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1 Uvod

V minulosti byly organismy popisovany a identifikovany na zakladé morfologickych
znakll, coz se mnohdy ukazovalo jako problematické, zejména na Grovni druhii nebo u
organismi s jednoduchou morfologickou strukturou (Schneider, 1881; Long a Reid, 1982;
Barta a kol., 1997; Gubbels a kol., 1999). Nasledné objeveni DNA markera zpusobilo
revoluéni zmény ve védé a vyzkumu, a umoznilo analyzy nezavislé na morfologickych
znacich. Jiz prvni pouziti allozymt v 70. letech 19. stoleti odstartovalo dramaticky rozvoj
molekularni genetiky, diky kterému se vyzkum zaméfil naptiklad i na lidsky genom (Liu a
Cordes, 2004). Védci se zprvu zaméfovali na jaderné geny, jako jsou ribozomalni rRNA a ITS
oblasti (Collins a Allsopp, 1999).

Jadernd rDNA byla nejprve pouzivana pro molekuldrni analyzy za ucelem odhaleni
evolucnich vztahii a genetickych diverzit mezi taxony (Hillis a Dixon, 1991; Olsen a Woese,
1993; Tenter a Johnson, 1997; Daugbjerg a kol., 2000). Je sloZena z tandemovych repetic
tvorenych jednotkami bazi, které obsahuji transkripéni kddujici geny, jako naptiklad 18S, 5.8S
a 28S rDNA, a z nekddujicich tisekti ITS 1 a 2 (internal transcribed spacers 1 a 2). Individualni
koédujici a nekddujici oblasti rDNA maji riznou miru sekvencni variability, kterd se lisi
vhodnosti pro zjiStovani piibuzenskych vztahii na vySSich nebo nizSich taxonomickych

urovnich (Adachi a kol., 1996).

Postupem ¢asu se vSak ukazalo, Ze se ribozomalni markery pomérné pomalu vyvijeji
analyzach, jak naznacuje napiiklad studie Collins a Allsopp (1999) zabyvajici se tfemi
poddruhy parazita Theileria parva (Apicomplexa: Piroplasmorida). Amplifikaci rRNA gent
se jim nepodatilo poddruhy T. parva zcela rozlisit. Zaméfili se proto na ITS oblasti, ve kterych
prokdzali vysSi variabilitu nez u konzervativnich rRNA genli. ITS oblasti jsou sice
variabilnéj$i neZ rDNA, jejich nevyhodou je ale velka nachylnost k homoplaziim a vysoky
pocet kopii (Alvarez a Wendel, 2003). Pozdgji se tedy pozornost zaméfila na mitochondrialni
DNA (mtDNA), kterd ma oproti rDNA né¢kolik vyhod. Molekula mtDNA je diky své struktuie
stabilnéjsi, a vzhledem k vy$§imu vyskytu mutaci ma rychlej$i vyvoj a vyssi variabilitu

(Bannikova, 2004; De Salle a kol., 2017).



1.1  Ribozomalni markery

Ribozomalni RNA je hlavni strukturni komponent ribozomu a obsahuje
komplementarni sekvence k mRNA oblastem, se kterymi mtiZze interagovat. Ribozomy jsou
komplexy slozené az z 80 ribozomalnich proteint, které jsou syntetizovany v cytoplazmé, a
poté transportovany do jadra ke slozeni (Avise, 2004; Eickbush a Eickbush, 2007; Lodish a
kol., 2007; Alberts a kol., 2008; Bhagavan a Ha, 2015). Soucasti ribozomalniho RNA
genoveého clusteru u eukaryot je celkem sedm komponent: 5”external transcribed spacer, 18S
rDNA exon, internal transcribed spacer 1 (ITS 1), 5.8S rDNA exon, internal transcribed spacer
2 (ITS 2), 28S rDNA exon, a 3"external transcribed spacer. 18S rDNA lze také oznacit jako
malou ribozomdlni podjednotku (SSU), 5.8S rDNA a 28S rDNA jsou soucasti velké
ribozomalni podjednotky (LSU), a dohromady se obé podjednotky opakuji v ribozomalni
RNA v tandemovych repeticich (Obr. 1) (Wheeler a Honeycutt, 1988; Fisher a Bellows, 1999;
Eickbush a Eickbush, 2007; Alberts a kol., 2008). Z historickych dtivodi je kazdy z exont
charakterizovan sedimenta¢nim koeficientem, ktery pfedstavuje urcitou velikost. U prokaryot
najdeme sedimentacni koeficienty (v zavorkach je uveden primérny pocet nukleotidd) 5S
(120), 16S (1550) a 23S (2900), které jsou standardizovany podle bakterie Escherichia coli.
U eukaryot jsou molekuly rRNA obecné vétsi, a jejich koeficienty jsou standardizovany podle
rRNA molekul z krysich jater. Patii sem nasledujici sedimentacni koeficienty s primérnym
poctem nukleotidii uvedenym v zavorkach: 18S (2100), 5.8S (150) a 28S (5050) (Bhagavan a
Ha, 2015).
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Obr. 1: Organizace ribozomalnich RNA (rRNA) genti u eukaryotnich organismu (pievzato z
Eickbush a Eickbush, 2007).



1.1.1 18SrDNA

Malé ribozomalni podjednotka (18S) je dobfe zndmy gen, velmi Casto pouzivany
k molekularnim analyzam a rekonstrukcim fylogenetickych vztahl nejriiznéjSich organismu.
Je organizovéna do transkripcnich jednotek s ostatnimi ribozomalnimi geny a obecné u
eukaryot existuje vice kopii tohoto genu, usporadanych v tandemovych repeticich (Vrba a
kol., 2011). 18S rDNA je ¢asto pouzivana i k rekonstrukcim fylogenetickych vztahti u riznych
skupin protist, v€etné parazitl skupiny Apicomplexa (Morrison a kol., 1997; Carreno a kol.,

1998; Gleeson, 2000; Zhao a Duszynski 20014, b, ¢; Matsubayashi a kol., 2005).

Tento gen je také pouzivan pro analyzy polymorfismu délky restrikcnich fragmentt
(restriction fragment length polymorphism (RFLP) analyzy), téz oznacované jako
riboprinting, béhem kterych 1ze pomoci PCR amplifikace RNA gent — jako je napiiklad 18S
IDNA — s naslednym pouzitim restrikénich enzymil studovat taxonomii, fylogenezi a
genetickou diverzitu riznych eukaryotickych organismt, detekovat kryptické druhy,
sekvenéni polymorfismus, ¢i hodnotit genetické vzdalenosti mezi druhy (Clark, 1997).
Vyhodou riboprintingu je potfeba jen malého mnozstvi rRNA pro PCR amplifikaci, bez
nutnosti klonovani ¢i sekvenovani (Clark, 1997). U kokcidii predstavuje riboprinting efektivni
metodu, jak ziskat molekularni data 1 ze vzorkli obsahujicich pouze malé mnoZzstvi oocyst

(Hnida a Duszynski, 1999a).

Bylo opakované prokazéno, Ze jaderna 18S rDNA neni kvili své vysoké
konzervativnosti vhodna pro analyzy vnitrodruhovych vztaht, ani vztahi blizce si pfibuznych
druhti organismii (Hnida a Duszynski, 1999a; Zhao a Duszynski, 2001b, c¢; Aktas a kol., 2007;
Tian a kol., 2013). Rovnéz bylo prokézano, Ze se nehodi ani pro fylogenetické analyzy
morfologicky si podobnych oocyst kokcidii, jak bylo potvrzeno u rodu Eimeria, kde dva druhy
kokcidii nebyly rozliSeny i presto, Ze odchyty jejich hostiteld prob¢hly na mistech od sebe
vzdalenych tisice kilometrti (Hnida a Duszynski, 1999a).

Jelikoz se vSak u kokcidii jednalo o jeden z prvnich gent, ktery se zacal pouzivat pro
fylogenetické analyzy, je stale — vicemén¢ z historického hlediska ¢i z jakési setrvacnosti —
pouzivan i v soucasnosti. Nemalou roli pfitom hraje 1 skute¢nost, Ze pro kokcidie se v databazi
GenBank zatim stdle nachazi nejvétsi pocet sekvenci pravé tohoto genu
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov?). Tudiz je pomérn& snadné vytvofit alignment zahrnujici

rizné rody a druhy kokcidii z riiznych druhii hostiteld. Analyzy tohoto genu jsou pak vhodné



k hodnoceni evolu¢nich vztahit mezi jednotlivymi druhy eimerii (tj. k hodnoceni

mezidruhovych vztaht).

U kokcidii byl tento marker uspéSné pouzit napiiklad pro klasifikaci a zjiSténi
mezidruhovych vztahti u nové popsanych druht (napft. Slapeta a kol., 2001; Matsubayashi a
kol., 2005), dale pro objasnéni taxonomického zatazeni nékterych rodu (naptiklad ptibuznost
rodu Cyclospora ke kokcidiim rodu Eimeria — Relman a kol., 1996; ptibuznost sav¢ich isospor
(dnes rod Cystoisospora) kokcidiim ¢eledi Sarcocystidae — Carreno a kol., 1998; Franzen a

kol., 2000), ¢i k prokazani monofylie kmene Apicomplexa (Barta a kol., 1991).

Fylogenetické analyzy zalozené pouze na tomto genu vSak odréazeji fylogenezi pouze
tohoto genu, nikoliv nutné fylogenezi daného organismu. Proto jiz Tenter a kol. (2002)
navrhovali kombinovat 18S rDNA analyzy s analyzami dal$ich markerd, naptiklad

mitochondrialnich nebo plastidovych.

1.1.2 5.8SrDNA

Ribozomy eukaryot a prokaryot jsou si podobné, avsak u eukaryot najdeme navic
nékolik dalsich proteinti, vétsi molekuly rRNA, a také, jak se zda, evoluéni novinku 5.8S
rDNA (Walker a Pace, 1983). Je to nekddujici RNA komponent velké podjednotky
eukaryotickych ribozomd, ktery je diilezity pfi proteinové translaci, a také pfi ribozomalni
translokaci (Elela a Nazar, 1997). Nachazi se ve vSech eukaryotickych cytoplazmatickych
ribozomech a studie naznacuji, Ze je vysoce konzervativni; napiiklad nukleotidové sekvence
5.88 si jsou velmi podobné u mysi, krys, zelv, a dokonce 1 u ¢loveka. Ptiblizné€ 75 % sekvenci
je také homolognich s kvasinkami (Rubin, 1973; Nazar a kol., 1975, 1976; Nazar a Roy, 1978;
Nazar, 1980). 5.8S lze vyuzit ve fylogenetickych analyzach, kde miize poskytnout uZzite¢né
informace o ptibuznosti mezi riznymi fady uvniti kmene, jako tomu bylo naptiklad ve studii
Chilton a kol. (1996), ktefi porovnavali vztahy fadu Strongylida stady Rhabditida a

Tylenchida v ramci kmene Nematoda (hlistice).

1.1.3 28SrDNA

28S rDNA je nejvétsi rDNA-kodujici oblast. Sklada se z nékolika informacnich
jednotek, které patii do dvou oblasti. Prvni se oznacuje jako ,,core®, je nezbytna pro funkce
ribozomu a je relativné konzervativni, druhd obsahuje dvanidct D domén, které jsou

divergentni a vysoce variabilni (Hassouna a kol., 1984; Lenaers a kol., 1989; Raué a kol.,
1990).



28S rDNA je Casto pouzivana k analyzam fylogenetickych vztahli mezi vzdalenymi
druhy, vzhledem K jeji relativné pomalé evolu¢ni rychlosti. Soucasné bylo zjisténo, ze se u ni
vyskytuje ¢etné mnozstvi deleci a inzerci bazi (tzv. indely), ¢imz je komplikovanéjsi vytvorit

alignment z téchto sekvenci (Okamoto a kol., 2009).

Ki (2009) porovnaval vysledky 18S rDNA a 28S rDNA analyz u tas Noctiluca
scintinallis (Dinophyceae; Noctilucales). Z této studie vyplynulo, ze 28S rDNA poskytla vEtsi
rozliSeni, a také byla vice variabilni. Dalsi studie (Okamoto a kol., 2009) uvadi, ze 28S rDNA
je ucinngjsi naptiklad ve vnitrodruhovych analyzach vybranych druhii roupt z rodu Syphacia
(Nematoda: Oxyurida) nez cytochrom c oxidaza podjednotky 1. Obé¢ studie se ale shoduji
V tom, Ze by se mél k fylogenetickym analyzam 28S rDNA pridat jest¢ dal$i marker, aby byly

analyzy robustnéjsi.

1.1.4 Internal transcribed spacers1a2 (ITS1alTS 2)

ITS 1 je prvni a ITS 2 je druhd nekddujici oblast ribosomalniho genového clusteru,
slozeného ze tii gend (18S rDNA, 5.8S rDNA a 28S rDNA), které jsou transkribovany do
RNA, ale nejsou translatovany do proteinu. Cesky byvaji nazyvany jako ,,mezerniky*. Usek
tii gent je transkribovan jako samostatny transkript oddéleny dvéma regiony ITS 1 a ITS 2,
které jsou nasledné vysttizeny (spliced out) a dale neslouzi zadnému ucelu. Z tohoto diivodu
na n¢ pusobi velmi slaby selekéni tlak a mohou u nich velmi rychle nastat substitu¢ni mutace,
coz muze byt velmi uzitecné pro fylogenetické analyzy zabyvajici se piibuznosti blizkych

druhii (Cruickshank, 2002).

