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Abstrakt

Parazité rodu Leucocytozoon patii do skupiny hemosporid. Jedna se o krevni
parazity vyuzivajici jako mezihostitele téla obratlovcti. Tato bakalarska prace zjistuje
pfitomnost paraziti rodu Leucocytozoon u mladat a dospélcii syce rousného
(Aegolius funereus) v Kru§nych hordch v hnizdni sezén¢ 2017. Pfitomnost paraziti
byla zjiStovdna pomoci dvoufizové nested PCR analyzy DNA (Hellgren et al.,
2004), ktera byla izolovdna z krevnich vzorkd odebiranych v terénu. Déle byl
zjiStovan vliv v€ku a pohlavi na pfitomnost parazitl. Pohlavi bylo ur¢eno PCR
analyzou DNA. Krev byla odebrana celkem 25 dospélym jedinciim a 71 mlad’atim.

Ptitomnost parazitl byla prokdzéana u 13 dospé€lct (52%) a 12 mlad’at (17%).

Klic¢ova slova: syc rousny, pohlavi, parazit, mlad¢, hnizdo, Krusné hory



Abstract

The parasites of the genus Leucocytozoon belong to the Haemosporida order.
Vertebrates (birds) are used as hosts of this group of blood parasites. The present
study finds out the presence of Leucocytozoon parasites in juveniles and adults of the
Tengmalm's owl (Aegolius funereus) in the Ore Mountains during the nesting season
2017. The presence of parasites was detected by a two-phase nested PCR analysis of
DNA (Hellgren et al. 2004) which was isolated from blood samples taken in the
field. The influence of age and gender on the presence of parasites was also
investigated. Gender was determined by PCR analysis of DNA. Blood was collected
from a total of 25 adult individuals and 71 juveniles. The presence of Leucocytozoon

parasites was confirmed in 13 of adults (52 %) and 12 of juveniles (17 %).

Key words: The Tengmalm's owl, gender, parasite, juvenil, nest, The Ore Mountains
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1. Uvod

Hemosporida jsou krevni paraziti patiici do skupiny protist. Pocetné nejveétsi
skupinou tohoto fadu jsou rody parazitujici na ptacich. Nékteré rody paraziti
patfici do fddu Hemosporida jsou nositely pravé ptaci malarie. Proto je vétSina
pozornosti vénovéana praveé studiu rodu Plasmodium, ktery slouzi jako modelovy
organismus pro studium lidské maldrie (Valkiunas 2005). Hemosporida
parazitujici na ptacich byly v tomto ohledu vyuzivany od 90. let 19. stoleti do 40.
let 20. stoleti, kdy se ukdzali vhodnéjSimi modely plasmodia parazitujici na
drobnych savcich (Slater 2005). Pta¢i hemosporida v§ak maji ve vyzkumu lidské
maldrie stile své misto. Naklady na experimenty jsou v jejich ptipad¢ nizsi, proto

jsou do dnes vyuzivany k mnoha modelovym studiim (Nagao et al. 2008).

Nejvétsi rozvoj zaznamenal vyzkum hemosporid na pielomu 20. a 21. stoleti,
kdy doslo ke zdokonaleni metod PCR, které umoZznuji identifikaci paraziti aZ na
uroven druhu. Nejcastéji pouZivanym je v soucasné dob¢ protokol pro nested

PCR dle Hellgrena et al. (2004), ktery je vyuZzit i v této bakaléaiské praci.

Studium jednotlivych taxonii hemosporid vSak neprobihd rovnomeérné.
Poznatky o rodu Leucocytozoon proto nejsou zdaleka tak rozsihlé, jako o rodech

prenasejicich pravou ptaci malarii (Valkiunas 2005).

Detekci hemosporid a jejich vektori se v Ceské republice (konkrétné
v KruSnych hordch) vénoval Synek et al. (2015). Ve své studii zkoumal parazity
na syci rousném (Aegolius funereus), ktery je vhodny predev§im dlouhym
obdobim hnizdéni, diky kterému mohou parazité infikovat hnizda. Nejcastéji byl
detekovan rod Leucocytozoon, a sice ve 3 druzich. U rodt Plasmodium a
Hameoproteus byl rozpoznén jeden druh u kazdého. Nebylo vSak vyjimkou, Ze
jeden jedinec byl parazitovan vice druhy najednou. Pravé studie Synka et al.
(2015) se vénuje mimo jiné zjisténi véku, kdy byla mlad’ata nakaZena a tento v€k

povazuje za klicovy faktor ovliviiujici pfitomnost parazitii.

Tato bakaldfskd priace se zabyvd zjiSténim pfitomnosti paraziti rodu

Leucocytozoon u mladat a dospélcii syce rousného (Aegolius funereus)
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v KruSnych horéach v hnizdni sez6n€ 2017. Hlavnim pfinosem této prace by mélo

byt rozsiteni poznatkii o parazitech tohoto rodu v Ceské republice a dale rozvijet

tuto metodu v laboratofich Fakulty Zivotniho prostiedi CZU v Praze.
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2. Cile prace

a) Zjistit piitomnost paraziti rodu Leucocytozoon u mlad’at syce rousného
v roce 2017.

b) Zjistit pfitomnost paraziti rodu Leucocytozoon u dospélcu syce rousného
odchycenych v hnizdech v roce 2017.

c) Porovnat Cetnosti vyskytu parazith rodu Leucocytozoon v zéavislosti na véku
a pohlavi hnizdicich jedinct.
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3. Sycrousny

3.1 Taxonomické zarazeni
Ttida: ptaci (Aves)

Podtiida: letci (Neognathae)

R4d: sovy (Strigiformes)

Celed: pustikoviti (Strigidae)
Rod: syc (Aegolius)

3.2 Popis druhu
Syc rousny (Aegolius funereus) je mensi sova podobnd syckovi (Athene sp.),
o velikosti 22-27 cm a rozpétim kiidel 50-62 cm (Bejcek et al. 2006). Primérna vdha

béhem hnizdéni je 170 g (samice), 102 g (samci) (Korpiméki 1981).

