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 Parazité rodu Leucocytozoon pat�í do skupiny hemosporid. Jedná se o krevní 

parazity využívající jako mezihostitele t�la obratlovc�. Tato bakalá�ská práce zjiš�uje 

p�ítomnost parazit� rodu Leucocytozoon u mlá�at a dosp�lc� sýce rousného 

(Aegolius funereus) v Krušných horách v hnízdní sezón� 2017. P�ítomnost parazit� 

byla zjiš�ována pomocí dvoufázové nested PCR analýzy DNA (Hellgren et al., 

2004), která byla izolována z  krevních vzork� odebíraných v terénu. Dále byl 

zjiš�ován vliv v�ku a pohlaví na p�ítomnost parazit�. Pohlaví bylo ur�eno PCR 

analýzou DNA. Krev byla odebrána celkem 25 dosp�lým jedinc�m a 71 mlá�at�m. 

P�ítomnost parazit� byla prokázána u 13 dosp�lc� (52%) a 12 mlá�at (17%).  
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  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 %). 
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 Hemosporida jsou krevní paraziti pat�ící do skupiny protist.  Po�etn� nejv�tší 

skupinou tohoto �ádu jsou rody parazitující na ptácích. N�které rody parazit� 

pat�ící do �ádu Hemosporida jsou nositely pravé pta�í malárie. Proto je v�tšina 

pozornosti v�nována práv� studiu rodu Plasmodium, který slouží jako modelový 

organismus pro studium lidské malárie (Valkiunas 2005).  Hemosporida 

parazitující na ptácích byly v tomto ohledu využívány od 90. let 19. století do 40. 

let 20. století, kdy se ukázali vhodn�jšími modely plasmodia parazitující na 

drobných savcích (Slater 2005). Pta�í hemosporida však mají ve výzkumu lidské 

malárie stále své místo. Náklady na experimenty jsou v jejich p�ípad� nižší, proto 

jsou do dnes využívány k mnoha modelovým studiím (Nagao et al. 2008). 

 Nejv�tší rozvoj zaznamenal výzkum hemosporid na p�elomu 20. a 21. století, 

kdy došlo ke zdokonalení metod PCR, které umož�ují identifikaci parazit� až na 

úrove� druhu. Nej�ast�ji používaným je v sou�asné dob� protokol pro nested 

PCR dle Hellgrena et al. (2004), který je využit i v této bakalá�ské práci. 

 Studium jednotlivých taxon� hemosporid však neprobíhá rovnom�rn�. 

Poznatky o rodu Leucocytozoon proto nejsou zdaleka tak rozsáhlé, jako o rodech 

p�enášejících pravou pta�í malárii (Valkiunas 2005).  

 Detekcí  hemosporid a jejich vektor� se v 	eské republice (konkrétn� 

v Krušných horách) v�noval Synek et al. (2015). Ve své studii zkoumal parazity 

na sýci rousném (Aegolius funereus), který je vhodný p�edevším dlouhým 

obdobím hnízd�ní, díky kterému mohou parazité infikovat hnízda. Nej�ast�ji byl 

detekován rod Leucocytozoon, a sice ve 3 druzích. U rod� Plasmodium a 

Hameoproteus byl rozpoznán jeden druh u každého. Nebylo však výjimkou, že 

jeden jedinec byl parazitován více druhy najednou. Práv� studie Synka et al. 

(2015) se v�nuje mimo jiné zjišt�ní v�ku, kdy byla mlá�ata nakažena a tento v�k 

považuje za klí�ový faktor ovliv�ující p�ítomnost parazit�.  

 Tato bakalá�ská práce se zabývá zjišt�ním p�ítomnosti parazit� rodu 

Leucocytozoon u mlá�at a dosp�lc� sýce rousného (Aegolius funereus) 
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v Krušných horách v hnízdní sezón� 2017. Hlavním p�ínosem této práce by m�lo 

být rozší�ení poznatk� o parazitech tohoto rodu v 	eské republice a dále rozvíjet 

tuto metodu v laborato�ích Fakulty životního prost�edí 	ZU v Praze. 
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a) Zjistit p�ítomnost parazit� rodu Leucocytozoon u mlá�at sýce rousného 
v roce 2017. �

b) Zjistit p�ítomnost parazit� rodu Leucocytozoon u dosp�lc� sýce rousného 
odchycených v hnízdech v roce 2017. �

c) Porovnat �etnosti výskytu parazit� rodu Leucocytozoon v závislosti na v�ku 
a pohlaví hnízdících jedinc�. �
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T�ída: ptáci (Aves) 

Podt�ída: letci (Neognathae) 

�ád: sovy (Strigiformes) 

	ele�: puštíkovití (Strigidae) 

Rod: sýc (Aegolius) 

�
� %��!��������

 Sýc rousný (Aegolius funereus) je menší sova podobná sý�kovi (Athene sp.), 

o velikosti 22-27 cm a rozp�tím k�ídel 50-62 cm (Bej�ek et al. 2006). Pr�m�rná váha 

b�hem hnízd�ní je 170 g (samice), 102 g (samci) (Korpimäki 1981).  

 Pe�í je svrchu hn�dé s bílým skvrn�ním, p�i ko�enu k�ídla s bílým pruhem. 

Zespodu t�la je barva sv�tlejší, b�lavá s hn�dými pruhy, nohy jsou bíle zbarvené 

(Hudec et al. 2005). Oproti sý�kovi se vyzna�uje v�tší zakulacenou hlavou 

s �ernohn�d� ohrani�eným šedobílým závojem kolem o�í, posazenými blízko k sob�. 

Žlutý zobák, spolu se stejn� zbarvenýma o�ima tvo�í typický trojúhelník (Bej�ek et 

al. 2006). 