Mezi vyhody ITS regionti patii intergenomicka variabilita, diky které mohou byt
vyuzity pro fylogenetické analyzy na urovni ¢eledi, rodu, i druht (Baldwin, 1992; Baldwin a
kol., 1995); dale jsou oproti ostatnim jadernym markerim snadnéji izolovany diky

tandemovym repeticim (Alvarez a Wendel, 2003).

Nevyhodou ITS regionl je jejich vysokad nachylnost k homoplaziim. Dale vysoky
pocet tandemovych repetic, a tim padem 1 kopii genti. U nékterych kopii se mohou vyskytnout
degenerace, a celd kopie genu se tak pfeméni v tzv. pseudogen. Takto premeénéné kopie jsou
bud’ odstranény z genomu, nebo tam zUstavaji, nelze je amplifikovat, a mohou se samovolné
vyvijet nezavisle na funkcnich protéjScich. Pseudogeny tak mohou negativné ovliviiovat

vysledky fylogenetickych analyz (Alvarez a Wendel, 2003).



ITS 1 sekvence jiz v minulosti prokazaly, ze mohou poskytnout uZzitecné informace
Vv analyzach na trovni rodu (nebo i druhu) u Sirokého spektra organismii (Baldwin, 1993;
Bowles a kol., 1995; Messner a kol., 1995; Okamoto a kol., 1997; Hnida a Duszynski, 1999b).
Hnida a Duszynski (1999b) vyuzili ITS 1 pro fylogenetické analyzy nékolika druhii kokcidii
z rodu Eimeria, jejichz oocysty byly morfologicky téméf nerozliSitelné. Z jejich vysledki je
patrné, ze ITS 1 lze pouzit pro taxonomické a fylogenetické analyzy morfologicky si
podobnych druhii. Stejné tak jsou ITS 1 sekvence vhodné, pokud neni dostatek oocyst pro
nekteré molekularni metody, jako je napiiklad RAPD-PCR.

Navajas a kol. (1999) porovnali sekvence ITS 1 a ITS 2 u n¢kolika druhti roztocu
z ¢eledi Phytoseiidae (Acari: Mesostigmata), a dosli k zavéru, ze ITS 1 sekvence jsou vice
variabilni, ale také se hiife alignuji. ITS 1 oblasti byly také jediné, které vykazovaly zndmky

polymorfismu, ackoliv jen v malé mife.

ITS 2 oblasti byly ztejmé prvné pouzity v molekuldrni fylogenetice Navajasem a kol.
(1992) u roztocu z ¢eledi Tetranichidae (Acari: Prostigmata). Jednalo se o amplifikaci ITS 2
pomoci primerd amplifikujicich tseky 5.8S a 28S rDNA. Vysledky studie ukazaly, ze ITS 2
oblasti jsou vhodné pro zkoumani fylogenetickych vztahli na tirovni rodt. Pozd¢ji Navajas a
kol. (1998) pouzili ITS 2 sekvence v kombinaci s cytochrom ¢ oxidazou podjednotky 1
K analyzam vnitrodruhové variability u rozto¢u druhu Tetranychus urticae a zjistili, ze
sekvence ITS 2 byly zna¢éné homogenni oproti polymorfismu u cytochrom c¢ oxidazy
podjednotky 1. Naopak heterogenita ITS 2 sekvenci byla prokazana u klistat (Rich a kol.,
1997). Navajas a kol. (2000) poté rozsitili dataset o dalsi taxony, a odhalili tak velmi nizkou
variabilitu ITS 2 oblasti, coz potvrzuji i jiné studie (Zahler a kol., 1998; Essig a kol., 1999).

Cruickshank (2002) jako nevyhody ITS 2 uvadi nemoznost amplifikace ITS 2 oblasti
u nékterych druht univerzalnimi ITS 2 primery (Fenton a kol., 1997; Yli-Mattiala a kol.,
2000). ITS 2 oblasti by se podle n¢j mély pouzivat pouze u velmi ptibuznych druhii, vzhledem
k jejich charakteru (viz. odstavec nad).

1.2 Mitochondriilni markery

Pro ucely molekularné-fylogenetickych analyz patfi mezi nejcastéji pouzivané
mitochondrialni markery cytochrom c oxidaza (CcO) (Cruickshank, 2002; Lodish a kol., 2007,
Alberts a kol., 2008; Patwardhan a kol., 2014). CcO je terminalni respiracni enzym, ktery
katalyzuje redukci molekulédrniho kysliku na vodu, a zarovenn umozituje pumpovani protonil

ptes vnitini mitochondridlni membranu (Wikstrom, 1977). Rozd¢€luje se do tii evolucnich linii:
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typ A (mitochondrialni oxidazy), typ B (bas oxidazy) a typ C (cbbs oxidazy) (Pereira a kol.,
2001), pricemz tfi nejveétsi membranové podjednotky (COX 1-3) jsou zatazeny do evolucni
linie typu A. Podjednotky 1 a 2 zajist'uji vSechny nezbytné komponenty, potfebné ke katalyze
redukce kysliku a pohonu protonové pumpy. Podjednotka 3 neobsahuje zadna redoxni centra,

pouze specifické lipidy, a zajistuje tak celkovou stabilitu enzymu (Hosler, 2004).

1.2.1 Cytochrom c oxidaza podjednotka 1 (COX 1)

Jiz Besansky a kol. (2003) naznacili, ze by COX 1 mohla byt vhodnym markerem pro
fylogenetické analyzy zabyvajicimi se evolu¢nimi vztahy u blizce ptibuznych paraziti, jako
naptiklad u zéastupct skupiny Apicomplexa, a morfologicky si podobnych kokcidii. Lane
(2009) prokazal jeji informativnost ve fylogenetickych analyzach na tirovni druhu, a také
zjistil, ze mize byt vhodnym doplnénim k analyzam jadernych gent. Mitochondrialni COX 1
gen ziskal v posledni dob¢ vice pozornosti diky rozvijejicimu se DNA barcodingu, jenz se stal
nastrojem pro rychlou a piesnou identifikaci riznych taxond, a pomoci COX 1 byl pouzit i k
uréeni nékolika nezatazenych druhti (Dawney a kol., 2007; Arif a Khan, 2009; Teletchea,
2010). Vznikl tak ,,Barcode of Life Data System*, do kterého bylo vlozeno vice nez jeden
milion sekvenci COX 1, a ktery je vyuzivan Kk identifikaci systému zvifat, véetné paraziti

(Ogedengbe a kol., 2011).

COX 1 ma podobné vyuziti jako ITS 2, ale vyviji se rychleji. Navzdory vysoké
frekvenci substituénich mutaci se ale doporucuje pouZzivat tento marker jen na niZSich
taxonomickych Urovnich, jelikoz se zdd, Ze na n& blizka pifibuznost druhii nema vliv
(Cruickshank, 2002). Napiiklad u organismu, jako jsou né€ktefi zastupci fadu Diptera, ktefi
maji nizkou vnitrodruhovou 1 mezidruhovou genetickou variabilitu, se nepodafilo pomoci

COX 1 rozlisit ptiblizné 70 % ze 449 zastupct (Meier a kol., 2006).

1.2.2 Cytochrom c oxidaza podjednotka 3 (COX 3)

Gen COX 3 koduje podjednotku 3 cytochromu ¢ oxiddzy v mitochondrialnim genomu.
COX 3 polypeptid byl pavodné identifikovan zizolatu Polytomella sp. (Chlorophyceae:
Chlorophyta), a N-terminalni sekvence byly determinovany podle Edmanovy degradace
(Pérez-Martinez a kol., 2000). Piedpokladalo se, ze by se COX 3 mohla podilet na tvorbé
COX 1 (Barrientos a kol., 2004), na regulaci kysliku (Brunori a kol., 1987), nebo v modulaci
prenosu elektronti a funkci protonové pumpy (Lincoln a kol., 2003). Nyni je znamo, ze COX 3
stabilizuje aktivni centra v podjednotkach 1 a 2, a funguje jako inicialni akceptor protonti

(Haltia a kol., 1991; Hosler, 2004; Varanasi a Hosler, 2012). Podjednotka 3 cytochromu ¢



oxidazy je siln¢ hydrofobni (Alnajjar a kol., 2015), neobsahuje prostetické skupiny (Soto a
kol., 2012), a je tvotena strukturnimi doménami s fosfolipidovymi vazebnymi misty. Mutace
uvnitf téchto domén zptisobuji tibytek vazebnych fosfolipidi, coz souvisi s poklesem aktivity

ptenosu elektront v podjednotce 3 (Alnajjar a kol., 2015).

COX 3 se pouziva k fylogenetickym analyzam proto, Ze ma zna¢né evolucni tempo,
které¢ vede k vétsi variabilité sekvenci, a tim je oproti COX 1 vice divergentni (Hikosaka a
kol., 2010). Tento fakt také potvrzuje studie Tian a kol. (2013), ve které byly provedeny
fylogenetické analyzy pomoci COX 3 krozliseni n€kolika druhl protist rodu Babesia
(Apicomplexa: Piroplasmorida). V porovnani s 18S rDNA a cytochromem b vysledky
naznacuji, ze COX 3 je vhodny marker pro vnitrodruhové analyzy, diky své vysoké

divergenci.
1.3 Cytochrom b

Cytochrom b je mitochondridlni protein eukaryotickych bunék. Je soucasti
elektronového transportniho fetézce a je hlavni podjednotkou transmembranového
cytochromu bcl (Esposti a kol., 1993; Lodish a kol., 2007; Alberts a kol., 2008; Patwardhan
pouzivanym mitochondridlnim markerem k determinaci fylogenetickych vztahli zejména mezi
mnohobunéénymi organismy (Irwin a kol., 1991; Meyer, 1994; Johns a Avise, 1998;
Castresana, 2001). Analyzy na zdkladé sekvenci cytochromu b mohou také pomoci pii

klasifikaci rodi u nové objevenych druhti (Giao a kol., 1998).

Variabilita sekvenci cytochromu b z néj ¢ini velmi uzitecny marker pro analyzy vztahii
mezi druhy v ramci stejného rodu nebo Celedi (Irwin a kol., 1991; Castresana, 2001). Proto
jeho pouziti ve fylogenetickych analyzach zptsobilo zmény v klasifikacnich systémech, které
lépe vystihuji evoluéni pfibuznost mezi jednotlivymi druhy (Arnason a kol., 1995, Lara a kol.,
1996; LeDuc a kol., 1999). Zarovenn ma cytochrom b i n€kolik nevyhod, mezi které patii
napftiklad rozdilné evolucni tempo vyvoje jednotlivych linii, saturace na tfeti pozici kodonu a
omezené mnoZzstvi zmén na prvni a druhé pozici kodonu, coz vede k nedostatku fylogenetické

informace pro rozliSeni fylogenetickych vztahil na hlubSich Grovnich (Mayer, 1994; Farias a
kol., 2001).



1.4  Plastidové markery

Plastidy jsou semiautonomni organely, které se nachazeji v builkdch rostlin a fas.
Vyskytuji se ale 1 U nékolika taxoni motskych mékkyst, nebo také u kmene Apicomplexa ve
form¢ tzv. apikoplastu. Jednotlivé typy plastidd maji dilezité funkce, mezi které patii
napiiklad tvorba aminokyselin a lipidi, zasoba skrobu a olejil, dale udavaji zbarveni rostlin, a
jsou dulezité pti fotosyntéze (Bogorad a Vasil, 1991; Lewin, 1993; Bock, 2007; Wise a
Hoober, 2007).

Apikoplast je organela typicka pro parazity z kmene Apicomplexa. Obsahuje vlastni
genom a piedpoklada se, ze vznikl sekundarni endosymbidzou z chloroplastu. Prvni pokusy o
popsani apikoplastu, jakoZto nove objevené organely, ktera se liSila od mitochondrie, probéhly
jiz v 60. letech 20. stoleti (Gleeson, 2000; Ralph a kol., 2004). Prvné¢ byl apikoplast
morfologicky identifikovan u organismu Eimeria perforans (Apicomplexa: Conoidasida:

Coccidia) a pojmenovan jako ,,spherical bodies” (Kheysin, 1972).

Apikoplast je svymi jedine¢nymi vlastnostmi popularnim cilem vyzkumd, zejména
kvuli vlastnimu genomu, ¢aste¢nému metabolismu, proteinovému importnimu mechanismu,
ale také kvili svému nejasnému evolu¢nimu ptivodu a moznému cili pro antiparazitické 1éky
(McFadden a Roos, 1999; Roos a kol., 1999; Wilson, 2002; Foth a McFadden, 2003; Singh a
kol., 2003; Williams a Keeling, 2003; Ralph a kol., 2004).

