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Abstrakt

Endoparazit¢ rodu Leucocytozoon jsou globalné rozsifenou skupinou obligatnich
paraziti vyuzivajicich ptaky jako mezihostitele. Jejich pfitomnost v organismu je
zjistitelna z krevnich vzorkti pomoci molekularnich metod. Predlozena studie shrnuje
poznatky o pfitomnosti parazitd rodu Leucocytozoon u mladat a dospélcii syce
rousného (Aegolius funereus) v Kru$nych horach v hnizdnich sezénach 2015 a 2016.
Krevni vzorky byly odebrany 138 mlad’atim a 15 adultnim jedincim. Z krve byla
izolovana DNA, z kter¢ bylo ur¢eno pohlavi mlad’at. Izolovand DNA byla dale vyuzita
jako templat pro dvoufazovou nested PCR (Hellgren et al. 2004), pro zjisténi
pfitomnosti paraziti. Pfitomnost parazitii rodu Leucocytozoon byla prokazana celkem

u 53 % dospélcii (n = 8) a pouze u 1,5 % mlad’at (n = 2).

Klic¢ova slova: Leucocytozoon, krevni parazité, Tengmalm's owl, Aegolius funereus,
sova



Abstract

The endoparasites of the genus Leucocytozoon are a globally distributed group of
obligatory parasites using birds as hosts. Their presence in the organism is detectable
from blood samples using molecular methods. The present study summarizes the
findings of the presence of Leucocytozoon parasites in juveniles and adults of the
Boreal Owl (Aegolius funereus) in the Ore Mountains during the nesting seasons 2015
and 2016. Blood samples were collected from 138 fledglings and 15 adults. DNA was
isolated from the blood, and used as template for determination of the sex of the
offspring. Further, isolated DNA was used as a template for two-phase nested PCR
(Hellgren et al. 2004) to detect the presence of parasites in fledglings and adults. The
presence of Leucocytozoon parasites was confirmed in 53.0% of adults (n = 8) and
only in 1.5% of the fledglings (n = 2).

Key words: Leucocytozoon, blood parasites, Tengmalm's owl, Aegolius funereus, owl
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1. Uvod

Haemosporida (hemosporida) jsou fadem obligatnich parazitt, ktefi se daji
povazovat za nejlépe prozkoumanou skupinu protist, jelikoz obsahuji agenty malarie,
ktera je stale castou lidskou nemoci v tropickych oblastech. Determinace parazitt fadu
Haemosporida je od 80. let 19. stoleti na vzestupu, avSak determinace neprobihala
Vv ramci fadu stejnomérné. Nejvice se soustiedila na rod Plasmodium, ktery obsahuje
pravou ptaci malarii. Boom vyzkumu pta¢i malarie trval az do doby, kdy byla malarie
objevena také u drobnych savcd. Stimto novym objevem se hlavni pozornost
piesunula pravé timto smérem. Z tohoto divodu v soucasné dobé mame velmi
nesoumé&rny soubor informaci o jednotlivych rodech fadu Haemosporida (Valkiunas
2005). Komplexni koevolu¢ni vztahy hemosporid a jejich obratlovéich hostitell jsou
pfedmétem mnoha studii, avSak az do nedavné doby nebylo mozné sledovat parazity
jinak nez pomoci mikroskopickych metod. Od 80. let 20. stoleti dochédzelo K vyvoji a
zdokonalovani PCR metod, avSak az na ptelomu 20. a 21. stoleti byly molekularni
metody zdokonaleny na uroven umoziujici identifikaci hemosporid do ¢eledi, rodu,
druhil a dale aZz do trovné jednotlivych genetickych haplotypt. V soucasné dobé je
nejpouzivanéjs$i metodou pro zjisténi piitomnosti hemosporid protokol pro nested PCR
dle Hellgrena et al. (2004).

V Ceské republice byl stézejni &lanek tykajici se hemosporid a jejich vektort u
syce rousného publikovany v roce 2015 (Synek et al. 2015). Synek et al. (2015) se ve
své praci zabyva nejen pifitomnosti infekce v ptacich hostitelich, ale také determinaci
vektorti. Synek et al. (2015) identifikoval jako nejvice zastoupeny rod hemosporidii
v Krusnych horach rod Leucocytozoon. Dale pak provedl uréeni doby nakazy, kterou
1ze provadét u mladat, jelikoz jsou u nich mozné opakované odbéry krve. Zjisténim
pfitomnosti paraziti u mlad’at lze tedy urcit pfiblizn€é ¢as nakazy. Jelikoz parazité
pretrvavaji v téle hostitelti nekolik let az po dobu celého zivota (Valkiunas 2005), je
prakticky nemozné zjistit dobu nakazy u dospélcti. Synek et al. (2015) identifikoval
vek mladéte jako rozhodujici faktor, ktery ovliviiuje pfitomnost ndkazy. NejmladsSimu
infikovanému mladéti parazity rodu Leucocytozoon bylo 16 dni. V Evropé se
ptitomnosti hemosporid u ptak zabyval napiiklad Korpiméki et al. (1993), ktery
zjistoval zejména vliv paraziti na adultni samice a vliv jejich pfitomnosti na velikost

snusky.
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Rozvojem molekularnich metod se naskyta Sance rozsitit znalosti o jednotlivych
rodech hemosporid, které mohou slouzit jako cenné informace o populacich ex situ,
jejich vektorech a Sifeni mezi populacemi. Tato diplomova prace se zabyva zjisténim
pfitomnosti paraziti rodu Leucocytozoon z fadu Haemosporida v letech 2015 a 2016
v Krusnych horach v Ceské republice pomoci molekularnich metod dle Hellgrena et
al. (2004). Hlavnim cilem této prace je pfinést poznatky na urovni druhu, tedy
objektivné ur€it pfitomnost parazitti rodu Leucocytozoon v populaci syce rousného, a
rozsifit védomosti o rodu Leucocytozoon na nasem tUzemi, a déale pak umoznit

provadéni této metody v laboratofich Fakulty Zivotniho prosttedi CZU v Praze.
1.1. Cile prace

a) Zjistit ptitomnost paraziti rodu Leucocytozoon u mlad’at syce rousného.

b) Zjistit pfitomnost paraziti rodu Leucocytozoon u dospélct syce rousného.

c) Porovnat Cetnosti vyskytu parazitl rodu Leucocytozoon v zavislosti na pohlavi,

veéku a mezi studovanymi roky (2015 a 2016).
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2. Svc rousny (Aegolius funereus)

2.1. Taxonomické zaFazeni (Bejéek & Stastny 2001)
Ttida: ptaci (Aves)
Podtiida: letci (Neognathae)
Rad: sovy (Strigiformes)

Celed: pustikoviti (Strigidae)

Rod: syc (Aegolius)

2.2. Popisdruhu

Syc rousny (Aegolius funereus) je mensi sova z ¢eledi pustikovitych (Strigidae)
(Bejéek & Stastny 2001), ktera dosahuje velikosti 24-26 cm (Cramp & Simmons
1985) a s rozpétim kiidel az 54 cm (Witt et al. 1995). Typickym znakem je Sedobily
obli¢ejovy zavoj, ktery je Cernohnédé ohranicen (Korpimiki & Hakkarainen 2012)
(Obr. 1). Blizké posazeni o¢i s vyraznou zlutou duhovkou tvoii spolu se zobakem
charakteristicky rovnostranny trojuhelnik (Bejéek & Stastny 2001). Horni strana per
je zbarvena tmavohnédé s kropenatym bilym vzorem (Korpimiki & Hakkarainen
2012). Svétlé zabarveni je patrné zejména na hlavé a mize tvofit na zatylku svétlejsi
skvrnu ve tvaru pismene V (Bejéek & Stastny 2001) (Obr. 2).

\ % ¥ . ) B
Obrdze_k 2: Samice syce rousného Obrazek 1: Samice syce rousného (Aegolius
(Aegolius funereus) (foto: SindeldF funereus) (foto: Sindeldi 2016)
2016)
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3. Vyskyt

Syc rousny se ptirozené vyskytuje v biotopu severského tajgového lesa, ktery se
rozklada v Severni Americe a Eurasii. Skandinavie je povazovéana za centrum vyskytu
tohoto druhu (Hoyo et al. 1999) (Obr. 3). V oblasti Stredni a Jizni Evropy se syc
rousny, navzdory preferenci vzrostlého jehlicnatého lesa, vyskytuje 1 ve smiSenych a
listnatych porostech (Bejéek & Stastny 2001). Predpoklada se, Ze tyto ostrivkovits se
vyskytujici populace jsou relikty z doby poledové (Voous 1962 in Hudec & Stastny
2005). Evropska populace tvoii ptfiblizné 26 % celkové globalni populace syce
rousného a je odhadovana na 90 900 — 309 000 part (BirdLife International 2015 in
BirdLifelnternational 2017).

Obrdzek 3: Distribuce syce rousného v Evropé (zelend barva —
vyskyt syce rousného, Sedda barva — nepiitomnost syce rousného)
(www.ec.europa.eu 2016).
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3.1. Vyskytv CR

Jiz v 19. stoleti byl syc rousny zaznamenén jako hnizdni druh na tizemi Ceské
republiky, a to zejména v pohrani¢nich oblastech. Béhem 80. let 20. stoleti bylo
zjisténo, Ze syc rousny pomérné snadno pronikd do nizsich poloh a do vnitrozemi a
vyskyt se zalal také udavat v jiznich a zapadnich Cechach, naptiklad na
Ceskomoravské  vrchoving, Vv  Moravském krasu nebo na  Znojemsku
(Hudec & Stastny 2005). Nékteré studie povazovaly syce rousného jests v 60. letech
20. stoleti za vzacnou horskou sovu (Vacik1991). Avsak diky zvySenému zajmu
ornitologl a pfirozenému $ifeni syce rousného se poznatky o této sove zna¢né rozrostly
(Drdakova-Zarybnicka 2005). Mezi lety 2001-2003 byla v ramci Ceské republiky
podetnost syce rousného odhadnuta na 1500-2000 pari (Stastny et al. 2009).
V soudasné dobé se jeho vyskyt uvadi na piiblizné 49 % tuzemi Ceské republiky
(Bejéek & Stastny 2006). Syc rousny se obvykle vyskytuje v nadmoiskych vyskach
od 380 m n. m. (jizni Cechy) az do 1360 m n. m. (Krkonose) (Obr. 4). V niz§ich
oblastech pod 800 m n. m. je jeho vyskyt limitovan pfitomnosti konkuren¢niho pustika

obecného (Strix aluco) (Hudec & Stastny 2005).