Peii je svrchu hnédé s bilym skvrnénim, pfi kofenu kiidla s bilym pruhem.
Zespodu téla je barva svétlejsi, bélava s hnédymi pruhy, nohy jsou bile zbarvené
(Hudec et al. 2005). Oproti syckovi se vyznaCuje vétsi zakulacenou hlavou
s ¢ernohnédé ohrani¢enym Sedobilym zavojem kolem oc¢i, posazenymi blizko k sob¢.
Zluty zobdk, spolu se stejné zbarvenyma o&ima tvoif typicky trojihelnik (Bejéek et

al. 2000).

Obrdzek 1: Samice syce rousného (Aegolius funereus) na hnizdé (foto: Jiii Sindeldy
2017).
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Obrizek 2: Mldd’ata syce rousného (Aegolius funereus) (foto: Jiii SindeldF 2017).

3.3 Vyskyta ochrana druhu

Syc rousny je sova s cirkumpoldrnim rozSifenim v holarktické oblasti.
Pfirozenym aredlem jsou tedy jehli¢naté lesy Eurasie a Severni Ameriky (Korpimiki
et al. 2012). Populace ve stfedni a jizni Evrop¢ jsou vdzdny na smrkové porosty
(Picea abies), smiSené lesy smrku s bukem lesnim (Fagus sylvatica), ¢i nepuvodni

porosty smrku pichlavého (Picea pungens) (Stastny et al.2009).
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Obrdazek 3: Mapa rozsifeni syce rousného (Aegolius funereus) ve svété

(http://maps.iucnredlist.org/map.html?id=22689362, 2018)

V soudasnosti se populace syce rousného vyskytuje ve viech pohoiich Ceské
republiky (na Sumavé, v Krkonogich, Krusnych a Jizerskych horéch, Jesenikéach,
Beskydech, ale také ve vnitrozemi v Ceskomoravské vrchoving) (Stastny et al.
2009). Dnes tento druh pomérné snadno pronikd také do nizsich poloh, napiiklad na
Znojemsko, ¢&i do jiznich a zdpadnich Cech (Hudec et al. 2005). V letech 2001-2003
byla populace syce rousného v Ceské republice odhadnuta na 1500-2000 part

(Stastny et al. 2009).

Syc rousny je v Ceské republice chranén dle zdkona o ochrané piirody a
krajiny 114/1992 Sb. a zavadéci vyhlasky 395/1992 Sb., ve kterych je fazen mezi
zvlasté chranéné druhy, kategorie silné ohroZeny. Na Cerveném seznamu CR je
veden jako druh zranitelny (Plesnik et al. 2003), v Cerveném seznamu ITUCN spada
do kategorie mdlo dotéeny (LC) (www.iucnredlist.org, 2017). Na dzemi Evropské
unie je tento druh chranén smérnici o ptacich ¢. 2009/147/ES (celym ndzvem
Smérnice Evropského parlamentu a rady ¢. 2009/147/ES z 30. listopadu 2009 o

ochran€ volné¢ Zijicich ptdkl), v niZ je uveden v piiloze L.
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3.4 Hnizdni biologie a potrava

Pfirozend hnizda syce rousného se nachdzi vétSinou v dutindch stroml
vytvofenych napiiklad datlem Cernym (Dryocopus martius), ale ochotné obsazuje
také umelé ptaci budky (Zarybnicka et al. 2015). V hnizdech shromazd’uje kromé
trusu také zbytky potravy a vyvrzky (Hudec et al. 2005). Hnizda jsou pfilezitostné

predovana kunou lesni (Martes martes) (Zarybnicka et al. 2015).

Sniisky o velikosti 3-6 vajec byvaji kladeny v obdobi od bfezna do kvétna.
Rodicovské tlohy samcii a samic jsou v tomto piipad¢ striktné rozdéleny (Korpimiki
1981). Ulohou samic je setrvat na hnizdé po celou dobu inkubace vajec a po
vylihnuti zahfivat mlad’ata cca dalsi tfi tydny (Drddkova - Zarybnickd 2003). Samci
v obdobi hnizdéni obstardvaji a dondseji potravu samicim a mldd’atim do hnizd
(Drddkova - Zarybnicka et al. 2003). Hnizdni pary nebyvaji stdlé, samci vétSinou
zustavaji v jednom okrsku nckolik let. Jejich pfitomnost je pravdépodobné
podminéna mnozstvim kofisti v daném okrsku (Hakkarienen et al. 1998). Samice
pritom c¢astecné migruji (Drddkova - Zarybnickd 2005). Zpravidla péary zahnizdi
jednou za sezénu, pii vhodnych podminkdch vSak mohou zahnizdit i vicekrat

(Zarybnicka 2009).

Syc rousny je druh sovy s nocni aktivitou, v podminkdch stiedni Evropy ma
béhem noci dva vrcholy aktivity, prvni pfi stmivdni a druhy pfi rozednivéani

(Korpimiki 1981, Kouba et al. 2014).

Mlid’ata se lihnou asynchronné v rozmezi dvou dni. Na hnizd€ poté zistavaji

27-38 dni od vylihnuti (Kouba et al. 2015).

Jeho hlavni potravu tvoii drobni hlodavci, pfedevSim hraboSi (Microtus sp.),
nornici (Myodes) a mySice (Apodemus sp.) (Korpimiki 1988). Pokud jsou stavy
hlavni kofisti nizké, zvétSuje se vyznam alternativni kofisti, kterou jsou vétSinou

rejcsi (Sorex sp.) a drobni ptéci (Zarybnicka et al. 2015).
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4. Endoparazité ptaki radu Haemosporida

4.1 Taxonomické zai-azeni
Kmen: vytrusovci (Apicomplexa)
Ttida: krvinkovky (Haematozoea)

Rad: Haemosporida

4.2 Rad Haemosporida
Hemosorida jsou globdln¢ rozsifenym fddem endoparaziti obratlovcl

fadicich se mezi prvoky (Synek et al. 2015).

Fylogeneticky se jednd o zvlaStni, oddélenou skupinu obligatnich
heterogennich paraziti. Tento tdd je zkoumdn piedevSim proto, Ze se v ném
vyskytuji plivodci maldrie, kterd i v dneSni dobé zuZuje nékteré zemé s teplejSim

klimatem (Valkiunas 2005).