1.4.1 Open reading frame 470 (ORF 470)

Open reading frame (ORF) 470 je plastidovy gen, ktery se podle vSeho podili na
syntéze proteinl. Zaroven je soucasti odpovédi na oxidativni stres, a také se ucastni
hospodateni se Zelezem (Wilson a kol., 1996; Law a kol., 2000; Ellis a kol., 2001; Wilson a
kol., 2003). Je to pomérné nedavno objeveny genom a rizné studie predpokladaji, Ze je Siroce
rozsiteny nebo dokonce univerzalni u kmene Apicomplexa (Kilejian, 1975; Gleeson a
Johnson, 1999; Gleeson, 2000). Poprvé byl pouzit ve fylogenetickych analyzach spolu
s jadernou 18S rDNA na zacatku 21. stoleti a vysledky prookazaly, Ze jej lze pouzit jako

vhodny marker k odvozovani vztahi mezi druhy rodu Eimeria (Hnida a Duszynski, 1999a).

Zhao a Duszynski (2001c) jako prvni pouzili sekvence ORF 470 u kokcidii, a to ke
zjisténi evolucni pribuznosti riznych druhti rodu Eimeria parazitujicich u hlodavcu, pticemz
prumérna délka jimi ziskanych sekvenci ¢inila ~ 700 bp. Zaroven ve své studii porovnavali

vhodnost pouziti plastidového ORF 470 s jadernou 18S rDNA a dosli k zavéru, Ze sekvence



ORF 470 jsou vhodné k analyzdm mezidruhovych fylogenetickych vztahii u kokcidii rodu
Eimeria. V porovnani s 18S rDNA obsahuje ORF 470 diky castéj$im nukleotidovym
substitucim vice fylogenetické informace, zaroven je vSak i dostateCné konzervativni
pro vytvoieni alignmentu zahrnujiciho velkou Skalu taxonl. Autofi také naptiklad na zakladé
fylogenetickych analyz ORF 470 prokazali, ze rizné druhy kokcidii rodu Eimeria ziskané z
10 severoamerickych hlodavci ze tii celedi klastrovaly do dvou jasné oddélenych linii, které
se vzajemné liSily pfitomnosti ¢i absenci residua oocysty (OR) (vice k této problematice viz

kapitola 1.5.1 Fylogeneze).

1.4.2 23S rDNA

23S rDNA je plastidovy gen, ktery je lokalizovan ve stroma apikoplastu. Nedavné
studie naznacuji, ze si 23S rDNA ponechala ¢ast prokaryotickych funkci a podili se na
translaci proteint pii jejich prichodu membranami. Zaroven se podle vSeho také ucastni post-
transla¢niho transportu proteinii do membran (Bogorad a Vasil, 1991; Diinschede a kol., 2015;

Ahmed a kol., 2016; Maréchal, 2018).

Studie Zhao a kol. (2001a, b) dokazuji, Ze 23S rDNA lze pouzit pro fylogenetické
analyzy. Ve své studii (2001b) porovnavali pfibuznost netopyii kokcidie druhu Eimeria
antrozoi s n¢kolika jinymi druhy rodu Eimeria, parazitujicimi u netopyra a hlodavct. Zaroven
bylo také cilem porovnat vysledky 23S rDNA s ribozomalnim markerem 18S rDNA. Autofi
dosli k zavéru, ze sekvence 23S rDNA jsou vhodné méfitko ke stanoveni piibuznosti
vybranych druhi z rodu Eimeria. U ribozomalni 18S rDNA se projevila jeji konzervativni
povaha, ¢imZ se rovnéz potvrdilo tvrzeni, Ze neni vhodné pro fylogenetické analyzy blizce

piibuznych druhi. 23S rDNA se v této studii ukazala jako vhodné&j$i marker.
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1.5 Kokcidie jako modelovy organismus

Kokcidie jsou jednobunééni obligatné intracelularni paraziti z kmene Apicomplexa.
Jsou schopny infikovat Siroké spektrum hostiteli véetné€ savcei, jestért, obojzivelnika a ptak.
V ramci tiidy Aves se dokonce vyskytuji témef u vSech znamych tada ptakt (Kheysin, 1972;
Levine, 1988; Duszynski a kol., 2000). Charakteristickym znakem této skupiny paraziti je
apikalni komplex, ktery je tvofen rhoptriemi, mikronemy, polarnim prstencem z mikrotubuld,
a konoidem, ktery lezi uvnitt polarniho prstence. Apikalni komplex je dilezity pfi interakci
parazita s hostitelem, jelikoZ umoznuje invazi parazita do bufiky hostitele. Zaroven také slouzi
K uchyceni parazita na povrchu hostitelské bunky (Levine, 1988). Dalsim typickym znakem
této skupiny je apikoplast, ktery vznikl pravdépodobné sekundarni endosymbiozou zelené,
nebo Cervené fasy prokaryotnim organismem, ktery se podobal cyanobakteriim. Sklada se ze
¢tyf membran a obsahuje sféricka tcliska, ktera tésné spolupracuji s mitochondrii. Apikoplast
napomaha metabolickym procesim, DNA replikaci, transkripci i translaci, a zarovenl také
koduje ptiblizné 50 proteint. Pro tyto vlastnosti je cilem vyvoje 1éCiv, ktera maji za kol
vyfadit tuto organelu z provozu, a tim zamezit naslednému S$ifeni parazitarni infekce (Lim a
McFadden, 2010). Kokcidie ptedstavuji znaéné ruznorodou skupinu parazitickych protist.
Nékteré druhy jsou monoxenni, to znamena, ze se vyvijeji jen pies jednoho hostitele, a mohou
tak byt vysoce hostitelsky specifické. Naproti tomu heteroxenni druhy maji ve svém
vyvojovém cyklu nékolik riznych hostitelii (Tenter a kol., 2002). Proniknuti kokcidie do
bunék hostitele a jejich nasledné namnozeni miize vyvolat infekéni onemocnéni, které se
obecné nazyva kokcidioza. Kokcidie tak mohou mit negativni ekonomicky dopad, zejména v
chovech hospodaiskych zvifat (Williams, 1999; Chapman, 2014). V posledni dob¢ se zvySuje
z4jem o kokcidie volné Zijicich zvifat, a to z diivodu studia jejich vlivu na populace, ekologii

a evoluci jejich hostiteldl (Knight a kol., 2018).

15.1 Fylogeneze

Tvrzeni, Ze je kmen Apicomplexa monofyleticky, nasvéd€ovalo jiZ v minulosti nékolik
studii (naptiklad Johnson a kol., 1987, 1990). Avsak az Barta a kol. (1991) tuto skutecnost
potvrdili pomoci molekularnich metod. Dalsi studie zaroven ukazuji, Ze skupiny tvotici kmen
Apicomplexa jiz monofyletické nejsou; jedna se o skupiny Aconoidasida a Conoidasida, ale 1
0 skupinu Coccidia (Conoidasida), do které patii kokcidie rodu Eimeria (Adl a kol., 2012).
Vétsina molekularné-fylogenetickych studii v rdmci kmene Apicomplexa je zamétena
zejména na lékarsky Ci veterindrné vyznamné taxony (Barta a kol., 1997; Kvicerova a kol.,
2008; Pakandl, 2009; Wellehan, 2016; Clark a kol., 2017; Knight a kol., 2018).
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Pro monoxenni kokcidie rodu Eimeria je typické, ze se déli na nekolik hostitelsky
specifickych linii, které parazituji napiiklad u hlodavcu, kralikd, skotu nebo driibeze (Barta a
kol., 1997; Matsubayashi a kol., 2005; Kvic¢erova a kol., 2008; Knight a kol., 2018).
Piibuzenskymi vztahy hlodav¢ich kokcidii rodu Eimeria se dosud zabyvalo nékolik studii. Jiz
prace Reduker a kol. (1987), ktera studovala vztahy mezi vybranymi druhy eimerii u hlodavcii
¢eledi Muridae na zdklad€ morfologickych znaki oocyst a isozymovych dat naznacila, Ze tvori
dv¢ linie, ve studii pojmenované jako typ A a typ B. Ve vysledku se piibuznost obou typa
zakladala spise na morfologické podobnosti vysporulovanych oocyst nez na podobnosti v
hostitelskych spektrech. Zhao a Duszynski (2001c) pouzili ve fylogenetickych analyzach
plastidovy gen ORF 470 a jaderny gen 18S rRNA ke zjisténi fylogenetické ptibuznosti 10
druhil hlodav¢ich eimerii, a dosli k podobnému zavéru jako predchozi studie. V dalsi studii
zvolili Zhao a Duszynski (2001a) opét jadernou 18S rDNA a nové také plastidovy gen 23S
rRNA. Vysledky tentokrat rozdéleni hlodav¢ich eimerii na dvé linie nepotvrdily, vzhledem
k v&tSimu poctu analyzovanych eimerii a vétsi variabilité v morfologii analyzovanych oocyst.
Pro eimerie typu A byla charakteristickd mala variabilita ve velikosti a tvaru vysporulovanych
oocyst, jejichz soucasti bylo také reziduum oocysty a ptitomnost jedné nebo dvou polarnich
granul. Naopak vysporulované oocysty eimerii typu B byly vice variabilni ve velikosti a tvaru.
Zaroven jim také chybélo reziduum oocysty, které se ukazalo byt hlavnim znakem pro
rozdéleni hlodav¢ich eimerii na tyto dvé linie. Srovnatelné vysledky ziskali také Kvicerova a
kol. (2008) u eimerii parazitujicich u kralikd na zakladé jaderné 18S rDNA. Podobné jako u
vyse zminénych studii, fylogenetické analyzy rozd¢€lily eimerie kralik na dvé linie, pficemz
u jedné se opét vyskytovalo reziduum oocysty, u druh¢ nikoli. Hypotéza existence dvou linii
hlodav¢ich eimerii byla ptekondna aZ zatazenim dalSich druhti eimerii z riznych rodl a ¢eledi
hlodavcii do analyz, kdy doslo k vytvofeni jesté tieti linie (Kvicerova a kol., 2011), nebo

dokonce né€kolika samostatnych linii (Kvicerova a Hypsa, 2013; Mécova a kol., 2018).

Na predchozi vyzkumy navazuje recentni rozsahla studie Macova a kol. (2018), ktera
se zabyvala vlivy hostitelské specifity a fylogenetickymi vztahy kokcidii rodu Eimeria
parazitujicich u hlodavct z ¢eledi Muridae (rod Apodemus) a Arvicolidae (rody Microtus a
Myodes). Pro téely tohoto vyzkumu probihaly odchyty hlodavct v riznych oblastech Evropy
po nékolik let. Fylogenetické analyzy byly provedeny na zéklad¢ jaderné 18S rDNA, a
mitochondrialniho genu COX 1. Eimerie ziskané z hlodavc¢ich ¢eledi Muridae a Arvicolidae
klastrovaly v nékolika dobfe podpotfenych skupinach, coz dalo vzniku tfem hlavnim jasné

oddélenym monofyletickym liniim, které byly pojmenovany na zakladé morfologicke
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podobnosti s dosud popsanymi druhy eimerii z mySic rodu Apodemus — E. apionodes, E.
jerfinica a E. uptoni (Obr. 2). Linie E. apionodes byla dale rozd¢lena na podlinie E. apionodes
I-IV a na parafyletické morfotypy E. alorani a E. kaunensis. Jednotlivé linie se od sebe lisily
stupném hostitelské specifity. Vyssi hostitelska specifita byla zaznamenana u podlinie E.
apionodes I, ktera zahrnovala pouze hlodavce z ¢eledi Arvicolidae. Podlinie E. apionodes 111
a morfotyp E. kaunensis mély hostitelskou specifitu nizsi, a byly tvofeny vzorky z celedi
Muridae i Arvicolidae; u E. apionodes IV ale pievladaly vzorky z rodu Apodemus. Linie E.
jerfinica a E. uptoni zformovaly samostatné monofyletické skupiny, fylogeneticky vzdalené
od linie E. apionodes, které byly striktn¢ hostitelsky specifické k rodu Apodemus. Hostitelskou
specifitu k rodu Apodemus prokazaly také podlinie E. apionodes Il a morfotyp E. alorani,
pticemz morfotyp E. alorani byl hostitelsky specificky vyhradné pro mysSici temnopasou,

Apodemus agrarius (Macova a kol., 2018).
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Obr. 2: Fylogeneticky strom ziskany analyzou BI na zaklad¢ sekvenci COX 1 kokcidii rodu
Eimeria, ktera byla zaméfena na eimerie mySovitych a hrabosSovitych hlodavct (pfevzato
Z Macova a kol., 2018).
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1.5.2 Taxonomie

Kmen Apicomplexa ptedstavuje rtiznorodou skupinu protozoi, pro které je typicka
ptitomnost apikalniho komplexu ve vyvojovém stadiu zoitd (Levine, 1970; Cox, 1994; Tenter
a Johnson, 1997; Tenter a kol., 2002). S nardstajicimi znalostmi v oblasti morfologie,
zivotnich cykla a hostitelské specifity organismi se postupné zacal ke klasifikaci protozoi
pouzivat $irsi rozsah fenotypovych znakt (Cox, 1991; Tenter a kol., 2002). Proto bylo béhem
druhé poloviny 20. stoleti navrzeno n¢kolik klasifikac¢nich systému protozoi, véetné kokcidii.
Rozvoj metod molekularni biologie vedl zacatkem 21. stoleti k velké taxonomické revizi
protozoi, ktera byla zaloZena na kombinaci fenotypovych a molekularnich znakt. V Cervenci
roku 2001 se konala debata o klasifikaci protozoi zaméfena zejména na kokcidie rodu Eimeria,

které piedstavuji jednu z nejpocetnéjsich skupin parazitickych protozoi (Tenter a kol., 2002).

