 proovi puhul (IND 3, 4 ja 5 ning BRAL) esinesid
ligikaudu 700 nukleotiidi pikkusel alal ulatuslikud mutatsioonid (vt LISA 3). BRA1 puhul
oli tegemist 756 ap, IND3, IND4 ja IND5 korral aga 704 ap pikkuse alaga.

Antud vahemikus sarnanesid jarjestused G1 ja G3 genotiilipide asemel hoopis G5
genotiiiibile omaste DNA tunnustega ning me arvame, et tegemist on mMtDNA
rekombineerumisega eri genotiilipide vahel (vt. Joonis 17). Seetottu paigutusid antud neli
proovi ka teistest G1 ja G3 proovidest markimisvéarse 59 mutatsiooni kaugusele (vt. Joonis
7).

G5 genotiiiibiga kattuva ala eemaldamisel ning seejarel G1 ja G3 proove kaasava vorgustiku
koostamisel paigutusid IND3 ja IND4 G3 genotiiiibi hulka, ning vaid tiksikute mutatsioonide
kaugusele, teistest samast piirkonnast parit proovidega (vt. Joonis 18). BRAL ja IND5
paigutusid G1 genotiitipi kuuluvate proovide ldhedusse ning samuti vaid iksikute
mutatsioonide kaugusele vorreldes teiste samast piirkonnast périt proovidega. BRA1 oli
Argentiina ja Brasiilia proovidega geneetiliselt sarnasem ja IND5 vastavalt siis Aasiast périt
Iraani proovidega.

mtDNA rekombineerumine paelussidel perekonnast Echinococcus

Rekombineerumata genotiiiip

G1 G1 G1
‘tavaline’
[Rekombinantsed genofiiiibid |
Gl1 ‘ Gl1
BRA1
[704ap| IND5
G3 a G3
IND3
[704ap| IND4

Joonis 17. Skemaatiline joonis tuvastatud mitokondriaalse DNA (mtDNA) rekombineeru-misest
Echinococcus genotiiiipide G1 ja G5 (BRAI1, IND5) ning G3 ja G5 (IND3, IND4) vahel.
Rekombineerunud DNA 16igud on erineva pikkusega: BRA1 (756 aluspaari; ap) ning IND3,
IND4 ja IND5 (704ap). Vordluseks on toodud rekombineerumata genotiiiip G1.
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Joonis 18. Kesk-ja Louna-Ameerikast ning Aasiast périt G1 ja G3 proovide vorgustikud. Vorgustike koostamiseks on katendliku joonega timbritsetud
proovidel eemaldatud G5 genotiitibiga rekombineerunud jérjestus.
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Eelnevalt eemaldatud G5 genotiiiibiga sarnaneva ala pdhjal koostati ka vorgustikud teiste,
tavaparaste G5 genotiilipi kuulunud proovide jaoks. Vorgustiku aluseks oli antud 4 proovi

pohjal leitud rekombineerunud 756 ap pikkune ala.

Tulemustest selgub, et Brasiiliast veiselt parit rekombineerunud haplotiiiip (BRAL) oli
geneetiliselt sarnasem teistele Brasiiliast périt veiste G5 haplotiiipidele ning
rekombineerunud India proovid IND3 ja IND4 klasterdusid kokku teiste Indiast piithvlitelt
parit G5 haplotiitipiga IN1. Neljanda proovi (IND5) puhul ilmnes, et viimane jai kiill IN1
haplotiiiibist eraldiseisvaks, kuid samas paigutus ikkagi geneetiliselt 1dhemale just Indiast

parit proovidele (vt. Joonis 19).

BR3

BR4

—~—

e

Joonis 19. BRAL, IND3, 4 ja 5 proovide G5 genotiiiibiga rekombineerunud alaga koostatud
vorgustik. Vordluseks G5 genotiiiibi proovid. Tapsemad haplotiitipidesse kuuluvad proovide

nimed vt LISA 2.
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4. Arutelu

4.1. Fiilogeneetilise lahutusvoime paranemine oluliselt pikemate

jarjestuste kasutamise tottu

Seniajani avaldatud pdistang-paelussi geneetilist varieeruvust ja genotiilipe kisitlenud t66de
pohjal on suurem osa uurimustest andnud tulemusteks vordlemisi viikese seletus- ja
lahutusvoimega fiilogeneetilised vorgustikud voi -puud. Selgusetuks on jddnud nii
genotiiiipide G1 ja G3 kui G6 ja G7 omavaheline eristumine. Seda eelkdige seetottu, et
uuringute aluseks on voetud vaid iiksikud lookused mitokondriaalsest genoomist. Nii on
néiteks mitmed senised uuringud baseerunud NADJ1 geeni pdhjal (Schneider et al. 2010,
Andresiuk et al. 2013), kuid tulemusteks on samas sageli olnud reeglina madala
seletusvoimega tihekujulised vorgustikud. Antud t66 raames olid teadaolevalt esmakordselt
uurimise all seevastu korraga aga 14 erinevat mitokondriaalset lookust ja 7 geenifragmenti
(kokku 7188 ap), mille pdhjal koostatud vorgustikel oli voimalik eristada markimisvaérselt
suuremal arvul erinevaid haplotiiiipe. Selle tulemusel eristusid tiksteisest selgelt ka
genotiiiibid G1 ja G3 ning G6 ja G7. Samuti andsid pikemad jérjestused selgema iilevaate
seni sarnasteks peetud E. granulosus sensus stricto kompleksi kuuluvate genotiitipide G1 ja
G3 ning E. intermedius e hulka kuuluvate G6 ja G7 vahelisest ning sisesest geneetilisest

varieeruvusest.

Veelgi enam, kui varasemad t66d on eelkdige keskendunud regionaalselt vaid iihele-kahele
riigile, siis antud t66 raames sai valimisse kaasatud proove Aasiast viiest riigist (Iraak, Iraan,
India, Kazakhstan, Mongoolia), millest esinduslikumalt sai kaetud Iraan, kust pérines 51
proovi viielt erinevalt peremehelt. Samas senini teadaolevalt Aasias levinud iiheksast
peremehest katsid antud t60s analiiiisitud proovid kuus (kaamel, Kits, inimene, lammas,

vesipiihvel, veis). Nakkusjuhtumeid on registreeritud veel koertelt, sigadelt ja jakkidelt.