Merogonie a tvorba gametocytl probihd v téle obratlovéich hostitel.
Sexudlni faze Zivota hemosporid (pfeména gametocytll v gamety a sporogynie) je
vazana na krev sajici hmyz fddu dvoukiidli (Diptera). Zastupci tohoto faddu slouzi
jako vektory pfenosu téchto parazitii. Gametogeneze probihd vné bunck (Valkiunas

2005).

Rad Haemosporida se sklddd ze Cctyf Celedi, Plasmodiidae, Garniidae,
Haemoproteidae a Leucocytozoidae (Valkiunas 2005). Tfemi nejb&ZnéjSimi rody
hemosporid parazitujicich na ptécich jsou rody Plasmodium (Celed: Plasmodiidae),
Haemoproteus (Celed: Haemoproteidae) a Leucocytozoon (Celed: Leococytozoidae)

(Hellgren 2004).

4.2.1 Vektory radu Haemosporida
Identifikace vektorti pta¢ich hemosporid ve volné pfirod¢ je do dnesni doby
velmi komplikovand, pfedevsim kvili migracim ptaki (Valkiunas 2005). Novou éru

v této oblasti oteviely molekuldrni metody PCR (Hellgren 2004).
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Studiem vektorti hemosporid v Ceské republice se zabyval Synek et al.
(2013). NejfrekventovanéjSim detekovanym hmyzem byl rod Culicoides, patiici do
Celedi Ceratopogonidae , kterd je povazovana za vektor rodu Haemoproteus. U
tohoto vektoru byla zjisténa pfitomnost az 5 druhl parazitii. Bylo zjisténo, Ze ptéaci
jsou timto rodem napadani 1 pfimo v ptacich budkach, a to 1 pfed opefenim (Synek et
al. 2015). U rodu Plasmodium byli hlavnimi vektory zjiSténi komafi ¢eledi Culicidae.

Hlavnim vektorem rodu Leucocytozoon byla ur€ena Celed’ Simuliidae. Na jednom

jedinci byly detekovany az tfi druhy parazita (Synek et al. 2013).

4.3 Rod Leucocytozoon
Rod Leucocytozoon je, s vyjimkou Antarktidy, celosvétové rozsitend skupina

paraziti fddu Haemosporida, kterd infikuje Sirokou $kdlu ptaki (Valkiunas 2005).

Parazit¢ rodu Leucocytozoon parazituji vyhradné v pevnych tkdnich
obratlovctll, nikoli v krevnich bunikdch. Jsou tdzce piibuzné rodim Plasmodium a
Haemoproteus, coz jsou puvodci pravé ptaci maldrie. Rod Leucocytozoon vsak

nevytvaii krevni pigment hemozoin, ktery je ukazatelem pravé ptac¢i maldrie

(Valkiunas 2005).

Sexudlni faze Zivota téchto parazitl je vdzdna na vektory, kterymi jsou v
piipadé rodu Leucocytozoon témét vyhradné dvoukiidli celedi muchnickoviti

(Simuliidae) a pakomarcoviti (Ceratopogonidae) (Morii 1992).

4.4 Rod Plasmodium

Rod Plasmodium je, spolu s rodem Heamoproteus, puivodcem pravé ptaci
maldrie. Asexudlni faze Celedi Plasmodiidae napadd krom¢ pevnych tkani i krevni
bunky zvitat. Pigment hemozoin, hromadici se v maldriovych parazitech, je u tohoto

rodu pfitomen.

Vektory rodu Plasmodium patii do fddu dvoukiidli (Diptera). Konkrétné se
jednd o celedi komaroviti (Culicidae), pakomarcoviti (Ceratopogonidae) a ,,pise€né

musky* (Phlebotomidae) (Valkiunas 2005).
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4.5 Rod Haemoproteus

Rod Haemoproteus je dalsi z pivodct pravé ptaci maldrie. Tento rod napada
buniky pevnych tkédni, jakymi jsou napfiklad jatra, ¢i krevni buiiky hostitele.
K rozvoji gametocyt dochdzi v ¢ervenych krvinkdch obratlovcl. V gametocytech je

pfitomen pigment hemozoin.

Sexudlni proces a sporogonie probihd v zastupcich dvoukiidlého hmyzu

z Celedi Hyppoboscidae a Ceratopogonidae (Valkiunas 2005).

18



5. Pritomnost parazitti rodu Leucocytozoon u syce rousného

Pfitomnosti paraziti rodu Leucocytozoon u syce rousného (Aegolius funereus)
v zdpadni Casti Finska v letech 1991 a 1992 se zabyval Korpiméki et. al (1993).
Pfitomnost parazitii byla v této studii zjiStovdna mikroskopickymi metodami. Tento
vyzkum prokdzal piitomnost parazitli u dospélych jedinct syce rousného. Celkem
byla zjisténa ptitomnost u 97 % dospélych samic (n=97) a 94 % dospélych samcii
(n=85). V sezén¢ 1992 byla krev odebrdna také 12 mlad’atim (pramérny vek 4
tydny, pfitomnost parazitl vSak nebyla zaznamendna u Zadného z nich (Korpimiki

et. al 1993).

V Ceské republice se piftomnosti parazitii rodu Leucocytozoon zabyval Synek
et. al (2015). Vyzkum probihal v letech 2008-2011 v Krusnych horédch. Pfitomnost
parazitli byla zjisStovdna metodou PCR, konkrétn¢ byl pouzit protokol pro nested
PCR dle Hellgrena et. al (2004). Krev byla odebrdna celkem 28 dospélym samicim,
29 dospélym samctim a 113 mlad’atim. Pfitomnost paraziti rodu Leucocytozoon byla

prokzdna u 71 % dospélcti (n=57) a 41 % mlad’at (n=113) (Synek et. al 2015).

