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1. Uvod

1. 1. Vyuziti molekuliarnich metod, fylogenetické analyzy a

jejich uskali

V disledku zmény Zivotniho prostiedi a selek¢nich tlaki dochazi u paraziti k riznym
adaptivnim modifikacim a redukcim, jejichz vyznam je Casto neznamy; casto tak dochazi
k nejasnostem V jejich evolu¢nich vztazich a taxonomickém postaveni. Pied nastupem
molekularnich metod byly jako spolehlivy taxonomicky marker pouzivany morfologické
a biologické charakteristiky daného parazita. Metody molekularni fylogenetiky a genomiky
vsak piinesly nové a Casto piekvapivé informace o evolué¢nim scénafi a vzajemnych vztazich i
dosud dobte prostudovanych skupin paraziti (napt. Carreno a kol. 1999, Siddall a kol. 2007,
Valkitinas a kol. 2008, Adl a kol. 2012, Barta a kol. 2012, Kvic¢erova a kol. 2013).

Cetné DNA sekvence, které byly bdhem poslednich deseti let vlozeny do databéze
GenBank, predstavuji dilezita data pro studium organismil. Nicméné velké mnozstvi sekvenci
parazitil, zejména z volné zijicich zivocicht, bylo identifikovdno pouze na Grovni rodu, navic
Casto bez dostupnosti relevantnich morfologickych dat. V databazi GenBank tak existuje
nespocet druhli, popsanych jako ,,sp.”, a to vétSinou na zakladé sekvenci jediného genu.
Fylogenetické analyzy zalozené na chybnych identifikacich taxoni, stejné tak jako
morfologické popisy nepodlozené molekularnimi daty, mohou byt zavadéjici, a vést tak
k chybnym zavérim. Tato uskali vystizn€¢ popsal Valkitinas a kol. (2008). Recentnim
prikladem zdroji takto zavadéjicich dat, nebo sekvenci, které nelze pouzit pro relevantni
fylogenetické analyzy, jsou publikace Harrise a kol. (2011) ¢i Maia a kol. (2012), zaloZen¢ na
analyzach sekvenci 18S rDNA o délce pouhych 530 bp ze znacného mmnozstvi rtiznych
hostitelti, a oznacenych jako Hepatozoon sp. ¢i pouze kody vzorki; k témto vzorklim bohuZel
neexistuji Zadnd morfologicka data. Podobné¢ Haklova-Kocikova a kol. (2014) vlozili do
databaze GenBank pouhych 584 bp dlouhé sekvence 18S rDNA rodu Karyolysus. Karadjian a
kol. (2015) zase na zaklad¢ analyz jediného genu (18S rRNA) a obecnych vyvojovych cykli,
uvedenych v piivodni literatuie, prejmenoval Hepatozoon infikujici Siroké spektrum hostitelt
(savce, ptaky, obojzivelniky a plazy) na zcela novy rod Bartazoon, a to i pies absenci
molekularnich dat pro typovy druh rodu Hepatozoon, H. perniciosum; navic se ukazalo, ze

nové¢ pojmenovany rod Bartazoon neni jednozna¢né monofyleticky.



Vétsina  fylogenetickych a  populacné-genetickych  studii  parazith  skupiny
Apicomplexa byla doposud zaméfena zejména na lékatsky a veterindrné vyznamné taxony
(napf. Barta a kol. 1997, Hughes a Verra 2002, Altay a kol. 2008, Kvi¢erova a kol. 2008).
Klinicky malo vyznamné, avSak biologicky a evolu¢né zajimavé skupiny tak zistavaji
do jist¢ miry opomijené. Biologicky unikatni paraziti rodu Haemogregarina patii k témto

opomijenym, avSak zajimavym skupinadm.

1. 2. Haemogregariny sensu lato

Jako haemogregariny sensu lato jsou oznacovany kokcidie s heteroxennim vyvojovym
cyklem, fazené mezi Adeleorina, Apicomplexa (Adl a kol. 2012). Tito intracelularni parazité
infikuji Siroké spektrum bezobratlych a obratlovcl. Jejich vyvojova stadia (meronti a
gamonti) se vyskytuji v krvi a tkénich mezihostitelli, kterymi jsou savci, ptéci, ryby,
krokodyli, hadi, jestérky a zelvy (Telford 1984, Desser 1993, Smith 1996, Perkins a Keller
2001). Definitivnimi hostiteli a zaroven vektory jsou bezobratli zivoc¢ichové, predevsim
kliSt'ata a jini rozto€i, hmyz, a pijavky (Desser 1993, Smith 1996, Davies a Johnston 2000).
Vyvoj infekénich stadii (sporozoitil) se odehravd ve stfevnim epitelu, hemocoelu C¢i

reproduk¢ni soustave definitivniho hostitele (Desser 1993).

Taxonomické postaveni vramci kmene Apicomplexa bylo plivodné zalozeno
na morfologickych znacich jednotlivych vyvojovych stadii, a na spektrech hostitelt.
S nastupem molekularnich metod bylo moZzné ziskat nékterd data, potfebna pro nastinéni
fylogeneze této skupiny (Barta 1989, Siddall a Desser 1991, Desser 1993, Siddall 1995).

Barta (2000) rozd¢lil haemogregariny do tfi ¢eledi a Sesti rodi.

Celed’ Haemogregarinidae zahrnuje rody Haemogregarina, Desseria a Cyrilia, lisici
se morfologii gamonti a oocyst. Kompletni vyvojovy cyklus rodu Haemogregarina (viz také
kapitola 1. 3.) byl popsan z vodnich zelv a pijavek. Prvni generace merogonie (probihajici
ve vnitinich organech obratlovce) je typicka pfitomnosti merontli, ktefi obsahuji 13-25
merozoiti (Paterson a Desser 1976). Dalsi generace merogonie probihd v erytrocytech
obratlovci za tvorby gametocytl. Nasledné je krev spolecné s vyvojovymi stadii nasata
pijavkou, v jejimz stievé probiha syzygie gamontli, gametogeneze a vznik ¢ty mikrogamet.
Oocysty se objevuji na povrchu stfevniho epitelu, pficemz kazdd obsahuje 8 sporozoitil.

Sporozoiti penetruji stfevni sténu a v endotelovych buiikach ob&hového systému pijavky



se méni na meronty, obsahujici infekéni merozoity. Merozoiti nasledn¢ invaduji proboscis
pijavky, a do dalSiho obratlovce jsou poté piendSeni inokulativné béhem séni (Paterson

a Desser 1976, Siddall a Desser 1991, 1992, 2001, Desser 1993).

