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1. Uvod

vvvvvv

si predstavime, kolik zpiisobll parazitismu bylo vyvinuto a kolik druhli paraziti existuje.
Studium paraziti neni pfinosné jen pro medicinské a veterinarni ucely nebo z hlediska
ziskavani informaci o jednotlivych parazitickych skupindch; diky mnoha nezavislym
pfechodiim organismu k parazitismu paraziti umoziuji studium evolu¢nich procest. Evoluce
samotnych parazitli dokdze napovédet i mnoho o evoluci jejich hostiteld. Paraziti se tak stavaji
zajimavym biologickym modelem pro studium ekologické specializace, specializacnich
mechanismi a diverzifikace (Poulin a Morand 2000).

Ostrovy a souostrovi jsou taktéz velice zajimavymi a dilezitymi misty pro studium
evolucnich procest, a to diky izolaci od pevniny, ale i izolaci jednotlivych ostrovii mezi sebou.
Jsou to mista, kde se velice ¢asto objevuji genetické a/nebo morfologické odlisnosti (Santiago-
Alarcon et al. 2006).

Souostrovi slouzi jako velmi zajimavy a dilezity systém pro zkoumdani interakci mezi
parazity, hostiteli, i samotnymi ostrovy — obzvlasté tehdy, kdyz se na jednotlivych ostrovech
vyskytuji  stejné hostitelské druhy. Pokud analyzy hodnot prevalenci paraziti
mezi jednotlivymi ostrovy prokazi ostrovni efekt, znamena to, Ze na pienos parazitii maji vliv
razné ekologické faktory, a to bez ohledu na linii parazita ¢i druh hostitele. Pokud prokazi
hostitelsky efekt, poukazuji tak na unikatni genetické a ekologické vlastnosti hostitele,
¢i hostitelsky specifickych parazitl. Pokud nejsou prokazany zadné zvySe uvedenych
interakci, vztah mezi hostitelem a parazitem je pak na kazdém ostrové individualni (Obr. 1)
(Fallon et al. 2003).

Védecky dosud nedostate¢né ovétend hypotéza souvisejici s parazitaci na ostrovech
je takova, ze pocet druhli paraziti na ostrovech by m¢l byt nizsi, nez je tomu na pevning -
ato zmnoha divodi. Nizky pocet ptivodnich druhii hostitell, kteti osidlili nové tzemi,
s sebou nesl pravdépodobné i nizsi pocet paraziti. DalSim divodem mize byt celkovy nizsi
pocet potencialnich hostitelii na ostrové, ktery nestaci k udrzeni populace parazitii (Goily
de Bellocq et al. 2002). Druhy zijici na ostrovech maji tendenci k niz$i genetické diverzité
nez druhy, které ziji na pevniné (efekt zakladatele v populacni genetice) (Santiago-

Alarcon et al. 2006).
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Obr. 1 Schématické zobrazeni hostitelského, ostrovniho a interakéniho efektu (pfevzato

z Fallon et al.. 2003, upraveno).

1.1. Kokcidie

1.1.1. Taxonomické zarazeni kokcidii a obecna charakteristika

Kokcidie patfi mezi Eukaryota. Taxonomie eukaryot byla dfive zaloZzena pievazné
na fenotypovych znacich jednotlivych organismi. S rozvojem molekuldrnich metod, a tim
inové vzniklé moznosti porovnavani skupin z genetického hlediska, doSlo v taxonomii
k velkym zméndm. Cely systém eukaryot se dynamicky vyviji a méni, a doposud neni ustalen.

K jeho poslednim revizim doslo v letech 2012 a 2019 (Adl et al. 2012, 2019). Revize
zroku 2012 zavedla takzvané ,,volné Clenéni“. To znamena, ze az po uroven celedi se
jednotlivé taxonomické jednotky nazyvaji pouze ,,clades a ,,groups® (Adl et al. 2012), tedy
»skupiny“. Revize zroku 2019 jerozSifenim revize zroku 2012, kdy s pfibyvajicimi
genetickymi informacemi dos$lo k upfesnéni taxonomického zatazeni nékterych skupin
a potvrzeni domnénky, ze samotna Eukaryota jsou tvofena nejméné dvéma doménami. Ve své
bakalarské praci jsem se zabyvala kokcidiemi; jejich soucasné taxonomické zatfazeni je

nasledujici (dle Adl et al. 2019):



Diaphoretickes Adl ef al., 2012

SAR Burki et al., 2008

Alveolata Cavalier-Smith, 1991

Apicomplexa Levine, 1970

Conoidasida Levine, 1988

Coccidia Leuckart, 1879

Eimeriorina Léger, 1911

Celed”: Eimeriidae Minchin, 1903

Apicomplexa zahrnuji n€kolik skupin obligatné intracelularnich parazit. Pro v§echny
skupiny je charakteristickd pfitomnost apikalniho komplexu v infek¢énich vyvojovych stadiich
parazita, tzv. zoitech (Tenter 2002). Apikalni komplex slouzi k pohybu a pronikani zoiti
do hostitelskych bunék. Tento komplex se sklada z cytoskeletarnich struktur, mezi které patii
konoid (tvofeny spiralovité seskupenymi mikrofibrilami) a polarni prstenec. Dalsi ¢asti tohoto
komplexu jsou sekre¢ni organely — mikronémy a rhoptrie, které pii invazi vyluc€uji specifické
latky zprostiedkovavajici interakcei s hostitelskou buiikou a jeji invazi (Katris et al. 2014).