Kesk- ja Louna-Ameerikast neljast riigist (Mehhiko, Brasiilia, Tsiili ja Argentiina) olid
esindatud sead, veised, lambad ja kitsed. Samas on teada veel nakkusjuhtumeid teada veel

alpakadelt, koertelt ja inimeselt.

Pohjalikumalt sai analiilisitud Argentiina haiguse iiheks endeemiliseks tsentriks peetav
Buenos Airese provints. Nii oli 14 geeni ja 7 geenifragmendi alusel koostatud G1 ning G3
vorgustikul voimalik eristada kokku nditeks 65 haplotiiiipi (vt. Joonis 10 ja Joonis 11).

Seevastu antud jarjestuste pohjal, kuid vaid NADI1 geeni aluseks vottes, oli voimalik
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vorgustikul eristada vaid 8 erinevat haplotiiiipi (vt. Joonis 15). Veelgi enam, sarnaselt E.
granulosus sensu stricto kompleksi kuuluvate genotiiipide puhul, nii oli ka G6/G7
genotiiiipide korral haplotiitipide mitmekesisus NAD1 geeni pohjal mérgatavalt viiksem (Vt.
Joonis 14 ja Joonis 16). Seega andsid oluliselt pikemad (7188 ap) jarjestused

markimisvairselt parema fiilogeneetilise lahutusvdime.

4.2. Genotiiiibid G1 ja G3

4.2.1. Louna-Ameerika G1

Kéesoleva t60 tulemused toetavad varasemalt plistitatud hiipoteesi genotiiiibi G1 siseselt
esinevast suurest mitmekesisusest vorreldes teiste podistang-paelussi genotiilipidega
(Yanagida et. al 2012, Nakao et al. 2010, Casulli et. al 2012), mis on tdenéoliselt tingitud

antud genotiilibi védga laiast peremeesteringist ja globaalsest levikupotentsiaalist.

Seejuures viitavad pikemate jdrjestuste pohjal analiilisitud tulemused aga, et Lduna-
Ameerikas vOib esineda vdhemalt iiks laiemalt levinud haplotiitip (AB1), kuhu kuulusid
suurem osa Argentiinast tsiistilise ehhinokokoosi endeemilisest piirkonnast kogutud ning
moned Brasiilia proovid (vt. Joonis 5). See aga viitab omakorda potentsiaalselt olukorrale,
kus pdistang-paelussi ekspansioon Louna-Ameerikasse on olnud vordlemisi hiljutine ning
geneetiline variatsioon voib madalam olla hiljutise asutajaefekti tottu. Samuti voib suurema
arvu sarnaste haplotiilipide potentsiaalne tekkimine ning populatsioonide geneetiliste
struktuuride sarnasus olla tingitud tdnu geenivoolule, millele on arvatavasti kaasa aidanud
loomakaubandus. Nimelt on nii Argentiina kui Brasiilia {iheks tdusvaks primaarsemaks
eksportartikliks veised. Loomakaubanduse olulisust toetab nii haplotiiiibi AB1 esinemine
kui mitmete teiste eri piirkondadest périt proovide geneetiline sarnasus (AB2; BRA3 ja
ARG4, vt. Joonis 5).

Pikemate jarjestuste analiilisimisel on aga margata ka olukorda, kus Louna-Ameerikas on
joudnud tekkima hakata geograafiline segregatsioon, millele viitab mitmete geograafiliselt
lahedal asuvate proovide maérkimisvddrne geneetiline erisus. Nii paigutusid nditeks
Brasiiliast Rio Grande de Suli provintsist parit BRA8 ja BRA10 {iksteistest geneetiliselt
vordlemisi lahku (vt. Joonis 5). Samas oluliselt lithemat, kuid seni laialdast kasutust leidnud,

NAD1 (343 ap) geeni aluseks vottes pole antud segregeerumismustreid voimalik eristada

41



(vt. Joonis 15), viidates taaskord pikemate jarjestuste kasutamise olulisusele fiilo-

geograafilistes analiiiisides.

Ara tasub ka mirkimist, et antud t60s analiilisitud valimis ei esinenud Lduna-Ameerikas
genotiilipe G2 ja G3, mis on aga toendoliselt tingitud eelkdige valimi suhtelisest kallutatusest
— suurem osa proove on périt Argentiina Buenos Airese provintsist, samas kui teised
regioonid jdid vordlemisi alaesindatuks. Varasematest uuringutest on aga teada G3
genotiiiibi esinemist nii Brasiilias (de la Rue et al. 2011; Haag et al. 2010) kui Argentiinas
(Rosenzvit et al. 1999; Rosenzvit et al. 2001; Kamenetzky et al. 2002; Bartholomei-Santos
et al. 2003; Haag et al. 2004; Guarnera et al. 2004). Samuti on Argentiinast tuvastatud veel
ka G2 genotiilibi esinemist (Rosenzvit et al. 1999; Rosenzvit et al. 2001; Kamenetzky et al.
2002; Bartholomei-Santos et al. 2003; Haag et al. 2004; Guarnera et al. 2004). Sellest
tulenevalt oleksid tulevikus tdpsemate geograafiliste levikumustrite ja peremeesorganismide
trendide tuvastamiseks Louna-Ameerikas olulised tdiendavad proovide kogumised ning

suurema arvu piirkondade kaasamised.

4.2.2. Aasia G1 ning G3

Poistang-paelussi eri genotiilipide eristamine on oluline epidemioloogia ja haiguse
kontrollprogrammide loomise vaatepunktist eelkdige seetdttu, et eri genotiilipidelt on teada
erinevaid peremeesteringe, arengukiiruseid, fenotiiiibilist varieeruvust ning patogeensust.
Vaatamata aga mitmetele joupingutustele on genotiilipide iihene eristamine ainuiiksi
kompleksi E. granulosus sensus stricto siseselt senini jadnud vordlemisi keerukaks ning nii
maédratakse seniajani proove sageli vaid kuni G1-G3 tasemeni. Veelgi enam — leitud on, et
GenBank andmebaasis olevad G1-ks ja G3-ks madratud jarjestused on iithe-kahe geeni voi

geenifragmentide pdhjal reaalsuses ikkagi identsed (Yanagida et al. 2013).