  

Obrázek 1: Samice sýce rousného (Aegolius funereus) na hnízd� (foto: Ji�í Šindelá� 
2017). 
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Obrázek 2: Mlá�ata sýce rousného (Aegolius funereus) (foto: Ji�í Šindelá� 2017). 

 

�
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 Sýc rousný je sova s cirkumpolárním rozší�ením v holarktické oblasti. 

P�irozeným areálem jsou tedy jehli�naté lesy Eurasie a Severní Ameriky (Korpimäki 

et al. 2012). Populace ve st�ední a jižní Evrop� jsou vázány na smrkové porosty 

(Picea abies), smíšené lesy smrku s bukem lesním (Fagus sylvatica), �i nep�vodní 

porosty smrku pichlavého (Picea pungens) (Š�astný et al.2009). 
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Obrázek 3: Mapa rozší�ení sýce rousného (Aegolius funereus) ve sv�t�  
(http://maps.iucnredlist.org/map.html?id=22689362, 2018) 

 V sou�asnosti se populace sýce rousného vyskytuje ve všech poho�ích 	eské 

republiky (na Šumav�, v Krkonoších, Krušných a Jizerských horách, Jeseníkách, 

Beskydech, ale také ve vnitrozemí v 	eskomoravské vrchovin�) (Š�astný et al. 

2009). Dnes tento druh pom�rn� snadno proniká také do nižších poloh, nap�íklad na 

Znojemsko, �i do jižních a západních 	ech (Hudec et al. 2005). V letech 2001-2003 

byla populace sýce rousného v 	eské republice odhadnuta na 1500-2000 pár� 

(Š�astný et al. 2009). 

 Sýc rousný je v 	eské republice chrán�n dle zákona o ochran� p�írody a 

krajiny 114/1992 Sb. a zavád�cí vyhlášky 395/1992 Sb., ve kterých je �azen mezi 

zvlášt� chrán�né druhy, kategorie siln� ohrožený. Na 	erveném seznamu 	R je 

veden jako druh zranitelný (Plesník et al. 2003), v 	erveném seznamu IUCN spadá 

do kategorie málo dot�ený (LC) (www.iucnredlist.org, 2017). Na území Evropské 

unie je tento druh chrán�n sm�rnicí o ptácích �. 2009/147/ES (celým názvem 

Sm�rnice Evropského parlamentu a rady �. 2009/147/ES z 30. listopadu 2009 o 

ochran� voln� žijících pták�), v níž je uveden v p�íloze I.  
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 P�irozená hnízda sýce rousného se nachází v�tšinou v dutinách strom� 

vytvo�ených nap�íklad datlem �erným (Dryocopus martius), ale ochotn� obsazuje 

také um�lé pta�í budky (Zárybnická et al. 2015). V hnízdech shromaž�uje krom� 

trusu také zbytky potravy a vývržky (Hudec et al. 2005). Hnízda jsou p�íležitostn� 

predována kunou lesní (Martes martes) (Zárybnická et al. 2015).  

 Sn�šky o velikosti 3-6 vajec bývají kladeny v období od b�ezna do kv�tna. 

Rodi�ovské úlohy samc� a samic jsou v tomto p�ípad� striktn� rozd�leny (Korpimäki 

1981). Úlohou samic je setrvat na hnízd� po celou dobu inkubace vajec a po 

vylíhnutí zah�ívat mlá�ata cca další t�i týdny (Drdáková - Zárybnická 2003). Samci 

v období hnízd�ní obstarávají a donášejí potravu samicím a mlá�at�m do hnízd 

(Drdáková - Zárybnická et al. 2003). Hnízdní páry nebývají stálé, samci v�tšinou 

z�stávají v jednom okrsku n�kolik let. Jejich p�ítomnost je pravd�podobn� 

podmín�na množstvím ko�isti v daném okrsku (Hakkarienen et al. 1998). Samice 

p�itom �áste�n� migrují (Drdáková - Zárybnická 2005). Zpravidla páry zahnízdí 

jednou za sezónu, p�i vhodných podmínkách však mohou zahnízdit i vícekrát 

(Zárybnická 2009). 

 Sýc rousný je druh sovy s no�ní aktivitou, v podmínkách st�ední Evropy má 

b�hem noci dva vrcholy aktivity, první p�i stmívání a druhý p�i rozednívání 

(Korpimäki 1981, Kouba et al. 2014).  

 Mlá�ata se líhnou asynchronn� v rozmezí dvou dn�. Na hnízd� poté z�stávají 

27-38 dní od vylíhnutí (Kouba et al. 2015). 

 Jeho hlavní potravu tvo�í drobní hlodavci, p�edevším hraboši (Microtus sp.), 

norníci (Myodes) a myšice (Apodemus sp.) (Korpimäki 1988). Pokud jsou stavy 

hlavní ko�isti nízké, zv�tšuje se význam alternativní ko�isti, kterou jsou v�tšinou 

rejcsi (Sorex sp.) a drobní ptáci (Zárybnická et al. 2015).  
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Kmen: výtrusovci (Apicomplexa) 

T�ída: krvinkovky (Haematozoea) 

�ád: Haemosporida 

 

(
� -���)�� �����!���

 Hemosorida jsou globáln� rozší�eným �ádem endoparazit� obratlovc� 

�adících se mezi prvoky (Synek et al. 2015). 

 Fylogeneticky se jedná o zvláštní, odd�lenou skupinu obligátních 

heterogenních parazit�.  Tento �ád je zkoumán p�edevším proto, že se v n�m 

vyskytují p�vodci malárie, která i v dnešní dob� zužuje n�které zem� s teplejším 

klimatem (Valkiunas 2005). 

 Merogonie a tvorba gametocyt� probíhá v t�le obratlov�ích hostitel�. 