Ve své diplomové prici pouzila, stejné jako Synek et. al (2015), ke zjiSténi
pfitomnosti parazitl rodu Leucocytozoon protokol pro nested PCR dle Hellgrena et.
al (2004) také Mahlerova (2017). V této praci byla zjiStovana pfitomnost parazitQ
rodu Leucocytozoon u syce rousného v Kru$nych horach v sezoénach 2015 a 2016.
V roce 2015 byla krev odebrdna 118 mlddatiim a pfitomnost paraziti byla prokdzdna
u 2,36 % mlad’at. V sez6né 2016 byla piitomnost prokdzana u 44 % dospélych samic
(n=9) a 67 % dospelych samcl (n=6). Celkové¢ bylo tedy parazitoviano 53 %
dospélych jedinct (n=15). V roce 2016 byla krev odebrdna také 20 mlad’atim, u

Zadného z nich vSak nebyla pfitomnost paraziti prokdzana (Mahlerova 2017).
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6. Metodika

6.1 Charakteristika studijniho uzemi

Studijni dzemi se nachdzi ve vychodni ¢asti Kru$nych hor, v okoli vodni
nadrze Fldje, v nadmoiské vySce 735-765 m. Toto uzemi bylo dlouhodobé
vystaveno emisim z tepelnych elektraren a chemickych tovaren v podhtii (Drdkova-
Zarybnicka 2004). Kromé toho ndstup primyslu zpiisobil také vytézeni vétSiny
puvodnich porosti buku lesniho (Fagus sylvatica), jedle bélokoré (Abies alba) a
smrku ztepilého (Picea abies). Dnes je krajina studovaného uzemi tvofena mozaikou
rozvolnénych ploch. Jednd se o vzrostlé porosty smrku ztepilého, nahradni porosty
smrku pichlavého (Picea pungens), btiz (Betulas sp.), modiinu opadavého (Larix
decidua) a jetédbu ptaciho (Sorbus aucuparia), se solitérnimi dfevinami, predevsim
buky. Na pasekach, kterych v této oblasti v posledni dob¢ piibyvd, je pfevazujicim
druhem titina chloupkatd (Calamagrostis villosa) (Zarybnicka 2008). Tyto biotopy

se ukazaly vhodnym prostiedim pro hnizdéni syce rousného.

Na studijni ploSe o rozloze cca 120 km’ bylo v roce 2017 rozmisténo 246

hnizdnich budek pro syce rousné.

6.2 Sbér dat

Analyzovéna byla data z roku 2017. V pribéhu hnizdni sezény 2017 (bfezen-
srpen) probihaly pravidelné kontroly obsazenych budek a byla dohleddvana hnizda.
Obsazena hnizda byla kontrolovana kazdych 7-10 dni a byla u nich zaznamendvana
velikost snisky, pocet vylihlych a vylétlych mldd’at, informace o nalezené kofisti na
hnizdech a pfipadné predaci hnizda. Odchyt samic probihal pfimo na hnizdég, za
pomoci podbérdku a Zebiiku. Samci byli odchytdvani v noci pomoci ornitologické
sité pii piiletu s kofisti do hnizda. Dale byl u mlidd’at pti opakovanych kontrolach

dokumentovdn jejich rust (tj. délka kiidla a vdaha) od vylihnuti do opusténi hnizda.

Mlad’atiim i dospélciim byla pfi odchytech odebirdna krev z brachidlni Zily.
Nejprve byla brachidlni zila naruSena jehlou ( 17, 0,5 x 25 mm). Kapildrou (prumér
cca 0,8 mm, objem 50 pl) bylo poté kazdému jedinci odebrano 50 pl krve (Obr. 4).
Odebrané vzorky byly zakonzervoviny ve zkumavkach Eppendorf (dédle jen
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eppendorfka) s 96 % etanolem, o objemu 1,5 ml a nésledn€ zamraZeny pii teploté -20

°C. Pti této teploté ziistaly az do doby zpracovani v laboratofi.

Krev mldd’at byla odebirdna jednou az Ctyfikrat v rizném veku. Krev byla
v sezon¢ 2017 takto odebrdna celkem 25 adultnim jedincim a 71 mlad’atim,

pramérné byla kazdému mladéti odebrana 2,06 krat.

-

A

Obrazek 4: Odbér krve 7 brachidlni Zily syce rousného (Aegolius funereus) (foto:
Zdrybnickd 2014)

6.3 Odchyty drobnych savcu

Potravni nabidka syce rousného byla zjiStovdna pomoci odchytl drobnych
savcl ve studijnim dzemi. Odchyty probéhly v roce 2017 dvakrat (v ¢ervnu a fijnu).
K odchytim byly pouzity sklapovaci pasti, které byly pokladany do kvadratd o plose
1 ha (vZzdy 11x11 pasti na 1 kvadrét). Pasti byly poloZeny po dobu 3 dnl a kazdé
rano pravidelné¢ kontrolovany. Jako ndvnada byly pouzity kousky knotu potiené
rozpuSténym tukem smichanym s moukou. Na jatfe bylo takto poloZeno celkem 726
pasti na dvou kvadritech. Na podzim bylo polozeno 1089 pasti na 3 kvadrétech.
Odchyceni jedinci byli zatazeni do druhu a vysledky dile prepocitiny na pocet

odchycenych jedinci/100 past'onoci.
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6.4 Laboratorni zpracovani
Béhem laboratorniho zpracovani se vychdzelo predev§im z protokoli

uvedenych v ptilohdch diplomové prace Mahlerové (2017).

Nejprve byla v laboratofi ze vzorka krve, které byly po odbérech
zakonzervovany v 96 % etanolu a uloZzeny v mrazdku, izolovina DNA metodou Hot
Shot. Déle bylo pomoci metody PCR a gelové elektroforézy zjisténo pohlavi mlad’at

a poté také pritomnost paraziti u vzorkll mlad’at i dospélcti.

6.4.1 Izolace DNA ze vzorki metodou Hot Shot

Pti izolaci DNA metodou Hot Shot se vyuziva roztokli A (NaOH, 0.2 mM
EDTA) a B (TRIS — MCl, pH=5,0). Nejprve bylo ze vzorkl s ethanolem odebrano
50ul smési krve sethanolem (bez vétSich kusti krve) a pfenddno do predem
pfipravenych nadepsanych eppendorfek. Ty byly stoCeny na centrifuze (T=5 minut,
otacky: RPM=3000-5000) a poté z nich byl odsdn piebyteCny etanol. Do kazdé
eppendorfky bylo pfidano 40ul roztoku A. Déle doSlo k jejich zahfati na teplotu
95°C po dobu 12 minut, ndslednému prudkému zchlazeni na 4°C a okamZzitému

pfidani roztoku B, ktery zde m4 funkci neutraliza¢niho ¢inidla.