Antud t66s analiiiisitud mérkimisvaarselt pikemad jarjestused suudavad potentsiaalselt aga
mirksa paremini tuvastada erinevaid genotiiiipe, paigutades G1 ja G3 proovid {iiksteisest
selgelt lahku ning erinevatesse haplogruppidesse (vt. Joonis 7). Inimesel esinenud haplo-
titipidele (MOI1, 1IR3, KAZI1, FIN15) olid geneetiliselt sarnasemad lammastel esinenud
haplotiiiibid (IR2 ja IRA18) ning iiks kitsel esinenud haplotiilip IRA1, viidates nii lamba-

koera kui kitse-koera elutsiiklite esinemise olulisusele inimtervise seisukohalt.

Veelgi enam, pikemate jérjestuste analiilis kinnitab kiill varasemalt teadaolevaid

potentsialseid levikumustreid, kuid toob samas esile suurema lahutuvuse. Naiteks kui nii
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Yanagida et al. 2012 poolt iiksikute geenifragmentide analiiiisimisel leitud tsentraalsed
haplotiiiibid ja antud t66s eraldi analiiiisitud NAD1 geeni tulemusel eristunud haplotiiiip H1
(vt. Joonis 15) viitaksid justkui tihele voi mitmele voimalikule laiemalt levinud haplotiiiibi
esinemisele Aasias ja ka mujal maailmas, siis antud valimi analiilisimisel 7188 ap pdhjal
tsentraalseid haplotiilipe ei eristu ning ka geograafiliselt 1dhedased proovid jadvad liksteisest
geneetiliselt suhteliselt kaugele ning haplotiilipide mitmekesisus (n=28) on vordlemisi suur
(vt. Joonis 8). Viimane kinnitab aga hiipoteesi, mille kohaselt peetakse Lahis-Ida piirkonda,
kuhu kuulub ka Iraan, koduloomade kodustamise alaks, millega on ka seletatav suurem
geneetiline mitmekesisus selles piirkonnas (kuna divergeerumine on saanud toimuda pikka
aega). Seega toctavad ka antud t66 tulemused mitmete teiste uuringute hiipoteesi, et
radiatsioonid muudesse maailmaosadesse on suuresti saanud alguse just Lé&his-ldast
(Driscoll et al. 2009).

Kuigi antud t66 puhul kaasati analiilisi varasemast suuremal arvul regioone, on sarnaselt
Ldouna-Ameerikale ka Aasia valimis esindamata G2 genotiiiip, ja kuigi see ongi véga
harvaesinev genotiilip, on seda siiski registreeritud Indiast (Bhattacharya et al. 2006;
Pednekar et al. 2009). Seetottu oleksid kindlasti olulised tdiendavad proovide kogumised

ning veelgi laiemate regioonide kaasamised analiiiisi.

4.2.3. Kesk-ja Louna-Ameerika ning Aasia regioonide kokkuvote

Erinevatelt kontinentidelt périt G1 proovide geneetilise sarnasuse vordlemiseks koostati

tthine Kesk- ja Louna-Ameerika proovide G1 fiilogeneetiline vorgustik.

Tulemustest selgub, et Kesk-ja Louna-Ameerikast périt proovid paigutusid vorgustikul
tiksteisele geneetiliselt ldhedamale vorreldes Aasiast périt proovidega. Samas oli aga
tiksikute proovide puhul ndha ka olukorda, kus eri kontinentidelt périt proovid olid
iiksteisega geneetiliselt sarnasemad kui teiste samalt kontinendilt périt proovidega (niiteks

IRA18 ja BRALO, vt Joonis 11).

Kui Kesk- ja Louna-Ameerika proovide puhul on ndha olukorda, kus suurem osa iihest
piirkonnast analiiiisi kaasatud proovidest klasterdub kokku iihte haplotiiiipi nimega ABI1
ning esinevad veel lisaks teised iiksikud 2-3 proovi ithendavaid haplotiiiipe, siis Aasia puhul
voOib tdheldada, et proovid paigutuvad vorgustikul iiksteisest vorreldes Louna-Ameerikaga

geneetiliselt vordlemisi kaugemale. Esinevad kiill iiksikud haplotiiiibid, mis iihendavad 2-3
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proovi, kuid suuremaid, tsentraalseid haplotiiiipe ei moodustu ja enamus paiknevad tiksikult,

teistest mitmete mutasioonide kaugusel omaette harude otsas.

Antud tulemused viitavad loomakaubanduse jérjest suurenevale olulisusele pdistang-

paelussi geneetilise struktuuri ja fiilogeograafiliste mustrite kujunemisel.

4.3. Genotiiiip G5

Seni teadaolevalt pole G5 genotiilibi korral, mille primaarne elutsiikkel hdlmab eelkdige
veislasi, leitud suuremat geneetilist varieeruvust vorreldes teiste E. granulosus
genotiilipidega. Samas on suurem osa uuringutest baseerunud jéllegi vaid iihe-kahe lookuse
uurimisel (Kamenetzky et al. 2002; Haag et al. 2004). Pikemate jirjestuste analiiiisi
tulemustest selgub aga, et pikemate jirjestuse analiiiisimine voimaldab tuvasta ka G5 ehk

veise genotiilibi siseselt esineb seni arvatust suuremat geneetilist variatsiooni.

Tulemustest selgub samuti, et kuigi geograafiliselt 1dhedastest piirkondadest périt proovid
olid reeglina iiksteisega ka geneetiliselt sarnasemad (vt. Joonis 12) ning Aasiast parit
vesipiihvlite proovid olid geneetiliselt lihedasemad pigem just teiste Aasiast périt
vesipiihvlite proovidega, siis Louna-Ameerikast parit proovid paigutusid vaid mone iiksiku
mutatsiooni kaugusele. Seega esines kiill moningane geograafiline segregeerumine, kuid
tapsemate mandrisiseste ja —vaheliste levikumustrite kindlaksegemiseks oleksid vajalikud
edasised uuringud ning rohkemal arvul proovide kaasamist riikidest, kust varasemalt on juba
teada G5 genotiilibi esinemist — nditeks Argentiina (Kamenetzky et al. 2002; Haag et al.
2004; Guarnera et al. 2004), Mehhiko (Maravilla et al. 2004) ja Nepaal (Zhang et al. 2000).

4.4. Genotiiiibid G6 ja G7

Sarnaselt E. granulosus sensu stricto kompleksi kuuluvate genotiitipidega G1 ja G3 eristusid
iiksteisest selgelt ka G6 ja G7 genotiiiibid, mis osutusid varasemalt liihemate jarjestuste

alusel raskesti eristatavateks (Nakao et al. 2013a; vt. Joonis 14).