Klasifikace druht kokcidii je ¢asto povazovana za nepiesnou, protoze mnohdy jsou
k dispozici jen vzorky trusu hostitelt, které obsahuji exogenni vyvojova stadia ve formé
oocyst. Endogenni stadia, ktera se vyvijeji v nejriznéjSich tkanich hostitele, vétSinou nebyvaji
k dispozici, protoze hostitele 1ze jen tézko vyhledat nebo podrobit pitvé, v nekterych ptipadech
mize byt také ohrozeny nebo zdkonem chranény (Williams a kol., 2010; Chapman a kol.,
2013). Vzhledem k taxonomickym komplikacim a k existenci velkého mnozstvi zdroji a dat
byla zaloZena internetova stranka ,, The Coccidia of the World*“ (biology.unm.edu?), ktera ma
za cil zaznamenavat a fesit problematiku a platnost dosud popsanych druhti kokcidii. Stranku
spravuji prof. Donald Duszynski a Lee Couch z Nového Mexika v USA. Momentalné nejvetsi

¢ast této databaze pfedstavuje skupina Eimeriorina.

Ve své praci jsem se zabyval pifedevsim monoxennim rodem Eimeria, ktery je jednou
z taxonomicky nejkontroverzngjSich skupin protozoi. Do soucasnosti probéhlo nékolik
taxonomickych revizi mezinarodni komisi (Commitee on Systematics and Evolution of the
Society of Protozoologists) (Cox, 1991, 1994; Tenter a kol., 2002). Ja jsem vychazel z recentné
uznavané klasifikace dle Adl a kol. (2012), ktera uvadi zafazeni kokcidii rodu Eimeria

nasledovné:
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Eukaryota (Whittaker a Margulis, 1978)
Super-skupina: Sar (Adl a kol., 2012)
Skupina: Alveolata (Cavalier-Smith, 1991)
Skupina: Apicomplexa (Levine, 1980)
Skupina: Conoidasida (Levine, 1988)
Skupina: Coccidia (Leuckart, 1879)

Skupina: Eimeriorina (Léger, 1911)

1.5.3 Morfologie oocyst a determinace kokceidii rodu Eimeria

Jednotlivé rody kokcidii se mezi sebou 1is§i poctem sporocyst v oocysté¢ a poctem
sporozoiti ve sporocysté. Kokcidie rodu Eimeria maji 4 sporocysty, pficemz v kazdé se
nachdzeji 2 sporozoiti. VétSina druhti eimerii byla popsana pouze na zakladé¢ morfologie
vysporulovanych oocyst. Nékteré druhy nemaji vSechny morfologické znaky, uvedené
na Obr. 3, a tak pfitomnost nebo absence téchto znakti napomahaji rozpoznani ¢i uréeni
konkrétniho druhu. Pro determinaci je dilezita délka, Sitka, a pomér délky a Sitky (tzv. shape-
index, SI) u oocyst a sporocyst kokcidii. Oocysty se mezi sebou lisi tvarem, charakterem stény
a strukturami uvnitf oocysty. Casto se pro popis tvaru oocysty nepiesné pouziva termin
,»ovalna“, pticemz pokud je jeden pol kulatéjsi nez druhy, je tento tvar oznacovan jako
»vejcovity®. Jestlize je oocysta na obou podlech stejnd, oznacuje se jako ,,elipsoidni. Vnégjsi
sténa oocysty je nejcastéji jedno-, nebo dvouvrstva, vyjimecné tiivrstva. Mize byt hladkéd nebo
drsna. Nékteré druhy maji ve vnéjsi sténé pigment, ktery udava zbarveni oocysty. Casto jde
0 hnédou a zlutou barvu, kterd mtize byt u riznych druhi intenzivnéjsi, nebo naopak svétlejsi.
Na jednom polu oocysty se mliZze nachazet ztenceni, tzv. micropyle, které mize byt kryto
¢epickou. Pfi procesu excystace (viz kapitola 1.5.4) tudy z oocysty unikaji sporozoity. Uvnitt
oocysty se mohou nachazet rezidualni téliska, jejichz velikost a charakter (napt. kompaktni,
difuzni, vakuolarni) se mezi druhy li§i. Jednd se o nahromadéné lipidy, které nebyly
spotfebovany béhem procesu sporogonie. Sporocysty se také vyznacuji n¢kolika kli¢ovymi
determina¢nimi znaky. Obvykle se 1isi tvarem, pfi¢emz i jejich sténa miZe mit riiznou
tloust’ku. DalS§im urovacim znakem je Stiedovo télisko, konkrétné€ jeho pfitomnost ¢i absence,
tvar a rozméry; toto télisko je umisténo na jednom z poéli sporocysty a umoznuje vypusténi

sporozoitli béhem procesu excystace. Ve sporocysté se mize nachdzet reziduum sporocysty,
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které je bud’ kompaktni, nebo je sloZzeno z n¢kolika roztrouSenych granuli. Konec¢nym stadiem
sporogonie jsou sporozoity. Tyto Gtvary jsou nejcastéji protahlé, a na jednom pélu se rozsituji.
Tvarem vsak mohou byt znacné rtiznorodé — popsany jsou napiiklad valcovity, hruskovity,
bananovity ¢i dokonce i Spendlikovity tvar. Soucasti sporozoitu je velké a malé refraktilni
télisko, ktera jsou bilkovinného ptivodu. Velké refraktilni télisko se nachéazi v rozsifrené ¢asti
sporozoitu, malé refraktilni télisko na druhém pdlu v zizené Casti sporozoitu; mezi nimi je
obvykle ulozeno jadro sporozoitu (Levine a Ivens, 1965; Kheysin, 1972; Duszynski a Wilber,
1997).

MICROPYLE CAP
MICROPYLE

POLAR GRANULE

STIEDA BODY

SMALL REFRACTILE GLOBULE
IN SPOROZOITE

LARGE REFRACTILE GLOBULE
IN SPOROZOITE

SPOROCYST

00CYST RESIDUUM
SPOROCYST RESIDUUM
SPOROZOITE NUCLEUS
SPOROZOITE

INNER LAYER OF OOCYST WALL

SPORULATED OUTER LAYER OF OOCYST WALL

EIMERIA OOCYST

Obr. 3: Morfologické determinacni znaky u vysporulované oocysty eimerie (pfevzato z
Levine a Ivens, 1965).

1.5.4 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus kokcidii lze rozdélit podle poétu hostitelit na monoxenni, u kterého
figuruje pouze jeden hostitel a na heteroxenni, jejichz Zivotni cyklus zahrnuje nékolik
hostiteld. Dale lze Zivotni cyklus rozdélit na nepohlavni a pohlavni &ast. Zivotni cyklus
skupiny Eimeriorina je monoxenni, a je rozdélen do Ctyf fazi: sporogonie, excystace,
merogonie, a gametogonie (Levine a lvens, 1965; Kheysin, 1972; Duszynski a Upton, 2001;
Allen a Fetterer, 2002).

Oocysty kokcidii ¢eledi Eimeriidae jsou vyluc¢ovany do vnéjSiho prostiedi ve vykalech
hostitele, pficemz v tomto stddiu obsahuji pouze jednu buniku oznacovanou jako sporont.
Za ptitomnosti kysliku, a pfi vhodné vlhkosti a teploté, se sporont diferencuje a vytvari
sporocystu, kterd obsahuje infek¢ni sporozoity. Tento proces se oznacuje jako sporulace; trva

hodiny az nckolik dntl, a jeho délka trvani je dilezitd pro druhovou determinaci kokcidii.
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Pozienim vysporulovanych oocyst vhodnym hostitelem dojde k jejich rozpadu, coz vede
K uvolnéni sporozoitt, které napadaji epitelialni buiniky gastrointestinalniho traktu, nejcastéji
tenkého stfeva, a méni se v prvni generaci schizontl. Schizonty rostou, dé€li se, a ptiblizn€ po
36 hodinach zformuji prvni generaci merogonie Citajici 20 az 36 merozoita (Levine a lvens,

1965; Kheysin, 1972; Allen a Fetterer, 2002).

Merozoity nasledné opoustéji epitelidlni buiiky a vstupuji do dalSich buné¢k, kde
zformuji druhou generaci schizontti, které rostou a produkuji 10-14 merozoitii druhé generace
ptiblizn€ do dvou dnil po infekci. Tento proces se miize jesté nékolikrat opakovat (pocet cykli
merogonie se zdd byt pro rizné druhy fixni, a tudiz charakteristicky), kdy generacni
merozoity, které nasledné vstupuji do pohlavni fadze zivotniho cyklu, jsou produkovany jako
posledni, ptiblizné po tfech az ¢tyfech dnech po infekci. Merozoity posledni generace vstupuji
do novych epitelialnich bunék, kde tvoti sam¢i mikrogametocyty, nebo sami¢i makrogamety

(Levine a lvens, 1965; Kheysin, 1972; Duszynski a Upton, 2001).

Béhem gametogonie produkuji mikrogametocyty vicendsobnym délenim velké
mnozstvi bicikatych mikrogamet. Makrogamety rostou a obsahuji plastické granule (tzv. wall-
forming bodies), které se béhem zrani ptesouvaji k obvodu bunky. Po oplozeni makrogamety
mikrogametou tyto granule splynou, a vytvoii sténu oocysty. Oocysta poté opousti
hostitelskou buniku, vstupuje do lumenu stfeva, a spolu s vykaly se pak dostava do vné&jSiho
prostfedi. Timto je Zivotni cyklus uzavien. Prepatentni perioda (interval od pozieni
vysporulované oocysty hostitelem do opusténi nové oocysty z t€hoz hostitele do vnéjSiho
prostiedi) trva nékolik dni, a je rovnéz pro jednotlivé druhy kokcidii specificka. Interval, po
ktery jsou oocysty vyluCovany v trusu hostitele do vnéjsiho prostredi, se nazyva patentni
perioda, a je rovnéZ charakteristicky pro jednotlivé druhy kokcidii. Nékteré sporozoity
nevstupuji do hostitelskych bunék ihned, a mohou ptreckavat v lumenu stieva po nékolik dnti

(Kheysin, 1972; Knight a kol., 2018).

Pokud neni hostitel znovu infikovan, je kokcididza limitovana. Po prichodu sexudlni
fazi zivotniho cyklu a vytvoteni oocyst, které opusti hostitele, je infekce u konce. Reinfekce
je mozna, zavisi vSak na imunit€ hostitele vytvofené béhem primarni infekce. Déle zavisi na
podminkach vnéjsiho prostiedi, ve kterém se oocysta nachédzi. V nékterych piipadech, jako
jsou hromadné chovy zvitat, dochazi k reinfekcim hostitele ¢asto, a to zejména z divodu
kontaminace podestylky, néstrojii a ploch oocystami (Duszynski a Upton, 2001; Allen a
Fetterer, 2002; Knight a kol., 2018).
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1.5.5 Hostitelska specifita

Za hostitelskou specifitu se povazuje schopnost parazita infikovat urcitou Skalu
hostitelli a dokoncit v nich sviij vyvoj, a predstavuje jednu ze zakladnich charakteristik
parazitickych taxond. V parazitologii byla tato vlastnost tradicné¢ povazovéna za vysoce
konzervativni, coz vedlo k rozvoji studii zabyvajicich se koevoluci a kospeciaci mezi
hostitelem a parazitem. Vlivy, na nichz zavisi stupen hostitelské specifity, nejsou ptili§ znamé.
Nekteré studie naznacuji, Ze mezi hlavni faktory patii vitalita, fekundita a genetika parazita a
habitat, ve kterém se zrovna vyskytuje. Dale hraje vyznamnou roli ekologie a imunitni systém
hostitele (Adamson a Caira, 1994; Duszynski a Upton, 2001; Chapman a kol., 2013; Kvicerova
a Hypsa, 2013).

Monoxenni kokcidie byvaji Casto znacné hostitelsky specifické. Znamena to, ze
k dokonéeni svého vyvoje musi infikovat konkrétni druh/y hostiteld (Tenter a kol., 2002).
Striktni hostitelska specifita, kdy se kokcidie vyviji pouze v jednom jediném druhu, je celkem
neobvykla, nicméné ji najdeme napiiklad u rodu Choleoeimeria, ktery striktné infikuje
konkrétni druhy jestéra (Jirkti a kol., 2009; Szczepaniak a kol., 2016). Pro rod Eimeria je
typicka vyssi hostitelska specifita. Napiiklad Eimeria agrarii je striktné hostitelsky specificka
a parazituje u mySice temnopasé, naopak nizsi specifitu najdeme u Eimeria uptoni, ktera je

schopna infikovat minimalné ¢tyti druhy mysic (Higgs a Nowell, 1991; Hirkova a kol., 2005).