B L T SO S T S N SN VU T T - S 2 _n' L
! {1 1.4 0 I S 5 R T D D R A R 8 Y -
. !

8. &8 8 % 8 3B

B T O A T H T S T T T T P TP A

Obrizek 4: Soucasné rozsiveni syce rousného v CR (Stastny et al. 2009).
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3.1.1. Ochrana syce rousného v CR

V Ceské republice je syc rousny podle zakona o ochrané piirody a krajiny
114/1992 Sb. a zavadéci vyhlasky 395/1992 Sb. fazen mezi zvlasté chranéné druhy,
do kategorie silné ohrozené druhy. V Cerveném seznamu je zafazen mezi zranitelné
druhy (Plesnik et al. 2003), podle IUCN seznamu do kategorie LC — malo dotcené
druhy (www.iucnredlist.org, 2016). V Evropské unii je chranén smérnici Evropského

parlamentu a rady ¢. 79/409/EEC a je uveden v Ptiloze I této smérnice.

4. Hnizdni biologie

Syc rousny je typickym druhem sovy, kterd hnizdi v dutinach stromu
vyhloubenych $plhavci, jako je napiiklad datel ¢erny (Dryocopus martius) (Mikkola
1983) nebo strakapoud (Dendrocopos sp.) (Witt et al. 1995). Hloubka dutiny vhodné
pro hnizdéni je 45 cm a vletovy otvor o priméru nejméné 5,4 cm. Syc rousny zahnizdi
pomérné snadno také v budce. V dutinach i budkach hromadi trus, zbytky potravy a

vyvrzky (Hudec & Stastny 2005).

Hnizdni pary nebyvaji stilé (Hudec & Stastny 2005). Samci jsou vétiinou vérni
svému okrsku nékolik let (Drddkova-Zarybnicka 2005), coz je pravdépodobné
vyvolano vyhodnou potravni nabidkou daného izemi a znalosti teritoria (Hakkarainen
et al. 1998). Samice, narozdil od samci, ¢astecné migruji (Drdakova-Zarybnicka
2005) a zpravidla nehnizdi ve stejnych budkéch vice let po sob& (Zarybnicka in verb).
Pary hnizdi typicky jednou za sezénu, avS§ak pokud jsou ptiznivé potravni podminky,
mohou zahnizdit i vicekrat (Hudec & Stastny 2005, Zarybnicka 2009, Sindelf et al.
2015). Samice klade obvykle sntisky o 3-6 vejcich (Bejéek & Stastny 2001) ve
dvoudennich intervalech (Korpiméki 1981), inkubace sniiSky trvd 26-31 dni (Bejcek
& Stastny 2001).

Ve studijni oblasti v Krusnych horach syc rousny hnizdi zpravidla od konce biezna
do ¢ervna (Drdakova-Zarybnicka 2005). Samec se za¢ina ozyvat od pulky bfezna a v
této dobé se zdrzuje v blizkosti vybrané dutiny nebo budky, kam nosi potravu
(Hudec & Stastny 2005). Samci mohou také nabizet vice dutin, ze kterych si samice
jednu vybere a zdrzuje se v ni né€kolik dni pted snesenim prvniho vejce (Zarybnicka in
verb., Vacik 1991). Uspé&snost hnizdéni je ovlivnéna fadou faktord, jako je naptiklad

predace (Drdakova-Zarybnicka 2002) ¢i dostupnost potravni nabidky. Typickou
15



koftisti syce rousného v oblasti Krusnych hor jsou hrabosi (Microtus sp.) a mysice
(Apodemus sp.). Z prob¢&hlé studie (Zarybnicka et al. 2013) vyplyva, ze pocetnost
mysSic prokazateln¢ pozitivné koreluje s mnozstvim zastoupeni v potraveé a pozitivné

ovliviiuje hnizdni GispéSnost sov, avSak tato korelace nebyla prokézéana pro hrabose.

4.1. Role pohlavi

Samci a samice maji velmi odlisnou rodi¢ovskou roli v obdobi hnizdéni. Samec
zpravidla obstarava veSkerou potravu pro samici a mlad’ata po celou dobu hnizdéni
(Zarybnicka 2009). Samice setrvava na hnizd€ po celou dobu inkubace (Obr. 5) a
opousti hnizdo pouze kratce 1-3krat za noc (Korpimaki 1981, Zarybnicka 2009). Doba
inkubace vajec je 26-31 dni (Bejéek & Stastny 2001), avsak inkubace posledniho
vejce je primérné o 2,6 dne krat$i (Korpiméki 1981). Po vylihnuti mlad’at samice
zpravidla pomaha samci se shanénim potravy, ale jsou zaznamenany i pfipady, kdy

mlad’ata opusti (Zarybnicka 2009, Eldegard & Sonerud 2009). V tomto ptipadé samec

sam pokracuje v krmeni mlad’at do doby, kdy se mldd’ata stanou samostatnymi

(Korpimiki 1981, Zarybnicka 2009, Sindelaf et al. 2015).
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4.2. Pomér pohlavi mlad’at na hnizdé

Piedpoklada se, ze podminky prostiedi, zejména dostupnost potravy, ovliviiuji
produkci mlad’at (Zarybnicka et al. 2015), ale mohou mit vliv také na pohlavi mlad’at
(Hipkiss & Hornfeldt 2004, Mahlerova 2014). Toto se pfedpoklada zejména u druhi
ptakt, ktefi disponuji takzvanym sexudlnim dimorfismem, projevujicim se
nepomérnou velikosti obou pohlavi (Trivers & Willard 1973, Hipkiss & Hornfeldt,
2004). Studie Hipkisse & Hornfelda (2004) zabyvajici se pomérem pohlavi mlad’at na
hnizd¢ naznacuje, ze rodi¢e adaptivné upravuji pomér pohlavi mlad’at dle ocekavané
dostupnosti potravy. Béhem obdobi, kdy je potravy méné, se zda, Ze jsou schopni
dospélci ovlivnit pomér pohlavi mlad’at na hnizd¢ ve prospéch samci. Jiné vysledky
pfinasi naptiklad Schwerdtfeger & Wink (2014), ktery hodnotil 176 mlad’at béhem
sezon 2001-2010 v Némecku. V této studii nebyla nalezena piima korelace mezi

pomérem pohlavi mlad’at a potravou uskladnénou ve hnizdé.
4.3. Prezivani mlad’at

Sexuélni dimorfismus se projevuje jiZ v raném véku, v obdobi lihnuti mlad’at
na hnizdé. Tuto teorii potvrdili Hipkiss & Hornfeldt (2004), ktefi ve své praci uvedli,
Ze umrtnost mensich samcti syce rousné¢ho na hnizdé¢ je pravdépodobnéjsi v obdobi
nedostatku potravy, jelikoz vétsi samice jsou schopnéjsi v konkurenénim boji o
potravu. Tyto zavéry vSak vyvraci vysledky diivéjsi studie z roku 2000 (Hornfeldt et
al. 2000), kdy toto chovani nebylo prokazano.

U sov se pomérné Casto vyskytuje takzvané asynchronni lihnuti mlad’at
(Stoleson & Beissinger 1995). Asynchronni lihnuti znamena, Ze samice zahaji
inkubaci po sneseni prvniho vejce a mlad’ata se lihnou postupné v 1-2dennich
intervalech. Toto chovani je charakteristické také pro syce rousného (Korpiméki
1981). Asynchronni lihnuti je vysvétleno n€kolika hypotézami. Lack (1954) uvadi, ze
se jedna o adaptaci na omezenou dostupnost potravy. V piipadé, Ze by doslo k limitaci
potravy, ptezila by jen nejstarsi mlad’ata, a tim by bylo zajiSténo pteziti alespon Casti
mlad’at. Z vysledkl studie Valkama et al. (2002) vyplyva, ze srostouci velikosti
sntsky, roste pravdépodobnost asynchronniho lihnuti. Dle této studie ma na
asynchronni lihnuti také vliv velikost samice a jeji stafi, pfiCemz ¢im star$i a vétsi je

samice, tim se zvySuje pravdépodobnost asynchronniho lihnuti mladat.
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Ptezivani mlad’at syce rousného muze byt, podobné jako u jinych dravct, také
ovlivnéno takzvanym kainismem, pfipadné agresivnim chovanim rodice, kronismem.
Kainismus je druh sourozenecké agrese, ktera se vyskytuje zejména u druha, které
disponuji asynchronnim lihnutim (Newton 1979), coz umoznuje piedchdzeni agrese
mezi mlad’aty stejné velikosti (Hahn 1981). Naptiklad Simmons (1988) uvadi, ze vice
nez 90 % nejmladsich mlad’at je usmrceno sourozencem. Zarybnicka a Vojar (2013)
dokumentovali, Ze pokud samec nedostatecné zasobuje samici a mlad’ata potravou,

pak samice miize sva mlad’ata zabit, n¢kterd z nich zkrmit, a hnizdo opustit.
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5. Endoparazité ptaku radu Haemosporida

5.1. Taxonomické zairazeni
Kmen: Sporozoa (Apicomplexa) (Vytrusovci)
Ttida: Coccidae (Kokcidie)

Rad: Haemosporida (Hemosporida)

Celed’: Haemoproteidae

IRod: Haemoproteus

Celed’: Plasmodiidae

IRod: Plasmodiunm

Celed: Garniidae

Celed’: Leucocytozoidae

IRod: Leucocytozoon|

Rad Haemosporida spada do kmene vytrusovci (Apicomplexa). Hemosporida
se dale déli do zakladnich celedi — Haemoproteidae, Plasmodiidae, Garniidae,
Leucocytozoidae (Valkiunas 2005).