Seejuures toetavad antud t60 tulemused varasemalt piistitatud hiipoteesi, et ka genotiitibi G7
siseselt vOib esineda suurem geneetiline variatsioon (Turcekova et al. 2003). Lisaks selgub
veel, et kahe genotiiiibi vahel eristub selgelt suurem peremehespetsiifilisus — genotiiiibi G7
esinemine antud valimi pdhjal eranditult ainult sigadel ning G6 ringlemine Aasias kaameleid

ja Louna-Ameerikas kitsi holmavates kodulooma tsiiklites.
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G6 ehk kaameli genotiiiibi esinemine Louna-Ameerikas kitsedel toetab ka varasemalt
piistitatud hiipoteesi, et kui antud mandril puuduvad vaheperemeestest kaamelid, siis vdivad

looduslikuks reservuaarperemeesteks kaameli genotiiiibile olla kitsed (Soriano et al. 2010).

4.5. Mitokondriaalne rekombinatsioon

Laiemalt aktsepteeritud paradigma raames eeldatakse, et mitokondriaalne DNA loomariiki
kuuluvatel taksonitel ei rekombineeru ning parandub tervikuna emalt jarglastele. Kiill aga
on rekombinatsiooni tuvastatud nditeks parmilt (S. cerevisiae), kellel voib mitokondriaalse
DNA rekombineerumist esineda 20-25% ulatuses (Dujon, Slonimski & Weill 1974; Chen

2013), samuti seentel ja taimedel, ning loomadest peamiselt molluskitel (Chen et al. 2013).

Antud t60 kdigus ilmnes seetdttu teatava iillatusena, et G1, G3 ja G5 genotiilipide vahel voib
rekombinatsiooni siiski esineda (vt. Joonis 17), kus G1 ja G3 jarjestuste asemel sarnanes
teatud osa mitokondri genoomist hoopis G5 genotiilibile omaste tunnustega (vt. LISA 3),

mis viitab voimalikule mtDNA rekombinatsioonile.

Kuigi mitkondriaalset rekombinatsiooni on seni kirjeldatud ka nematoodidelt (Nematoda;
Hoolahan et al. 2012), siis teadaolevalt on see esmakordne mitokondriaalse rekombi-
natsiooni kirjeldamine lameusside hoimkonnas (Platyhelminthes). Tulemuste Kkinnita-

miseks oleksid aga kindlasti vajalikud tdiendavad uuringud.
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Kokkuvote

Tsiistilise ehhinokokoosi pdhjustajaks peetav pdistang-paeluss (Echinococcus granulosus)
on kosmopoliitse levikuga ehhinokokkide perekonda kuuluv parasiit, kes kujutab endast
tosist ohtu nii inimeste kui koduloomade tervisele ning tema poolt pdhjustatava zoonoosiga
kaasnevad ka suured majanduslikud kulutused. Liik ise on geneetiliselt viga varieeruv ja
selle piires on mitokondriaalse DNA alusel eristatud 9 kehtivat genotiiiipi (G1-G8 ja G10;

genotlilip G9 on hetkeseisuga kehtetuks tunnistatud).

Teada on, et erinevatel genotiiiipidel voivad esineda mérgatavad erinevused patoloogias,
peremehespetsiifilisuses, arengukiiruses ja elutsiiklite mustrites. Seetottu oleks genotiiiipide
ja nende levikumustrite tuvastamine inimtervise seisukohalt darmiselt oluline. Samas,
vaatamata mitmetele piilietele tuua selgust antud kiisimuses, puudub siiani pohjalik arusaam
pdistang-paelussi eri genotiitipide levikuteedest ja —mustristest maailma eri paigus. Ka osade
genotiitipide (G1-G3, G6-G7) ithene mairamine iiksikute geenide pdhjal on Seniajani
problemaatiliseks osutunud.

Kéesoleva t00 raames analiilisiti senisest mérgatavalt suuremal arvul tunnuseid arvesse
vottes 142 poistang-paelussi proovi iiheksast erinevast riigist. Tuvastatud genotiitipideks olid
Gl, G3, G5, G6 ja G7. Analiilisitud jarjestuste kogupikkuseks oli mitokondriaalsest
genoomist 7188 aluspaari (14 geeni ja 7 geenifragmenti). Selle tulemusel saavutati senisest
oluliselt parem fiilogeneetiline lahutusvdime. Uksteisest eristusid selgelt sarnasteks peetud
G1 ning G3 ja G6 ning G7 genotiilibid. Geograafilliselt tiksteisele 1dhedalasuvad proovid
olid reeglina ka geneetiliselt sarnasemad.

Pikemate jarjestuste analiiiis vdimaldas aga tuvastada erinevaid levikumustreid, mis viitasid
ka loomakaubanduse olulisusele pdistang-paelussi populatsioonide geneetilise struktuuri

miirajana.

E. granulosus sensu stricto kompleksi kuulunud proovidel esines suur mitmekesisus nii
geneetiliselt kui nakatatud peremeeste osas. Seejuures oli haplotiiipide mitmekesisus
mérgatavalt suurem loomade kodustamispiirkonnaks peetavas Ldhis-ldas. Suur
haplotiiiipide mitmekesisus esines lisaks G1 ja G3 genotiiiipidele ka genotiiiipidel G5 ning

G7.
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Teatava {illatusena ilmnes antud t66 kdigus aga G1, G3 ja G5 genotiilipide vaheline
mitokondriaalne rekombinatsioon, kuna mtDNA rekombinatsiooni on loomariigis iildse
vaga tksikutel juhtudel tuvastatud ning teadaolevalt pole selle esinemist lameusside

hoimkonnas enne kdesolevat t66d keegi ndidanud.
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Summary

Phylogeography of Echinococcus granulosus in Asia and
Central and South America, and mitochondrial DNA
recombination between genotypes

Teivi Lauriméie

Cystic echinococcosis is caused by the taeniid cestode called Echinococcus granulosus. This
zoonoose is not only a a major health concern for both humans and livestock, but it is also
responsible for huge economic losses each year. The species itself has a broad genetic
variability and on the basis of mitochondrial DNA nine distinct genotypes have been
identified (G1-G8, G10; G9 is currently considered invalid).