6.4.2 Zjisténi pohlavi
Pohlavi bylo zjistovdno pomoci metody PCR. KaZzdy vzorek byl testovén
nejméné dvakrit a vzdy byla testovdna také negativni (dH,O) a pozitivni kontrola

(DNA dospélého samce/samice).

6.4.2.1 Metoda PCR

Ke zjisténi pohlavi pomoci metody PCR byly pouZity primery cilici na urcité
useky DNA, forvard primer 2550 F, cilici na uasek [5°-
GTTACTGATTCGTCTACGAGA-"3], a reverse primer 2718 R, cilici na usek [5°-
ATTGAAATGATCCAGTGCTTG-"3]. Tyto primery slouzi k namnozeni danych
usekd DNA v termocykleru (Fridolfsson et al. 1999).
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Nejprve byl namichdn premix, sklddajici se z nasledujicich chemikdlii:
Dream Taq Buffer (vyziva pro polymerdzu), dH,O (deionizovand voda), primery
2550 F a 2718 R (nefedéné, skladované v mrazdku), dNTP (stavebni kameny pro
utvafeni nového fetézce), polymerdza (skladovdna v mrazdku, pfiddva se aZ na
konec) v poméru 2:16,3:0,2:0,2:0,25:0,04. Takto pfipraveny premix byl nepipetovan
do stripi, 16,8 pl do kazdé eppendorfky. K premixu bylo nésledné ptidano 1,5 pl jiz
vyizolované DNA ze vzorka. Takto pfipravené stripy byly vloZeny do nastaveného

termocykleru.

Nastaveni termocykleru pro zjisténi pohlavi syce rousného je nasledujici:
1. Denaturace (94°C, 30s, opakovéni 29x)
2. Anneling (60,5°C, 40s, opakovéni 29x)
3. Amplifikace - primer extension (72°C, 1min 10s, opakovani 29x)

4. Final extension (72°C, 10 minut)

6.4.2.2 Vyhodnoceni pomoci elektroforézy
K vyhodnoceni vysledkli byla pouZita horizontdlni gelovd elektroforéza. Pfi
ni probihd agarozovym gelem elektricky proud a tim se jim, ve sméru proudu,

posouvaji useky DNA, podle jejich hmotnosti, kterd koresponduje s jejich délkou.

Nejprve je namichan 0,8 % agarozovy gel. K jeho pfipravé je nutné nejprve
rozpustit v mikrovlinné troub& (T=cca 100 s, P=80 W) agar s pfisluSnym mnozstvim
TBE (Tris-borat-EDTA) pufru. Poté je gel zchlazen pod proudem studené vody a je
do n¢j pifidan ethidium bromid (1,5 pul do malé vany, 3 pl do velké vany). Takto
namichany roztok je nalit do vany, do které jsou ndsledné¢ vloZeny hiebeny pro

vytvofeni rovhomérnych jamek.

Po ztuhnuti gelu jsou hiebeny odebrany a gel 1 svanou vloZen do
elektroforegramu, do kterého je ndsledné dolit running buffer po znacku FULL. Do
jamek jsou napipetoviny vzorky DNA vyndané z termocykleru (3 pl), smichané
vzdy s 1 ul bromfenolové sledovaci barvy. Do jedné z jamek je napipetovano 2,5 pl
,zebiiku® (DNA standard pro srovndni) a do dalSich dvou az tfech jamek jsou
napipetovany kontroly, jedna negativni (dH,O) a nejlépe dvé pozitivni (jeden samec

a jedna samice). Elektroforegram je zavien, zapojen a spustén (T=35 min, U=110 V).

23



Po ukonceni elektroforézy je gel vyndan z elektroforegramu a opatrné
pfendéan do Cteciho zafizeni, kde jsou pomoci UV svétla zobrazeny vysledky. Praveé
prosviceni gelu UV svétlem a pfitomnost ethidium bromidu, ktery se dostane do
struktury DNA, ndm umozni vidét roztiidéni usekli DNA podle velikosti (Jones et al.

1998).

Pohlavi bylo rozpozndno na zdklad¢ amplifikace jednoho z introni genu
CDHI. Ten se u ptaki lisi velikosti chromozomti W a Z. U samic se zobrazuji
CDHIW fragmenty ve velikosti 1,2 kb a CDHI1Z fragmenty o velikosti 0,7 kb.
Samci jsou charakteristicti zobrazenim pouze kratSiho fragmentu CDHI1Z (Hipkiss et

al. 2004).

Samicka se pod UV svétlem ukdzala jako dva viditelné prouzky, u samecki

byl rozpoznan pouze jeden prouzek (Ptiloha 1).

6.4.3 Zjisténi pritomnosti paraziti
Parazité jsou stejné, jako pohlavi zjisStovani pomoci PCR analyzy. Pro zjisténi

parazitl jsou vSak tfeba dvé€ faze. Prvni je inicidlni PCR a dals{ reakei je nested PCR.

Testovany byly vzorky sizolovanou DNA. Kazdy vzorek byl testovan
nejmén¢ dvakrat a vzdy byla testovdna jedna negativni kontrola (dH,O) a jedna

pozitivni.

Vysledky byly vyhodnoceny za pouZiti horizontdlni gelové elektroforézy a

nasledného prosviceni gelu pod UV svétlem.

6.4.3.1 Inicidalni PCR
V této fazi analyzy se postupuje dle pokynt v ndvodu k QIAGEN Multiplex
PCR kitu, ktery obsahuje HotStarTag DNA polymerdzu a PCR pufr.

Vv s

K inicidlni PCR jsou vyuzity vnéjSi primery Haem NF1 a Haem NR3,
amplifikujici pocatecni bazovy usek genu pro cytochrom b u vSech tif rodd fadu

hemosporid (rod Plasmodium, Haemoproteus a Leucocytozoon). Primer Haem NF1
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amplifikuje usek [5- CATATATTAAGAGAAITATGGAG-3"] a primer Haem NR3
usek [5- ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC-37] (Hellgren 2004).