1.5.6 Hlodavci jako hostitelé kokcidii

Hlodavci (Rodentia) jsou fazeni do skupiny placentalnich savcl. Jsou druhové
hlodavci témét polovinu fadu savet (Hutchins a kol., 2003; Merritt, 2010). Vétsina hlodavea
je drobné az stiedni velikosti, s podobnou anatomickou stavbou téla. Jejich hmotnost se
obvykle pohybuje pouze kolem nékolika desitek grami, vyjimkou je naptiklad kapybara,
dosahujici hmostnosti az 70 kg. Pro hlodavce jsou charakteristické dva pary fezakl (hlodak),
oddélené od zbytku zubli mezerou (diastémou). Spole¢nym znakem této skupiny je také kratka
doba biezosti, pficemz samice miva obvykle nékolik vrhi do roka. Fylogeneze hlodavci je
povazovana za velmi slozitou, vzhledem k jejich rychlému evolu¢nimu tempu, coz komplikuje
I samotnou taxonomii (Hutchins a kol., 2003; Merritt, 2010). Ta se neustale méni, protoze i

recentné jsou stale objevovany a popisovany nové druhy ¢i dokonce rody (naptiklad Rowe a
kol., 2016).
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Jiz Levine a Ivens (1965) zaznamenali ve své review existenci 204 druhti kokcidii rodu
Eimeria ajen 10 druhi rodu Isospor, parazitujicich u hlodavci. O 25 let pozd¢ji Levine a Ivens
(1990) zaznamenali jiz 374 eimerii a 39 isospor parazitujicich u hlodavct. Duszynski a Upton
(2001) ve své reSerzni praci uvadéji, ze kokcidie rodu Eimeria jsou u hlodavca zastoupeny

415 druhy, a kokcidie rodu Isospora 40 druhy.

Kokcidie rodu Eimeria jsou ¢astymi parazity mySovitych hlodavct rodu Apodemus.
Doposud riizné morfologické a molekularni studie naznacovaly komplexnost vztahti mezi
eimeriemi a jejich hlodav¢imi hostiteli, pficemz nékteré druhy eimerii jsou schopny infikovat
az nékolik druht hlodavct z rodu Apodemus (viz kapitola 1.5.5). Nedavné studie zaroven
odhalily, ze nékteré eimerie byly schopny hostitelského preskoku praveé u téchto hlodavci.
Jako priklad lze uvést nezavisly hostitelsky pteskok kokcidii E. alorani a E. apionodes Il
z Apodemus flavicollis a A. sylvaticus na A. agrarius (Kvicerova a Hypsa, 2013; Macova a
kol., 2018).

U mysic rodu Apodemus bylo dosud popsano vice nez 30 druhti kokcidii rodu Eimeria
(Higgs a Nowell, 1991). N¢které z nich maji nizsi hostitelskou specifitu, a tak mohou
parazitovat na SirSim spektru hostitelti (viz. kapitola 1.5.5). Mezi takové fadime napiiklad E.
apionodes, E. apodemi a E. arkutinae. VSechny tfi mohou parazitovat u tfech druhti mysic
rodu Apodemus — A. agrarius, A. flavicollis a A. sylvaticus. Vyssi hostitelskou specifitu
vykazuji naptiklad E. sylvatica parazitujici u A. sylvaticus, nebo E. agrarii parazitujici

vyhradné u A. agrarius (Levine, 1990; Harkova a kol., 2005).

1.6 MySice temnopasa jako modelovy organismus

Rod Apodemus (Rodentia: Muridae: Murinae) tvofi 14 druhti rozdélenych do dvou
podrodi — Apodemus a Sylvaemus (Wilson a Reeder, 2005). Tato klasifikace je zaloZena
zejména na stavbeé zubt, kostry, mékkych tkani, a na télesnych rozmérech. MySice temnopésa
(Apodemus agrarius) je spolu s A. flavicollis, A. sylvaticus a A. microps/uralensis jednim ze

&tyt druhtt mysic rodu Apodemus, které se vyskytuji na uzemi Ceské republiky.

Mysice temnopdasa je drobny hlodavec z ¢eledi mySovitych. Vazi 15-50 g a jeho télo
dortsta délky az 13 cm. Celkova barva srsti se pohybuje v odstinech Sedi a hnédi, casto se
Zlutymi az rezavymi misty. Spodek téla je svétly nebo naSedivély, s bilou srsti na koncetinach.

Unikétnim pozndvacim znakem je ¢erny pruh vprostfed hibetu, 2-3 mm Siroky, ktery se tdhne
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od hlavy az k ocasu. Na ocasu, ktery je dlouhy az 14 cm, ma 120-140 krouzki zrohovatélé
kaze. Pro mysice je typické, Ze je klize ocasu kiehka, snadno praské a stahuje se, a slouzi tak
jako obranny mechanismus pii napadeni predatorem. MySice temnopasa je vSezZrava, Zivi se
plody, semeny, kofeny, a zelenymi ¢astmi rostlin. Vyjimkou nejsou ani larvy hmyzu nebo
drobni zZivocichové, jako pavouci a zizaly. Rozmnozuje se od zac¢atku dubna do konce zafi.
Samice obvykle miva v této dob¢ dva az tfi vrhy po tfech az deviti mlad’atech. Bfezost trva
obvykle 21-22 dni a jednotlivé porody maji mezi sebou pfiblizné¢ 50 denni pauzu. Sedmy den
po narozeni jsou mlad’ata jiz osrsténd, a za dal$i Ctyfi dny oteviraji oCi. Jejich pohlavni
dospélost nastava mezi 7. a 8. tydnem zivota. V priméru se doziva 2-4 let (Nowak, 1999;
Dungel a Gaisler, 2002; Andéra a Horacek, 2005; Velenska, 2007).

Mysice temnopasa obvykle travi sviij Zivot v aredlu o rozloze kolem 180 m?, pfi¢emz
hustota osidleni je pfiblizné¢ 54 mysic na hektar. Na rozdil od jinych druhti mysic se vyznacuje
denni aktivitou. Vyborné $plha, dobfe skace a plave. Typické jsou pro ni vlh¢i stanovisteé podél
fek s bujnou vegetaci, lesni okraje a kfovinami porostlé strané¢. Na podzim a v zimé¢ ma
tendenci se stahovat do blizkosti lidskych sidel, ale pfevazné hloubi hluboké nory, kde poté
preckava. Systém nor je slozen z cirkuldrnich tunell, uspofadanych obvykle kolem stromu,
S jednim hlavnim hnizdem a vedlej§imi vstupnimi tunely. Zaroven si v siti tuneli buduje

zasobarny jidla (Nowak, 1999; Velenska, 2007).

Vyskytuje se ve dvou izolovanych oblastech. Prvni oblast tvoii Korea, Cina, Taiwan,
a rusky Dalny vychod. Druhou oblasti jsou stfedni Asie, Kavkaz az sttedni Evropa, konkrétné
po Severonémeckou nizinu a severni Italii (Obr. 4 a 5). K jejimu intenzivnéjSimu pronikani
do evropského vnitrozemi brani zalesnéna horstva karpatského systému (Andéra a Horacek,
2002). Na Slovensku je vyskyt mySice temnopasé rozdélen na dveé vétve, které ob¢ zacinaji na
vychodnim Slovensku. Prvni vétev, severni, vede podtatranskymi kotlinami a pokracuje déle
na severni Moravu. Druha vétev, jihovychodni, kopiruje jizni obvod Karpat (Ambros a kol.,
2010). V Ceské republice se mySice temnopasa vyskytuje v odlesnénych oblastech, které
navazuji na severni vétev jejiho rozsifeni. Najdeme ji naptiklad na Sluknovsku, Frydlantsku,
Dé¢insku, Chebsku, Ceskolipsku, a také na hiebenech Krusnych hor. V nékterych oblastech
Ceska se vyskytuje jen ostriivkové a jeji populace tam v nepravidelnych intervalech zanika a
znovu se obnovuje (jde o tzv. pulzovani hranic aredlu). Na Moravé a ve Slezsku se mySice
temnopasa vyskytuje hojnéji. V neddvné dobé doslo k posunu jeji hranice bliZze na stfedni

Moravu (Olomoucko, Brno, Krométizsko a Prostéjovsko), nékteré nové studie uvadeji jeji

vyskyt jesté dale na Hodoninsku a Znojemsku (Andéra a Horacek, 2005; Velenska, 2007).
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Celkové nejvice nalezli mysSice temnopasé pochazi z poloh do 300 m. n. m. Nékteré dalsi
nalezy zejména na horach (Krusné hory, Hruby Jesenik) datuji jeji vyskyt do 800 m. n. m.
V Krkonos$ich se vyjimecné objevuje i v nadmoiské vysce 1000-1400 m. n. m. (Obr. 6)
(Andéra a Horacek, 2005).

Obr. 4: Vyskyt mySice temnopdsé ve svété (prevzato z www.iucnredlist.org®).

Obr. 5: Vyskyt mysice temnopéasé v Evropé (prevzato z www.iucnredlist.org®).
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Obr. 6: Mapa vyskytu mysice temnopasé v Ceské republice (pfevzato z Andéra a Benes,
2002). Prazdné kolecko znazornuje oblasti vyskytu do roku 1950; plné kolecko znazoriuje
oblasti vyskytu, které byly potvrzeny po roce 1950; trojuhelnik znazoriiuje data od Farského

(1965).
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2  Cile prace

Cilem této prace bylo rekonstruovat na zédklad¢ sekvenci genu pro cytochrom c oxidazu
Il (COX 3) fylogenetické vztahy kokcidii rodu Eimeria parazitujicich u mySice temnopasé
(Apodemus agrarius: Muridae, Murinae) z riznych oblasti Evropy, a zhodnotit vyuzitelnost
tohoto genu jako vhodného markeru pro analyzy a interpretaci mezidruhovych a

vhitrodruhovych fylogenetickych vztaht u kokcidii rodu Eimeria.

Zvoleny hostitelsky druh, mySice temnopasa, pochazi narozdil od ostatnich druht
mysic zijicich na evropském tizemi z vychodni Asie. Postupné se rozsitila i do Evropy. Je
zajimavym modelovym organismem pro studium kokcidii u volné Zijicich zvifat, jelikoz tym
nasi laboratofe recentné prokazal, ze u kokcidii doslo k hostitelskym pteskoktim na tento druh

mysSice z mySic pochazejicich z Evropy (Apodemus flavicollis a Apodemus sylvaticus).

Recentné existuje tlak, aby fylogenetické vztahy byly interpretovany na zaklad¢ analyz
dvou ¢i vice genll. V soucasné dobé je pro analyzy fylogenetickych vztahii kokeidii pouzivan
zejména gen pro 18S rRNA a gen pro cytochrom c oxidazu I (COX 1). Prvni zminény je
vysoce konzervativni a nelze jej pouzit pro rekonstrukce vnitrodruhovych vztahti ¢i vztaht
blizce ptibuznych druhti. COX 1 gen jiz je pro takové analyzy vhodny. Rozpacité vysledky
podavaji plastidové geny pro ORF 470 a 23S rRNA. Proto by bylo vhodné najit jesté dalsi
gen, ktery podpoti vysledky ziskdvané analyzami COX 1 genu. V této bakalaiské praci byl

vibec poprvé u kokcidii pouzit a testovan gen pro COX 3.

Pro splnéni cilti své prace jsem pouzil zejména metody molekularni biologie, a analyzy

dat pomoci pocitacovych programui.
K dosaZeni cilti prace jsem provedl nasledujici dil¢i kroky:
e Piiprava vzorki pro PCR
e Amplifikace COX 3 genu kokcidii metodou PCR

e Zpracovani PCR produkti elektroforézou a jejich vyhodnoceni na UV

transiluminatoru
e Enzymatické ¢isténi PCR produkt

e (Odeslani precisténych PCR produktl na sekvenaci Sangerovou metodou
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e Zpracovani sekvenci pomoci pocitacovych programii

e Tvorba fylogenetickych stromi a rekonstrukce fylogenetickych vztahti mezi

eimeriemi z mySice temnopasé

e Porovnani fylogenetickych vztahii ziskanych na zakladé analyz COX 3 genu
s informaci obsazenou v analyzach COX 1 genu pro tentyz dataset, a pro tytéz

morfotypy eimerii

Prace je dil¢i soucasti SirSiho projektu laboratofe prof. HypsSi, a byla finan¢né

podpoiena grantovym projektem GA CR &. 17-198318S.
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3 Metodika

3.1 Pivod studovanych vzorki, jejich odbér a vySetieni

Vzorky, které jsem zpracovaval, byly ziskdny Skolitelkou a jejimi studenty pii
odchytech hlodavct v riznych oblastech Evropy (Tab. 2; Obr. 13, 14 v ptiloze). Odchyty byly
provadény do klasickych pérovych sklapovacich pasti vnadénych knotem napusténym sadlem
S hovézim bujonem, piipadné pomazanym jatrovou pastikou. Odchycenym jedincim byl
odebran tracnik s trusem, a konzervovan ve 4% vodném roztoku dichromanu draselné¢ho
(K2Cr207). Vzorky trusu byly nasledné vysetfeny standardni flotaéni metodou s pouzitim
Sheatherova cukerného roztoku o hustoté 1,30 (Zajac a Conboy, 2006; Modry a kol., 2015).
Vzorky pozitivni na oocysty kokcidii byly podrobeny morfologické analyze a byla z nich
komerénim kitem FastDNA® SPIN for Soil Kit (MP Biomedicals, LLC, Santa Ana, California,
USA\) izolovana genomova DNA. J4 jsem pracoval az s takto vyizolovanou DNA. V dalsich

kapitolach se tedy podrobné&ji vénuji metodam, které jsem pouzival piimo ja.
3.2 Molekularni analyzy

3.2.1 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Polymerazovou fetézovou reakci jsem pouzil k amplifikaci genu pro cytochrom c
oxidazu IIT (COX 3). Primery mi byly poskytnuty skolitelkou, a jejich sekvence byly ziskany
od Johna R. Barty (University of Guelph, Ontario, Kanada) na zaklad¢ osekvenovanych
mitochondrialnich genomu nékterych kokcidii.