These genotypes have different pathogenic potential, host specifity and life cycle patterns.
The maturation time to adult worms in definitive hosts has been known to differ as well
between genotypes. However, to date the phylogeographic patterns and differentiation

between genotypes remains unclear.

During this study 142 samples of Echinococcus granulosus from nine different countries
were analysed. The genotypes represented were G1, G3, G5, G6 and G7. The total length of
the mtDNA sequences analysed was 7188 base pairs (14 genes and 7 gene fragments). This
resulted in a much higher phylogenetic resolution which significantly helped to differentiate
between genotypes G1 and G3, G6 and G7. Generally the samples that were situated

geographically close to each were were also genetically more similar.

The longer mtDNA sequences also helped to identify high diversity in G1, G3, G6 and G7.
However, the haplotype diversity seemed to be much higher in the Middle East where the
domestication of wild animals has been thought to have originated from. On the other hand,
the data from South America indicated the importance of animal trade in determining the

genetic structue and geographical patterns of E. granulosus.

A somewhat surprising discovery, however, was the possible recombination of G1, G3 and
G5 genotypes. To our knowledge, this is the first record of mitochondrial DNA

recombination in flatworms.
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LISA 1 — Koik Kesk-ja Louna-Ameerika ning Aasia proovid

oeng
G. Acosta TS6 CHI1 Veis Coquimbo, Tsiili - G1 18.06.2013
G. Acosta TS8 Veis Coquimbo, Tsiili - - 18.06.2013
G. Acosta TS13 CHI2 Veis Tlapel, Tsiili - Gl 20.09.2013
G. Acosta TS14 CHI3 Veis Ilapel, Tsiili - Gl 20.09.2013
G. Acosta TS15 CHI4 Veis Tllapel, Tiili - Gl 20.09.2013
G. Acosta TS17 Veis Tllapel B, Tsiili - - 20.09.2013
G. Acosta TS16 CHI5 Veis Tllapel, Tsiili - G1 20.09.2013
G. Acosta TS18 CHI6 Veis lllapel B, Tiili - Gl 20.09.2013
G. Acosta TS19 Veis Tllapel B, Tsiili - - 20.09.2013
V. Andresiuk Al ARG1 Veis Argentiina, Buenos Aires Gl Gl DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A2 ARG2 Veis Argentiina, Buenos Aires G1 G1 DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A3 ARG3 Veis Argentiina, Buenos Aires G1 G1 DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A4 Veis Argentiina, Buenos Aires G1 - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A5 Veis Argentiina, Buenos Aires G1 - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk Ab Veis Argentiina, Buenos Aires Gl - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A7 ARG44 | Siga Avrgentiina, Buenos Aires G6-G7 G7 DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A8 ARG45 | Siga Argentiina, Buenos Aires G6-G7 G7 DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A9 Siga Argentiina, Buenos Aires G6-G7 - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk Al0 ARGA4 Siga Argentiina, Buenos Aires G1 G1 DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk All Siga Argentiina, Buenos Aires Gl - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk Al2 Siga Argentiina, Buenos Aires G1 - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk Al13 ARG5S Veis Argentiina, Buenos Aires G1 G1 DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk Al4 ARG6 Veis Argentiina, Buenos Aires Gl Gl DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk Al5 Lammas Argentiina, Buenos Aires Gl - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk Al6 Lammas Argentiina, Buenos Aires Gl - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk Al7 ARG7 Lammas Argentiina, Buenos Aires Gl Gl DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk Al8 ARGS8 Lammas Argentiina, Buenos Aires Gl Gl DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A19 ARG9 Lammas Argentiina, Buenos Aires Gl Gl DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A20 ARG10 |Lammas Argentiina, Buenos Aires G1 G1 DNA eraldatud kujul
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Labori- Kood Tartus .
genotiiilp
V. Andresiuk ARGI11 |Lammas Argentiina, Buenos Aires DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A22 Lammas Argentiina, Buenos Aires G1 - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A23 ARGI12 | Lammas Argentiina, Buenos Aires Gl Gl DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A24 Lammas Argentiina, Buenos Aires Gl - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A25 Siga Argentiina, Buenos Aires G1 - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A26 ARG37 |Siga Argentiina, Buenos Aires G6/G7 G7 DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A27 Veis Argentiina, Buenos Aires Gl - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A28 Veis Argentiina, Buenos Aires Gl - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A29 ARG13 | Lammas Argentiina, Buenos Aires Gl Gl DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A30 ARG14 | Lammas Argentiina, Buenos Aires Gl Gl DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A3l ARG38 | Siga Argentiina, Buenos Aires G6/G7 G7 DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A32 Siga Argentiina, Buenos Aires G6/G7 - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A33 Veis Argentiina, Buenos Aires G1 - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A34 Veis Argentiina, Buenos Aires G1 - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A35 ARGI15 | Veis Argentiina, Buenos Aires G1 G1 DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A36 Veis Argentiina, Buenos Aires Gl - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A37 Veis Argentiina, Buenos Aires Gl - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A38 Veis Argentiina, Buenos Aires G5 - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A39 ARG16 | Veis Argentiina, Buenos Aires G1 G1 DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A40 ARG17 | Veis Argentiina, Buenos Aires G1 Gl DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A4l ARG18 | Veis Argentiina, Buenos Aires Gl Gl DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A42 ARG19 | Veis Argentiina, Buenos Aires Gl Gl DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A43 ARG20 | Veis Argentiina, Buenos Aires G1 G1 DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk Ad4 Veis Argentiina, Buenos Aires Gl - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A45 Veis Argentiina, Buenos Aires Gl - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A46 ARG21 | Veis Argentiina, Buenos Aires Gl Gl DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A47 ARG22 | Lammas Argentiina, Buenos Aires Gl Gl DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A48 Lammas Argentiina, Buenos Aires Gl - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A49 Lammas Argentiina, Buenos Aires Gl - DNA eraldatud kujul
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Labori- Kood Peremees | Organ | Asukoht Genotiiiip
kood analiiiisis