5.2. Charakteristika Fadu Haemosporida

V roce 1884 V. Ya. Daniewsky publikoval ¢lanek v rustin€ o krevnich parazitech
a timto kratkym ¢lankem pfipravil pidu pro budoucnost medicinské parazitologie.
Jeho studie hemosporidii a jejich pfesné nakresy byly zakladem pro jejich nasledné
detailni studie (Valkiunas 2005).

Hemosporida jsou fylogeneticky definovana skupina obligatnich paraziti s vice
hostiteli a byli pozorovani u saveu, ptaki, plazi a obojzivelnikt. Jejich vektorem jsou
Diptera (dvoukf#idli). Do fadu Haemosporida spadaji ¢tyfti ¢eledi — Plasmodiadae (rod:
Plasmodium), Leucocytozoideae (rod: Leucocytozoon), Haemoproteidae (rod:
Haemoproteus) a Garniidae, znichz celedi Plasmodiadae, Leucocytozoidae a
Haemoproteidae vyuzivajici ptaci mezihostitele. Hemosporida se daji také délit dle
toho, zda tvoii pigment hemozoin, ktery se akumuluje v elongovanych ¢astech bunék.
Celedi tvotici hemozoin jsou Plasmodiadae (= prava pta¢i malarie) a Haemoproteidae

(Valkiunas 2005).
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Zivotni cyklus zastupcti fadu Haemosporida je velmi komplexni. Hemosporida se
vyvijeji ve dvou typech organismi — obratlovcich (napf. ptaci) a vektorech (krev sajici
dvouk#idli — Diptera) a jsou schopni vytvaret druhové specificka stadia. Pohlavni
rozmnozovani probiha v travici soustave vektoru, konecnym produktem této faze jsou
sporozoity, které¢ se akumuluji v glanduldrnich zldzach vektoru a béhem krmeni jsou
preneseny do organismu hostitele. Uvniti hostitele pak probihd nepohlavni
rozmnozovani, které konci produkci mikrogametocytii a makrogametocytt, které se
beéhem krmeni vektoru na hostiteli opét dostavaji z krevniho fecisté hostitele do
traviciho traktu vektoru, a nasledné se cely cyklus opakuje. Obratlovci, jez jsou
hostiteli (ptaci), zistavaji po infikovani zdrojem mikrogametocyt 8 makrogametocytl

po nékolik let az po zbytek zivota (Valkiunas 2005).
5.3. Vektory

Od identifikovani paraziti fadu Haemosporida v 80. letech 19. stoleti trvalo
témer 70 let identifikovat jejich vektory a do soucasné doby zustava velmi obtizné je
identifikovat ve volné piirodé (Valkiunas 2005). Studium vektort je klicové pro
upfesnéni rozSifovani ndkazy ve volné ptirodé€, kde se studium nedd provadét tak
jednoduse, jako v ex situ podminkach (Valkiunas 2011). Avsak studium vektord ve
volné ptirodé komplikuje mobilita ptacich hostiteld. Mnoho ptakd, kteti byli studovani
ex situ, patfi mezi migrujici druhy, da se u nich tedy ve volné ptirodé ptredpokladat
kontakt s daleko vétsi Skalou vektorti a paraziti. A proto se jevi vyhodnéjsi studovat
vektory sedentarnich druhti ptakd nez migrujicich. Ke studiu jsou vhodné napiiklad
sovy, jak uvadi Synek et al. (2015), ktery se zabyval identifikaci vektort hemosporidii
u syce rousné¢ho v Kru$nych horach. V jeho praci byly v budkach nastrazeny lepici
pasti pro odchyt vektord, které byly posléze testovany na piitomnost paraziti fadu
Hemosporida a determinovany do druhd. Dalsi studie (Synek et al. 2011), zabyvajici
se identifikaci vektort parazitii fadu Haemosporida v Ceské republice, identifikovala
predpokladané hlavni vektory jednotlivych rodi fadu Haemosporida z 2858 jedincii
z riznych taxonomickych skupin bezobratlych. U rodu Culicoides byla zjisténa
ptitomnost az péti riznych druhii parazitti rodu Haemoproteus v jediném vektoru. Jako
hlavnim vektorem rodu Plasmodium byli determinovani komati ¢eledi Culicidae.
Celed’ Simuliidae byla identifikovana jako hlavni vektor rodu Leucocytozoon. Tyto
dveé prace prinesly dulezit¢ poznatky o vektorech hemosporidii ve volné pfirodé

(Obr. 6).
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Obrazek 6: Pienaseci ptadich hemosporid. I — pienaSeci rodu Haemoproteus, 1 — Culicoides spp., 2
- Hippoboscidae; Il — pitenasec rodu Plasmodium, Culex spp.; 111 — piena$e’ rodu Leucocytozoon,
Similium spp. (Chinery 2007).

V soucasné dob¢ identifikace vektorti probiha pomoci molekuldrnich metod.
Jejich nevyhodou vsak je, Ze dochazi k amplifikaci DNA hemosporidii bez ohledu na
to, v jaké fazi vyvojového cyklu se nachéazeji (Valkiunas 2011). Naptiklad, i kdyz je
identifikovana pfitomnost parazitli uvniti vektoru, nejedna se nutné o infek¢ni formu

(sporozoity), tak jak to demonstroval naptiklad Kim et al. (2009).
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5.4. RozSireni

Je uvadéno, ze tad Haemosporida je rozsifen na vsech kontinentech kromé
Antarktidy (Valkiunas 2011) a bylo prokazano, Ze se vyskytuje v nadmoiské vySce az
3000 m n. m. Distribuce hemosporidii je pomérné dobie prozkoumana v ramci
palearktické a holarktické zoogeografické oblasti, avsak kdyz se zaméfime na oblasti
Sibife ¢i Dalného vychodu jsou poznatky zna¢né limitované (Valkiunas 2005).
V soucasné dobé bylo studovéno piiblizné 45 % druhG ptdkd na ptitomnost
hemosporidii, avSak rozlozeni studovanych hostitelskych druht neni v
zoogeografickych regionech rovnomérné. Naptiklad v holarktické oblasti bylo
studovano podstatné vice ptaki ve srovnani s neotropickymi oblastmi, jak shrnuje
Valkiunas (2005). Holarkticka oblast ptedstavuje hlavni centrum vyskytu parazitl
rodu Leucocytozoon. Uvadi se, ze ve stfednich a vysSich zemépisnych Sitkach této
oblasti prevalence ¢eledi Leucocytozoidae v ptacich populacich dosahuje az 25 %
(Valkiunas & lezhova 1990 in Valkiunas 2005).

Kli¢ovymi druhy ptaku pro studium hemosporidii se zdaji byt sedentarni druhy,
které nemigruji. Migrace jedincii mé za nasledek pfenos parazitl mezi riiznymi
oblastmi. Hemosporida nemusi vzdy dokoncit vyvojovy cyklus na misté
rozmnozovani hostitelského druhu, a tak mohou byt parazité v populaci ptitomni jako
jakasi rezerva v dormantni fazi, dokud se hostitel opétovné nedostane do mista
rozmnozovani, kde se nachazi jejich vektor, a parazité zde mohou dokoncit sviij vyvoj.
Studie naznacuji komplexnost vztahu parazita s hostitelem, jejich vztah je natolik
vyvinut, Ze v mnohych pfipadech mize byt parazit v hostiteli benigni (Valkiunas
2005). Problém vsak nastava ve chvili, kdy se parazit rozsiti do populaci, u kterych
neni béZny a neprobihal zde paralelni vyvoj tohoto komplexniho vztahu. Tento pifenos
muze mit az latentni disledky, tak jak naznacuji poznatky z ex situ studii (zoologické

zahrady) (napt. Ferrell et al. 2007) a z volné ptirody v Evropé (napf. Olias et al. 2011).
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5.5. Rod Haemoproteus

Rod Haemoproteus, spadajici do c¢eledi Haemoproteidae, tvofi skupinu
obligatnich parazitl, jejichz asexudlni faze zivotniho cyklu je vazéna na pevnou tkan
¢1 krevni bunky obratlov¢iho hostitele. Sexualni rozmnozovani probiha Vv travicim
traktu fadu dvouktidlych (Diptera). Hlavnim vektorem paraziti rodu Haemoproteus
jsou dvoukiidli rodu Culicoides (Tiplici), ale vyjimecné byli jako vektory
identifikovani také dvoukiidli ¢eledi Hippoboscidae (Klosi) (Garnham 1966;
Valkiunas 2005). Parazit¢ rodu Haemoproteus jsou druhové velmi bohatou
endoparazitickou skupinou paraziti, a Zztohoto divodu je identifikace jejich
konkrétnich vektorti velmi komplikovana (Martinez de la Puente 2011, Valkiunas
2005).

5.6. Rod Plasmodium

Rod Plasmodium je souhrnné s rodem Haemoproteus oznacovan za pravou
ptaci malérii (Garnham 1966, Valkiunas 2005). Prava ptaci malarie je charakteristicka
tvorbou pigmentu hemozoinu. Asexualni faze cyklu zastupct ¢eledi Plasmodiidae je
vazéana nejen na pevné tkan¢ hostitele (slezina, jatra), ale i na krevni bunky. Sexualni
rozmnozovani probiha v zastupcich Celedi fadu Diptera; Komaroviti (Culicidae) a

Pakomarcoviti (Ceratopogonidae) (Valkiunas 2005, Synek et al. 2013).

5.7. Rod Leucocytozoon

Rod Leucocytozoon (Leukocytozoon) je globalné rozsifena skupina parazitt
ptaku fad Haemosporida, nékdy je nespravné fazen do skupiny parazitii pravé ptaci
malarie, do které patii pouze rody Plasmodium a Haemoproteus, vyznacujici se
tvorbou krevniho pigmentu hemozoinu, ktery fad Leucocytozoon nevytvaii (Valkiunas
2005).