Sexuální fáze života hemosporid (p�em�na gametocyt� v gamety a sporogynie) je 

vázána na krev sající hmyz �ádu dvouk�ídlí (Diptera). Zástupci tohoto �ádu slouží 

jako vektory p�enosu t�chto parazit�. Gametogeneze probíhá vn� bun�k (Valkiunas 

2005). 

 �ád Haemosporida se skládá ze �ty� �eledí, Plasmodiidae, Garniidae, 

Haemoproteidae a Leucocytozoidae (Valkiunas 2005). T�emi nejb�žn�jšími rody 

hemosporid parazitujících na ptácích jsou rody Plasmodium (�ele�: Plasmodiidae), 

Haemoproteus (�ele�: Haemoproteidae) a Leucocytozoon (�ele�: Leococytozoidae) 

(Hellgren 2004). 

 

(
�
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 Identifikace vektor� pta�ích hemosporid ve volné p�írod� je do dnešní doby 

velmi komplikovaná, p�edevším kv�li migracím pták� (Valkiunas 2005). Novou éru 

v této oblasti otev�ely molekulární metody PCR (Hellgren 2004).  
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 Studiem vektor� hemosporid v 	eské republice se zabýval Synek et al. 

(2013). Nejfrekventovan�jším detekovaným hmyzem byl rod Culicoides, pat�ící do 

�eledi Ceratopogonidae , která je považována za vektor rodu Haemoproteus. U 

tohoto vektoru byla zjišt�na p�ítomnost až 5 druh� parazit�. Bylo zjišt�no, že ptáci 

jsou tímto rodem napadáni i p�ímo v pta�ích budkách, a to i p�ed ope�ením (Synek et 

al. 2015). U rodu Plasmodium byli hlavními vektory zjišt�ni komá�i �eledi Culicidae.  

Hlavním vektorem rodu Leucocytozoon byla ur�ena �ele� Simuliidae. Na jednom 

jedinci byly detekovány až t�i druhy parazit� (Synek et al. 2013). 

 

(
� .���������������	�

 Rod Leucocytozoon je, s výjimkou Antarktidy, celosv�tov� rozší�ená skupina 

parazit� �ádu Haemosporida, která infikuje širokou škálu pták� (Valkiunas 2005).  

 Parazité rodu Leucocytozoon parazitují výhradn� v pevných tkáních 

obratlovc�, nikoli v krevních bu�kách. Jsou úzce p�íbuzné rod�m Plasmodium a 

Haemoproteus, což jsou p�vodci pravé pta�í malárie. Rod Leucocytozoon však 

nevytvá�í krevní pigment hemozoin, který je ukazatelem pravé pta�í malárie 

(Valkiunas 2005). 

 Sexuální fáze života t�chto parazit� je vázána na vektory, kterými jsou v 

p�ípad� rodu Leucocytozoon tém�� výhradn� dvouk�ídlí �eledi muchni�kovití 

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

 

(
( .���
��
�������

  Rod Plasmodium je, spolu s rodem Heamoproteus, p�vodcem pravé pta�í 

malárie. Asexuální fáze �eledi Plasmodiidae napadá krom� pevných tkání i krevní 

bu�ky zví�at. Pigment hemozoin, hromadící se v maláriových parazitech, je u tohoto 

rodu p�ítomen. 

  Vektory rodu Plasmodium pat�í do �ádu dvouk�ídlí (Diptera). Konkrétn� se 

jedná o �eledi komárovití (Culicidae), pakomárcovití (Ceratopogonidae) a „píse�né 

mušky“ (Phlebotomidae) (Valkiunas 2005). 
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 Rod Haemoproteus je další z p�vodc� pravé pta�í malárie. Tento rod napadá 

bu�ky pevných tkání, jakými jsou nap�íklad játra, �i krevní bu�ky hostitele. 

K rozvoji gametocyt dochází v �ervených krvinkách obratlovc�. V gametocytech je 

p�ítomen pigment hemozoin.  

 Sexuální proces a sporogonie probíhá v zástupcích dvouk�ídlého hmyzu 

z �eledí Hyppoboscidae a Ceratopogonidae (Valkiunas 2005). 
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 P�ítomností parazit� rodu Leucocytozoon u sýce rousného (Aegolius funereus) 

v západní �ásti Finska v letech 1991 a 1992 se zabýval Korpimäki et. al (1993). 

P�ítomnost parazit� byla v této studii zjiš�ována mikroskopickými metodami. Tento 

výzkum prokázal p�ítomnost parazit� u dosp�lých jedinc� sýce rousného. Celkem 

byla zjišt�na p�ítomnost u 97 % dosp�lých samic (n=97) a 94 % dosp�lých samc� 

(n=85). V sezón� 1992 byla krev odebrána také 12 mlá�at�m (pr�m�rný v�k 4 

týdny, p�ítomnost parazit� však nebyla zaznamenána u žádného z nich (Korpimäki 

et. al 1993). 

 V 	eské republice se p�ítomností parazit� rodu Leucocytozoon zabýval Synek 

et. al (2015). Výzkum probíhal v letech 2008-2011 v Krušných horách. P�ítomnost 

parazit� byla zjiš�ována metodou PCR, konkrétn� byl použit protokol pro nested 

PCR dle Hellgrena et. al (2004). Krev byla odebrána celkem 28 dosp�lým samicím, 

29 dosp�lým samc�m a 113 mlá�at�m. P�ítomnost parazit� rodu Leucocytozoon byla 

prokzána u 71 % dosp�lc� (n=57) a 41 % mlá�at (n=113) (Synek et. al 2015).  

 Ve své diplomové práci použila, stejn� jako Synek et. al (2015), ke zjišt�ní 

p�ítomnosti parazit� rodu Leucocytozoon protokol pro nested PCR dle Hellgrena et. 

al (2004) také Mahlerová (2017). V této práci byla zjiš�ována p�ítomnost parazit� 

rodu Leucocytozoon u sýce rousného v Krušných horách v sezónách 2015 a 2016. 