DNA eraldamine Mirkused

V. Andresiuk ARG23 Lammas Avrgentiina, Buenos Aires DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A5l Lammas - Argentiina, Buenos Aires Gl - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A52 ARG24 Lammas - Argentiina, Buenos Aires Gl Gl DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A53 ARG25 Lammas - Argentiina, Buenos Aires Gl Gl DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A54 ARG26 Lammas - Argentiina, Buenos Aires Gl Gl DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A55 ARG27 Lammas - Argentiina, Buenos Aires Gl Gl DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A56 Lammas - Argentiina, Buenos Aires Gl - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A57 ARG28 Lammas - Argentiina, Buenos Aires Gl Gl DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A58 Lammas - Argentiina, Buenos Aires Gl - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A59 Siga - Argentiina, Buenos Aires G6/G7 - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A60 Siga - Argentiina, Buenos Aires G6/G7 - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A61 ARG39 Siga - Argentiina, Buenos Aires G6/G7 G7 DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A62 Siga - Argentiina, Buenos Aires G6/G7 - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk AB3 ARG40 Siga - Argentiina, Buenos Aires G6/G7 G7 DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk Ab64 ARG41 Siga - Argentiina, Buenos Aires G6/G7 G7 DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk AB5 Siga - Argentiina, Buenos Aires G6/G7 - DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A66 ARG42 | Siga - Argentiina, Buenos Aires G6/G7 G7 DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk AB7 ARGA43 Siga - Argentiina, Buenos Aires G6/G7 G7 DNA eraldatud kujul
V. Andresiuk A68 Siga - Argentiina, Buenos Aires G6/G7 - DNA eraldatud kujul
H-L Gonzales 8G MEX1 Siga Kops Mehhiko G1 G1 DNA eraldatud kujul
H-L Gonzales 11G MEX?2 Siga Maks Mehhiko G7 G7 DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 136 BRA11l Veis Kops Brasiilia, Triunfo (RS) G5 G5 DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 172 BRA10 Veis Maks Brasiilia, Cachoeira do Sul Gl G1 DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 369 Veis Kops Brasiilia, Cacapava do Sul Gl - DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 381 BRAL Veis Kops Brasiilia, teadmata Gl G1+(G5) DNA eraldatud kujul Algus G1, 15pp rekomb. G5
K. L.Haag 404 Veis Kops Brasiilia, Herval (RS) Gl - DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 408 BRA2 Veis Kops Brasiilia, Arroio Grande G1 Gl DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 418 BRA12 Veis Kops Brasiilia, Dom Pedrito (RS) | G5 G5 DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 420 Veis Kops Brasiilia, teadmata G5 - DNA eraldatud kujul
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Labori- Kood

Tartus
miiratud

genotiiii

K. L.Haag BRA3 Veis Maks Brasiilia, teadmata DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 425 Veis Kops Brasiilia, teadmata GS - DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 426 BRA13 | Veis Kops Brasiilia, teadmata G5 G5 DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 427 Veis Kops Brasiilia, teadmata G5 - DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 429 BRA4 Veis Kops Brasiilia, teadmata Gl Gl DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 431 Veis Maks Brasiilia, teadmata Gl - DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 433 Veis Maks Brasiilia, Sao Gabriel (RS) Gl - DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 434 Veis Kops Brasiilia, Sao Gabriel (RS)) G1 - DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 439 Veis Kops Brasiilia, Sao Gabriel (RS) Gl - DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 440 Veis Kops Brasiilia, Sao Gabriel (RS) Gl - DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 442 BRAS Veis - Brasiilia, teadmata Gl Gl DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 531 BRA14 | Veis Maks Brasiilia, Alegrete (RS) G5 G5 DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 542 BRA15 | Veis Kops Brasiilia, Dom Pedrito G5 G5 DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 567 BRAG6 Veis Kops Brasiilia, Alegrete (RS) Gl Gl DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 570 Veis Kops Brasiilia, Sao Gabriel (RS) G5 - DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 574 BRA7Y Veis Maks Brasiilia, Bagé (RS) Gl Gl DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 575 BRAS8 Veis Maks Brasiilia, Livramento (RS) Gl Gl DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 583 Veis Kops Brasiilia, Livramento (RS) G5 - DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 585 BRA9 Veis Kops Brasiilia, Alegrete (RS) Gl Gl DNA eraldatud kujul
K. L.Haag 590 Veis Maks Brasiilia, Rio Grande (RS) Gl - DNA eraldatud kujul
M. Irshabdullah MI1 IND6 Piihvel Kops India - G5 14.03.2014

M. Irshabdullah MI2 Piihvel Kops India - - 14.03.2014

M. Irshabdullah MI3 IND1 Piihvel Kops India - G3 14.03.2014

M. Irshabdullah M4 IND7 Piihvel Kops India - G5 14.03.2014

M. Irshabdullah MI5 Piihvel Kops India - - 14.03.2014

M. Irshabdullah MI16 IND2 Piihvel - India - G3 14.03.2014

M. Irshabdullah MI17 IND8 Piihvel - India - G5 14.03.2014

M. Irshabdullah MI8 IND3 Piihvel Kops India - G3+ (G5) 14.03.2014 Algus G3, 1pp rekomb. G5
M. Irshabdullah MI9 Piihvel - India - - 14.03.2014
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Labori- Kood Tartus .
genotiiii

M. Irshabdullah MI10 Piihvel Kops India 14.03.2014

M. Irshabdullah MI11 IND4 Piihvel - India - G3+ (G5) 14.03.2014 Algus G3, 16pp rekomb. G5
M. Irshabdullah MI12 Piihvel Kops India - - 14.03.2014

M. Irshabdullah MI13 IND9 Piihvel Kops India - G5 14.03.2014

M. Irshabdullah MI114 IND10 | Piihvel Kops India - G5 14.03.2014

M. Irshabdullah MI115 IND11 | Piihvel Kops India - G5 14.03.2014

M. Irshabdullah MI16 IND5 Piihvel Kops India - G1+(Gb) 14.03.2014 Algus G1, 18pp rekomb. G5
M. Irshabdullah MI17 IND12 | Piihvel Kops India - G5 14.03.2014