V soucasné dobé je vramci tohoto fadu popséno pfiblizné¢ 35 druht, ale
molekularni studie naznacuji, Zze skute¢na diverzita druhi rodu Leucocytozoon je
vyS$§i. Obecné plati, Ze morfologie jednotlivych druhti tohoto rodu je velmi podobna,
a proto je jejich determinace obtizna (Valkiunas 2005, Hellgren et al. 2004, Hellgren
et al. 2007). Navic lze o¢ekavat, Ze se v populaci mohou vyskytovat i kryptické druhy
(Sehgal et al. 2006).

Jednotlivé druhy spadajici do rodu Leucocytozoon se lisi jejich specifickou
ekologii a vektory. Neékteré druhy byly nalezeny a popsany pouze v jediném druhu

hostitele (jediném ptac¢im druhu), jiné byly objeveny v hostitelich Siroké skaly riznych
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druhti a taxonomickych skupin (Hellgren et al. 2005, Hellgren et al. 2007). Rozsifeni
rodu Leucocytozoon je tedy piimo spojeno s distribuci jejich vektort a hostiteld, a dale
je ovlivnéno schopnosti parazitti infikovat daného hostitele. Jednim z predpokladi
uspesné infekce je tedy souziti vektoru a hostitele ve stejném aredlu (Valkiunas 2005,

Hellgren et al. 2008).

5.7.1. Vektory rodu Leucocytozoon

Hlavnim vektorem jsou dvouk#idli z ¢eledi muchni¢koviti (Simuliidae) a u
jednoho druhu rodu Leucocytozoon (Leucocytozoon caulleryi) byli jako vektor
identifikovani také dvouktidli ¢eledi Pakomarcoviti (Culicoides) (Valkiunas 2005,
Synek et al. 2013) (Obr. 6).

5.7.2. Cyklus

Zéakladnimi fazemi zivotniho cyklu kmene Apicomplexa (vytrusovci) jsou —
merogonie (faze asexualni) a gametogonie (sexualni faze). Apicomplexa maji dva
hostitele — obratlovce a hmyz (vektor). Konkrétné u rodu Leucocytozoon probiha
gametogonie uvnitt travici soustavy vektoru a merogonie v jatrech a krevnim fecisti
hostitele. Zivotni cyklus rodu Leucocytozoon je pomémé komplexni a je podrobné

popsan piiblizné u jedné tietiny znamych druhti tohoto rodu (Valkiunas 2005).

Sexualni faze Zivotniho cyklu probiha v definitivnim hostiteli, vektoru.
Splynutim pohlavnich bunék (makrogametocytti a mikrogametocytt) vznika oocysta
(zygota). Zygota neodchézi z téla bezobratlé¢ho, ale pfesouva se ve formé pohyblivé
ookinety travicim traktem vektoru az do vyvoje sporozoitu, ten poté putuje do jeho
slinnych Zlaz. Sporozoit je infekénim stadiem, které je pfenosné na mezihostitele,
ptéka (obratlovce). Pii krmeni vektoru na hostiteli dojde k pfesunu infekéniho stadia
do organismu hostitele. Sporozoity se nepohlavné rozmnozuji v pevnych tkénich, jako
jsou jatra, a také v krevnim tecisti hostitele. BEhem nepohlavniho mnoZzeni v hostiteli,
zanou zcCasti sporozoiti vznikat pohlavni buiky (mikrogametocyty a
makrogametocyty), které se pohybuji v krevnim fecisti. Béhem krmeni vektoru na
hostiteli jsou mikrogametocyty a makrogametocyty transportovany opét do traviciho
traktu vektoru, ktery je soucasné finalnim hostitelem. Tam po jejich splynuti dochazi
k tvorbé oocysty (zygoty) a cyklus se opakuje (Jankovska in verb, Valkiunas 2005)
(Ptiloha 1).
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5.8. Symptomy parazita Fadu Haemosporida a priklady nakazy

Patogenita fddu Haemosporida je rodové a druhové velmi specificka. Pro
hlubsi porozuméni je nutné studovat nejen vztah hostitele s parazitem c¢i parazita
s vektorem, ale obecn¢ studovat komplexni plisobeni parazitii ve spolecenstvu, coz
byva pomérn¢ Casto piehlizené.

Popis symptomil nakazy parazity fadu Haemosporida u ptakd byl z pocatku
studovan zejména u domestikovanych druhti, jako jsou kachny, husy, slepice ¢i
krocani. V ramci fadu Hemosporida byli identifikovani zastupci rodu Leucocytozoon
jako nejvice nebezpecné u dribeze (Valkiunas 2005). Wickwate (1915) a dalsi autofi
(napt. Jones et al. 1938, Morii 1992), uvadéji, ze nejcitlivéjsi k nakaze jsou mladi
jedinci, ktefi velmi casto umiraji. Parazité rodu Leucocytozoon casto u ptakl
vyvolavaji letargii, nechutenstvi, problémy s dychdnim, anemii a oslabeni organismu
obecné (Valkiunas 2005). Napiiklad L. sabrazesi ¢i L. andrewsi jsou vyznamni
parazit¢ domestikovanych ptakt, avsak tito parazit¢é pro n¢ maji jen vyjimecné

smrtelné nasledky (Lee et al. 1969).

Vzijemna interakce hemosporida a volné Zijicich ptaka je ovliviiovano jejich
dlouhodobou koevoluci. Avsak individuélni vlastnosti jednotlivych jedincti a druhd,
jako jsou naptiklad genetické predispozice, imunita, vék, potravni zdroje i stres
hostitele, miiZze ovlivilovat vyvoj parazitll a jejich Sifeni ve volné ptirod€. Specifika
Zivota ve volné pfirodé¢ mohou mit tedy za nasledek velmi odlisné chovani parazita
v prostiedi a v hostiteli, oproti sledovani ex situ (Valkiunas 2005). Cennym zdrojem
informaci o vlivu paraziti na voln¢ zijici ptaky mohou byt zoologické zahrady.
V zoologickych zahradach jsou pfipady Umrti ptakti zkoumany a ze zavéri téchto
zprav vychazi, ze hemosporida maji na téchto ztratach velky podil (Griner 1974).
V zoologickych zahradach bylo prokazano, ze hemosporida maji vétsi vliv na druhy
exotickych ptaki, které se do té doby s hemosporidii nesetkaly. Z ¢ehoz vyplyva, ze
ptaci, ktefi neprodé€lali koevoluci s parazity na jejich ptivodnich stanovistich, jsou vice

nachylni k ndkaze (Valkiunas 2005).
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6. Metodika

Pfitomnost paraziti rodu Leucocytozoon Dbyla zjiStovana pomoci

molekularnich metod dle protokolu pro nested PCR Hellgrena et al. (2004).
6.1.  Charakteristika uzemi

Studijni plocha se nachazi ve vychodnich Kru$nych horach v nadmotské vysce
735-765 m, Vv oblasti, ktera je jiz od 13. stoleti vyznamné ovlivnéna ¢lovékem (Holy
2002). V soucasné dobé studované uzemi o rozloze 70 km? poskytuje bohatou $kalu
biotopt. Krajina je charakteristickd zejména mozaikovitymi pozustatky vzrostlych
porosti smrku ztepilého (Picea abies), rozvolnénymi porosty titiny chloupkaté
(Calamagrostis villosa), nahradnimi porosty smrku pichlavého (Picea pungens), biiz
(Betula sp.) a modiinu opadavého (Larix decidua) (Zarybnicka et al. 2015). Takto
rozmanité biotopy tvoii vhodné prostiedi pro vyskyt syce rousného, ktery zde nachazi
vhodné hnizdni prostfedi a dostatek potravy (Drdakova-Zarybnicka 2004). Od roku
1999 je voblasti podporovano hnizdéni syce rousného distribuci vhodné
designovanych budek, které kompenzuji nedostatek prirozenych dutin. Syc rousny tyto
budky vyuziva pro sva hnizdéni. Systém instalovanych budek také poskytuje cenna
data o ekologii a chovani syce rousného (napif. Drdakova-Zarybnicka 2002,
Zarybnicka et al. 2013, Zarybnicka et al. 2015) V roce 2015 bylo ve studijni oblasti
k dispozici celkem 233 budek a v roce 2016 245.

6.2. Sbér dat

V pribéhu hnizdni sezény (bfezen—Cervenec) byly budky pravidelné
kontrolovany a byla dohledavdna hnizda. Nalezend hnizda byla kontrolovana
v intervalech 5-10 dni ke zjisténi informaci o velikosti snusky, poctu vylihlych a
vylétlych mlad’at, mnozstvi zasobované kofisti a ptip. vyskytu hnizdni predace kunou
lesni. Samice byly odchytavany piimo na hnizd€ pomoci podbéraku, samci pak béhem
noci pomoci sit¢, kdyz pfinaseli potravu do hnizda (Zarybnicka et al. 2015). Pii
kontrolach hnizda byl dokumentovan rist mlad’at (délka kiidla, hmotnost) az do jejich
vylétnuti z hnizda. Dospélcim 1 mldd’atim byla odebirana krev z brachidlni Zily.
Brachidlni zila je naruSena vpichem jehly 17, 0,5 x 25 mm, a pomoci kapilary o
pruméru cca 0,8 mm a objemu 50 pl je kazdému jedinci odebrano 50 pl krve (Obr. 7).

Vzorky krve byly zakonzervovany v 96 % etanolu v ependorfce (V = 1,5 ml) a
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nasledné zamrazeny (-20 °C) do doby, nez byly zpracovany v laboratofi. Krev mlad’at

byla odebirana jednou az dvakrat v rizném véku.

Obrazek 7: Odbéry krve z brachidlni Zily (foto: Zdarybnicka 2014).

Data vyuzita v této diplomové praci jsou z hnizdni sezony 2015 a 2016. V roce
2016 byla krev odebrana celkem 15 dospélciim (9 samic, 6 samcil) a 20 mlad’atim
(kazdému mladéti byla krev odebrana prumérné 1,4krat). V roce 2015 byla krev
odebirana celkem 118 mlad’atim (kazdému mladéti byla krev odebrana primérné

1,14krat).