Nejprve byla napipetovana reakéni smés o celkovém objemu 25 pl. Jednotlivé slozky

byly zastoupeny v nasledujicim mnozstvi:
e 2,5 ul pufru (10x PCR buffer, 1,5 mM MgClz; Qiagen®, Hilden, Némecko)
e 2,0 ul vyizolované DNA
e 1,0 ul nukleotidi (ANTPs; 10mM roztok — 2,5 mM kazdé baze)
e 0,5 pl primeru forward 799R (25 pmol/ul; Generi Biotech s.r.0., Hradec Kralové, CR)
e 0,5 ul primeru reverse 172F (25 pmol/ul; Generi Biotech s.r.o., Hradec Kralové, CR)
e 0,2 pl HotStarTag® Plus DNA polymerazy (5 U/ul; Qiagen®, Hilden, Némecko)

e 183 pul PCR H,0
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Tab. 1: Sekvence primert pouzitych pro PCR amplifikaci mitochondrialniho genu COX 3.

Gen Primer
Forward (172F) Reverse (799R)
5"-AGAAAACCTAAAATCATCATGT-3" | 5'-AAGTGAGTTCGCATGTTTAC-3’
COX3 e .
(22 bazi) (20 bazi)

Polymerazova tetézova reakce probihala za standardnich podminek v termocykleru
Mastercycler® Nexus znac¢ky Eppendorf. Nejprve byla zahdjena inicidlni denaturace DNA pii
teploté 95 °C po dobu 5 minut, pfi niz byla aktivovana HotStarTaq® Plus DNA polymeraza.
Poté nasledoval cyklus tii krokt, ktery se opakoval celkem 30x. Prvnim krokem cyklu byla
denaturace DNA pfi teploté 94 °C po dobu 45 sekund. Poté nasledoval druhy krok cyklu,
annealing, tedy navazéani primerti na DNA podle principu komplementarity, a to pfi teploté
48 °C po dobu 45 sekund. Nejvhodnéjsi teplotu annealingu jsem zjistil provedenim
gradientové PCR pii rozmezi teplot 46-51 °C. Tretim krokem cyklu byla elongace, tedy
nasednuti Taq polymerazy a syntéza novych vlaken DNA. Tento krok probé¢hl pfi teploté
72 °C po dobu jedné minuty. Poslednim krokem programu byla findlni elongace, ktera

probihala pii 72 °C po dobu 10 minut.

3.2.2 FElektroforéza

Vysledky polymerazové fetézové reakce byly néasledné zpracovany elektroforetickou
metodou. Jednotlivé vzorky byly smichany s kapkou barviva SYBR Green (piiblizné 1 ul na
1 vzorek) a poté preneseny na 1% agardzovy gel. Do samostatné jamky byly napipetovany 4
ul velikostniho standardu GeneRuler 1kB DNA Ladder (0,1 pg/ul; Thermo Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA).

Elektroforéza probihala v elektroforetickych vanach MiniRun GE-100 nebo Advance
Mupid®-One pii 100 az 135 V po dobu pfiblizné 25 minut. Vizualizace vysledkii poté prob&hla
na UV transiluminatoru a programu Alliance Uvitec Cambridge. Pozitivni PCR produkty byly

nasledné enzymaticky precistény.

3.2.3 Enzymatické ¢isténi produkti

K jednotlivym PCR produktiim bylo napipetovano 0,2 ul enzymu Exonuclease | (Exo
I, 20 U/ul; Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) a 0,2 pl enzymu
Thermosensitive Alkaline Phosphatase (FastAp, 1 U/ul; Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA). Produkty smichané s enzymem byly opét vlozeny do termocykleru

S prednastavenym programem pro ¢iSténi. Tento program zahrnoval dva kroky a trval 30
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minut. Prvni krok probihal pfi teploté 37 °C po dobu 15 minut, druhy krok probihal pfi teploté
80 °C, také po dobu 15 minut. Takto piecisténé PCR produkty byly nasledné odeslany

spole¢nosti FedEx® na Sanger sekvenaci do firmy Macrogen, Inc. (Amsterdam, Holandsko).

3.2.4 Uprava a zpracovani sekvenci

Ziskané sekvence byly zkontrolovany v programu Sequence Scanner Software 2
(Thermo Fisher Scientific, Inc.; verze 2.0). U vzorkl, ze kterych nebyly ziskany cisté
sekvence, byla znovu zopakovana PCR, a pokud ani po tfetim pokusu nebyla sekvenace
uspesna, vzorek byl vyrazen. Identita uspésné ziskanych sekvenci byla dale ovétena v databazi
GenBank pomoci algoritmu BLAST (blast.ncbi.nlm.nih.gov*). Sekvence byly poté ulozeny do
pottebného formatu v programu EditSeq (DNASTAR, Inc.; verze 5.05), a forward a reverse
Casti nasledné slozeny pomoci programu SeqMan (DNASTAR, Inc.; verze 5.05) v celek, tzv.
consensus. Cteci ramce vyslednych celkovych sekvenci byly zkontrolovany v programu

EditSeq, a pokud bylo zapotiebi (tj. pokud byly posunuty), byly manudlné upraveny.
3.3 Fylogenetické analyzy

3.3.1 Alignment

V databazi GenBank (www.nchi.nlm.nih.gov') byly vyhledédny sekvence genii pro
COX 3 dalsich kokcidii rodu Cyclospora, Caryospora, Eimeria a Isospora (Tab. 3 v ptiloze).
Nasledné byl z nich a z vlastnich ziskanych sekvenci (Tab. 2) vytvofen dataset v textovém
formatu FASTA. Z n& byl pomoci algoritmu ClustalW (Thompson a kol., 1994) sestrojen
alignment v programu BioEdit (Hall, 1999; verze 7.0.5). Alignment byl poté manualné
upraven a ofezan. Stejnym zplisobem byl vytvorfen alignment sekvenci genu COX 1, ktery

poté v analyzach slouzil k porovnani s vysledky analyz COX 3 genu.

3.3.2 Rekonstrukce fylogenetickych vztahii

Alignment byl ulozen ve formatech FASTA, PHYLIP a NEXUS. Pro Maximum
likelihood (ML) analyzu byl pouzit format PHYLIP a spocitan nejvhodnéjsi evolu¢ni model
pomoci programu SMS: Smart Model Selection (www.atgc-montpellier.fr/sms®) jako GTR +
I' + 1. Poté probéhl vypocet fylogenetického stromu programem PHYML (Guindon a Gascuel,
2003; verze 2.4.3). Bootstrapové hodnoty byly pocitany pro 1000 replikaci. Stejné byl

zpracovan také alignment pro sekvence genu COX 1.
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Pro Bayesovskou analyzu byl pouzit format NEXUS a program MrBayes
(SourceForge, 2003; verze 3.2.2). Evolu¢ni model byl nastaven na GTR + I' + I. Mcmc byl
nastaven pro 10 milionid generaci s frekvenci sbéru kazdych 500 generaci, a burn-in na 25 %.

Stejnym zplisobem byla zpracovana analyza genu COX 1.

V ramci zhodnoceni informativnosti COX 3 genu a jeho vyuzitelnosti pro
fylogenetické analyzy jsem rovnéz sestrojil a analyzoval i konkatenat COX 1 a COX 3 genti.
Alignment konkatenovaného datasetu byl vytvoien v programu SeaView (Galtier a kol., 1996;
Gouy a kol., 2010; verze 4.6.3). Stanoveni nejvhodnéjsiho evolu¢niho modelu a nasledné

fylogenetické analyzy prob¢hly stejnym zptisobem jako u vyse popsanych analyz COX 1.

Vysledné fylogenetické stromy ze vSech analyz byly vizualizovany v programu
TreeView (Page, 2001; verze 1.6.6) a poté graficky upraveny pomoci programu Adobe
Illustrator CC (Adobe, Inc.; verze 23.0.2).
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4 Vysledky
4.1 Sekvenace

Celkovy pocet vzorkit DNA kokcidii z mySice temnopasé, ktery jsem m¢l k dispozici,
byl 123, ptficemz pouze u 74 vzorkl se mi podaiilo ziskat ¢isté sekvence COX 3 0 celkové
délce 753 bp pro fylogenetické analyzy. Vzorky analyzované Vv této praci jsou uvedeny
v Tabulce 2, spolu se zemi a lokalitou odchytu, a na zikladé morfologie zjiSt€énym
druhem/morfotypem kokcidie. Lokality odchytl jsou orientaéné zaznamenany na obrazcich
13 a 14 v kapitole Ptilohy.

Tab. 2: Seznam vzorkt pouzitych pro fylogenetické analyzy genu COX 3 (referencni vzorky

pouzité pro analyzy genu COX 1, které se nevyskytuji v COX 3 analyzach, jsou oznaceny
V zavorce).

Zemé Lokalita Kod vzorku Druﬁél‘\(/‘l:ci)g;‘gtyp
Kiecov (okr. Louny) CSua_54STR Eimeria sp.
Kiivoklat (okr. Rakovnik) AF_1Kri (COX 1) E. apionodes IV
Litvinov (okr. Most) AF_SB11 E. kaunensis
Solany (okr. Litoméfice) AF_1Sol (COX 1) E. apionodes Il
Solany (okr. Litomé&fice) AF_2Sol (COX 1) E. jerfinica
E(’)f:mégﬁ‘éw vary) AF_1Vyk (COX 1) E. apionodes IV
CR E(’)f:mégﬁ‘éw vary) AF_2Viyk (COX 1) E. apionodes I
Varnsdorf (okr. D&Cin) AA 3VARN Isospora sp.
BartoSovice (okr. Novy Ji¢in) | AA_NJ23 E. jerfinica
AA 1STAR E. alorani
Stafi¢ (okr. Frydek-Mistek) AA 2STAR E. apionodes Il
AA_5STAR E. apionodes Il
Pusté Jakartice (okr. Opava) AA_NJ77 E. alorani
AA 21364 E. alorani
AA 21369 E. alorani
AA 21648 c. apionodes
Rozhanovce AA 21650 E. alorani
Slovensko AA_21655 E: ifff:ﬁ:‘c'a
aa 2es1 C sporodes
AA_21668 E. alorani
) ) AA_21805 E. jerfinica
Kosice — Botanicka zahrada -
AA 21831 E. uptoni
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AA 21847 E. alorani
E. alorani,
AA_21848 E. apionodes Il
Kosice — Ani¢ka AA 21882 E. alorani
AA 21914 E. jerfinica
Kosice — Botanicka zahrada AA 22072 E. alorani
AA_22087 E. alorani
AA_22088 E. alorani
AA_22094 E. jerfinica
Nizné Kapustniky AA_22101 E. uptoni
AA_22104 E. jerfinica
AA 22105 E. jerfinica
Hrhov AA 23473 E. alorani
Sebastovce AA 23503 E. jerfinica
Komarno AA 23SK16 E. jerfinica
AA B2AGR2 E. alorani
Mohyla Kosmatka i
Y AA_B2AGR4 E. alorani,
Bulharsko - E. jerfinica
. AA_B3AAl E. alorani
Studena (Bjala) X
AA B3AGR3 E. alorani
AA CHI1E7AGRY E. alorani
AA CH1V3AAl4 E. apionodes Il
AA_CH1V7AGR13 E. jerfinica
Lupoglav ;
AA CHAALG E. alorani
AA_CH1V14AGR11 E. apionodes II
Chorvatsko -
AA CH1V15AGR10 E. alorani
Jamarica AA_CH3E12AGR37 E. jerfinica
AA CH4E7AGR57 E. jerfinica
Sunja AA_CH4E9AGR59 E. jerfinica
AA CH4E11AGR58 E. uptoni
AA KAZ27 E. apionodes Il
AA KAZ28 E. alorani
Poperechnoe P
Kazachstan AA_KAZ35 E. jerfinica
AA KAZ45 E. alorani
Sekisovka AA_KAZ66 E. jerfinica
. o AA 1Li2 E. alorani
Litva Zeimal - -
AA_9Li2 E. apionodes Il
Livani/RoZupe AA_ 1103 E. alorani
Lotyssko Ri AA_221.02 E. uptoni
iga
J AA_29L 02K E. jerfinica
Madarsko Kovacsicstanya u Nyirbogat AA 3HU3 E. jerfinica

31




AA_H3A2 E. alorani
Debrecen AA_4HU3 E. alorani
Bugyi AA_HUB14AAGR2 E. jerfinica
Kecskeméti Utca AA_HUD14AA28 E. jerfinica
Gant AA 40PL E. jerfinica
AA 63PL E. alorani
AA_64PL E. alorani
Gierzwald AA 65PL E. jerfinica
Polsko AA _100PL E. alorani
AA _105PL Isospora sp.
AA 113PL E. jerfinica
Slupno AA 115PL E. jerfinica
AA 117PL E. jerfinica
Rumunsko Hitias, Timis AA_24RUM16 E. jerfinica
Bela Crkva — Banat AA_17SRB E. alorani
Srbsko Sremska Mitrovica, Vojvodina | AA_68SRB E. jerfinica
Kikinda, Vojvodina AA _ 79SRB E. alorani

Pismena na zacatku kodu vzorku oznacuji hostitele: AA, Apodemus agrarius; AF, A.

flavicollis; CSua, Crocidura suaveolens.