V roce 2015 byla krev odebrána 118 mládat�m a p�ítomnost parazit� byla prokázána 

u 2,36 % mlá�at. V sezón� 2016 byla p�ítomnost prokázána u 44 % dosp�lých samic 

(n=9) a 67 % dosp�lých samc� (n=6). Celkov� bylo tedy parazitováno 53 % 

dosp�lých jedinc� (n=15). V roce 2016 byla krev odebrána také 20 mlá�at�m, u 

žádného z nich však nebyla p�ítomnost parazit� prokázána (Mahlerová 2017).  
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 Studijní území se nachází ve východní �ásti Krušných hor, v okolí vodní 

nádrže Fláje, v  nadmo�ské výšce 735-765 m. Toto území bylo dlouhodob� 

vystaveno emisím z tepelných elektráren a chemických továren v podh��í (Drdková-

Zárybnická 2004). Krom� toho nástup pr�myslu zp�sobil také vyt�žení v�tšiny 

p�vodních porost� buku lesního (Fagus sylvatica), jedle b�lokoré (Abies alba) a 

smrku ztepilého (Picea abies).  Dnes je krajina studovaného území tvo�ena mozaikou 

rozvoln�ných ploch. Jedná se o vzrostlé porosty smrku ztepilého, náhradní porosty 

smrku pichlavého (Picea pungens), b�íz (Betulas sp.), mod�ínu opadavého (Larix 

decidua) a je�ábu pta�ího (Sorbus aucuparia), se solitérními d�evinami, p�edevším 

buky. Na pasekách, kterých v této oblasti v poslední dob� p�ibývá, je p�evažujícím 

druhem t�tina chloupkatá (Calamagrostis villosa) (Zárybnická 2008). Tyto biotopy 

se ukázaly vhodným prost�edím pro hnízd�ní sýce rousného. 

 Na studijní ploše o rozloze cca 120 km2 bylo v roce 2017 rozmíst�no 246 

hnízdních budek pro sýce rousné. 
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 Analyzována byla data z roku 2017. V pr�b�hu hnízdní sezóny 2017 (b�ezen-

srpen) probíhaly pravidelné kontroly obsazených budek a byla dohledávána hnízda. 

Obsazená hnízda byla kontrolována každých 7-10 dní a byla u nich zaznamenávána 

velikost sn�šky, po�et vylíhlých a vylétlých mlá�at, informace o nalezené ko�isti na 

hnízdech a p�ípadné predaci hnízda. Odchyt samic probíhal p�ímo na hnízd�, za 

pomoci podb�ráku a žeb�íku. Samci byli odchytáváni v noci pomocí ornitologické 

sít� p�i p�íletu s ko�istí do hnízda. Dále byl u mlá�at p�i opakovaných kontrolách 

dokumentován jejich r�st (tj. délka k�ídla a váha) od vylíhnutí do opušt�ní hnízda.  

 Mlá�at�m i dosp�lc�m byla p�i odchytech odebírána krev z brachiální žíly. 

Nejprve byla brachiální žíla narušena jehlou ( 1˝, 0,5 x 25 mm). Kapilárou (pr�m�r 

cca 0,8 mm, objem 50 
l) bylo poté každému jedinci odebráno 50 
l krve (Obr. 4). 

Odebrané vzorky byly zakonzervovány ve zkumavkách Eppendorf (dále jen 
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eppendorfka) s 96 % etanolem, o objemu 1,5 ml a následn� zamraženy p�i teplot� -20 

°C. P�i této teplot� z�staly až do doby zpracování v laborato�i.  

 Krev mlá�at byla odebírána jednou až �ty�ikrát v r�zném v�ku. Krev byla 

v sezón� 2017 takto odebrána celkem 25 adultním jedinc�m a 71 mlá�at�m, 

pr�m�rn� byla každému mlád�ti odebrána 2,06 krát. 

 

Obrázek 4: Odb�r krve z brachiální žíly sýce rousného (Aegolius funereus) (foto: 
Zárybnická 2014) 
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 Potravní nabídka sýce rousného byla zjiš�ována pomocí odchyt� drobných 

savc� ve studijním území. Odchyty prob�hly v roce 2017 dvakrát (v �ervnu a �íjnu). 

K odchyt�m byly použity sklapovací pasti, které byly pokládány do kvadrát� o ploše 

1 ha (vždy 11x11 pastí na 1 kvadrát). Pasti byly položeny po dobu 3 dn� a každé 

ráno pravideln� kontrolovány. Jako návnada byly použity kousky knotu pot�ené 

rozpušt�ným tukem smíchaným s moukou. Na ja�e bylo takto položeno celkem 726 

pastí na dvou kvadrátech. Na podzim bylo položeno 1089 pastí na 3 kvadrátech. 

Odchycení jedinci byli za�azeni do druhu a výsledky dále p�epo�ítány na po�et 

odchycených jedinc�/100 pas�onocí. 
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 B�hem laboratorního zpracování se vycházelo p�edevším z protokol� 

uvedených v p�ílohách diplomové práce Mahlerové (2017).  