Pro tcely této prace byl ur¢ovan vek hnizdicich jedincti. VEk jedinct byl uréen
podle zbarveni a opottebeni rucnich i loketnich letek (Hornfeldt et al. 1988, LarySova
2014). Na zéklad¢ piepelichani a zbarveni rucnich letek byli ptaci urceni jako 1-leti,
2-leti, 3-leti a star$i nez 3 roky (3+). Primérny vék jedinci se pocital z téchto

stanovenych let, pficemz jedinec vékové kategorie 3+ se pocital jako 3-lety.
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6.3. Laboratorni analyzy

Krevni vzorky byly uchovany v mrazaku pfi teploté -20 °C. V laboratofich byla
nasledn¢ provedena extrakce DNA. Z extrahované DNA bylo zjisténo pohlavi mlad’at
pomoci PCR dle protokolu Fridolfssona & Ellegrena (1999), vyhodnoceni probéhlo dle
metodiky Hipkisse (2002). Dale byla extrahovana DNA pouzita pro zjiSténi pfitomnosti
rodu Leucocytozoon dle protokolu pro nested PCR dle Hellgrena et al. (2004).

6.3.1. Extrakce DNA

DNA byla z krve izolovana pomoci metody Hot Shot. Metoda Hot Shot je
pomérné levna a rychld metoda, vhodna ke zpracovani velkého mnozstvi vzorkl. K
extrakci DNA je vyuzivan neutralizaéni roztok (roztok B - TRIS - MCI; pH = 5,0) a
reak¢ni roztok (roztok A - NaOH; 0.2 mM EDTA). Pro extrakci DNA se krev smisi se
40 pl roztoku A, tato smés je zahtivana na teplotu 95 °C po dobu 10 min, néasledné¢ je

teplota smési prudce snizena na 4 °C a ke smési se ptida 40 pl neutraliza¢niho ¢inidla

(roztok B) (Truett 2000) (Ptiloha 2).

6.3.2. Zjisténi pohlavi mlad’at
6.3.2.1. PCR

Pohlavi mlad’at bylo zjisténo na zakladé protokolu pro PCR Fridolfssona &
Ellegrena (1999). V tomto kroku doslo v termocykleru k namnozeni vybranych useki
DNA pomoci primert cilicich na vybrané tiseky DNA. Byl pouzit forward primer 2550
F, cilici na tsek [5'- GTTACTGATTCGTCTACGAGA-"3] a reverse primer 2718 R,
cilici na [5- ATTGAAATGATCCAGTGCTTG - '3], jako templat DNA byla vyuzita
izolovana DNA od jednotlivych jedinct (Pfiloha 3).

6.3.2.2.  Elektroforéza

Po vyjmuti vzorki z termocykleru (cycleru) po provedeni PCR, byla provedena
elektroforéza za pouziti horizontalni elektroforézy. V elektroforéze probih4 elektricky
proud agarozovym gelem, tim se posouvaji useky DNA gelem dle jejich hmotnosti
(délky) ve sméru proudu. Pro korektni probehnuti elektroforézy pro zjisténi pohlavi u
syce rousného je vhodny 0,8 % - 2 % agarozovy gel (napi. SeaKem®LE Agarose, gel
for electrophoresis, LONZA). Obecné plati, ze 0,8 % gel je vhodny pro vétsinu pouziti,
2 % gel je vhodny pro kratké tseky DNA (kolem 300 para bazi) (Brejskova in verb.,
Ptiloha 4).
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6.3.2.3. Vyhodnoceni vysledkii

Po probéhnuti elektroforézy, byl gel presunut pod UV lampu a bylo
determinovano pohlavi z gelu na zaklad¢ odlisné délky intronii na chromozomech Z a
W. Samice byly detekovany na zakladé zobrazeni CHDIW (gen CHD na chromozému
W) fragmentli, ve vzdalenosti 1,2 kb od zacatku elektroforézy a zaroven se zobrazily 1
krat$i fragmenty CHD1Z (gen CHD na chromozému Z) ve vzdalenosti 0,7 kb. Samci byli
charakteristi¢ti zobrazenim pouze kratSich fragmenti CHD1Z (Hipkiss 2002) (Pfiloha 3).

6.3.3. Zjisténi pritomnosti parazitii rodu Leucocytozoon

K detekci ptitomnost parazitt rodu Leucocytozoon byl pouzit dvoufazovy
protokol pro tzv. nested PCR sestdvajici ze dvou po sob¢ jdoucich PCR reakci
(Hellgren et al. 2004). Tento protokol je v souc¢asné dobé nejuzivangj$im protokolem
pro detekci paraziti fadu Haemosporida. Kazdy vzorek byl testovan minimalné
dvakrat a vzdy byla testovana také pozitivni kontrola (prokazatelné pozitivni vzorek)
a negativni kontrola (dH20 misto vzorku DNA). K vyhodnoceni vysledki je vyuzita

horizontalni elektroforéza.

6.3.3.1.  [Inicialni PCR

Prvni fazi amplifikace je inicialni PCR, kdy se postupuje dle ndvodu QIAGEN
Multiplex PCR kitu. K inicialni PCR jsou pouzity vngjsi primery HaemNF1
amplifikujici Gsek [5'- CATATATTAAGAGAAITATGGAG-3] a HaemNR
amplifikujici usek [5'- ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC-37]. V inicidlni PCR
dojde k amplifikaci ¢asti DNA fadu Haemosporida (566 bazové useky mitochondrialni
DNA genu cytochromu b vSech tfi rodtr) (Pfiloha 4)

6.3.3.2.  Nested PCR

V druhém kroku probiha nested PCR. Pii nested PCR dojde k amplifikaci ¢asti
DNA vybraného rodu s vyuZzitim vnitinich primert HaemFL a HaemR3L, cilicich na
amplifikaci 527 bazovych usekdi mitochondridlni DNA rodu Leucocytozoon.
Templatem pro nested PCR je pouzit produkt inicialni PCR (Hellgren et al. 2004,
Synek et al. 2015, Synek in verb) (Ptiloha 5).

29



6.3.3.3.  Elektroforéza a vvhodnoceni

Produkty nested PCR byly dale vyhodnocovany pomoci elektroforegramu.
Elektroforéza probéhla v 2 % agarovém gelu s ptimési etidium bromidu, ktery se vaze
do struktury DNA. Do jednotlivych jamek byla napipetovana smés 3 pl
produktu nested PCR a 1 pl loading bufferu. Elektroforéza probéhla pod napétim
100 V, po dobu 40 min. Po uplynuti 40 min byl gel vlozen do boxu a osvétlen UV
zafenim pro vyhodnoceni. Za pozitivni vzorek byl oznacen takovy vzorek, ktery vysel
pozitivné pii dvou opakovanich, aby nedoslo k chybnému urceni, naptiklad z dvodu

kontaminace (Pfiloha 6).
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7. Vysledky

7.1. Pritomnost paraziti rodu Leucocytozoon u mlad’at v roce 2015

V roce 2015 byla krev odebirana pouze u mlad’at, celkem byla krev odebrana
u 118 mlad’at. U 100 jedinct probéhl odbér jedenkrat, u 18 jedinci probehl odbér krve
dvakrat. Mezi mlad’aty bylo zjisténo 60 samic a 58 samct.. NejmladSimu mladéti byly
pii prvnich odbérech 3 dny a nejstar§imu 36 dni, primémé byl prvni odbér krve
proveden ve veéku 14,4 dni (SD + 4,1 dny). U mlad’at, kterym byla krev odebirana
dvakrat (n = 17 mlad’at), byl prvni odbér u¢inén praimérné ve véku 13,6 dni (SD £ 3,9
dni) a druhy odbér ve véku 21,1 dni (SD £ 5,1 dni). Z celkového poctu 118 mlad’at
byla prokazana pfitomnost parazitii u dvou mlad’at, ve véku 19 a 21 dni. Ob& mlad’ata

byla samice a pochazela z jedné budky (Obr. 8).

PRITOMNOST PARAZITU RODU
LEUCOCYTOZOON U MLADAT SYCE ROUSNEHO
(N = 118; 2015)

Mladata s
parazity
2,36 %

Mladata s parazity

W Mladata bez parazit
Mladata bez

parazitQ
97,64 %

Obrazek 8: Procentudlni pFitomnost parazitii rodu Leucocytozoon u mldad’at syce rousného v roce
2015.
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7.2. Pritomnost parazitii rodu Leucocytozoon u mlad’at a dospéleii v roce
2016

V roce 2016 byla krev odebirdna dospélcim i mlad’atiim, celkem byla krev

odebrana 20 mlad’atim a 15 dospélctim.

Odbér krve probehl u 12 mlad’at jedenkrat, u 8 mlad’at dvakrat. Z celkového
poctu 20 mlad’at bylo zjisténo 10 samic a 10 samcl. NejmladSimu mladéti bylo pii
prvnich odbérech 6 dni a nejstar§imu 22 dni. V priméru byl prvni odbér krve proveden
ve véku 11,7 dni (SD =+ 3,4 dni). U mlad’at, kterym byla krev odebirana dvakrat (n = 8),
byl prvni odbér ucinén primérné ve veéku 13,4 dni (SD =+ 3,9 dni) a druhy odbér ve
véku 24 dni (SD + 5,4 dni). Z celkového poctu 28 vzorkd, nebyl zadny pozitivni na
pritomnost parazitti rodu Leucocytozoon.

V roce 2016 bylo z celkového poctu 15 testovanych adultnich jedinct (9 samic,
6 samct) 8 jedinct (53 %) pozitivnich na pfitomnost rodu Leucocytozoon (Obr. 9A).
Z 9 samic byly infikovany 4 (44 %, Obr. 9B), z 6 samci byla infekce zjisténa u 4 ( 67
%, Obr. 9C)

PRITOMNOST PARAZITU U ADULTNICH JEDINCU
SYCE ROUSNEHO (N=15)

Jedinci.b:az Jedinci s parazity
parazitd 53%
47%

A
PRITOMNOST PARAZITU U ADULTNICH SAMIC
SYCE ROUSNEHO (N=9)
Samice s parazity
44%
Samice bez
parazitd
56%
B
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PRITOMNOST PARAZITU U ADULTNICH SAMCU
SYCE ROUSNEHO (N=6)

, - Samci s parazity
Samci bez parazita §7%

33%

Obrazek 9: 9A — procentudlni zastoupeni parazitii u adultnich jedinci, 9B - procentudlni
zastoupeni parazitit u adultnich samic, 9C - procentudlni zastoupeni parazitii u adultnich samcii

v roce 2016.