U rodu Cyrilia se mohou nepohlavni stadia vyskytovat i v lymfocytech, neutrofilech ¢i
monocytech. Merogonie rodu Desseria naopak probihd vyhradné ve vnitinich organech,
nikoli v krevnich buiikach. Oocysty obou rodit obsahuji vice nez 16 sporozoitii (v porovnani s

8 u rodu Haemogregarina) (Siddall 1995, Mihalca a kol. 2002).

Celed” Hepatozoidae je reprezentovana jedinym rodem, Hepatozoon. Zastupci tohoto
rodu byli popsani u savcl, plazl, ptdkli a obojzivelnikii (Paperna 2006). Pienasecem
a zaroven definitivnim hostitlem jsou zde roztoc¢i (zejména klistata) a rizny hmyz (Telford
1984), u druhti infikujicich studenokrevné obratlovce jsou to predevsim komati (Smith 1996).
K pfenosu na mezihostitele (obratlovce) dochazi v tomto piipadé pozienim infikovaného
definitivniho hostitele. V mezihostiteli probiha pocatecni taze merogonie. Posledni generace
merozoitd pronika u obojzivelnikd a plazi do erytrocyt, u ptakl a savcti do leukocytl, a
dochazi ke vzniku gametocyti (Smith 1996). Po sani na infikovaném obratlovci se ve stievé
definitivniho hostitele z natravenych krevnich bunck uvolni gametocyty, skrze stfevni sténu
migruji do riznych bunck uvnitt téla, kde probéhne syzygie. Typickym morfologickym
znakem tohoto rodu je tvorba polysporocystickych oocyst. Kazda sporocysta obsahuje 4 az 16
(¢i vice) sporozoitt (Smith 1996, Telford 1984, 2009, Telford
a kol. 2002).

Celed Karyolysidae je tvofena rody Karyolysus a Hemolivia. Rod Karyolysus
parazituje u evropskych plazii a je pfenaSen roztoCi. Vyvojovy cyklus typového druhu
Karyolysus lacertae zahrnuje merogonii Vv endotelovych bunkach tkani mezihostitele
(jesterky), gametocyty jsou lokalizovany v erytrocytech. Po sani samicky klistéte na
infikovanych jestérkach probiha v jejim stfevé syzygie a sporogonie, sporozoiti pak migruji
do jejich vajicek. U ostatnich haemogregarin sensu lato nebyl transovarialni pfenos prokazan.
V larvach (nymfach) rozto¢t pak probihd merogonie a vznik merozoitd. Jestérky se nakazi
témito stadii pfi poziti larev roztoct (Smallridge a Bull 1997, Telford 2009, Haklova-
Kocikova a kol. 2014).

Rod Hemolivia predstavuje haemogregariny napadajici plazy a obojzivelniky.
Vyvojovy cyklus zahrnuje erytrocytdrni gamogonii, erytrocytdrni a extra-erytrocytarni
merogonii a tvorbu cyst. Sporogonie probiha ve stievnim epitelu definitivniho hostitele

(klistéte) ve dvou fazich. V prvni fazi dochéazi ke tvorbé oocyst s pohyblivymi sporozoity
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(netvofi se sporocysty). Ve druhé fazi sporozoiti opoustéji oocystu a napadaji dalsi epitelové
bunky, vytvofi sporocysty se sporozoity, jiz infekénimi pro obratlovce (Petit a kol. 1990,
Smallridge a Bull 1997, Boulard a kol. 2001).

VétSina infekci zptisobenych haemogregarinami sensu lato probihd asymptomaticky.
Paraziti jsou nejcastéji detekovani na zédkladé mikroskopického vysSetieni barvenych krevnich
natéri a prikazu gametocytl v krevnich bunkéach (Smith 1996). Pro molekularni prikaz se
nejvice vyuziva metoda polymerdzové tetézové reakce (PCR) se specificky navrzenymi
primery (Wozniak a kol. 1994, 1996, Perkins a Keller 2001, Kvicerova a kol. 2008).
Patogenita krevnich paraziti je spiSe znama a popsana u druhu infikujicich ¢lovéka nebo
domaci zvitata. Psi druhy rodu Hepatozoon mohou kromé leukocytozy a anémie (Gavazza a
kol. 2003) zplsobovat vazné histopatologické zmény na vnitinich organech,
ve kterych probiha merogonie (tj. slezina, kostni dfen, lymfatické uzliny, kosterni a srdecni
svalovina) (Panciera a kol. 2000; Baneth a kol. 2003). Haemogregariny parazitujici u plaz
vykazuji celkové spiSe nizkou patogenitu, jakou je slaba zanétliva reakce a anémie (Smith

1996, Telford a kol. 2002, 2004, Wozniak a kol. 1994, 1996).

1. 3. Rod Haemogregarina

Rod Haemogregarina zahrnuje intracelularni krevni Apicomplexa s heteroxennim
vyvojovym cyklem, s niz§imi studenokrevnymi obratlovci (plazi, ryby) jako mezihostiteli,
a pijavkami figurujicimi jako ptedpokladany definitivni hostitel (Wilford 1977, Siddall
a Desser 1992). VétSina zastupct rodu byla popsana ze sladkovodnich Zelv (napt. Acholonu
1974, Paterson a Desser 1976, Siddall a Desser 1992, Mihalca a kol. 2002, Telford a kol.
2009, Davis a Sterrett 2011, Dvotakova a kol. 2014, 2015, Soares a kol. 2014). Dosud neni
znam piipad infekce u Zelv moiskych (Soares a kol. 2014). Paraziti, diive nalezeni u savci,
ptaku, jeStérek, hadt a krokodylt, a popsani jako Haemogregarina (Khan a kol. 1980,
Elwasila 1989), byli na zéklad¢ rozdila ve vyvojovych cyklech a morfologie oocyst piefazeni

Siddallem (1995) do rodu Hepatozoon.



1. 3. 1. Historie

Druhy haemogregarin byly tradi¢né¢ charakterizovany a urCovany na zaklad¢
morfologie jednotlivych vyvojovych stadii, pfedev$im gamonti a merontd v krevnich
buiikach zelv (Desser 1993, Siddall 1995, Telford 2009). Sporogonidlni stadia, vyskytujici se
V penaseéich, nebyla dosud detailng prostudovana za uéelem taxonomie. Zivotni cyklus
rybich haemogregarin rovnéz neni dobfe znam. Kromé piedpokladanych vektorti — pijavek
- se objevily i zdznamy o pfenosu parazita larvami krevsajicich korysu (Isopoda: Gnathia
africana), infikujicich moiské ryby. Takovy piipad ptenosu popsali v roce 1976 Davies
a Johnston u druhu Haemogregarina bigemina. Stadia H. bigemina byla nalezena v bunkach
ryb i koryse, zda vSak tento systém parazit - vektor (korys) - hostitel (ryba) tvoii komplexni
vyvjovy cyklus, nebylo dosud jednoznacné potvrzeno (Davies a kol. 2004). Kompletni
vyvojovy cyklus je zndm pouze u nékolika zastupcli (Reichenow 1910, Paterson a Desser
mnoha novych druhti, které byly s nastupem molekularnich dat zruSeny, ¢i prefazeny do
jinych rodii krevnich kokcidii (naptf. Dvordkova a kol. 2014). Smith (1996) oznacil zastupce

rodu Haemogregarina za nizce hostitelsky specifické.