 Nejprve byla v laborato�i ze vzork� krve, které byly po odb�rech 

zakonzervovány v 96 % etanolu a uloženy v mrazáku, izolována DNA metodou Hot 

Shot. Dále bylo pomocí metody PCR a gelové elektroforézy zjišt�no pohlaví mlá�at 

a poté také p�ítomnost parazit� u vzork� mlá�at i dosp�lc�. 
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 P�i izolaci DNA metodou Hot Shot se využívá roztok� A (NaOH, 0.2 mM 

EDTA) a B (TRIS – MCl, pH=5,0). Nejprve bylo ze vzork� s ethanolem odebráno 

50
l sm�si krve s ethanolem (bez v�tších kus� krve) a p�endáno do p�edem 

p�ipravených nadepsaných eppendorfek. Ty byly sto�eny na centrifuze (T=5 minut, 

otá�ky: RPM=3000-5000) a poté z nich byl odsán p�ebyte�ný etanol. Do každé 

eppendorfky bylo p�idáno 40
l roztoku A. Dále došlo k jejich zah�átí na teplotu 

95°C po dobu 12 minut, následnému prudkému zchlazení na 4°C a okamžitému 

p�idání roztoku B, který zde má funkci neutraliza�ního �inidla. 
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 Pohlaví bylo zjiš�ováno pomocí metody PCR. Každý vzorek byl testován 

nejmén� dvakrát a vždy byla testována také negativní (dH2O) a pozitivní kontrola 

(DNA dosp�lého  samce/samice). 
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 Ke zjišt�ní pohlaví pomocí metody PCR byly použity primery cílící na ur�ité 

úseky DNA, forvard primer 2550 F, cílící na úsek [5´-

GTTACTGATTCGTCTACGAGA-´3], a reverse primer 2718 R, cílící na úsek [5´- 

ATTGAAATGATCCAGTGCTTG-´3]. Tyto primery slouží k namnožení daných 

úsek� DNA v termocykleru (Fridolfsson et al. 1999). 
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 Nejprve byl namíchán premix, skládající se z následujících chemikálií:  

Dream Taq Buffer (výživa pro polymerázu), dH2O (deionizovaná voda), primery 

2550 F a 2718 R (ne�ed�né, skladované v mrazáku), dNTP (stavební kameny pro 

utvá�ení nového �et�zce), polymeráza (skladována v mrazáku, p�idává se až na 

konec) v pom�ru 2:16,3:0,2:0,2:0,25:0,04. Takto p�ipravený premix byl nepipetován 

do strip�, 16,8 
l do každé eppendorfky. K premixu bylo následn� p�idáno 1,5 
l již 

vyizolované DNA ze vzork�. Takto p�ipravené stripy byly vloženy do nastaveného 

termocykleru.  

 Nastavení termocykleru pro zjišt�ní pohlaví sýce rousného je následující:  

  1. Denaturace (94°C, 30s, opakování 29x) 

  2. Anneling (60,5°C, 40s, opakování 29x) 

  3. Amplifikace - primer extension (72°C, 1min 10s, opakování 29x) 

  4. Final extension (72°C, 10 minut) 
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 K vyhodnocení výsledk� byla použita horizontální gelová elektroforéza. P�i 

ní probíhá agarozovým gelem elektrický proud a tím se jím, ve sm�ru proudu, 

posouvají úseky DNA, podle jejich hmotnosti, která koresponduje s jejich délkou. 

 Nejprve je namíchán 0,8 % agarozový gel. K jeho p�íprav� je nutné nejprve 

rozpustit v mikrovlnné troub� (T=cca 100 s, P=80 W) agar s p�íslušným množstvím 

TBE (Tris-borát-EDTA) pufru. Poté je gel zchlazen pod proudem studené vody a je 

do n�j p�idán ethidium bromid (1,5 
l do malé vany, 3 
l do velké vany). Takto 

namíchaný roztok je nalit do vany, do které jsou následn� vloženy h�ebeny pro 

vytvo�ení rovnom�rných jamek. 

 Po ztuhnutí gelu jsou h�ebeny odebrány a gel i s vanou vložen do 

elektroforegramu, do kterého je následn� dolit running buffer po zna�ku FULL. Do 

jamek jsou napipetovány vzorky DNA vyndané z termocykleru (3 
l), smíchané 

vždy s 1 
l bromfenolové sledovací barvy. Do jedné z jamek je napipetováno 2,5 
l 

„žeb�íku“ (DNA standard pro srovnání) a do dalších dvou až t�ech jamek jsou 

napipetovány kontroly, jedna negativní (dH2O) a nejlépe dv� pozitivní (jeden samec 

a jedna samice). Elektroforegram je zav�en, zapojen a spušt�n (T=35 min, U=110 V). 
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 Po ukon�ení elektroforézy je gel vyndán z elektroforegramu a opatrn� 

p�endán do �tecího za�ízení, kde jsou pomocí UV sv�tla zobrazeny výsledky. Práv� 

prosvícení gelu UV sv�tlem a p�ítomnost ethidium bromidu, který se dostane do 

struktury DNA, nám umožní vid�t rozt�íd�ní úsek� DNA podle velikosti (Jones et al. 

1998). 

 Pohlaví bylo rozpoznáno na základ� amplifikace jednoho z intron� genu 

CDH1. Ten se u pták� liší velikostí chromozom� W a Z. U samic se zobrazují 

CDH1W fragmenty ve velikosti 1,2 kb a CDH1Z fragmenty o velikosti 0,7 kb. 

Samci jsou charakteristi�tí zobrazením pouze kratšího fragmentu CDH1Z (Hipkiss et 

al. 2004). 

 Sami�ka se pod UV sv�tlem ukázala jako dva viditelné proužky, u same�k� 

byl rozpoznán pouze jeden proužek (P�íloha 1). 
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 Parazité jsou stejn�, jako pohlaví zjiš�ováni pomocí PCR analýzy. Pro zjišt�ní 

parazit� jsou však t�eba dv� fáze. První je iniciální PCR a další reakcí je nested PCR. 

 Testovány byly vzorky s izolovanou DNA. Každý vzorek byl testován 

nejmén� dvakrát a vždy byla testována jedna negativní kontrola (dH2O) a jedna 

pozitivní. 

 Výsledky byly vyhodnoceny za použití horizontální gelové elektroforézy a 

následného prosvícení gelu pod UV sv�tlem. 

 

����#�� $	���%�	��
���

 V této fázi analýzy se postupuje dle pokyn� v návodu k  QIAGEN Multiplex 

PCR kitu, který obsahuje HotStarTaq DNA polymerázu a PCR pufr.  