Adultni jedinci byli v roce 2016 odchyceni celkem v 9 hnizdech. V 6 hnizdech
byli odchyceni oba dva rodice (samice a samec), ve 3 hnizdech byla odchycena pouze
samice. Ve dvou budkach byli parazité zjiSténi u obou adultnich jedinct ve véku od 1
roku do 3 + let. V jedné budce nebyli zjisténi paraziti ani u jednoho adultniho jedince.
Ve ttech hnizdech byli parazité prokazani jen u jednoho adultniho jedince — ve dvou

piipadech u samce a jednou u samice (Obr. 10).

PFitomnost parazitli u adultnich jedinct v
roce 2016

Vék [rok]

Cislo budky, pfitomnost parazitd [P,N], pohlavi [M,F]

Obrazek 10: Souhrnné informace o pohlavi, véku, budkdch a piitomnosti parazitii rodu
Leucocytozoon u adultnich jedincii v roce 2016 (P = pFitomnost parazitii, N = nepiitomnost).
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V roce 2016 byli odchyceni dospélci ve vékovém rozmezi 1-3 roky, samice
(n=9) byly staré praimérné¢ 1,8 let (SD + 0,8 roku) a samci (n = 6) 1,7 let
(SD £ 0,7 roku). Samice, u kterych byla zjiS§téna piitomnost parazitd rodu
Leucocytozoon byly ve véku 1, 2 a 3 roky, v priméru 2,25 roku (SD + 0,75 roku)
(n =4). Samci, u kterych byla zjisténa infekce, byli ve véku 1 a 3 roky, v priméru
1,5 let (SD + 0,75 roku) (n = 4). Infikované samice byly primérné starsi (2,25 roku)

nez infikovani samci (1,5 roku).

7.3. Pritomnost paraziti rodu Leucocytozoon u mlad’at v roce 2015 a
2016

V roce 2015 a 2016 bylo celkem testovano 138 mlad’at na pfitomnost parazitii
rodu Leucocytozoon. Celkovy prumérny vék mlad’at pti prvnim odbéru byl 14 dni (SD
+ 4,1 dne) (n = 138), pii druhém odbéru 22,5 dne (SD + 5,3 dne) (n = 25) Pfitomnost
paraziti vysla pozitivng u 1,5 % vsech testovanych mlad’at (n = 2). 30 % mlad’at bylo
pfi prvnim odbéru star$ich 16 dni (n =42), pti druhém odéru bylo 81 % mlad’at starSich
16 dni (n = 21).
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8. Diskuse

Zjistovani paraziti pomoci molekularnich metod a PCR se ukazalo jako pfesna
a rychld metoda detekce ptitomnosti krevnich paraziti. AvSak v nékterych piipadech
muze byt nevyhodna, jelikoz v této metodé dochazi k amplifikaci vSech pfitomnych
usekt DNA parazita, a nelze rozlisit, v jakém vyvojovém stadiu se parazit nachazi

(Kim et al. 2009). Pro potieby naplnéni cilti této prace je tato metoda vyhovujici.

V predlozené praci nebyl zjistén rozdil mezi sezonami 2015 a 2016
V pfitomnosti paraziti u mlad’at. Zarovenn se nepotvrdila stanovena hypotéza, ze
pfitomnost parazitl zavisi na pohlavi, avSak se zd4, ze vek jedinct hraje vyznamnou
roli. Z celkového poc¢tu 15 adultnich jedinct (star$i nez 1 rok) byla prokazana
pifitomnost paraziti rodu Leucocytozoon u 53 % (n = 8), avsak ze 138 mlad’at (do
jednoho roku) byla ptfitomnost parazitii rodu Leucocytozoon zjiSténa pouze u dvou
jedincu (1,5 %) ve véku 19 a 21 dni.

Zavery této prace se shoduji s poznatky prace Synka et al. (2015), ktery testoval
piitomnost 3 rodt fadu hemosporida (Plasmodium, Haemoproteus a Leucocytozoon).
Vysledky jeho ¢tyfleté studie potvrdily pfitomnost paraziti rodu Leucocytozoon u
71 % dospélct (n = 57). AvSak pfitomnost paraziti rodu Leucocytozoon u mladat
dosahujici dle Synka et al. (2015) az 41 %, nebyla v této diplomové praci prokazana.
uvadi, Ze nejmladSimu mladéti infikovanému Leucocytozoon sp. bylo 16 dni, avSak
v mé diplomové praci bylo mlad’atim v dobé& prvnich krevnich odbérit v priméru 14
dni (SD + 4,1 dne) (n = 138) a pti druhém odbéru 22,5 dne (SD + 5,3 dne) (n = 25).
V roce 2016 byly opakované odbéry provedeny u 8 mlad’at a v roce 2015 u 17. V roce
2015 se krev odebirala mlad’atim pievazné jednou, jelikoz studie pfitomnosti parazitt
doposud v nasich laboratotich neprobihaly a vzorky krve mély slouzit jen ke zjisténi
pohlavi mlad’at. V mé praci byla v roce 2015 prokazana ptitomnost parazitt u dvou
mlad’at ve véku 19 a 21 dni, coZ se shoduje s vysledkem prace Synka et al. (2015),
ktery urcil vékovou hranici minimalné 16 dni. Z celkem 138 analyzovanych mlad’at
bylo pii prvnim odbéru 30 % mlad’at starSich 16 dnti (n = 42), pfi druhém odbéru bylo
81 % mlad’at starSich 16 dnit (n = 21). AvSak z celkem 138 mlad’at vSak bylo
pozitivnich pouze 1,5 % (n = 2). V piedlozené studii bylo tedy infikovano vyznamné

niz$i procento mlad’at starSich 16 dni, nez tomu bylo ve studii Synka et al. (2015).
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Na druhou stranu, vysledky mé prace se shoduji s praci Korpimékiho et al.
(1993), ktery beéhem sezén 1991 a 1992 studoval ve Finsku pfitomnost parazitti rodu
Leucocytozoon u mlad’at (n = 12). Pfitomnost parazitt nebyla v jeho studii u mlad’at
prokazana, a dale autor uvadi, ze v€k mlad’at neni rozhodujici. AvSak jeho zavéry
mohou byt ovlivnény malym poctem testovanych jedinci. Na druhou stranu,
Korpimaéki et al. (1993) prokazal pfitomnost parazitii rodu Leucocytozoon u adultnich
jedincd, a tedy prokazal rozdil mezi pfitomnosti paraziti u mlad’at a dospélcu tak, jak
je prokéazano v této praci. Korpimaiki et al (1993) vSak neprokazal zasadni vliv paraziti
na adultni jedince v dobé hnizdéni. Korpimaéki et al (1993) také uvadi, ze pomoci stéri,
byli ve vzorcich nalezeni paraziti jinych taxonomickych jednotek — Nematoda
(hlistice), ¢i fad Trypanosomatida (trypanosomy) Trypanosma avium. Témto
poznatkiim by bylo vhodné se déle vénovat. V Ceské republice byl rod Leucocytozoon
prokazan jako nejCastéjsi rod parazitl, coz nevyluc¢uje kombinovanou infekci vice

rodl a druhii paraziti, jak uvadi Synek et al. (2015).

V mnoha studiich je dokumentovano, Ze dostupnost potravni nabidky
drobnych zemnich savcl vyznamné ovlivituje cely proces hnizdéni syce rousného,
vcetné doby zahnizdéni, pocetnosti hnizdici populace, velikosti snlisky a GspéSnosti
reprodukce (napt. Korpiméki and Hakkarainen 2012, Zarybnicka et al. 2015 — IBIS).
V pribéhu studijniho obdobi 2015-2016 v KruSnych horach zna¢né kolisala pocetnost
potravni nabidky drobnych zemnich savcli. Rok 2015 byl charakteristicky vysokou
pocetnosti drobnych zemnich savci, zatimco rok 2016 byl extrémné $patny z hlediska
dostupnosti této potravy (Zarybnicka unpublik. data). Dostupnost potravy tedy mohla
ovlivnit také pfitomnost paraziti u syce rousného. Tuto domnénku nepiimo podporuje
studie Korpimakiho et al. (1993), ktery uvadi, ze dostupnost potravy muze negativné
korelovat s mnozstvim infikovanych jedinci. Vztah mezi dostupnosti potravy a

vyskytem infekce by tedy mél byt predmétem dalSich studii.

Parazit¢ rodu Leucocytozoon se vyvijeji v pomérné velké Skale hostiteld,
napiiklad p¥itomnost t&chto parazitil byla studovana ve Svédsku v populacich sykory
modiinky (Cyanistes caeruleus). Pfitomnost parazitii byla v populaci prokazana, avsak
jako dominantni se ukdzal rod Haemoproteus, ktery se vykytoval az u 80 % populace.
Rod Leucocytozoon, Plasmodium a fad Trypanosomatida se ve $védské populaci

prokdzal jen okrajové.
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Je ztejmé, ze pro hlubsi pochopeni faktorii ovliviujicich pfitomnost a
abundanci paraziti rodu Leucocytozoon v populacich syce rousného je stale potteba
prohlubovat. Zejména je nutné dale studovat znalosti o vektorech a hostitelich a jejich
vyskyt davat do souvislosti s environmentalnimi faktory. PredevS§im dostupnost
potravy, teplota ¢i efekt doby zahnizdéni mohou hrat vyznamnou roli ve vyskytu

paraziti vV populacich ptacich hostitelt.