Modelovym organismem rodu je Haemogregarina stepanowi, popsana z evropské
sladkovodni Zelvy Emys orbicularis a pijavek Placobdella costata Danilewskym v roce 1885.
Kompletni pribéh pohlavniho 1 nepohlavniho vyvoje tohoto parazita u této Zelvy,
a navic také u pijavek Placobdella catenigera a Haementeria costata, jako prvni publikoval
Reichenow (1910). Ball (1958) piekvapivé nalezl schizogonidlni stadia haemogregarin
Vv plicnich kapilarach vodniho hada Natrix piscator (pfenase¢ pijavka Hirudinaria granulosa),
a novy druh pojmenoval jako Haemogregarina mirabilis. V roce 1976 probéhla rozsahla
studie dalsiho nové objeveného druhu, Haemogregarina balli, u vodni Zelvy Chelydra
serpentina. Gametocyty H. balli byly nalezeny v pijavkach Placobdella ornata

a P. parasitica, nicméné mechanismus pfenosu nebyl objasnén (Paterson a Desser 1976).

Haemogregarina mauritanica, ptivodné popsana ze suchozemskych zelv (Sergent
a Sergent 1904), byla zprvu Michelem (1973) na zaklad€¢ charakteristické merogonie
a sporogonie piejmenovana na Hepatozoon mauritanicum. V roce 1997 ji Landau a Paperna
prerfadili do rodu Hemolivia, coz potvrdily i recentni molekularni analyzy (Kvicerova a kol.

2014).



Dva dalsi druhy haemogregarin, Haemogregarina fitzsimonsi a Haemogregarina
parvula, byly také popsany ze suchozemskych zelv (Dias 1953); to v8ak bylo v poslednich
letech na zéaklad¢ znalosti vyvojovych cykli rodu Haemogregarina zpochybnéno (Cook
a kol. 2009). Na zaklad¢ klicovych znakti v morfologii, zivotnim cyklu téchto dvou druht,
a nasledné fylogenetické analyzy sekvenci genu 18S rRNA byla H. fitzsimonsi piefazena do
rodu Hepatozoon (Cook a kol. 2014), a H. parvula o rok pozdé&ji do rodu Hemolivia (Cook
a kol. 2015).

V soucasné dobé je znamo piiblizné padesat zastupci rodu Haemogregarina,
infikujicich 8iroké spektrum sladkovodnich Zelv. Zatim v8ak neexistuje zadna ucelena revize,
ktera by se zabyvala poctem a platnosti jednotlivych druhii tohoto rodu. Informaci
o definitivnich hostitelich (vektorech) a prubéhu vyvoje, ktery se v nich odehrava, je rovnéz

jen velice malo.

1. 3. 2. Taxonomie

Pro rod Haemogregarina je charakteristicka pfitomnost konoidu u pohyblivych stadii -
zoitl (skupina Conoidasida), syzygie gamontl (skupina Adeleorina) a heteroxenni Zivotni
cyklus (skupina Haemogregarinidae). Tito paraziti jsou fazeni do monofyletického kmene
Apicomplexa (Barta 1989, Barta a kol. 1991, Adl a kol. 2005, 2012). Posledni taxonomicka
revize eukaryot (Adl a kol. 2012) klasifikuje rod nasledovné:



Super-group: Sar (Burki a kol. 2007)
- monofyletické skupina, nazev odvozen od skupin Stramenopila, Alveolata a Rhizaria.
Alveolata Cavalier-Smith, 1991
- skupina charakteristicka pfitomnosti kortikdlnich alveoli (sekundarn¢ mohou
chybét), a mitochondriemi s tubuldrnimi nebo ampulovitymi kristami.
Apicomplexa Levine, 1970; emend. Adl a kol. 2005
- zahrnuje obligatni parazity S pfitomnosti apikalniho komplexu
u pohyblivych zoitt, a dale s piitomnosti apikoplastu a subpelikularnich alveol.

Conoidasida Levine, 1988

- zastupci s kompletnim apikdlnim komplexem vcetné¢ konoidu;
mikrogamety s ciliemi ¢i bez nich; pohyb plachténim (tzv. gliding);
vyvojove cykly heteroxenni i monoxenni.
Coccidia Leuckart, 1879
- intracelularni vyvoj gamet, které vznikaji syzygii gamontu;
zygota ziidkakdy pohybliva, tvoii oocystu obsahujici
sporocystu.
Adeleorina Léger, 1911
- mikrogamonti tvofi jednu az ¢tyfi mikrogamety,
které procesem syzygie splyvaji s makrogametami.

Haemogregarinidae Neveu-Lemaire, 1901

- paraziti studenokrevnych obratlovcl (ktefi
v Zivotnim cyklu figuruji jako mezihostitel),
Vv jejichz krevnich bunkach ¢i tkanich probiha
merogonie; V bezobratlych (definitivnich
hostitelich) probihd syzygie gamontl, vznik
zygoty, a dale vznik monosporoblastické oocysty
s 8 aZ 16 infekénimi sporozoity.

Haemogregarina Danilewsky, 1885

- merogonie probiha vyhradné
Vv erytrocytech sladkovodnich zelv,
k pohlavnimu mnozeni dochazi v pijavce;

oocysta obsahuje 8 sporozoitd.



1. 3. 3. Fylogenetické postaveni

Diive byly vztahy haemogregarin posuzovany na zékladé¢ morfologie Ci hostitelské
specifity. S objevem nového mezihostitele (obratlovce) a vyvojovych stadii v jeho krevnich
bunkach byl tak zpravidla spojen i popis nového druhu haemogregariny. K dispozici je

pomérné velké mnozstvi predevsim kusych informaci, zejména z minulého stoleti.

S nastupem molekuldrnich metod se zacaly objevovat pokusy o reklasifikaci
haemogregarin, nicmén¢ stale neni k dispozici dostatek dat pro rozsahlejsi fylogenetické
analyzy, které by jednoznacné¢ vyvratily, nebo naopak potvrdily dosavadni Clenéni (zalozené

piredevsim na spektrech hostitelit).