Nejprve je namichan premix z nasledujicich chemikalii: QIAGEN MM
multiplex MIX (mastermix), primer Haem NFI1 a primer Haem NF3. Chemikélie
jsou v premixu obsazeny vpoméru 50:5:5. Do pfedem oznalenych stripti je
nepipetovano vzdy 6ul premixu a 4pl izolované DNA. Pro nékteré vzorky se ukazalo
vhodnéjsi testovat také smés 6yl premixu + 2ul DNA +2ul dH,O. Takto

nepipetované stripy jsou vloZeny do nastaveného termocykleru.

Faze inicidlni PCR analyzy (nastaveni termocykleru) :
1. Hot start (95 °C, 15 min)
2. Denaturace (94 °C, 30 s)
3. Annealing (50 °C, 90 s)
4. Amplifikace - extension (72 °C, 45 s)
5. Névrat ke 2. kroku a opakovani 19x
6. Konecnd amplifikace - final extension(72 °C, 10 min)

7. Zchlazeni na cca 15 °C, ¢as neomezeny...

Po skonceni inicidlni PCR do stripti pfidime 90 ul dH,O (nafedime v poméru

1:9).

6.4.3.2 Nested PCR

Pro nested analyzu se vyuZivd vnitfnich primert Haem FL a Haem R2L,
amplifikujicich konkrétné bazové useky mitochondridlni DNA rodu Leucocytozoon.
Primer Haem FL cili na tdsek [5- ATGGTGTTTTAGATACTT ACATT-3"] a primer
Haem R2L na usek [S"-CATTATCTGGATGAGATAATGGIG C-37] (Hellgren
2004).

Pro namichani premixu pro nested analyzu jsou tfeba ndsledujici chemikalie:
PCR pufr, dNTP (nafedénd v poméru 1:49), primery Haem FL a Haem R2L
(nafedéné v poméru 1:9), Tq (polymeraza) a dH,O. Tyto chemikalie jsou v premixu
obsazeny v poméru 3:3:2:2:0,1:9,9. Polymerdza se piiddvd aZz na konec, poté uz se

premix nevortexuje, jen mirn¢ promicha.
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Do oznaenych stripii se nepipetuje vzdy 20 pl premixu a 10ul templétu
(nafedény produkt inicidlni PCR). Takto pfipravené stripy se vkladaji do

pripraveného termocykleru.

Féaze nested PCR (nastaveni termocykleru):
1.94 °C, 3 min
2. Denaturace (94 °C, 30 s)
3. Annealing (50 °C, 30 s)
4. Amplifikace - extension (72 °C, 45 s)
5. Navrat ke 2. kroku a opakovéni 34x
6. Konecnd amplifikace - final extension (72 °C, 10 min)
7. Zchlazeni na 15 °C na neomezenou dobu
Po vyjmuti z termocykleru jsou vzorky uloZeny do lednice a nasledné do

mrazaku.

6.4.3.3 Vyhodnoceni pomoci elektroforézy

K vyhodnoceni produkti PCR analyzy byla pouZita horizontdlni gelova
elektroforéza, ktera probéhla v 0,8 % agarozovém gelu. Do kazdé jamky byly
napipetovany 3 pl DNA (produkt po nested PCR) smichané s 1 ul loading bufferu
(bromfenolova sledovaci barva). Do jedné z jamek bylo napipetovano 2,5 ul Zebtiku
(DNA standard pro srovndni) a do dalSich dvou negativni (dH,O) a pozitivni

kontroly.

Po naplnéni gelu byl elektroforegram zapnut na 110 V na 35 minut. Po
probéhnuti elektroforézy byl gel opatrné prendan pod UV svétlo a prosvicen.
Pozitivni vysledek se pod UV svétlem ukdzal v podobé jednoho prouzku, u

negativniho vysledku nebyl vidét prouzek Zadny (Ptiloha 2).
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6.5 Statistické analyzy

VSichni jedinci, kterym byla odebrdana krev, byli rozfazeni podle piisluSnosti
k budce a jednotlivym kategoriim (mladé/dospélec, dospely samec/dospéld samice,
juvenilni samec/juvenilni samice). Mira parazitace na kazdé budce byla poté
vyjadiena, jako podil parazitovanych jedinct ke v§em jedinciim (v dané kategorii) na

budce vyjadieny v procentech (Ptiloha 3).

Data byla statisticky zpracovana v programu R Studio. Nejprve byla
otestovana normalita dat. K testu normality dat byl pouzit Shapiro-Wilk test (funkce
shapiro.test). Rozdéleni dat bylo odlisné od normalniho, k testovani hypotéz byl tedy
pouZzit neparametricky Mann-Whitney test (funkce wilcox.test), ktery testuje nulovou
hypotézu, Ze rozdéleni pravdépodobnosti je u obou testovanych vzorkl stejné.
Pfitom zde neptedpokldddme normadlni rozd¢€leni dat. Konkrétné byly testovany tyto
nulové hypotézy: Hy: pfitomnost parazitl nezavisi na v€ku jedince, Hoy: pfitomnost
parazitli u dospé€lcti nezadvisi na pohlavi jedince a Hy: pfitomnost parazitii u mlad’at

nezavisi na pohlavi jedince.
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7. VysledKky prace

7.1 Potravni nabidka

Celkem bylo vroce 2017 odchyceno 133 drobnych zemnich savct (7,32
expondtid/100 pastonoci). Nejcast&jsi vyskyt byl zaznamendn u mySice lesni
(Apodemus flavicollis). Celkem bylo odchyceno 68 kust tohoto druhu (tj. 51,1 %
z celkového mnozstvi odchycenych jedincti). Dédle byl hojné zastoupen nornik rudy
(Clethrionomys glareolus) (47 ks, 35,3 %). Mezi odchycenymi druhy byl také rejsek
maly (Sorex minutus) (6ks, 4,5 %) a hrabo§ mokiadni (Microtus agrestis) (2ks, 1,5

%) (Tab. 1).