 K iniciální PCR jsou využity vn�jší primery Haem NF1 a Haem NR3, 

amplifikující po�áte�ní bázový úsek genu pro cytochrom b u všech t�í rod� �ádu 

hemosporid (rod Plasmodium, Haemoproteus a Leucocytozoon). Primer Haem NF1 
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amplifikuje úsek [5´- CATATATTAAGAGAAITATGGAG-3´] a primer Haem NR3 

úsek [5´- ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC-3´] (Hellgren 2004). 

 Nejprve je namíchán premix z následujících chemikálií: QIAGEN MM 

multiplex MIX (mastermix), primer Haem NF1 a primer Haem NF3. Chemikálie 

jsou v premixu obsaženy v pom�ru 50:5:5. Do p�edem ozna�ených strip� je 

nepipetováno vždy 6
l premixu a 4
l izolované DNA. Pro n�které vzorky se ukázalo 

vhodn�jší testovat také sm�s 6
l premixu + 2
l DNA +2
l dH2O. Takto 

nepipetované stripy jsou vloženy do nastaveného termocykleru. 

 Fáze iniciální PCR analýzy (nastavení 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. Návrat ke 2. kroku a opakování 19x 

  6. Kone�ná amplifikace - final extension(72 °C, 10 min) 

  7. Zchlazení na cca 15 °C, �as neomezený… 

 Po skon�ení iniciální PCR do strip� p�idáme 90 
l dH2O (na�edíme v pom�ru 

1:9). 
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 Pro nested analýzu se využívá vnit�ních primer� Haem FL a Haem R2L, 

amplifikujících konkrétn� bázové úseky mitochondriální DNA rodu Leucocytozoon. 

Primer Haem FL cílí na úsek [5´- ATGGTGTTTTAGATACTT ACATT-3´] a primer 

Haem R2L na úsek [5´-CATTATCTGGATGAGATAATGGIG C-3´] (Hellgren 

2004). 

 Pro namíchání premixu pro nested analýzu jsou t�eba následující chemikálie: 

PCR pufr, dNTP (na�ed�ná v pom�ru 1:49), primery Haem FL a Haem R2L 

(na�ed�né v pom�ru 1:9), Tq (polymeráza) a dH2O. Tyto chemikálie jsou v premixu 

obsaženy v pom�ru 3:3:2:2:0,1:9,9. Polymeráza se p�idává až na konec, poté už se 

premix nevortexuje, jen mírn� promíchá. 
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 Do ozna�ených strip� se nepipetuje vždy 20 
l premixu a 10
l templátu 

(na�ed�ný produkt iniciální PCR). Takto p�ipravené stripy se vkládají do 

p�ipraveného termocykleru. 

 

 Fáze nested PCR (nastavení 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. Návrat ke 2. kroku a opakování 34x 

  6. Kone�ná amplifikace - final extension (72 °C, 10 min) 

  7. Zchlazení na 15 °C na neomezenou dobu 

 Po vyjmutí z termocykleru jsou vzorky uloženy do lednice a následn� do 

mrazáku. 
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 K vyhodnocení produkt� PCR analýzy byla použita horizontální gelová 

elektroforéza, která prob�hla v 0,8 % agarozovém gelu. Do každé jamky byly 

napipetovány 3 
l DNA (produkt po nested PCR) smíchané s 1 
l loading bufferu 

(bromfenolová sledovací barva). Do jedné z jamek bylo napipetováno 2,5 
l žeb�íku 

(DNA standard pro srovnání) a do dalších dvou negativní (dH2O) a pozitivní 

kontroly. 

 Po napln�ní gelu byl elektroforegram zapnut na 110 V na 35 minut. Po 

prob�hnutí elektroforézy byl gel opatrn� p�endán pod UV sv�tlo a prosvícen. 

Pozitivní výsledek se pod UV sv�tlem ukázal v podob� jednoho proužku, u 

negativního výsledku nebyl vid�t proužek žádný (P�íloha 2). 
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 Všichni jedinci, kterým byla odebrána krev, byli roz�azeni podle p�íslušnosti 

k budce a jednotlivým kategoriím (mlád�/dosp�lec, dosp�lý samec/dosp�lá samice, 

juvenilní samec/juvenilní samice). Míra parazitace na každé budce byla poté 

vyjád�ena, jako podíl parazitovaných jedinc� ke všem jedinc�m (v dané kategorii) na 

budce vyjád�ený v procentech (P�íloha 3).  

 Data byla statisticky zpracována v programu R Studio. Nejprve byla 

otestována normalita dat. K testu normality dat byl použit Shapiro-Wilk test (funkce 

shapiro.test). Rozd�lení dat bylo odlišné od normálního, k testování hypotéz byl tedy 

použit neparametrický Mann-Whitney test (funkce wilcox.test), který testuje nulovou 

hypotézu, že rozd�lení pravd�podobností je u obou testovaných vzork� stejné. 

P�itom zde nep�edpokládáme normální rozd�lení dat. Konkrétn� byly testovány tyto 

nulové hypotézy: H0: p�ítomnost parazit� nezávisí na v�ku jedince, H0: p�ítomnost 

parazit� u dosp�lc� nezávisí na pohlaví jedince a H0: p�ítomnost parazit� u mlá�at 

nezávisí na pohlaví jedince. 
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 Celkem bylo v roce 2017 odchyceno 133 drobných zemních savc� (7,32 

exponát�/100 pas�onocí). Nej�ast�jší výskyt byl zaznamenán u myšice lesní 

(Apodemus flavicollis). Celkem bylo odchyceno 68 kus� tohoto druhu (tj. 51,1 % 

z celkového množství odchycených jedinc�). Dále byl hojn� zastoupen norník rudý 

(Clethrionomys glareolus) (47 ks, 35,3 %). Mezi odchycenými druhy byl také rejsek 

malý (Sorex minutus) (6ks, 4,5 %) a hraboš mok�adní (Microtus agrestis) (2ks, 1,5 

%) (Tab. 1). 
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Tabulka 1: Potravní nabídka sýce rousného (Aegolius funereus) v Krušných horách v roce 
2017 
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 Celkem byla krev v sezón� 2017 odebrána 25 dosp�lým jedinc�m a 71 

mlá�at�m sýce rousného (13 mlá�at�m jedenkrát, 42 mlá�at�m dvakrát, 15 

mlá�at�m t�ikrát, 1 mlád�ti �ty�ikrát). Pr�m�rn� byla krev mlá�at�m odebírána 2,06 

krát (SD = 0,67). 