Doposud byly fylogenetické studie haemogregarin sensu lato zaloZeny vyhradné na
analyzach genu pro malou ribosoméalni podjednotku 18S rRNA (napi. Barta a kol. 2012,
Dvorakova a kol. 2014, 2015). Vyjimku tvofi rod Hepatozoon s kompletné osekvenovanym
mitochondridlnim genomem (Leveille a kol. 2014), a nckolika sekvencemi wvnitiniho
ptepisovaného mezerniku (internal transcribed spacer, ITS1) (Boulianne a kol. 2007). Pro
nékteré rody (Cyrilia, Desseria) molekularni data zcela chybi, pro jiné (Karyolysus) jsou
sekvence jen velice kratké a nelze je pouzit pro robustni a vérohodné analyzy. Fylogenetické
analyzy zalozené¢ na sekvencich genu 18S rRNA nenesou dostatecnou informaci
pro interpretace vnitrodruhovych vztahli, ani pro analyzu populaéni struktury parazitd.
K lep§imu objasnéni téchto vztahii slouzi multigenové analyzy, napiiklad kombinace Casto

pouzivanych jadernych a mitochondrialnich markert.

Molekularni analyzy za Gcelem zatadit rod Haemogregarina (sensu stricto) v ramci
skupiny Adeleorina potvrdily jeho zafazeni mezi haemogregariny sensu lato (viz kapitola
1. 2.) a do Celedi Haemogregarinidae (Siddall 1995, Barta 2000, Barta a kol. 2012, Davies
a Smit 2001).

Barta a kol. (2012) pouzili sekvenci 18S rDNA haemogregariny (konkrétné H. balli) k
analyze fylogenetickych vztahti kokcidii skupiny Adeleorina vV ramci kmene Apicomplexa.
Analyzy prokédzaly monofylii skupiny Adeleorina, a jeji jednotlivé Celedi vytvorily zietelné
oddélené klastry.

18S rDNA sekvence H. balli byla od roku 2012 jedinym dostupnym exemplafem
dané¢ho rodu v genové databazi. V roce 2014 ziskali Dvotdkova a kol. nékolik dalSich

sekvenci H. stepanowi ze ¢tyi druhti zelv a 3 sekvence Haemogregarina spp. z zelv rodu



Pelusios, a mohli tak porovnat jejich vzajemnou genetickou piibuznost a fylogenetické
vztahy. Analyzované sekvence prokazaly monofylii rodu Haemogregarina; sesterskou
skupinu tvoril rod Hepatozoon (Obr. 1.).

Cook a kol. (2014) vyuzili sekvence z této studie za ucelem reklasifikovat zastupce
nalezeného u suchozemskych zelv, H. fitzsimonsi. Analyzy metodami Maximum likelihood
a Maximum parsimony opét potvrdily monofylii rodu Haemogregarina. H. fitzsimonsi byla
preklasifikovana do rodu Hepatozoon, tato pozice byla podpotfena vysokymi hodnotami
bootstrapu.

Cryptosporidium serpentis
Adelina dimidiata

.r Babesiosoma stableri
Dactylosoma ranarum

g Hepatozoon ayorgbor
1.00/99 {_— Hepatozoon sp. Boiga
Hepatozoon sipedon
1.00/98 0.75/74 ,{7 Hepatozoon catesbianae
- Hepatozoon clamatae
Hepatozoon ursi
1.00/81 Hepatozoon felis
0.89/48] —— Hepatozoon americanum
0.65/60) 097/51; Hepatozoon canis
160/ Haemogregarina sp. (P. marani Gabon, 3136)
[ Haemogregarina sp. (P. williamsi Kenya, 3133)
| 1-9998L aemogregarina sp. (P. subniger Mozambique, 3140)
Haemogregarina balli
po—_— 1 Haemogregarina stepanowi (M. caspica Iran, 2798)
Haemogregarina stepanowi (M. rivulata Syria, 3202)
0.99/91L Haemogregarina stepanowi (E. orbicularis Bulgaria, 3786)
0.1 - Haemogregarina stepanowi (M. leprosa Algeria, 5013)

Obr. 1. Fylogeneticky strom ziskany BI analyzou genu 18S rRNA, znéazoriujici pozici

Haemogregarina spp. v ramci haemogregarin sensu lato (Dvofakova a kol. 2014).

Nasledujici rok obohatili Dvorakova a kol. (2015) dataset o dal$i 3 zastupce, dva
geneticky identické H. pellegrini a nové popsany druh H. sacaliae. Analyzy prokazaly stejnou
topologii haemogregarin sensu lato, a nové analyzované druhy se zatadily mezi taxony rodu

Haemogregarina (Obr. 2.).



Cryptosporidium serpentis AF093499 (Pantherophis guttatus)

Adelina dimidiata DQ096835 (Scolopendra cingulata)

Dactylosoma ranarum HG224958 (Rana esculenta)

N Haemogregarina stepanowi KF257927 (Mauremys rivulata)
e Haemogregarina balli HQ224959 (Chelydra s. serpentina)
Haemogregarina sp. KF257924 (Pelusios marani)

LO0/I001001 oormoors Haemogregarina sacaliae KM887507 (Sacalia quadriocellata)
ediad Haemogregarina pellegrini KM887509 (Platysternon megacephalum)
0.99/100/96 Haemogregarina pellegrini KM887508 (Malayemys subtrijuga)

Hepatozoon ursi EU041717 (Ursus thibetanus japonicus)
R Hepatozoon felis AY620232 (Felis catus)
OIS0 Hepatozoon americanum AF176836 (Canis lupus f. familiaris)
nacicl Hepatozoon canis AY461378 (Canis lupus f. familiaris)
Hemolivia sp. KF892714 (Rhinoclemmys pulcherrima manni)

1.00/96/87

0.7177

1.00/100/99

0.80//54
Hemolivia sp. KF992713 (Rhinoclemmys pulcherrima manni)

1.00/100/98
Hemolivia mariae KF992711 (Egernia stokesii)
0.94/62/69

Hemolivia mauritanica KF992710 (Testudo graeca)

Hepatozoon sp. Boiga AF297085 (Boiga irregularis)

Hepatozoon ayorgbor EF157822 (Lamprophis fuliginosus)

Hepatozoon sipedon JN181157 (Nerodia s. sipedon)

Hepatozoon clamatae HQ224962 (Rana clamitans)
1.00/100/100)

0.1

Hepatozoon catesbianae AF130961 (Pantoea agglomerans)

Obr. 2. Fylogeneticky strom ziskany BI analyzou sekvenci 18S rDNA, znéazoriujici

fylogenetické vztahy zastupct rodu Haemogregarina (Dvotakova a kol. 2015; upraveno).

Pro zastupce rodu Haemogregarina, ktefi infikuji africké zelvy rodu Pelusios, jsou

dnes v databazi GenBank dostupné pouze 3 sekvence 18S rDNA (Dvotdkova a kol. 2014,

Obr. 1.). Od pivodni monografie o druhu Haemogregarina pelusiensi (Pienaar 1962) ptibylo

jen n€kolik méalo popist dalSich druhi ze stejného Zelviho mezihostitele.
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1. 3. 4. Vyvojovy cyklus a mechanismy prenosu

Zivotni cyklus rodu Haemogregarina zahrnuje gamogonii a sporogonii v definitivnim
hostiteli (bezobratlém), a erytrocytarni a extra-erytrocytarni merogonii v mezihostiteli
(obratlovci) (Desser 1993, Siddall 1995).