:throtu Clethrionomys | Apodemus | Sorex Sorex
._ | glareolus flavicollis | araneus | minutus
agrestis
Jarni odchyty 1 14 40 1 0 56
Podzimni odchyty 1 33 28 9 6 77
Celkovy soucet 2 47 68 10 6 133
Podil v % 1,5 35,33 51,12 7,51 4,51 100

Tabulka 1: Potravni nabidka syce rousného (Aegolius funereus) v Krusnych hordch v roce
2017

7.2 Pritomnost paraziti

Celkem byla krev v sezén€ 2017 odebrdna 25 dospélym jedincim a 71
mldd’atim syce rousného (13 mladdatim jedenkrdt, 42 mldd’atim dvakrat, 15
mlad’atim tiikrat, 1 mladéti ¢tytikrat). Primérné byla krev mlad’atim odebirdna 2,06

krat (SD =0,67).

Analyza prokazala, Ze u dospé€lcu se parazité rodu Leucocytozoon vyskytuji
Castéji, nez u mlad’at (dosaZend hladina vyznamnosti testu = 0,04474). Ptitomnost
parazitl byla prokdzdna u 16,9 % mlad’at (Obr. 6) a u 52,0 % dospélych jedinct
(Obr. 5).
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PFitomnost paraziti rodu Leucocytozoon u
dospélcti syce rousného v Krusnych horach v
hnizdni sezéoné 2017

H jedinci s parazity

i jedinci bez parazitd

Obrazek 5: Procentudlni zastoupeni dospélcii, u kterych se potvrdila piitomnost paraziti
rodu Leucocytozoon

PFitomnost paraziti rodu Leucocytozoon u
mladat syce rousného v Krusnych horach v
hnizdni sezéoné 2017

H jedinci s parazity

i jedinci bez parazitQ

Obrazek 6: Procentudlni zastoupeni mldd’at, u kterych se potvrdila piitomnost
parazitit rodu Leucocytozoon

Porovnani miry parazitace u dospélci a mlddat je zobrazeno také na
krabicovém grafu (Obr. 7). Stfedni siln¢jsi linie zobrazuje medidn (u dospélcti = 50
%, u mladat = 16,7 % dale jsou na grafu zobrazeny jednotlivé kvartily. Stiedni
,Krabicovd ¢ast je zespodu ohrani¢end 1. kvartilem a shora 3. kvartilem. ,,Vousy*
vychdzejici ze stfednich ¢asti grafu zobrazuji rozptyly a samostatné body na okrajich

zobrazuji odlehlé body.
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Pfitomnost parazitl u mlad'at a dospélct syce rousného
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Obrdzek 7: Krabicové grafy porovndvajici piitomnost parazitii rodu Leucocytozoon
u mldd’at a dospélcii syce rousného (Aegolius funereus) v Krusnych hordch v
hnizdni sezoné 2017

Pfitomnost parazitd dospélych jedincii nebyla zavisld na pohlavi jedince
(dosazend hladina vyznamnosti testu = 0,7353). U dospélych jedincl byla
piitomnost parazitii detekovana u 58,3 % samcii (Obr. 8) a 46,2 % samic (Obr. 9).

Pritomnost parazitd rodu Leucocytozoon u
dospélych samcu syce rousného v Krusnych
horach v hnizdni sezéné 2017

42%

v

Obrdzek 8: Procentudlni zastoupeni dospélych samcii, u kterych se potvrdila
piitomnost parazitit rodu Leucocytozoon

M jedinci s parazity

i jedinci bez parazitQ
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PFitomnost parazitd rodu Leucocytozoon u
dospélych samic syce rousného v Krusnych
horach v hnizdni sezéné 2017

M jedinci s parazity

i jedinci bez parazitQ

Obrdzek 9: Procentudlni zastoupeni dospélych samic, u kterych se potvrdila

pFitomnost parazitit rodu Leucocytozoon

Na krabicovém grafu jsou zobrazeny medidny (u dospélych samic i samcil =

0), rovnéz tak rozptyly jsou témét shodné (Obr. 10).

Pfitomnost paraziti u dospélcl syce rousného

Pl%]
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Obrazek 10: Krabicové grafy porovndvajici pritomnost parazitit rodu
Leucocytozoon u dospélych samcii a samic syce rousného (Aegolius funereus)
v Krus$nych hordch v hnizdni sezoné 2017
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Pfitomnost parazitl rodu Leucocytozoon nebyla zavisld na pohlavi ani u
mlad’at (dosaZend hladina vyznamnosti = 0,9591). U mldd’at byla pfitomnost paraziti
zjisténa u 16,7 % samct a 20,7 % samic. Na krabicovém grafu jsou zobrazeny
medidny (opét u obou pohlavi = 0), jednotlivé kvartily a rozptyly (Obr. 11).
NejmladSimu mladéti s parazity bylo v dobé odbéru krve 12 dnd, nejstar§Simu 30 dnt.

Primérny v€k mlad’at pfi odbérech byl 19,9 dni (SD = 7,0 dni).

Pritomnost parazitli u mlad’at syce rousného

P[%)]

0 20 40 60 80

T T
samci samice

Obrazek 11: Krabicové grafy porovndvajici piitomnost parazitit rodu Leucocytozoon u
Juvenilnich samcii a samic syce rousného (Aegolius funereus)v Krusnych hordch v
hnizdni sezoné 2017
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8. Diskuse

Tato bakaldfskda prace nepotvrdila zdvislost pfitomnosti paraziti rodu
Leucocytozoon na pohlavi syce rousného (Aegolius funereus). Samci vSak
vykazovali vyssi tendenci k napadeni parazity rodu Leucocytozoon nez samice
(58,3 % vs. 46,2 %). Naopak byla zjiSténa zdvislost vyskytu parazitli na véku
hostitele. Celkem bylo zkoumdno 25 dospélcii, znichz u 13 (52,0 %) byla
zjiSténa piftomnost paraziti. U mldd’at byla prokdzdna pouze u 12 (16,9 %)
z celkového mnozstvi 71 jedincl. Mldd’atim byla krev odebirdna vicekrit,
ptfi¢emz v 7 piipadech (9,9 %) byla piitomnost parazitl zjiSténa aZ pifi druhém,

tedy pozdéjsim, odbéru.