M. Irshabdullah MI18 Piihvel - India - - 14.03.2014

M. Irshabdullah MI19 Piihvel Kops India - - 14.03.2014

Abdul Jabbar 86 Inimene - Mongoolia G1-G3 - DNA eraldatud kujul
Abdul Jabbar 88 MON1 | Inimene - Mongoolia G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
Abdul Jabbar 91 MONZ2 | Inimene - Mongoolia G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
Abdul Jabbar 122 Inimene - Mongoolia G6-G10 |- DNA eraldatud kujul
Abdul Jabbar 132 Inimene - Mongoolia G6-G10 | - DNA eraldatud kujul
Abdul Jabbar 133 MONS3 | Inimene - Mongoolia G6-G10 | G6 DNA eraldatud kujul
Abdul Jabbar 108 Inimene - Mongoolia G6-G10 |- DNA eraldatud kujul
Abdul Jabbar 144 Inimene - Mongoolia G6-G10 |- DNA eraldatud kujul
Lavikainen Finl5 FIN15 Inimene - Iraak G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
H-P Maravilla oM MEX3 | Siga - Mehhiko G7 G7 DNA eraldatud kujul
H-P Maravilla M MEX4 | Siga - Mehhiko G7 G7 DNA eraldatud kujul
H-P Maravilla 2M MEX5 | Siga - Mehhiko G7 G7 DNA eraldatud kujul
H-P Maravilla 3M MEX6 | Siga - Mehhiko G7 G7 DNA eraldatud kujul
H-P Maravilla 4M Siga - Mehhiko G7 - DNA eraldatud kujul
H-P Maravilla 5M MEX7 | Siga - Mehhiko G7 G7 DNA eraldatud kujul
H-P Maravilla 6M MEX8 | Siga - Mehhiko G7 G7 DNA eraldatud kujul
H-P Maravilla ™ Siga - Mehhiko G7 - DNA eraldatud kujul
H-P Maravilla 8M Siga - Mehhiko G7 - DNA eraldatud kujul
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Labori- Kood Peremees | Organ Asukoht Genotiiiip DNA eraldamine Mirkused
kood analiiiisis vor

genotiiip
M - G7

H-P Maravilla Siga Mehhiko - DNA eraldatud kujul
H-P Maravilla 10M MEX9 Siga - Mehhiko G7 G7 DNA eraldatud kujul
H-P Maravilla 11M MEX10 | Siga - Mehhiko G7 G7 DNA eraldatud kujul
H-P Maravilla 12M MEX11 |Siga - Mehhiko G7 G7 DNA eraldatud kujul
H-P Maravilla 13M Siga - Mehhiko G7 - DNA eraldatud kujul
H-P Maravilla 14M Siga - Mehhiko G7 - DNA eraldatud kujul
H-P Maravilla 15M MEX12 | Siga - Mehhiko G7 G7 DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR11 IRA4 Lammas | Maks Iraan, Golestan G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 12 IRA5 Lammas | Kops Iraan, Golestan G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 13 IRA6 Lammas | Maks Iraan, Golestan G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 14 IRAT7 Lammas | Maks Iraan, Golestan G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 15 Lammas | Maks Iraan, Golestan G1-G3 - DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 16 IRA8 Lammas | Kops Iraan, Golestan G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 17 IRA9 Lammas | Maks Iraan, Mazandaran G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 18 IRA10 Lammas | Kops Iraan, Mazandaran G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 19 IRA11 Lammas | Maks Iraan, Mazandaran G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 20 IRA12 Lammas | Maks Iraan, Tehran G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 21 IRA13 Lammas | Maks Iraan, Tehran G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 22 Lammas | Maks Iraan, Tehran G1-G3 - DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 23 IRA14 Lammas | Maks Iraan, Tehran G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 24 IRA15 Lammas | Maks Iraan, Tehran G1-G3 G1 DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 25 IRA16 Lammas | Maks Iraan, Tehran G1-G3 G1 DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 26 IRA17 Lammas | Maks Iraan, Tehran G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 27 IRA18 Lammas | Maks Iraan, Tehran G1-G3 G1 DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 28 IRA19 Lammas | Maks Iraan, Tehran G1-G3 G3 DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 29 IRA20 Lammas | Maks Iraan, Tehran G1-G3 G1 DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 30 IRA21 Lammas | Maks Iraan, Isfahan G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 31 IRA22 Lammas | Maks Iraan, Isfahan G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 32 IRA23 Lammas | Maks Iraan, Isfahan G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 33 IRA24 Lammas | Maks Iraan, Isfahan G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 34 IRA25 Kits Maks Iraan, Isfahan G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 35 IRA26 Kits Maks Iraan, Isfahan G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul




Tartus
Labori- | Kood i irk
Kellelt kood analiliisis Peremees | Organ Asukoht Genotiiiip frne?:::t?;:l DNA eraldamine Miirkused

H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 36 IRA27 Kaamel Kops Iraan, Isfahan G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 37 IRA28 Kaamel Kops Iraan, Isfahan G1-G3 G3 DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 38 IRA29 | Kaamel Kops Iraan, Isfahan G1-G3 G3 DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 39 Kaamel Kops Iraan, Isfahan G6/G7 - DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 40 Kaamel Kops Iraan, Isfahan G6/G7 - DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 41 Kaamel KOpS Iraan, Isfahan G6/G7 - DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 42 IRA30 | Kaamel Maks Iraan, Isfahan G6/G7 G3 DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 43 IRA31 | Kaamel Kops Iraan, Isfahan G1-G3 G3 DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 44 Kaamel Kops Iraan, Isfahan G1-G3 - DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 45 Inimene Maks Iraan, Isfahan G1-G3 - DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 46 IRA32 | Inimene Maks Iraan, Isfahan G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 47 IRA33 | Inimene Munasari | Iraan, Isfahan G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 48 Inimene Maks Iraan, Isfahan G1-G3 - DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 49 IRA34 | Veis Kops Iraan, Isfahan G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 50 Veis Maks Iraan, Isfahan G1-G3 - DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 51 IRA35 | Veis Kops Iraan, Isfahan G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
H. Mirhendi, M. Sharbatkori IR 52 IRA36 Veis Kops Iraan, Isfahan G1-G3 Gl DNA eraldatud kujul
M. R. Nejad N1 IRAL Kits Maks Iraan, Lorestan Gl Gl 6.03.2014