Obecné vyvoj haemogregarin infikujicich sladkovodni zelvy =zaina v pijavce
(definitivnim hostiteli), v jejimz zadnim stfevé se z natrdvené krve uvoliiuji gamonti.
Makrogamonti a mikrogamonti ve stfevnim epitelu produkuji makrogametu a Ctyfi
nepohyblivé mikrogamety; jejich spojenim (syzygii) vznika zygota. V bunikach stfevniho
epitelu se zygota mé€ni v monosporoblastickou oocystu s osmi sporozoity, ktefi penetruji
stievni sténu, nasledné migruji krevnim obéhem a méni se na meronty se stovkami infekénich
merozoitl (Siddall 1995). Ti mifi do slinnych Z1az pijavky. Pti sani na mezihostiteli (zelvé) se
merozoiti dostdvaji do krevniho fecisté Zzelvy a méni se v trofozoity (Reichenow 1910). Vyvoj
pokracuje formovanim pre-erytrocytdrnich merontd ve vnitinich organech zelvy (pfedevsim v
jatrech, slezing a plicich). Délenim merontti vznikaji pohyblivi merozoiti infikujici ¢ervené
krvinky za vzniku parazitoforni vakuoly, v niz se tvofi stadium premeronta. DalSim
merogonialnim délenim hostitelskd buiika praskd, nova generace merozoitii opakované
napadda dalsi krvinky a znovu se méni na meronty, nebo jiz pfimo

na gamonty, a cely cyklus se tak mize opakovat (Reichenow 1910, Desser 1993) (Obr. 3.).
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Obr. 3. Mikrofotografie vyvojovych stadii Haemogregarina sacaliae v erytrocytech Zelvy
Malayemys subtrijuga (A-D), a Haemogregarina pellegrini (E-J, L) v erytrocytech
Malayemys subtrijuga a Platysternon megacephalum (K) pro srovnani (méfitko 10 pm

u vSech snimkti; pfevzato z Dvorakova a kol. 2015, upraveno).

A trofozoit

meront

vznikajici merozoiti
gamont

trofozoit

premeront

rany meront
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meront

mikrogamont
makrogamont (M. subtrijuga)
makrogamont (P. megacephalum)

r X <«

mikrogamont a makrogamont (M. subtrijuga)
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Siroké spektrum sladkovodnich Zelv, geograficky rozsifenych po celém svété, miize
slouzit jako mezihostitelé paraziti rodu Haemogregarina (Telford 2009). Nejcastéjsimi
ektoparazity sladkovodnich zelv jsou pijavky. Jejich prevalence na hostiteli zdvisi na nékolika
faktorech, jako je napiiklad velikost zelvy, pohlavi zelvy, nebo jeji reprodukéni obdobi
(Brooks a kol. 1990, Tucker a kol. 2005, McCoy a kol. 2007, Davis a Sterret 2011). N&které
pijavky preferuji sani na mékkych tkénich, nckteré se dokazi pfisat i na krunyt (Siddall a
Gaffney 2004). Pijavky, které figuruji v cyklu parazit-vektor-hostitel jako ptenaseci
infek¢nich stadii rodu Haemogregarina, jsou zastupci rodt Placobdella (Danilewsky 1885,
Paterson a Desser 1976, Telford a kol. 2009) Glossiphonia (Robertson 1908), Helobdella
(Ray a Bhattacharjee 1984), Haementeria (Reichenow 1910) (Annelida: Rhynchobdellida:
Glossiphoniidae), Mooreotorix (Chai a Chen 1990), a Ozobranchus (Annelida:
Rhynchobdellida: Ozobranchidae) (Chai a Chen 1990).

Komplexni vyvojovy cyklus zahrnujici vodni Zelvu jako mezihostitele a pijavku jako
vektora (definitivniho hostitele) byl popsan pouze u dvou zastupct rodu Haemogregarina.
Modelovy organismus H. stepanowi je na zelvu Emys orbicularis (Cryptodira: Testudinoidea:
Emydidae)  pfenasen  pijavkou Placobdella  costata  (Danilewsky 1885).
U stejné zelvy byly jako vektofi H. stepanowi potvrzeny téz pijavky Placobdella catenigera a
Haementeria costata (Reichenow 1910). Druhy Placobdella ornata a Placobdella parasitica
byly popsany jako pienase¢i H. stepanowi a H. balli (Paterson a Desser 1976).
H. balli je navic schopna infikovat i Zelvy roda Chelydra (Cryptodira: Testudinoidea:
Chelydridae), Chrysemys (Cryptodira: Testudinoidea: Deirochelyinae) a Clemmys
(Cryptodira: Testudinoidea: Emydidae) (Paterson a Desser 1976, Desser 1993, Siddall
a Desser 2001).

Existuje vSak i odlisny systém, nezahrnujici b&ézné hostitele; Haemogregarina
bigemina byla pozorovana u motskych ryb a larev korySe Gnathia africana (Crustacea:
Isopoda: Gnathiidae). Larvy koryse saji obvykle tfikrat, pficemz pii kazdém sani nejprve
nabyvaji na objemu, nasycené opusti hostitele a poté se znovu pfichyti (Smit a kol. 2003),
jsou tedy schopny nasavat vyvojova stadia H. bigemina z infikovanych ryb. Tito stejnonozci
jsou hojné rozsifeni v moiském prostiedi a stavaji se 1 potencidlni potravou ryb, coz
piedstavuje dalSi z moznych zptsobti pienosu (Davies a Johnston 1976, Davies a Smit 2001,
Davies a kol. 2004). Diikaz, ze H. bigemina je schopna prodélat vyvoj v larvach stejnonozct
G. africana, podali pii studiu ryby Lipophrys pholis Davies a Johnston (1976). Dalsi ptipad

takové infekce byl experimentalné potvrzen u ryby Clinus superciliosus (Davies a Smit 2001).
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Larvy G. africana obsahovaly po zhruba mésicnim krmeni stadia syzygie, nezralé
i zralé oocysty (obsahujici vétSinou pét sporozoitil), a nejméné tfi typy merozoitli. Prvni
generace merozoitl byla malo pocetnd, vznikld ze zaoblenych merontd. Druha generace
formovala velké klastry ve stievni tkédni. Bindrnim Stépenim meront druhé generace vznikala
tieti generace merozoitd. Vyvoj H. bigemina v ¢lenovci vykazuje uréitou podobnost s parazity
rodi Hemolivia, Hepatozoon a Karyolysus, nicméné se 1iSi absenci sporokinet
a sporocyst. Pocet produkovanych sporozoitii a existence binarniho Stépeni merontd v rdmci
erytrocytu odliSuje H. bigemina také od ostatnich, typicky rybich haemogregarin (sensu lato)
— rodt Desseria a Cyrilia. Tento mechanismus pfenosu nese navzdory opakovanym studiim
mnoho pochybnosti, pfedev§im ohledn¢ piesné lokalizace H. bigemina v definitivnim hostiteli
(stejnonozci). Do budoucna tedy zlstava otazkou, zda se merozoiti parazita dokazi usadit ve
slinnych Zlazach korySe (Davies a kol. 2004). Obrazky zndzortiuji predpokladané schéma

cyklu (Obr. 4.) a vyvojova stadia v erytrocytech ryb (Obr. 5.).
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Obr. 4. Tlustrace zivotniho cyklu H. bigemina (ptevzato z Davies a Smit 2001; upraveno).