Vysledky této prace se shoduji s diplomovou praci Mahlerové (2017), ve
které byla zkouména piitomnost parazitli rodu Leucocytozoon u syce rousného
(Aegolius funereus) v KruSnych hordch v hnizdnich sezénach 2015, 2016.
Vysledky této prace zjistily pfitomnost parazitli u 53 % dospé€lct a 1,5 % mlad’at
syce rousného. Patrnd odliSnost ve zjiSténych procentech u mldd’at mize byt
zpusobena tim, Ze v praci Mahlerové (2017) byla krev mladd’atim odebirdna
dvakrat pouze 26 jedinctim, z celkového poc¢tu n=138. Dalsi odliSnosti také je, Ze
mldd’ata v praci Mahlerové (2017) byla pii odbérech celkové mladsi, nez v této
praci (primérny veék pii prvnim odbéru 11,7 dni, SD = 3,4). V mé praci byl
pramérny vek mldd’at pti odbéru 19,9 dni (SD = 7,0 dni). Vysledky obou praci se

shoduji také v nepotvrzeni zdvislosti pfitomnosti parazitii na pohlavi hostitele.

Studie Synka et al. (2015) zjistila pfitomnost parazitii rodu Leucocytozoon
v 71 % ptipadl adultnich jedinct. U mldd’at byla v této studii zjiSténa piitomnost
parazitl u 41 % zkoumanych juvenilnich jedincii. V ¢lanku Synka et al. (2015)
bylo nejmlad$imu infikovanému mladéti 16 dni. V mé praci vSak bylo mlad’atim
pfi prvnich odbérech primérné 14 dni a nejmlad$imu infikovanému mladéti bylo
12 dni. Vék parazitovanych mldd’at se pohyboval pod hranici 16 dni ve dvou
piipadech (pouze 2,8 % z celkového poctu 71 mldd’at). Primérné pak bylo

infikovanym mlad’atiim 22,5 dne, coz je ve shodé¢ se studii Synka et al. (2015).

Naopak Korpimiki et al. (1993), ktery se zabyval studiem syce rousného a
jeho paraziti ve Finsku, neshleddvd vék nakazeni mladéte rozhodujicim

faktorem. V jeho studii bylo vSak zkoumdno velmi malé mnoZstvi jedinct (n =
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12) a u Zadného z nich nebyla pfitomnost paraziti prokdzdna. Korpimékiho et al.
(1993) studie vSak prokdzala piitomnost parazitdl rodu Leucocytozoon u
nc¢kterych dospélci. Tim také dokazuje rozdil v pfitomnosti paraziti u

juvenilnich a adultnich jedinci, stejné jako tato bakalarska prace.

Navzdory tomu, co vime o vztazich mezi pta¢imi hostiteli a hmyzem, jsou
vektory maldrie ptdki mnohem méné studovany neZ jejich ptaci protéjsky
(Larson et al. 2017). VétSina studii zabyvajici se ptaci malarii je zaméfena na
jejich hostitele, velmi mélo se jich ale vénuje jejich vektortim, tedy hmyzu (Kim
et al. 2009). Do budoucna je tedy tfeba prohlubovat znalosti o parazitech a
pfedev§im jejich vektorech a hostitelich. A sledovat také mozny vliv
environmentdlnich faktor, pfedev§im mnoZstvi dostupné potravy a doby

zahnizdéni, na vyskyt parazitt.
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9. Zavér a prinos prace

Tato bakalafskd prace méla za cil zjistit pfitomnost paraziti rodu
Leucocytozoon u dospélcii a mlad’at syce rousného (Aegolius funereus) v Kru$nych
horich a zdvislost jejich pfitomnosti na v€ku a pohlavi jedinct. Pohlavi mlad’at bylo
ur¢eno analyzou krevnich vzorka v laboratofi za pouZiti metody PCR. Pro zjisténi
piftomnosti parazitii byla pouZita metodika dle Hellgrena et al. (2004) pro nested
PCR. V préci je také uvedena podrobnd metodika, podle které je mozné postup

kdykoli zopakovat.

Z analyzovanych vysledkli byla zjiSténa pfitomnost paraziti rodu
Leucocytozoon u 13 dospé€lct (n = 25) a 12 mlad’at (n = 71). U dospé€lct byla zjiSténa
pfitomnost parazit (52,0 %) vys$i, nez u mlad’at (16,9 %). Provedené analyzy
prokdzaly vliv véku na pfitomnost paraziti rodu Leucocytozoon u syce rousného.

Naopak nebyla zjiSténa zdvislost na pohlavi jedinct.

Tato bakaldiskd priace mi poskytla velké mnoZstvi novych znalosti a
zkuSenosti v préci v laboratofi, ale také v terénu. Do budoucna bych tyto poznatky
rdda rozSitila. Predev§im bych se rdda zabyvala vlivem okolniho prostiedi na

piitomnost paraziti.
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59| 40,00 0,00| 33,33 0,00 50,00 0,00 0,00 0,00
848 | 16,67| 50,00| 25,00 0,00 33,33 0,00 100,00 0,00
1309, 0,00/100,00| 11,11| 11,11 0,00 0,00 100,00 100,00
1325 33,33|100,00| 12,50| 37,50 0,00 40,00 100,00 100,00
1340, 0,00|100,00| 16,67 | 16,67 0,00 0,00 100,00 100,00
1346 0,00 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1381 16,67| 50,00| 12,50| 12,50 0,00 50,00 100,00 0,00
1386 | 25,00| 50,00| 20,00| 20,00 50,00 0,00 0,00 100,00
1408, 0,00 50,00| 0,00| 20,00 0,00 0,00 0,00 100,00
1413 0,00 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1414 | 25,00| 50,00| 33,33 0,00 25,00 0,00 100,00 0,00

13107, 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
13139, 0,00| 50,00| 16,67 0,00 0,00 0,00 100,00 0,00
13142 | 40,00 0,00| 16,67 | 16,67 33,33 50,00 0,00 0,00
13144 | 100,00| 100,00 0,00 | 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00

Priloha 3: Tabulka miry parazitace [%] syce rousného (Aegolius funereus) parazity

rodu Leucocytozoon v Krusnych horach v roce 2017.
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