4.2 Fylogenetické analyzy

4.2.1 Maximum likelihood analyza sekvenci genu COX 3

Pro fylogenetickou analyzu maximum likelihood (ML) jsem pouzil 74 sekvenci genu
COX 3 kokcidii, které jsem ziskal z mySice temnopasé, spolu se sekvenci eimerie z bélozubky
Sedé a A. flavicollis (Tabulka 2), a s 25 sekvencemi kokcidii riznych rodi (Caryospora,
Cyclospora, Isospora, Eimeria,) ziskanych z databaze GenBank, pfi¢emz vétSina z nich
parazituje pfevazné u kralikd, driibeZze a dobytka. Z datasetu obsahujiciho 101 sekvenci a
ofezan¢ho na celkovou délku 753 bp byl spoéitan fylogeneticky strom pomoci programu
PHYML s parametry uvedenymi v kapitole 3.3.2. Za outgroup byla zvolena sekvence
Caryospora bigenetica. Fylogeneticka analyza rozdélila ziskané sekvence kokcidii z mySice
temnopasé na celkem Ctyfi jasné oddélené linie, odpovidajici ¢tyfem morfotypim, diive
popsanym v publikaci Macova a kol. (2018) — E. alorani, E. apionodes IlI, E. jerfinica a E.
uptoni. Vsechny 4 linie byly dobie podpofeny vysokymi bootstrapovymi hodnotami, a s
vyjimkou E. alorani, do které se zaclenila E. falciformis popsana z mysi domaci, byly
monofyletické (Obr. 7).
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Obr. 7: Fylogeneticky strom ziskany analyzou ML na zaklad¢ sekvenci COX 3 a parametrti
uvedenych v kapitole 3.3.2. Ciselna hodnota u uzlti odpovida hodnoté bootstrapu; hodnoty
nizsi nez 50 % nejsou uvedeny. Strom je zakofenén taxonem Caryospora bigenetica.

AA, Apodemus agrarius; kod za zkratkou AA odpovida kodum vzorku, které jsou uvedeny a
charakterizovany v Tab. 2.



4.2.2 Bayesovska analyza sekvenci genu COX 3

Pro Bayesovskou fylogenetickou analyzu (BI) sekvenci genu COX 3 jsem opét pouzil
74 sekvenci kokcidii ziskanych z mySice temnopésé, spolu se sekvenci eimerie z bélozubky
sedé a A. flavicollis, a s 25 sekvencemi kokcidii riznych roda (Caryospora, Cyclospora,
Eimeria, Isospora) ziskanych z databaze GenBank. Z datasetu obsahujiciho 101 sekvenci a
ofezaného na celkovou délku 753 bp byl spocitan fylogeneticky strom pomoci programu
MrBayes s parametry uvedenymi v kapitole 3.3.2. Analyza byla dokoncena s average standard
deviation of split frequencies o hodnoté¢ 0,005238. Za outgroup byla zvolena sekvence
Caryospora bigenetica. Na rozdil od ML analyzy, analyza BI vytvofila nékolik polytomii. I
tato fylogenetickd analyza vSak zfeteln¢ rozdélila ziskané sekvence kokcidii z mysSice
temnopasé na Ctyfi linie, odpovidajici ¢tyfem morfotypim uvedenym v kap. 4.2.1 (E. alorani,
E. apionodes I, E. jerfinica a E. uptoni). VSechny 4 linie byly opét dobie podpoieny vysokymi
hodnotami posteriorni pravdépodobnosti, a s vyjimkou E. alorani, do které se zaclenila E.

falciformis, byly opé&t monofyletické (Obr. 8).
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Obr. 8: Fylogeneticky strom ziskany analyzou BI na zaklad¢ sekvenci COX 3 a parametrti
uvedenych v kapitole 3.3.2. Ciselna hodnota u uzli odpovida hodnoté posterior probabilities;
hodnoty nizsi nez 0.50 nejsou uvedeny. Strom je zakofenén taxonem Caryospora bigenetica.
AA, Apodemus agrarius; kod za zkratkou AA odpovida kodum vzorku, které jsou uvedeny a
charakterizovany v Tab. 2.
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4.2.3 Maximum likelihood analyza sekvenci genu COX 1

Pro ML analyzu bylo vybrano 29 sekvenci kokcidii rodu Eimeria z mySice temnopasé,
ziskanych v minulosti Skolitelkou a jejimi studenty; jednalo se o vzorky, ke kterym byly
dostupné i mnou ziskané sekvence COX 3, aby bylo mozné porovnani fylogenetickych stromi
obou genl. Do datasetu byly opét pridany sekvence kokcidii rGznych rodi (Caryospora,
Cyclospora, Eimeria a Isospora) z databaze GenBank, a také 4 sekvence referenénich vzorki
(AF_1Kri, AF 1Sol, AF_1Vyk, AF 2Vyk) ziskanych z A. flavicollis. Z datasetu obsahujiciho
58 sekvenci a ofezaného na celkovou délku 756 bp byl spocitan fylogeneticky strom pomoci
programu PHYML s parametry uvedenymi v kapitole 3.3.2. Jako outgroup byla zvolena
sekvence Eimeria zuernii. Tato fylogeneticka analyza podobné¢ jako analyza COX 3 zietelné
rozdélila ziskané sekvence kokcidii z mySice temnopasé na Ctyfi linie, odpovidajici
morfotypim E. alorani, E. apionodes Il, E. jerfinica a E. uptoni. VSechny 4 linie byly opét
dobie podpofeny vysokymi bootstrapovymi hodnotami, a byly monofyletické (Obr. 9). Dv¢
referenéni sekvence z A. flavicollis (AF _1Kri a AF _1Vyk) vytvofily samostatnou linii (v
publikaci Macova a kol., 2018 odpovida linii E. apionodes 1V), do niz se nyni zafadila i E.

falciformis.
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Obr. 9: Fylogeneticky strom ziskany analyzou ML na zaklad¢ sekvenci COX 1 a parametrti
uvedenych v kapitole 3.3.2. Ciselna hodnota u uzlti odpovida hodnoté bootstrapu; hodnoty
nizsi nez 50 % nejsou uvedeny. Strom je zakofenén taxonem Eimeria zuernii.

AA, Apodemus agrarius; AF, Apodemus agrarius; kod za zkratkou AA a AF odpovida kodim
vzorkd, které jsou uvedeny a charakterizovany v Tab. 2.

37



4.2.4 Bayesovska analyza sekvenci genu COX 1

BI analyza sekvenci genu COX 1 byla provedena se stejnym datasetem jako ML
analyza (viz kapitola 4.2.3). Z datasetu obsahujiciho 58 sekvenci a ofezaného na celkovou
délku 756 bp byl spocitan fylogeneticky strom pomoci programu MrBayes s parametry
uvedenymi v kapitole 3.3.2. Analyza byla dokoncena s average standard deviation of split
frequencies o hodnoté 0,003396. Jako outgroup byla zvolena sekvence Eimeria zuernii. Na
rozdil od ML analyz, i tato analyza BI vytvoftila n€kolik polytomii. I tato fylogeneticka analyza
vSak zfetelné rozdelila ziskané sekvence kokcidii z mySice temnopasé na Ctyfi linie,
odpovidajici ¢tyfem vyse uvedenym morfotyptim. VSechny 4 linie byly opét dobte podpoteny
vysokymi hodnotami posteriorni pravdépodobnosti, a byly monofyletické (Obr. 10). Dvé
referencni sekvence z A. flavicollis (AF_1Kri a AF_1Vyk) vytvotily samostatnou linii (v
publikaci Macova a kol., 2018 odpovida linii E. apionodes IV), do niz se i v této analyze

zatadila E. falciformis z mysi domaci.
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Obr. 10: Fylogeneticky strom ziskany analyzou BI na zaklad¢ sekvenci COX 1 a parametri
uvedenych v kapitole 3.3.2. Ciselna hodnota u uzlii odpovida hodnoté posterior probabilities;
hodnoty niz$i nez 0.50 nejsou uvedeny. Strom je zakofenén taxonem Eimeria zuernii.

AA, Apodemus agrarius; AF, Apodemus flavicollis; kod za zkratkou AA a AF odpovida
kodam vzorku, které jsou uvedeny a charakterizovany v Tab. 2.
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4.2.,5 Maximum likelihood analyza konkatenovaného alignemntu sekvenci COX 1 a
COX3

Pro ML analyzu konkatenatu genit COX 1 a COX 3 jsem pouzil 29 sekvenci kokcidii
z mySice temnopasé, spolu se sekvenci eimerie z A. flavicollis, a s 25 sekvencemi kokcidii
riznych rodu (Caryospora, Cyclospora, Eimeria, Isospora) ziskanych z databaze GenBank.
Z datasetu obsahujiciho 55 sekvenci a ofezaného na celkovou délku 1446 bp byl spocitan
fylogeneticky strom pomoci programu PHYML s parametry uvedenymi v kapitole 3.3.2. Jako
outgroup byla zvolena sekvence Eimeria tenella. Fylogeneticka analyza opét rozdélila ziskané
sekvence kokcidii z mySice temnopasé na celkem Ctyfi jasné oddélené linie, odpovidajici
¢tyfem morfotypim — E. alorani, E. apionodes Il, E. jerfinica a E. uptoni. VSechny 4 linie

byly podpoteny vyssimi bootstrapovymi hodnotami nez ptivodni analyzy (Obr. 11).
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Obr. 11: Konkatenovany fylogeneticky strom ziskany analyzou ML na zakladé sekvenci
COX 3 a COX 1 a parametrii uvedenych v kapitole 3.3.2. Ciselna hodnota u uzlt odpovida
hodnoté bootstrapu; hodnoty nizs§i nez 50 % nejsou uvedeny. Strom je zakofenén taxonem
Eimeria tenella.

AA, Apodemus agrarius; AF, Apodemus agrarius; kod za zkratkou AA a AF odpovida kodim
vzorku, které jsou uvedeny a charakterizovany v Tab. 2.
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4.2.6 Bayesovska analyza konkatenovaného alignmentu sekvenci COX 1 a COX 3

Pro BI analyzu konkatenatu genit COX 1 a COX 3 jsem pouzil 29 sekvenci kokcidii
z mySice temnopasé, spolu se sekvenci eimerie z A. flavicollis, a s 25 sekvencemi kokcidii
raznych rodu (Caryospora, Cyclospora, Eimeria, Isospora) ziskanych z databaze GenBank.
Z datasetu obsahujiciho 55 sekvenci a ofezaného na celkovou délku 1446 bp byl spocitan
fylogeneticky strom pomoci programu MrBayes s parametry uvedenymi v kapitole 3.3.2.
Analyza byla dokoncena s average standard deviation of split frequencies o hodnoté€ 0,002453.
Jako outgroup byla zvolena sekvence Eimeria tenella. Fylogeneticka analyza i v tomto piipadé
rozdé¢lila ziskané sekvence kokcidii z mysice temnopasé na Ctyti samostatné linie, odpovidajici
¢tyfem morfotyptim — E. alorani, E. apionodes 11, E. jerfinica a E. uptoni. VSechny ¢tyfi linie

byly podpoteny vyssimi hodnoty posteriorni pravdépodobnosti nez ptivodni analyzy (Obr. 12).
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Obr. 12: Konkatenovany fylogeneticky strom ziskany analyzou BI na zakladé sekvenci
COX 3 a COX 1 a parametrii uvedenych v kapitole 3.3.2. Ciselna hodnota u uzl odpovida
hodnot€ posterior probabilities; hodnoty niz$i nez 0.50 nejsou uvedeny. Strom je zakofenén
taxonem Eimeria tenella.