18 Mezihostitel, C. superciliosus; 19 Definitivni hostitel, larva koryse G. africana;
20-39 Ilustrace vyvojovych stadii H. bigemina (méfitko = 10 um pro vSechny obrazky);
20-26 Stadia v periferni krvi C. superciliosus; 27-39 Stadia v G. africana (Sipky oznacuji
ptenos H. bigemina z jednoho hostitele na druhého); 20 Trofozoit v erytrocytu;

21, 22 Meronti v erytrocytu; 23 Binarni déleni merontl; 24 Parovani nezralych gamont;
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25 Parovani zralych gamont; 26 Sparovani gamonti opoustéji hostitelsky erytrocyt;
27 Volni gamonti; 28 Syzygie (makrogamont a pfipojeny mikrogamont se tfemi odliSnymi
jadry mikrogamet); 29, 30 Nezralé oocysty v riznych stadiich vyvoje; 31 Zrajici oocysta;
32 Sporogonie — formace péti sporozoitli; 33 Volni, zrali sporozoiti; 34 Déleni prvni generace
merontt; 35 Prvni generace merozoit;; 36 Druhd generace merontd a vznik uzsich, nezralych
merozoitl; 37 Zrali merozoiti druhé generace; 38 Déleni tfeti generace merontli; 39 Treti

generace merozoiti.

Obr. 5. Erytrocyty ryby L. pholis obsahujici vyvojova stadia H. bigemina, Giemsovo barveni

(métitko = 10 um u v8ech snimki; ptevzato z Davies a kol. 2004; upraveno).

A Trofozoit
B, C Meronti

D-F Binarni $tépeni merontt - transverzalni
G-I Binarni §tépeni merontli - longitudinalni
J Zrali, parujici se gamonti
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1.3.5. Morfologie vyvojovych stadii

V krevnich natérech vodnich Zelv lze pozorovat extra- i intraerytrocytarni stadia
parazitti rodu Haemogregarina. Morfologické charakteristiky a postupy méfeni jednotlivych
stadii parazita i hostitelského erytrocytu se v literatufe Casto lisi. Nasledujici popis sleduje
metodiku podle Telforda (2009).

V erytrocytech mezihostitele (vodni zelvy) lze detekovat tato vyvojova stadia
haemogregarin: trofozoity, premeronty, meronty, merozoity a gamonty. Trofozoit vznika
ze sporozoitli, inokulovanych do zelv infek¢ni pijavkou, byva malych rozmérti a nachazi se
vétSinou v polarni ¢asti erytrocytu. Pokud je viditelné jadro, lezi centralné, a cytoplasma zoita
obsahuje cCetné vakuoly a granula. V nasledném premerontu vakuoly zanikaji
a centraln¢ ulozené jadro se zacina d¢lit. Erytrocytarni meronti nabyvaji na velikosti
a obsahuji rizny pocet menSich jader (v zavislosti na rodu az druhu hostitele). Z jader
merontd se formuji pohyblivi merozoiti, infikujici dalsi erytrocyty za vzniku dalSich merontd,
¢i gamontii. Casni gamonti lezi v erytrocytu stoéeni do dvou ,,ramen®, jejichz splynutim
vznikd pozdni forma gamonta, obecné¢ kratSi a S$ir$i, s centrdln¢ ulozenym jadrem.
V nékterych ptipadech lze podle tvaru a rozméri odliSit sam¢i mikrogamonty a samici

makrogamonty.

Pii morfologické analyze je sledovana maximalni délka (L) a maximalni Sitka (W)
parazita v erytrocytu, a max. délka (Ln) a max. §itka (Wn) jeho jadra v mikrometrech (um)
a jeho poloha, pokud je vytvotfeno. U gamontil je ¢asto pocitana hodnota LW (max. délka
x max. §itka v pm?) a LnWn (délka jadra x $itka jadra v um?), a tzv. shape index, tedy pomér
L/W (max. délka/max. $ifka). Pfi méfeni paraziti ¢i jader nepravidelnych tvar se pouziva
lomend c¢ara. Znaméfenych hodnot délek a Sifek parazitl, jader u vSech stadii,
a hodnot LW, LnWn a /W u gamontli se vypocitdva aritmeticky primér a smérodatna

odchylka, ktera urcuje miru variability rozmérti jednotlivych stadii.
Kromé rozméri byva sledovan tvar a zakiiveni parazita v erytrocytu, tvar, barva,
a poloha jadra, (u merontl i pocet jader), pfitomnost vakuol ¢i granuli v cytoplasmé parazita.
U erytrocytt, infikovanych rodem Haemogregarina pozorujeme kromé rozmért
(podobn¢ jako u paraziti) polohu jejich jadra, které je casto vytlaCovano na okraj buiky

laterarnim, ¢i polarnim smérem. Tvar burky i jejiho jadra se vlivem infekce obvykle méni.
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Napadené¢ erytrocyty a jejich jadra byvaji vétsi (delsi nebo $irSi nez zdravy erytrocyt), ¢asto

maji deformovany tvar nebo zcela lyzuji.

1. 4. Vodni Zelvy rodu Pelusios

Zelvy (Reptilia: Testudines) jsou plazi s unikatni morfologii, jejichz evoluéni historie
se datuje do doby triasu (Li a kol. 2008, Reisz a Head 2008). Vice nez 300 druhti, rozsifenych
po celém svéte, je rozdéleno podle zpisobu zatahovani krku do krunyte do dvou podradi -
skrytohrdlych (Cryptodira) a skrytohlavych (Pleurodira). Béhem posledniho desetileti byly
intenzivné studovany genealogické vztahy Zelv, diky cemuz Zelvy predstavuji vhodny model
pro studium koevoluce s jejich ¢astymi parazity rodu Haemogregarina (Fritz a Havas 2007,
Vargas-Ramirez a kol. 2010, Mikulicek a kol. 2013, Fritz a Havas 2013).