 Analýza prokázala, že u dosp�lc� se parazité rodu Leucocytozoon vyskytují 

�ast�ji, než u mlá�at (dosažená hladina významnosti testu = 0,04474).  P�ítomnost 

parazit� byla prokázána u 16,9 % mlá�at (Obr. 6) a u 52,0 % dosp�lých jedinc� 

(Obr. 5). 



 

Obrázek 5: Procentuální zastoupení dosp lc , u kterých se potvrdila p ítomnost parazit
rodu Leucocytozoon 

Obrázek 6: Procentuální zastoupení mlá at, u kterých se potvrdila p ítomnost 
parazit� rodu Leucocytozoon

  Porovnání míry parazita

krabicovém grafu (Obr. 

%, u mlá�at = 16,7 %

„krabicová“ �ást je zespodu ohrani ená 1. kvart

vycházející ze st�edních ástí grafu 

zobrazují odlehlé body.
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: Procentuální zastoupení mlá�at, u kterých se potvrdila p ítomnost 
parazit  rodu Leucocytozoon 

Porovnání míry parazitace u dosp�lc� a mlá�at je zobrazeno

krabicovém grafu (Obr. 7). St�ední siln�jší linie zobrazuje medián (

u mlá at = 16,7 % dále jsou na grafu zobrazeny jednotlivé kvartily. St ední 

„krabicová“ ást je zespodu ohrani�ená 1. kvartilem a shora 3. kvartilem. „Vousy“ 

vycházející ze st�edních �ástí grafu zobrazují rozptyly a samostatné body na okrajích 

zobrazují odlehlé body.  
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Obrázek 7: Krabicové grafy porovnávající p ítomnost parazit  rodu Leucocytozoon
u mlá�at a dosp�lc� sýce rousného (Aegolius funereus) v
hnízdní sezón� 2017 
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p�ítomnost parazit� rodu Leucocytozoon

 

)�(

#
�"	��	�"�+���$�",��	���

�	�+-���!�����,�������	���.!	�&����
���!�

30 

: Krabicové grafy porovnávající p�ítomnost parazit� rodu Leucocytozoon
u mlá at a dosp lc� sýce rousného (Aegolius funereus) v Krušných horách v 

 

ítomnost parazit� dosp�lých jedinc� nebyla závislá na pohlaví jedince

dosažená hladina významnosti testu =� 0,7353). U dosp�lých jedinc  byla 

it� detekována u 58,3 % samc� (Obr. 8) a 46,2 % samic

: Procentuální zastoupení dosp�lých samc�, u kterých se potvrdila 
ítomnost parazit� rodu Leucocytozoon 

1*(

)�(

#
�"	��	�"�+���$�",��	����������������	

�	�+-���!�����,�������	���.!	�&����
���!�

!	�/�!�&�!��$������$2�-�����


�����������������


�������������������

 

: Krabicové grafy porovnávající p ítomnost parazit  rodu Leucocytozoon 
Krušných horách v 

dosp lých jedinc  nebyla závislá na pohlaví jedince 

dosp�lých jedinc� byla 

a 46,2 % samic (Obr. 9).   

 

: Procentuální zastoupení dosp lých samc , u kterých se potvrdila 

�������������	��

�	�+-���!�����,�������	���.!	�&����
���!�


�����������������


�������������������



 

Obrázek 9: Procentuální zastoupení dosp lých samic, u kterých se potvrdila 

p�ítomnost parazit� rodu Leucocytozoon
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: Procentuální zastoupení dosp�lých samic, u kterých se potvrdila 

ítomnost parazit� rodu Leucocytozoon 
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 P�ítomnost parazit� rodu Leucocytozoon nebyla závislá na pohlaví ani u 

mlá�at (dosažená hladina významnosti = 0,9591). U mlá�at byla p�ítomnost parazit� 

zjišt�na u 16,7 % samc� a 20,7 % samic. Na krabicovém grafu jsou zobrazeny 

mediány (op�t u obou pohlaví = 0), jednotlivé kvartily a rozptyly (Obr. 11). 

Nejmladšímu mlád�ti s parazity bylo v dob� odb�ru krve 12 dn�, nejstaršímu 30 dn�. 

Pr�m�rný v�k mlá�at p�i odb�rech byl 19,9 dní (SD = 7,0 dní). 

 

Obrázek 11: Krabicové grafy porovnávající p�ítomnost parazit� rodu Leucocytozoon u 
juvenilních samc� a samic sýce rousného (Aegolius funereus)v Krušných horách v 
hnízdní sezón� 2017 
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 Tato bakalá�ská práce nepotvrdila závislost p�ítomnosti parazit� rodu 

Leucocytozoon na pohlaví sýce rousného (Aegolius funereus). Samci však 

vykazovali vyšší tendenci k napadení parazity rodu Leucocytozoon než samice 

(58,3 % vs. 46,2 %). Naopak byla zjišt�na závislost výskytu parazit� na v�ku 

hostitele. Celkem bylo zkoumáno 25 dosp�lc�, z nichž u 13 (52,0 %) byla 

zjišt�na p�ítomnost parazit�. U mlá�at byla prokázána pouze u 12 (16,9 %) 

z celkového množství 71 jedinc�. Mlá�at�m byla krev odebírána vícekrát, 

p�i�emž v 7 p�ípadech (9,9 %) byla p�ítomnost parazit� zjišt�na až p�i druhém, 

tedy pozd�jším, odb�ru.  