AA, Apodemus agrarius; AF, Apodemus flavicollis; kod za zkratkou AA a AF odpovida
kodam vzorku, které jsou uvedeny a charakterizovany v Tab. 2.
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5 Diskuze

Pro fylogenetické analyzy kokcidii bylo dosud pouzito n€kolik genti, od jadernych
(18S rRNA, 5.8S rRNA a 28S rRNA), ptes plastidové (23S rRNA), az po mitochondridlni
(COX 1). Nejvetsi zastoupeni maji fylogenetické analyzy zalozené na 18S rDNA, ktera ale
neni vhodna pro analyzy vnitrodruhovych vztahl, ani vztaha blizce si pfibuznych druhi
organismu, vzhledem ke své vysoké konzervativnosti (Hnida a Duszynski, 1999a; Zhao a
Duszynski 2001b, c; Matsubayashi a kol., 2005). Proto se v posledni dob¢ ¢im dal Castéji
vyuzivaji mitochondrialni geny, napiiklad COX 1, ktera je diky svému rychlej$imu
(Besanski a kol., 2003; Meier a kol., 2006; Lane, 2009). V této studii jsem se zaméfil na
moznosti vyuziti mitochondrialniho genu COX 3, ktery byl dosud pouZit jen v né€kolika mélo
studiich (napft. Tian a kol., 2013), pti¢emz ve fylogenetickych analyzach kokcidii nebyl zatim
pouzit viibec. Mezi jeho vyhody patii zna¢né evoluéni tempo, které vede k vétsi variabilite, a
tim je podle v§eho schopen konkurovat vySe zminénému genu COX 1 (Hikosaka a kol., 2010).
Nevyhodou je vSak nedostatek fylogenetickych studii, ve kterych byl tento gen pouzit, tudiz

nedostatek dat ke srovnani.

Maximum likelihood analyza (Obr. 7) rozdé¢lila celkem 72 sekvenci genu COX 3
eimerii ziskanych z A. agrarius do ¢tyf linii, které odpovidaji morfotypim E. alorani, E.
apionodes I, E. jerfinica a E. uptoni popsanym v publikaci Macova a kol. (2018). Vysledky
ukazuji blizkou ptibuznost morfotyptd E. apionodes Il a E. alorani, které spolu s E. kaunensis
z A. flavicollis tvofi sesterské linie a spole¢ny klastr. Naopak morfotypy E. jerfinica a E. uptoni
jsou vzdalené tomuto klastru, a tvofi samostatné, dobte oddélené linie. Fylogenetické vztahy
ziskanych morfotypit jsou v souladu s vysledky COX 1 analyzy publikovanymi v Macova a
kol. (2018). Bayesovskou analyzou (Obr. 8) jsme ziskali podobné vysledky jako z ML, s tim
rozdilem, Ze analyza BI vytvofila n€kolik polytomii. Tento jev byva ve fylogenetickych
analyzach BI u kokcidii rodu Eimeria pomérné bézny (napi. Macova a kol., 2018; Trefancova
a kol., 2018). Nicmén¢ zasadni je, Ze ob& analyzy rozd¢lily eimerie parazitujici u mysSice
temnopasé na 4 linie odpovidajici 4 diive popsanym morfotyptim. Tyto linie jsou jasné
oddé€lené, vysoce podpofené (bootstrapovymi hodnotami 100 v ML, a posteriorni
pravdépodobnosti ~ 1.00 v Bl), a — s drobnou vyjimkou ptedstavujici taxon E. falciformis,

diskutovanou nize — monofyletické.
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Pro porovnani vysledku ziskanych fylogenetickymi analyzami genu COX 3, a tim jeho
vhodnosti pro budouci analyzy, byl zvolen gen COX 1. Fylogenetick¢ analyzy COX 1
provedené se stejnym datasetem, do které¢ho jsem navic piidal jesté 4 referencni sekvence
eimerii z A. flavicollis, rozd¢lily kokcidie eimerii parazitujici u A. agrarius opét na 4 linie vySe
uvedenych morfotypa (Obr. 9). Linie byly opét jasné odd€lené, dobfe statisticky podpofené, a
zcela monofyletické (jelikoz z linie E. uptoni byla k dispozici pouze jedna sekvence COX 1,
monofylii této linie nelze potvrdit). BI analyza opét vytvofila nékolik polytomii (Obr. 10). Ve
srovnani s analyzami COX 3 genu byly statistické podpory obou analyz (tj. ML i BI) u COX 1
niz$i. Naopak u COX 1 byla v obou analyzach patrnéjsi vnitini struktura linii E. alorani, E.
apionodes 11, i E. jerfinica.

V analyzach COX 3 se do linie E. alorani vmisil druh E. falciformis, ptivodné popsany
z myS$i domaci (Mus musculus), v analyzach COX 1 se tento druh pfifadil do linie E.
apionodes z A. flavicollis (Obr. 7-10). Tento jev byl u analyz riznych dataseti kokcidii obc¢as
pozorovan (napf. Macova a kol., 2018 nebo Heitlinger a kol., rukopis v piipravé). Heitlinger
a kol. (rukopis v pfipraveé) dokonce tvrdi, Ze na zakladé klasickych fylogenetickych analyz 1-
3 geni neni mozné odlisit E. falciformis od E. apionodes, nebot’ tyto analyzy neposkytuji
dostate¢né rozliSeni pro posouzeni hostitelské specifity. Kazdopadné se tyto dva druhy
vyznamné 1i§i minimalné morfologii vysporulovanych oocyst (tvar a velikost oocyst,

ptitomnost rezidua oocysty) (Pellérdy, 1974; Macova a kol., 2018).

Vzorky AA 21657 a AA 21848 jsou jeding, které byly v kazdé z analyz (COX 3 a
COX1) zatazeny do riznych morfotypl. Vzorek AA 21657 se v COX 3 analyzach zaradil do
morfotypu E. alorani. V analyzach COX 1 byl ale souc¢asti morfotypu E. apionodes II. U
vzorku AA 21848 to bylo naopak, v analyzach COX 1 byl zafazen pod morfotyp E. alorani,
a v COX 3 analyzach do morfotypu E. apionodes Il (Obr. 7-10). U obou vzorkd byla
mikroskopicky zjiSténa smiSend infekce témito dvéma morfotypy eimerii, pfi¢emzZ se
preferenéné amplifikoval vZdy jeden z morfotyptli. Tento jev byva u kokcidii pfi smiSenych
infekcich obvykly (Kvicerova a Hypsa, 2013; Macova a kol., 2018; Heitlinger, Hofmannova,
Kvicerova, Seville, osobni pozorovani). Ktery druh/morfotyp vSak bude amplifikovan a proc,
neni dosud zndmo. Urcujicim faktorem pravdépodobné neni mnozstvi oocyst jednotlivého
druhu/morfotypu ve vzorku, jelikoz ¢asto dochézi i k amplifikaci druhu/morfotypu, kterého je

ve vzorku méné¢ (Hofmannové a Kvicerova, osobni pozorovani).
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Dataset COX 3 obsahoval i dva vzorky (AA 3VARN a AA 105PL), které byly
fylogenetickymi analyzami pfifazeny k ptacim isosporam (Obr. 7, 8). Na zaklad¢ flota¢niho
vysetieni trusu s naslednou mikroskopii jsme zjistili, Ze tyto dva vzorky obsahuji kokcidie
jiného rodu, a to rodu Isospora. Jejich pfibuznost pta¢im druhtim naznacuje, ze se skute¢né
muze jednat o oocysty isospor ptaki, které pouze prosly jako pasaz travicim traktem mysice.
Tento fakt byl diskutovan a prokazan v publikaci Trefancova a kol. (2018) u norniki rudych

(Myodes glareolus; Rodentia: Arvicolidae).

ML i BI analyza konkatenovaného alignmentu opét potvrdily spolecné klastrovani
morfotypu E. alorani, E. apionodes Il a E. kaunensis, a existenci samostatnych, fylogeneticky
vzdalengjsich linii E. jerfinica a E. uptoni. Zde se jiz E. falciformis vy¢lenila zvlast, a
nezatadila se do Zadného z morfotypt eimerii mysic rodu Apodemus. Konkatenovany strom
ma ve srovnani s jednotlivymi COX 1 a COX 3 stromy nejvyssi jak bootstrapové hodnoty, tak
hodnoty posteriorni pravdépodobnosti (Obr. 11, 12).

Z vysledkl analyz tedy lze konstatovat, ze gen COX 1 vykazuje vétsi variabilitu
sekvenci, a ma tak lepsi rozliSovaci schopnost (tj. naznacuje i vnitini strukturu jednotlivych
linii) ve fylogenetickych analyzach kokcidii rodu Eimeria, nez samotny gen COX 3.
Nejlepsich vysledkt vSak dokézeme konkatenaci téchto dvou geni, kdy jsou nejvyssi jak

statistické podpory, tak je dobfe patrné i vnitini ¢lenéni linii (Obr. 11, 12).
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6  Zavér

V této praci jsem se zabyval rekonstrukei fylogenetickych vztahti kokcidii
parazitujicich u mysice temnopasé. Pro fylogenetické analyzy byly pouzity vzorky ziskané
odchytem hlodavci z 11 zemi Evropy a Asie. Molekuldrnimi metodami se mi podatilo ziskat
76 sekvenci mitochondrialniho genu COX 3 kokcidii (74 sekvenci pro rod Eimeria a 2
sekvence pro rod Isospora). Vysledné fylogenetické analyzy rozdé€lily kokcidie parazitujici u
mysSice temnopasé na Ctyfi linie odpovidajici étyfem riznym morfotyptim/druhtim. Tyto linie
byly jasn¢ oddélené, dobie podpofené, a monofyletické. Fylogenetické vztahy mezi liniemi
jsou ve shodé¢ s praci Macova a kol. (2018), ktera se zabyvala studiem fylogenetickych a

populaéné-genetickych vztahi mezi stovkami eimerii ¢tyf druhi mysic rodu Apodemus na

zaklade sekvenci 18S rRNA a COX 1 gent.

Pro porovnani vhodnosti genu COX 3 pro fylogenetické analyzy kokcidii byl v mé
praci zvolen gen COX 1. Vysledky analyz potvrdily, Ze COX 3 je vhodnym markerem pro
rozliSeni druhti i jednotlivych linii kokcidii rodu Eimeria, nicméné¢ COX 1 stale zlstava pro
tyto analyzy vhodné&jsi. Nejlepsi je vSak pouziti konkatenatu téchto dvou gend, a to jak z
hlediska vyslednych statistickych podpor jednotlivych uzli, tak z hlediska moznosti zachyceni

1 vnitini struktury jednotlivych linii.
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8  Prilohy

Tab. 3: Seznam pouzitych sekvenci genu COX 3 dalSich rodd kokcidii (Caryospora,

Cyclospora, Eimeria a Isospora) z databaze GenBank ve fylogenetickych analyzach.

Druh kokcidie

Hostitel

GenBank Accession

Number
. . Crotalus horridus
Caryospora bigenetica (chestys lesni) KP658102
i Homo sapiens
Cyclospora cayetanensis (clovek) KP231180
Eimeria acervulina Gallus gallus T. qumestlca HQ702479
(kur domaci)
Eimeria adenoeides Meleagris gallqptavo KJ608415
(krocan domaéci)
Eimeria brunetti Gallus gallus 1. qumestlca HQ702480
(kur domaci)
Eimeria dispersa Meleagris gallqptavo KJ608416
(krocan domaéci)
Eimeria falciformis Mus musculus (my$ domaci) KX495129
Oryctolagus cuniculus f.
Eimeria flavescens domesticus KP025693
(kralik domaci)
Eimeria gallopavonis Meleagris gallqptavo KJ608413
(krocan domaéci)
Oryctolagus cuniculus f.
Eimeria intestinalis domesticus KP009592
(kralik domaci)
Oryctolagus cuniculus f.
Eimeria irresidua domesticus KP025690
(kralik domaci)
Oryctolagus cuniculus f.
Eimeria magna domesticus KF419217
(kralik domaci)
Eimeria maxima Gallus gallus T. qumestlca HQ702481
(kur domaci)
Oryctolagus cuniculus f.
Eimeria media domesticus KP025691
(kralik domaci)
Eimeria meleagrimitis Meleagris gallquvo KJ608414
(krocan domaci)
Eimeria mitis Gallus gallus T. questlca JN864949
(kur domaci)
Eimeria necatrix Gallus gallus 1. Ejo’mestlca HQ702482
(kur domaci)
L Gallus gallus f. domestica
Eimeria praecox (kur doméci) HQ702483
Eimeria tenella Gallus gallus T. domestica HQ702484
(kur domaci)
Eimeria vejdovskyi Oryctolagus cuniculus f. KP025692
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domesticus

(kralik domaci)
Eimeria zuernii Bos taurus (tur domaci) KX495130
. Lamprotornis superbus
Isospora greineri (leskoptev nidhernd) KR108298
Isospora manorinae Manorina flavigula KX276861

(medosavka australska)
Isospora serinuse Serinus can,a raf. d qmestlca KX276860
(kanar domaci)
Lamprotornis superbus

(leskoptev nadhernd)

Isospora superbusi KT203396

Obr. 13: Mapa lokalit piivodu vzorki kokcidii z mysSice temnopasé, které jsem fylogeneticky
analyzoval. Evropa.
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KAZACHSTAN

Obr. 14: Mapa lokalit ptivodu vzorki kokcidii z mySice temnopasé, které jsem fylogeneticky
analyzoval. Kazachstan.
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