1. 4. 1. Systematické zarazeni, fylogenetické vztahy,

rozsiFeni a ekologie

V souasné dobé je znamo 317 druhGt Zelv (motskych, sladkovodnich
1 suchozemskych), fazenych do 96 roda a 15 ¢eledi. Recentni taxonomie (Fritz a Havas 2013)

vypada nasledovné:

Rad Testudines Batsch, 1788
Podiad Cryptodira Cope, 1868
12 Celedi:
Carettochelyidae Boulenger, 1887
Cheloniidae Oppel, 1811
Chelydridae Gray, 1831
Dermatemydidae Gray, 1870
Dermochelyidae Fitzinger, 1843
Emydidae Rafinesque, 1815
Geoemydidae Theobald, 1868
Kinosternidae Agassiz, 1857
Platysternidae Gray, 1869
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Staurotypidae Gray, 1869
Testudinidae Batsch, 1788
Trionychidae Gray, 1825

Podrad Pleurodira Cope, 1864
3 Celedi:
Chelidae Gray, 1825
Pelomedusidae Cope, 1868
Podocnemididae Cope, 1868

Zelvy rodu Pelusios tvoii spolu s vyhradné africkym rodem Pelomedusa Geled
Pelomedusidae, ktera je sesterska k ¢eledi Podocnemididae - zelvam zJizni Ameriky
a Madagaskaru (Fritz a kol. 2011). Fylogenetické analyzy prokazaly, ze rod Pelomedusa
muze byt parafyleticky nebo monofyleticky, v zavislosti na typu pouzité analyzy (Vargas-
Ramirez a kol. 2010) (Obr. 6). V téchto analyzach byl zastoupen jediny druh rodu Pelusios, P.

sinuatus.

A Pelusios sinuatus B o _| I

11
A R—{
w[_ v North

= ‘I Vb
VITEN + NE P L
/ Vd
8 * & 7
.08/94 11 — _:‘l I Northeast
Vb VII
Vd ® [ VI
IXb wr IXb
10?:9 VIII 80 %l [Xa South
= S 10170 1.0/99 IXe
1.0/61 lX;l )
IXe Pelusios sinuatus
— >
0.01 0.02

Obr. 6. Topologie ziskané metodou BI. Obrazek A znazoriuje monofylii rodu Pelomedusa
prokazanou na zaklad¢ analyz genu 18S rRNA, obrazek B jeho parafylii na zaklad¢ analyz

n¢kolika mitochondrialnich geni.
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Nedavna studie Kindler a kol. (2016) se zabyvala fylogeografii Sesti druhti Zelv rodu
Pelusios, obyvajicich rtuzna prostiedi a majicich riznou distribuci. Na zaklad¢ analyz
mitochondridlnich i jadernych genid autofi prokazali vysoce podpoiené monofylie kazdého
z analyzovanych druhii. Korelace mezi fylogeografickou strukturou a typem habitatu

prokédzéana nebyla.

Podle recentni taxonomie zahrnuje rod Pelusios 17 popsanych druhi (Stuckas a kol.
2013), vyskytujicich se v celé subsaharské Africe, a na ostrovech Madagaskaru, Seychelach a
Sdo Tomé. Jeden pravdépodobné importovany druh (Pelusios castaneus) se navic objevuje i
na ostrové Guadeloupe v Malych Antilach (Fritz a Havas 2007). Dfive uznavany osmnacty
druh, P. seychellensis, se ukazal byt synonymem druhu P. castaneus, coz potvrdila
i molekularni analyza muzejniho lektotypu P. seychellensis, ktera jej zafadila do spole¢ného

taxonu s P. castaneus (Stuckas a kol. 2013).

Vsechny druhy pelusii obyvaji nejriznéjsi sladkovodni prostfedi - tekouci, stojaté
i docasné vodni toky, od uzavienych destnych pralesti po rozsahlé savany. Nejcastéji jsou tyto
zelvy nalézany v jezerech, mocélech a bazindch, né&kteti zastupci se mohou vyskytovat v
brakickych vodach. V obdobi sucha se zavrtavaji do blata ¢i vlhké pady (Fritz a kol. 2011).

Velikost vétsiny zastupcii se pohybuje mezi 20 az 30 centimetry, pfi¢emz nejmensi,
Pelusios nanus, dosahuje pouhych 12 centimetrd a nejvétsi, Pelusios sinuatus, mize méfit az
46 centimetrd. Morfologicka zvlastnost, diky které nesou pelusie sviij nazev, je pohyblivy
ptredni lalok plastronu. Kloubni zadvés mezi hypoplastronem a mesoplastronem umoziuje vice
¢1 méné uzaviit pfedni cast krunyfe. Tento zavés je dobie vyvinuty u téméf vSech druhd,
vyjimku tvofi Pelusios broadleyi s pomérné pevnym plastronem. Rod Pelomedusa ma
plastron zcela pevny, bez jakékoli stopy zavésu (Bramble a Hutchison 1981, Boycott
a Bourquin 2008, Branch 2008, Fritz a kol. 2011). Tabulka ¢. I shrnuje vSech 17 dosud

popsanych druhti pelusii.
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Tab. I. Zastupci rodu Pelusios, autofi popisu a dosud znamé geografické rozsifeni (Fritz a

Havas 2007; upraveno na zakladé zmeén v Stuckas a kol. 2013).