M. R. Nejad N3 IRA2 Lammas Maks Iraan, Isfahan G1 G3 6.03.2014

M. R. Nejad N4 Veis Maks Iraan, Isfahan Gl - 6.03.2014

M. R. Nejad N5 Lammas | Maks Iraan, Mazandaran Gl - 6.03.2014

M. R. Nejad N6 IRA3 Lammas Maks Iraan, Mazandaran Gl Gl 6.03.2014

M. R. Nejad N7 Lammas Maks Iraan, Tehran Gl - 14.03.2014

M. R. Nejad N8 Kaamel Kops Iraan, Isfahan G6 - 14.03.2014

M. R. Nejad N9 Kaamel Kops Iraan, Isfahan G6 - 14.03.2014

M. R. Nejad N10 IR37 Kaamel Kops Iraan, Isfahan G6 G6 14.03.2014

F. Ponce P66 ARG29 | Veis - Argentiina - Gl 4.03.2014

F. Ponce P67 ARG30 | Veis - Argentiina - Gl 4.03.2014

F. Ponce P68 ARG31 | Veis - Argentiina - Gl 4.03.2014

F. Ponce P69 ARG32 | Veis - Argentina - Gl 4.03.2014

F. Ponce P70 Veis - Argentiina - - 4.03.2014
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P71 - -

F. Ponce ARG54 | Siga Argentiina G7 4.03.2014

F. Ponce P72 ARG55 | Siga - Argentiina - G7 4.03.2014

F. Ponce P73 ARG33 | Lammas | - Argentiina - Gl 4.03.2014

F. Ponce P74 ARG34 | Lammas | - Argentiina - Gl 4.03.2014

F. Ponce P75 ARG35 |Lammas | - Argentiina - Gl 6.03.2014

F. Ponce P76 ARG36 |Lammas | - Argentiina - Gl 6.03.2014

V. Snabel B20 | KAZ1 | Inimene | - Kazakhstan Gl Gl DNA eraldatud kujul
Soriano 95 ARG46 | Siga - Neuguen, Argentiina G7 G7 DNA eraldatud kujul
Soriano 96 ARGA47 | Siga - Neuguen, Argentiina G7 G7 DNA eraldatud kujul
Soriano 98 ARG48 | Siga - Neuguen, Argentiina G7 G7 DNA eraldatud kujul
Soriano 100 ARG49 | Siga - Neuguen, Argentiina G7 G7 DNA eraldatud kujul
Soriano 102 ARG50 | Siga - Neuguen, Argentiina G7 G7 DNA eraldatud kujul
Soriano 131 ARG51 | Kits - Neuguen, Argentiina G6 G6 DNA eraldatud kujul
Soriano 133 ARG52 | Kits - Neuguen, Argentiina G6 G6 DNA eraldatud kujul
Soriano 138 ARG53 | Kits - Neuguen, Argentiina G6 G6 DNA eraldatud kujul
Soriano 140 Kits - Neuguen, Argentiina G6 - DNA eraldatud kujul
Soriano 157 Kits - Neuquen, Argentiina G6 - DNA eraldatud kujul
Soriano 204 Veis - Neuquen, Argentiina GlngnA |- DNA eraldatud kujul
Soriano 221 Lammas | - Neuguen, Argentiina GlngnA |- DNA eraldatud kujul
Soriano 225 Lammas | - Neuguen, Argentiina GlngnA |- DNA eraldatud kujul
Soriano 227 Lammas | - Neuguen, Argentiina GlngnA |- DNA eraldatud kujul
Soriano 212 Lammas | - Neuguen, Argentiina G1lngnB - DNA eraldatud kujul
Soriano 215 Lammas | - Neuguen, Argentiina Gl1ngnB - DNA eraldatud kujul
Soriano 196 Veis - Neuguen, Argentiina GlngnD |- DNA eraldatud kujul
Soriano 197 Veis - Neuguen, Argentiina GlngnD - DNA eraldatud kujul
Soriano 201 Veis - Neuguen, Argentiina G1ngnD - DNA eraldatud kujul
Soriano 202 Veis - Neuguen, Argentiina GlngnD - DNA eraldatud kujul
Soriano 229 Lammas | - Neuguen, Argentiina GlngnD |- DNA eraldatud kujul
Soriano 208 Veis - Neuguen, Argentiina GlngnE - DNA eraldatud kujul

KOKKU: 236 proovi



LISA 2 — Haplotiiiipidesse kuulunud proovide nimed

21) MEX 8
AB1 22) MEX 9
1) BRA5
23) MEX 11
2) ARGL 24) MEX 12
3) ARG3
4) ARG6
5) ARGY ALl
6) ARG12 1) Mon3
8) ARG14 3) Argsl
9) ARG16 4) Args2
10) ARG17 5) Args3
11) ARG20
12) ARG22 AR1
13) ARG23 1) ARG28
14) ARG24 2) ARG34
15) ARG25
16) ARG26 AR2
17) ARG27 1) ARG29
18) ARG31 2) ARG30
19) ARG32
AR3
AB2 1) ARG33
1) BRA6 2) ARG36
2) ARG15
AR4
AM1 1) ARG37
1) ARG37 2) ARG38
2) ARG38 3) ARG39
3) ARG39 4) ARG40
4) ARG40 5) ARG42
5) ARG 42 6) ARG43
6) ARG 43 7) ARG44
7) ARG 44 8) ARG54
8) ARG 45 9) ARGS55
9) ARG 54 10) ARG41
10) ARG 55
11) ARG 48 AR5
12) ARG 50 1) ARG46
13) MEX10 2) ARG47
14) MEX 2 3) ARG49
15) ARG 41
16) MEX 3 BR1
17) MEX 4 1) BRA
18) MEX 6 2) BRAY
19) MEX 7 3) BRAO

20) MEX 5



BR2
1) BRAI2
2) BRAL4

BR3
1) BRAIL1L
2) BRAI2
3) BRAL3
4) BRAl14

BR4
1) BRAL
2) BRAIL5

CH1
1) CHI2
2) CHI4
3) CHI6

CH2
1) CHI1
2) CHI3

ME1
1) MEX10
2) MEX11

ME?2
1) MEX5
2) MEX12

MO1
1) MON1
2) MON2

IN1
1) IND6
2) IND7
3) INDS
4) IND9
5) IND10

6)
7)
8)
9)

IND11
IND12
IND3
IND4

10) IND5

IR1
1)
2)
3)
4)

IR2
1)
2)

IR3
1)
2)

IR4
1)
2)
3)
4)
5)

IR5
1)
2)
3)

RD1
1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

IRA4
IRAS
IRA7
IRA21

IRA9
IRA10

IRA32
IRAS33

IRAG

IRA11
IRA16
IRA35
IRA36

IRAL7
IRA26
IRA27

IRA2
IRA19
IRA29
IRA30
IRA31
IND1
IND2
IND3

67



Lihtlitsents 16putoo reprodutseerimiseks ja I6putod
uldsusele kattesaadavaks tegemiseks

Mina, Teivi Laurimée,
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