9, Zavér

Hlavnim cilem této prace bylo zji$téni pfitomnosti parazitii rodu Leucocytozoon u
dospélct a mlad’at syce rousného (Aegolius funereus) v Krusnych horach v zavislosti
na jejich véku a pohlavi. Uréeni pohlavi bylo stanoveno na zaklad¢ analyzy DNA a
ptitomnost paraziti byla stanovena dle protokolu pro nested PCR podle Hellgren et al.
(2004). V praci byl také podrobné popsan metodicky postup umoziujici opakovani

postuptl pouzitych v této praci.

Z celkového poctu 15 dospélct a 138 mlad’at, byla pfitomnost parazitli zjisténa u
53 % dospélct (n = 8) a 1,5 % mlad’at (n = 2). Z vysledkt provedenych analyz nebyl
zjistén patrny rozdil mezi pfitomnosti parazitli u mlad’at mezi jednotlivymi sezonami
a zéaroven nebyl prokdzan vliv pohlavi na pfitomnost paraziti. Nicméné, pfitomnost
parazitti byla vyssi u dospélci (starSich nez 1 rok) nez u mlad’at (do 1 roku), coz

naznacuje vliv véku na pfitomnost parazitli rodu Leucocytozoon.

Tato prace mi poskytla velké mnozZstvi novych informaci a zkuSenosti, zejména v
praktické casti, jak v terénu, tak v laboratofi. Timto tématem bych se rada dale
zabyvala, zejména bych pak chtéla analyzovat vyssi pocet vzorkl i druhii hostiteld,
pfipadné se dale rada vénovala vlivu prostfedi na pfitomnost parazitii. Prohlubovani
znalosti o parazitech, jejich hostitelich a vektorech pfinasi nové informace do stale
nedostacujicich poznatkt tykajicich se pfitomnosti paraziti ve volné Zijicich

populacich ptakd.
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12. Prilohy:

Priloha 1: Reproduk¢ni cyvklus rodu Leucocytozoon

ISTAGES IN BLACK FLYI

Macrogamete Microgamete B

Sporozoites
gland migrate to Developing C
vary glands. oocyst
D
Fly bite
injects _
sporozoites. Fly bite
G picks up

-/ gametocytes

F

in phagocytes

Hepatic

schizonts STAGES IN BIRD |

Priloha 1: A, B, C, D — vyvoj paraziti rodu Leucocytozoon (Leucocytozoon
simondi) na zastupci cCeledi Simuliidae. E, F, G — vyvoj parazitd rodu
Leucocytozoon  (Leucocytozoon simondi) v pta¢im hostiteli. Pohlavni
rozmnozovani: A — vstup makrogamet a mikrogamet do traviciho traktu vektoru,
B — vyvoj ookinety, C —z ookinety se vyvine oocysta a z ni sporozoity, které putuji
do slinnych Zlaz vektoru (D). Nepohlavni rozmnozovani: E — Sporozoity se
dostanou do pevnych tkani hostitele a postupné¢ se mnozi, F — Ze sporozoitli
vznikaji makrogametocyty a mikrogametocyty, které se pohybuji v krevnim
fecisti, G — z krevniho fecisté¢ se dostanou zpét do vektoru (obrazek pievzat z
Schmidt & Roberts 2009).
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Priloha 2: Extrakce DNA z krve

1) lzolace DNA
2) Urceni pohlavi — PCR
3) Elektroforéza
4) Inicialni PCR
5) Nested PCR
6) Elektroforéza

— Pro korektni ureni vhodné provadét 2x — 3x

Tabulka 1: Pomiicky a p¥istroje k izolaci DNA

IZOLACE DNA
Pomiicky Pristroje
Pipety Centrifuga (Obr. 12)
Spicky Nahiivaci blo¢ek (Obr. 11)
Rukavice Vortex
Ependorfka V =1.5ml
Drtitko
Vanicka na led
Led
Stojanek Na ependorfky

Postup:

(1) Piipravime si pomticky, které budeme pouzivat (Tab. 1)
(2) Ependorfky o V = 1,5 ml; fadné oznac¢ime
(3) Z ependorfek s krvi odebereme 50ul, s malymi kousky krve
(4) Pomoci drtitka promichame a rozbijeme velké kousky krve v ependorfkach
(5) Systematicky vkladame do stojanku
(6) Nahiejeme blocek na 95 °C
(7) Stocit etanol na centrifuze (Obr. 12)
a. Cas: T=5min
b. Otacky: RPM = 3000-5000
c. Teplota: libovolné
(8) Odsat etanol z povrchu, po ukonceni rotaci centrifugy (v centrifuze dojde
k oddéleni krve od etanolu)
(9) Nechat ependorfky oteviené, aby se odpafil zbytek etanolu / dat na par sekund
do bloc¢ku (Obr. 11) s otevienym vickem

(10) Dale pokracujeme s ependorfkami, kde je na dné sedimentovana krev
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Obrazek 11: Centrifuga (foto: Zarybnickad Obrdzek 12: Nah¥ivaci blocek (foto: Mahlerovd

2014).

2017)

METODA HOTSHOT

Tabulka 2: Metoda HotShot - chemikdlie a mnoZstvi.

HOTSHOT

Chemikalie
Roztok A: NaOH EDTA | (alkalicky) 40l
Roztok B: TRIS -MClI (pH = 5; neutralizacni) 40ul

(11)
(12)
(13)
(14)
(15)
(16)
17

Roztok A: 25mM NaOH; 0.2 mM EDTA

Roztok B: TRIS -MCI; pH =5,0

Do kazdé ependorfky s krvi pfidame 40 ul roztoku A (Tab. 2)
Ependorfku uzavieme a po dobu 10 s pomalu vortexujeme
Zvortexované vzorky vlozime do naht4atého blocku (95 °C) na 12min
Ptipravime si led do nadoby na led

Nahtaté vzorky jdou rovnou na led

Okamzité ptidavame roztok B (40 ul) (Tab. 2)

Z ledu jdou vzorky rovnou do lednice se zchladit
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Priloha 2: Uréeni pohlavi svce rousného (PCR)

1) lzolace DNA
2) Urceni pohlavi — PCR
3) Elektroforéza
4) Inicialni PCR
5) Nested PCR
6) Elektroforéza

— Pro korektni ureni vhodné provadét 2x — 3x

Tabulka 3: Pomiicky a p¥istroje pro determinaci pohlavi

Pomiicky

Pristroje

Rukavice

Cycler (Obr. 13)

Pipety

Ependorfka

V =15ml

Stripy

Led

Box na led

Tabulka 4: Chemikdlie potit‘ebné pro PCR

PCR Pocet vzorki

Chemikalie 5X 10x |20x |30x

dH20 [ul] 81,5 163 |326 |489

Dream Taq buffer [ul] |10 20 40 60

Primer Forward (F) [pl] |1 2 4 6

Primer Reverse (R) [pl] |1 2 4 6

dNTP[ul] 1,25 25 |5 7,5

Polymeraz[ul]a 0,2-0,3 |04 0,8 1,20

DNA 1-1,5ul
Tabulka 5: Nastaveni cycleru

Nastaveni cycleru: Pohlavi T [°C] |Cas Cykly
Prvni krok Denaturace 94 30s 29X
Druhy krok Anneling 60,5 [40s 29X
Tteti krok Amplifikace (primer extension) |72 1min10s |29x
Zaver Finalni extenkce 72 10 min
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Postup:

(1) Do ependorfky (V = 1,5ml) napipetujeme buffer + dH20 + primery (1 primer:
9 dH20) + dNTP (Tab. 3, 4).

(2) Homogenizace pomoci vortexu, nasledné stoceni pomoci centrifugy

(3) Ptidame polymerazu

(4) VZNIKL PREMIX - zav¥it vicko, ependorfku oznacim a lehce protifepu
(5) Do kazdé ependorfky stripu napipetuji 16,8 pl PREMIXU

(6) Z ependrofek s izolovanou DNA napipetuji 1,5 - 2 pl vyizolované DNA do
kazdého oddilu stripu

(7) Premix + DNA ve stripech zaviu a lehce proklepu v ruce

(8) Takto uzaviené a popsané stripy jsou vlozeny do cycleru (= termocykléru)
(Obr. 13) na vhodny program (Tab. 5)

(9) Po vyjmuti ze cycleru stocit srazenou vodu

(10) Ulozit do lednice / mrazaku

Obrazek 13: Termocycler (foto: Zarybnickad 2014).
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Priloha 3: Vvhodnoceni pohlavi svce rousného (elektroforéza)

Kroky:
1) lzolace DNA

2) Urceni pohlavi — PCR

3) Elektroforéza
4) Inicialni PCR
5) Nested PCR

6) Elektroforéza

— Pro korektni ur€eni vhodné provadéet 2x — 3x

Tabulka 6: Pomiicky a pFistroje pro elektroforézu pro uréeni pohlavi syce rousného

Pomiicky a pristroje

Rukavice

Pipety

Vana

Hieben

Horizontalni elektroforéza

Box s UV svétlem

Centrifuga

Lepenka

Silikonova chnapka

Tabulka 7: Chemikdlie pro elektroforézu

Chemikalie: elektroforéza Vana

Chemikalie Mala (56 vzorkid) [Velka (vice nez 100 vzorki)
Agaroza [g] 0,8 1,6

Running buffer [ml] 80 160

Ethidium bromid [pl] 1,5 3

Produkt PCR [pl] 3 3

Loading buffer [ul] 1 1

Marker 2 2
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Tabulka 8: Nastaveni horizontdlni elektroforézy

Nastaveni elektroforézy

Volty Cas [min]
110 35

100 40

Obrdzek 14: Horizontdlni elektroforéza (foto: Mahlerovd
2017).

Obrazek 15: Ilustracni foto, viha, agar
(foto: Mahlerova 2017).

Postup:

(1) Piiprava gelu (Tab. 6, 7)

a.

b.
C.
d

g.
h.