Druh Geografické rozsireni

P. adansonii Schweigger, 1812 Centralni Afrika - Senegal az Stdan

P. bechuanicus FitzSimons, 1932 | Angola, Botswana, Zambie, Zimbabwe

P. broadleyi Bour, 1986 jihovychodni pobfiezi jezera Turkana (Kena)

P. carinatus Laurent, 1956 Demokraticka republika Kongo, Gabon

P. castaneus Schweigger, 1812 Angola, Sad Tomé, Senegal

P. castanoides Hewitt, 1931 introdukovany v Malych Antilach

P. chapini Laurent, 1965 Jihoafricka republika, Kena, Madagaskar, Seychely

P. cupulatta Bour a Maran, 2003 | Demokraticka republika Kongo, Gabon, Uganda

P. gabonensis Duméril, 1856 Ghana, Libérie, Pobfezi slonoviny

P. marani Bour, 2000 Angola, Libérie, Tanzanie

P. nanus Laurent, 1956 Gabon

P. niger Duméril a Bibron, 1835 | Angola, Demokraticka republika Kongo, Zambie

P. rhodesianus Hewitt, 1927 Sierra Leone az Gabon

P. seychellensis Siebenrock, 1906 Angolz_l, Demokraticka republika Kongo, Jihoafricka
republika Uganda

P. sinuatus Smith, 1838 Botswana, Etiopie, Jihoafricka republika, Somalsko

P. subniger Lacépéde, 1789 Botsvya_na, Burundi, Jihoafric_ké republika, Madagaskar,
Mauricius, Seychely, Tanzanie

P. upembae Broadley, 1981 Demokraticka republika Kongo
Viktoriino jezero v Ugandé, Keni a Tanzanii, jezero

P. williamsi Laurent, 1965 Edward a Albert v Demokratické republice Kongo a
Ugandé¢

Jednotlivé druhy zelv rodu Pelusios mohou byt rozdéleny do dvou skupin na zakladée
rozdild v morfologii krunyfe. Skupina "adansonii" (také znama jako "gabonensis" nebo
"adansonii-gabonensis™) zahrnuje P. adansonii, P. broadleyi, P. gabonensis, P. marani a
P. nanus. Druhy této skupiny se vyznacuji kratkymi bfiSnimi Stitky oproti podlouhlému
pfednimu laloku plastronu, a kratkym mistkem, oddélujicim krunyf a plastron. VSechny
zbyvajici druhy jsou charakterizovany relativné dlouhymi bfiSnimi Stitky a delSim mtistkem, a
jsou oznacovany jako skupina "subniger". Druhy skupiny "subniger" vykazuji ve srovnani se

skupinou "adansonii" vétsi pohyblivost pfedniho laloku plastronu (Fritz a kol. 2011).
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1. 4. 2. Krevni paraziti Zelv

Zelvy mohou byt infikovany Sirokym spektrem jednobunéénych parazitl. Z krevnich
parazitii jsou to pfedev§im haemogregariny sensu lato (Haemogregarina, Hemolivia ), rod
Haemoproteus (Apicomplexa: Aconoidasida: Haemospororida) a rod Trypanosoma
(Euglenozoa: Kinetoplastida: Trypanosomatidae) (Telford 2009).

Hemolivia a Haemoproteus jsou ¢astymi parazity zelv rodu Testudo (Cryptodira:
Testudinidae), a sdili i stejného definitivniho hostitele a zaroven vektora, klist¢ Hyalomma
aegyptium. Zatimco rod Hemolivia byl dosud prokazan pouze v krvi suchozemskych Zelv
T. graeca a T. marginata, rod Haemoproteus se bézné se vyskytuje u mnoha jinych
suchozemskych i vodnich Zelv a jejich ektoparazitl (Siroky a kol. 2005, 2007, Cook a kol.
2014).

Trypanosoma a Haemogregarina se vyskytuji u Zelv rodu Pelusios. V tomto piipadé
jsou spole¢nym definitivnim hostitelem pijavky (Ray a Bhattacharjee 1984, Chai a Chen
1990, Siddall a Desser 1992, Telford a kol. 2009). Koinfekce obou paraziti v jednom
mezihostiteli — Zzelveé - byla rovnéZz zaznamenana (Robertson 1908, Johnston a Cleland 1912,
Paperna 1989).

Udaje o patogenité haemogregarin sensu lato u Zelv jsou pomérné vzacné.
a leukocytl, zvySeni poctu lymfocyti €i snizeni poctu eozinofilid) (Jacobson 2007). I pies
vysokou miru parazitémie byva patogenita popisovana jako nizka, reprezentovand zejména
anémii a imunosupresi, nebo mirnymi patologickymi zménami na vnitinich organech
(nejéastdji jatrech a ledvinach) (Telford 1984, 2009, Siroky a kol. 2007, Halla a kol. 2014).
V nepfirozeném mezihostiteli mohou haemogregariny sensu lato zplsobovat klinicky
vyznamna  zanétliva  onemocnéni  (Wozniak a  kol. 1994, 1996, Maia
a kol. 2011). Ned4avna studie (Ozvegy a kol. 2015) popisuje dosud nezndmé, zdvazné nekrozy
krunyfe a kozni hemoragie u zelv Emys orbicularis, infikovanych druhem Haemogregarina
stepanowi. Patogenni ucinky paraziti rodu Haemoproteus a Trypanosoma nebyly u zelv

pozorovany, nebo jsou prakticky neznamé (Telford 1995, 2009).
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2. Cile prace

Cilem prace bylo studium nejcastéji se vyskytujicich krevnich parazith
u sladkovodnich Zelv, parazitti rodu Haemogregarina, analyza jejich fylogenetickych vztahi a
snaha o druhovou determinaci, a tim rozsifeni mnozstvi dostupnych a relevantnich informaci
0 tomto opomijeném a kontroverznim rodu parazita. K dispozici jsem méla unikatni a
pomérné rozsahly soubor vzorka zahrnujici nékolik druhti sladkovodnich Zelv rodu Pelusios z
nékolika africkych zemi.

Pro splnéni cild prace jsem pouzila metody klasické biologie (mikroskopie,
morfologie, morfometrie) v kombinaci s molekuldrnimi metodami a analyzami pocitaovym

softwarem.

K dosazeni cilt prace bylo zvoleno n¢kolik dil¢ich krok:

e Vysetfeni krevnich vzorkd a krevnich natéra zelv rodu Pelusios na pfitomnost
krevnich parazitu.

e Rekonstrukce fylogenetickych vztaht krevnich haemogregarin u Zelv rodu Pelusios, a
vztahll v ramci ostatnich paraziti rodu Haemogregarina.

e Objasnéni fylogenetické pozice rodu Haemogregarina v ramci ,.haemogregarin sensu
lato®.

e Snaha o urceni vyvojovych stadii a o druhovou identifikaci nalezenych haemogregarin
konfrontaci s popisy dostupnymi v literatufe.

e Posouzeni korelace mezi morfologickymi znaky a fylogenezi, zhodnoceni hostitelské

specifity haemogregarin parazitujicich u zelv rodu Pelusios.

Tato prace byla finanén& podpofena grantovym projektem GA CR P506/11/1738.
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3. Material a Metodika

Nasledujici pasaz o rozsahu deviti stran obsahuje utajované skute¢nosti a je obsazena

pouze v archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Piirodovédecké fakulté JU.
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4. Vysledky

Nasledujici pasaz o rozsahu tfindcti stran obsahuje utajované skutecnosti a je obsazena

pouze v archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Piirodovédecké fakulté JU.
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5. Diskuse

Nasledujici pasaz o rozsahu sedmi stran obsahuje utajované skute¢nosti a je obsazena

pouze v archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Piirodovédecké fakulté JU.
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6. Zavér

Nasledujici pasaz o rozsahu jedné atrany obsahuje utajované skutecnosti a je obsazena

pouze v archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Piirodovédecké fakulté JU.
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8. Prilohy

Nasledujici pasaz o rozsahu sedmi stran obsahuje utajované skute¢nosti a je obsazena

pouze v archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Piirodovédecké fakulté JU.
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