 Výsledky této práce se shodují s diplomovou prací Mahlerové (2017), ve 

které byla zkoumána p�ítomnost parazit� rodu Leucocytozoon u sýce rousného 

(Aegolius funereus) v Krušných horách v hnízdních sezónách 2015, 2016. 

Výsledky této práce zjistily p�ítomnost parazit� u 53 % dosp�lc� a 1,5 % mlá�at 

sýce rousného. Patrná odlišnost ve zjišt�ných procentech u mlá�at m�že být 

zp�sobena tím, že v práci Mahlerové (2017) byla krev mlá�at�m odebírána 

dvakrát pouze 26 jedinc�m, z celkového po�tu n=138. Další odlišností také je, že 

mlá�ata v práci Mahlerové (2017) byla p�i odb�rech celkov� mladší, než v této 

práci (pr�m�rný v�k p�i prvním odb�ru 11,7 dní, SD = 3,4). V mé práci byl 

pr�m�rný v�k mlá�at p�i odb�ru 19,9 dní (SD = 7,0 dní). Výsledky obou prací se 

shodují také v nepotvrzení závislosti p�ítomnosti parazit� na pohlaví hostitele.  

 Studie Synka et al. (2015) zjistila p�ítomnost parazit� rodu Leucocytozoon 

v 71 % p�ípad� adultních jedinc�. U mlá�at byla v této studii zjišt�na p�ítomnost 

parazit� u 41 % zkoumaných juvenilních jedinc�. V �lánku Synka et al. (2015) 

bylo nejmladšímu infikovanému mlád�ti 16 dní. V mé práci však bylo mlá�at�m 

p�i prvních odb�rech pr�m�rn� 14 dní a nejmladšímu infikovanému mlád�ti bylo 

12 dní. V�k parazitovaných mlá�at se pohyboval pod hranicí 16 dní ve dvou 

p�ípadech (pouze 2,8 % z celkového po�tu 71 mlá�at). Pr�m�rn� pak bylo 

infikovaným mlá�at�m 22,5 dne, což je ve shod� se studií Synka et al. (2015). 

 Naopak Korpimäki et al. (1993), který se zabýval studiem sýce rousného a 

jeho parazit� ve Finsku, neshledává v�k nakažení mlád�te rozhodujícím 

faktorem. V jeho studii bylo však zkoumáno velmi malé množství jedinc� (n = 
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12) a u žádného z nich nebyla p�ítomnost parazit� prokázána. Korpimäkiho et al. 

(1993) studie však prokázala p�ítomnost parazit� rodu Leucocytozoon u 

n�kterých dosp�lc�. Tím také dokazuje rozdíl v p�ítomnosti parazit� u 

juvenilních a adultních jedinc�, stejn� jako tato bakalá�ská práce. 

 Navzdory tomu, co víme o vztazích mezi pta�ími hostiteli a hmyzem, jsou 

vektory malárie pták� mnohem mén� studovány než jejich pta�í prot�jšky 

(Larson et al. 2017). V�tšina studií zabývající se pta�í malárií je zam��ena na 

jejich hostitele, velmi málo se jich ale v�nuje jejich vektor�m, tedy hmyzu (Kim 

et al. 2009). Do budoucna je tedy t�eba prohlubovat znalosti o parazitech a 

p�edevším jejich vektorech a hostitelích. A sledovat také možný vliv 

environmentálních faktor�, p�edevším množství dostupné potravy a doby 

zahnízd�ní, na výskyt parazit�. 
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 Tato bakalá�ská práce m�la za cíl zjistit p�ítomnost parazit� rodu 

Leucocytozoon u dosp�lc� a mlá�at sýce rousného (Aegolius funereus) v Krušných 

horách a závislost jejich p�ítomnosti na v�ku a pohlaví jedinc�. Pohlaví mlá�at bylo 

ur�eno analýzou krevních vzork� v laborato�i za použití metody PCR. Pro zjišt�ní 

p�ítomnosti parazit� byla použita metodika dle Hellgrena et al. (2004) pro nested 

PCR. V práci je také uvedena podrobná metodika, podle které je možné postup 

kdykoli zopakovat. 

 Z analyzovaných výsledk� byla zjišt�na p�ítomnost parazit� rodu 

Leucocytozoon u 13 dosp�lc� (n = 25) a 12 mlá�at (n = 71). U dosp�lc� byla zjišt�ná 

p�ítomnost parazit� (52,0 %) vyšší, než u mlá�at (16,9 %). Provedené analýzy 

prokázaly vliv v�ku na p�ítomnost parazit� rodu Leucocytozoon u sýce rousného. 

Naopak nebyla zjišt�na závislost na pohlaví jedinc�. 

 Tato bakalá�ská práce mi poskytla velké množství nových znalostí a 

zkušeností v práci v laborato�i, ale také v terénu. Do budoucna bych tyto poznatky 

ráda rozší�ila. P�edevším bych se ráda zabývala vlivem okolního prost�edí na 

p�ítomnost parazit�. 
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P�íloha 1: Elektrogram ukazující pohlaví mlá�at (foto: Ku�erová 2017) 

 

P�íloha 2: Výsledný elektrogram ukazující p�ítomnost parazit� (foto: Ku�erová 
2017) 
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P�íloha 3: Tabulka míry parazitace [%] sýce rousného (Aegolius funereus) parazity 
rodu Leucocytozoon v Krušných horách v roce 2017. 