Vanu olepime lepenkou, tak aby se do ni dal nalit gel
Do kadinky odmé&fime potiebné mnozstvi running bufferu (Tab. 7)
Pomoci vahy namétime pottebné mnozstvi agardzy (Obr. 15)
Smichdme agar6zu s bufferem a vlozime do mikrovinky

i. P (Vykon)=80

ii. T(Cas)=80s
Z mikrovlnky vyjmeme pfevatrenou agar6zu pomoci silikonové
rukavice a pod proudem pies sklo kadinky chladime az na teplotu,
kdy jsme schopni kadinku udrZet na hibetu ruky
Pfidame odmétené mnozstvi ethidium bromidu a promichdme
krouzivymi pohyby
Gel nalijeme do vany
Pfidame hiebeny a nechame ztuhnout po dobu 25 min (Obr. 16)

(2) Po vyndani vzorku z cycleru je kratce sto¢ime na malé centrifuze (aby doslo
k uvolnéni srazené vody)

(3) Pripravime si parafilm, na ktery napipetujeme mnozstvi kapicek loading
bufferu (1 kapka =1 pl) dle poctu vzorkt
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(4) Ke kazdé kapce loading bufferu ptidame 3 pl produktu z PCR

(5) Do prvni jamky ptijde marker (Obr. 19), ktery umozni ¢ist délku vzniklych
bendi.

(6) Do jamek ve ztuhlém gelu piepipetovavame 4 ul pro kazdy vzorek (1 pl
loading bufferu + 3 ul PCR produktu

(7) Zaklopime vicko elektroforézy a nastavime program dle potieby (110 V na
35 min nebo 100 V na 40 min — rozdil 10 V nerozhoduje o kvalité vysledku)
(Tab. 8) (Obr. 14)

(8) Po uplynuti doby potiebné k probéhnuti elektroforézy vyndame opatrné gel
(pomoci rukavic!) a pfendame ho do boxu (Obr. 17)

(9) Gel osvitime UV svétlem a éteme vysledek (Obr. 18)

Obrazek 18: Box s UV pro vyhodnoceni Obrazek 16: Piipraveny gel na elektroforézu
(foto: Mahlerovd 2017). (foto: Mahlerova 2017).

Obrazek 17: Vysledny elektroforegram (foto: BrejSkova 2014).
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GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use
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Obrazek 19: Standard pro uréeni
délky fragmentii (Zebiik, marker)
(http:/www.ri.com.my).
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Priloha 4: Molekularni detekce rodu Leucocytozoon — Inicialni PCR

Kroky:
1) lzolace DNA
2) Urceni pohlavi — PCR
3) Elektroforéza
4) Inicialni PCR
5) Nested PCR
6) Elektroforéza

— Pro korektni ur¢eni vhodné provadét 2x — 3x

Tabulka 9: Pomiicky a pFistroje - determinace parazitii

Pomiicky Pristroje
Rukavice Cycler (Obr. 2a)
Pipety Vortex

Stripy Centrifuga

Tabulka 10: Chemikdlie pro inicidlni PCR.

Chemikalie: Inicialni PCR (Obr. 20) Pocet vzorku
Chemikalie 1x 10x 20x
MM Mix[pul] 5 50 100
NF1 (F) [u] 05 |5 10
NR3 (R ) [u] 05 |5 10
DNA [ul] 4 4 4

Obrazek 20: Chemikalie potiebné k inicialni PCR.
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Tabulka 11: Nastaveni termocycleru - inicidlni PCR

Nastaveni cycleru: Inicialni PCR
T [°C] Cas Cykly
1 |95 15 min 1x
2 (94 30s
3 150 90 s 19x
4 |72 45 s
5 |72 10 min 1x
6 |15 oo
Postup

(1) Piiprava premixu (Tab. 10, 9)

(2) Lehce promichat

(3) Do oznacenych stript (Obr. 21) napipetujeme 6 ul premixu do kazdého
oddilu

(4) 1zolace DNA — Pomoci Hot Shot s A a B roztokem (Pfiloha 2) — izolovana
DNA slouzi jako templat pro inicidlni PCR

(5) Z kazdého izolovaného vzorku napipetujeme 4ul DNA do oznaéenych
stript tak, aby v kazdém oddile bylo 6 ul premixu a 4 pl izolované DNA

(6) Po probéhnuti inicialni PCR natfedime produkt 10x (ptidame 90 ul dH20
do kazdé ¢asti stripu)

(7) Skladujeme v mrazaku (po dobu delsi nez jeden den) / v lednici (pfes noc)

Obrazek 21: Oznacené stripy (foto:
Mahlerova, 2017).
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Priloha 5: Zjisténi pritomnosti parazita rodu Leucocytozoon — Nested PCR

Kroky:
1) lzolace DNA
2) Urceni pohlavi — PCR
3) Elektroforéza
4) Inicialni PCR
5) Nested PCR
6) Elektroforéza

— Pro korektni ur€eni vhodné provadéet 2x — 3x

Tabulka 12: Pomiicky a p¥istroje pro nested PCR

Pomiicky Piistroje
Rukavice Cycler
Pipety Vortex
Stripy Centrifuga

Tabulka 13: Chemikdlie pro nested PCR.

Chemikalie: Nested PCR Pocet vzorku Redit
Chemikalie 1x 10x  |20x

Buf. Dream Tq [pl] 3 30 60

dNTP [ul] 3 30 60 1: 49
R2(L) [ul] 2 20 40 1:9
F (L) [pl] 2 20 40 1:9
Dream Taq Polymeraza [pl] 0,1 1 2

dH20 [pl] 9,9 99 198

Produkt inicialni PCR [pl] 10 10 10
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Tabulka 14: Nastaveni cycleru pro nested PCR

Nastaveni cycleru: Nested PCR
T [°C] Cas Cykly
1 |94 3 min 1x
2 |94 30 s
3 |50 30 s 35X
4 |72 45 s
5 |72 10 min 1x
6 15 oo

Obrdzek 22: Vortex (foto: Mahlerova 2017).

Postup:
(1) Piiprava premixu dle potiebného mnozstvi (Tab. 12, 13) (Bez polymerazy)

(2) Zvortexujeme a sto¢ime na malé centrifuze
a. Polymerdzu pfidavame rychle a zcela na konci, aby nebyla dlouho
mimo mrazak

(3) Produkt inicialni PCR 10 x nafedime (10 ul: 90 pl dH20) a po dobu 10
zvortexujeme

(4) Premix rozpipetujeme do novych, ptipravenych, oznacenych stript - 20 ul do
kazdého oddilu

(5) Do stript k premixu piidame 10 ul z nafedéného produktu z inicialni PCR

(6) Takto namichané roztoky sto¢ime na centrifuze a vkladame do cycleru na
program pro nested PCR (Tab. 14).
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Priloha 6: Vyhodnoceni pritomnosti parazitu rodu Leucocytozoon

(elektroforéza)

Kroky:
1) lzolace DNA

2) Urceni pohlavi — PCR

3) Elektroforéza
4) Inicialni PCR
5) Nested PCR

6) Elektroforéza

— Pro korektni ur€eni vhodné provadéet 2x — 3x

Tabulka 15: Pomiicky a p¥istroje pro vyhodnoceni p¥itomnosti parazitii (elektroforézu)

Pomiicky a pristroje

Rukavice

Pipety

Vana

Hieben

Horizontalni elektroforéza

Box s UV svétlem

Centrifuga

Lepenka

Silikonova chnapka

Tabulka 16: Chemikdlie pro elektroforézu

Chemikalie: elektroforéza Vana

Chemikalie Mala (56 vzorkid) [Velka (vice nez 100 vzorki)
Agardza [g] 0,8 1,6

Running buffer [ml] 80 160

Ethidium bromid [pl] 15 3

Produkt PCR [pl] 3

Loading buffer [pl] 1

Marker 2

Tabulka 17: Nastaveni horizontilni elektroférzy

Nastaveni elektroforézy

Volty Cas [min]
110 35

100 40
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Postup:

(1) Piiprava pomticek (Tab. 15)
(2) Priprava gelu
a. Vanu olepime lepenkou, tak aby se do ni dal nalit gel
b. Do kadinky odmétime potfebné mnozstvi running bufferu (Tab. 16)
c. Pomoci vahy naméfime potfebné mnozstvi agarozy
d. Smichame agardzu s bufferem a vlozime do mikrovinky
i. P (Vykon)=80
ii. T(Cas)=80s
e. Z mikrovinky vyjmeme pievatrenou agardzu pomoci silikonové
rukavice a pod proudem pies sklo kadinky chladime az na teplotu,
kdy jsme schopni kadinku udrzet na hibetu ruky
f. Pfidame odméfené mnozstvi ethidium bromidu a promichame
krouzivymi pohyby
g. Gel nalijeme do vany
h. Ptidame hiebeny a nechame ztuhnout po dobu 25 min
(3) Po vyndani vzorkt z cycleru je kratce sto¢ime na malé centrifuze (aby doslo
K uvolnéni srazené vody)
(4) Ptipravime si parafilm, na ktery napipetujeme mnozstvi kapicek loading
bufferu (1 kapka = 1 pl) dle poétu vzorki
(5) Ke kazdé kapce laoding bufferu ptidame 3 pl produktu z PCR
(6) Do prvni jamky pfijde marker (Obr. 19, ktery umozni ¢ist délku vzniklych
bendi.
(7) Do jamek ve ztuhlém gelu piepipetovavame 4 pul pro kazdy vzorek (1 pl
loading bufferu + 3 ul PCR produktu
(8) Zaklopime vicko elektroforézy a nastavime program dle potieby (110 V na
35 min nebo 100 V na 40 min — rozdil 10 V nerozhoduje o kvalité vysledku)
(Tab. 17)
(9) Po uplynuti doby potiebné k probéhnuti elektroforézy vyndame opatrné gel
(pomoci rukavic!) a pfendame ho do boxu
(10) Gel osvitime UV svétlem a ¢teme vysledek (Obr. 23) — zobrazi-li se
bend, jedna se o infikovaného jedince, nezobrazi-li se, paraziti nejsou
V jedinci pfitomni.

Obrdzek 23: Vyhodnoceni vysledkii 7 PCR (foto:
Mahlerova 2017)
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