Podle pfitomnosti a struktury konoidu délime Apicomplexa na dvé skupiny:
Aconoidasida s absenci konoidu a Conoidasida, do které fadime kokcidie a je pro né
charakteristicka kompletni stavba konoidu.

Skupina Conoidasida je dale d¢lena na Gregarinasina a Coccidia. Gregariny se
nejcastéji vyskytuji u bezobratlych ¢i nizsich obratlovct, a jejich zrali gamonti se vyvijeji
extracelularné. Kokcidie naopak parazituji zpravidla u obratlovct, a vyvoj gamontl probiha
intracelularné.

Skupina Coccidia se déli na Adeleorina a Eimeriorina. Toto rozdé¢leni spociva

na pritomnosti ¢i absenci jednotlivych vyvojovych stadii (Adl ez al. 2019).



Vyvojovy cyklus skupiny Eimeriorina zahrnuje tfi fize. Merogonii a gametogonii,
které nejcastéji probihaji v bunikach traviciho traktu hostitele, a dale sporogonii (sporulaci).
Parazit opousti hostitele ve stadiu oocysty, kterd za ptistupu kysliku a vhodné teploty sporuluje
(tj. tvofi se v ni sporocysty a sporozoiti), a tim se stava infek¢éni. Morfologie vysporulované
oocysty (Obr. 2) slouzi jako hlavni voditko pro rodovou a druhovou determinaci kokcidii
(Duszynski a Upton 2001, Berto et al. 2014).

Zastupci ¢eledi Eimeriidae nejcastéji parazituji v travicim traktu savct, ptaki a plaza
(Duszynski a Upton 2001). Tato prace se zabyva zejména dvéma rody této celedi — Eimeria

a Isospora.

Obr. 2 Morfologie oocyst kokcidii. (A) vysporulovand oocysta rodu Eimeria

(B) vysporulovana oocysta rodu Isospora (ptevzato z Duszynski a Upton 2001, upraveno).

1.1.2. Rodova a druhova determinace kokcidii — konflikt morfologie a

fylogeneze

K rodové a druhové determinaci kokcidii na zdkladé morfologie se vyuzivaji znaky
vysporulovanych oocyst. Jde zejména o délku a Sitku oocyst a sporocyst, pomér téchto hodnot
(tzv. Shape index), pocet sporocyst v oocysté, a pocet sporozoitli ve sporocysté. Dale se
sleduje charakter povrchu stény oocysty (hladky, drsny), pfitomnost/nepiitomnost
jednotlivych wvnitinich struktur oocysty (mikropyle, pélova cepicka, polarni granulum,
residuum oocysty), a piipadné jejich velikost, tvar a umisténi. U sporocyst se popisuje zejména

tvar a velikost sporozoitl, a pfitomnost/absence Stiedova tcliska, substiedalniho



a parastiedalniho téliska, a residua sporocysty (Obr. 3) (Duszynski a Wilber 1997,
Berto et al. 2014).

S rostoucim vyuzitim molekularnich metod v taxonomii kokcidii se zacalo ukazovat,
ze morfologické rozliSeni jednotlivych rodt a druhii nekoreluje s jejich rozliSenim na zakladé
fylogeneze, a to pfedevsim u kokcidii parazitujicich u volné¢ Zijicich hostitelt. Ukazuje se,
ze napiiklad oocysty rozdilnych druhti kokcidii mohou mit stejné vnitini struktury v radmci
parazitace blizce pritomnych druhti hostitelti, nebo naopak oocysty jednoho druhu kokeidii
mohou vykazovat zna¢ny polymorfismus, pfestoze parazituji na hostitelich stejného druhu
(Parker a Duszynski 1986, Gardner a Duszynski 1990, Zhao a Duszynski 2001, Ogedengbe
et al. 2008, Berto et al. 2014, Macova et al. 2018, Trefancova et al. 2021).

Skupina Apicomplexa byla prokdzana jako monofyletickd (Barta er al. 1991).
S ptibyvajicimi informacemi z fylogenetickych analyz se vSak zac¢ind ukazovat, Ze jednotlivé
rody v ramci této skupiny jiz monofyletické nejsou.

Na zéklad¢ morfologie byly naptiklad do rodu Isospora zahrnuty kokcidie, jejichz
oocysty obsahuji dvé sporocysty, v nichZ se nachazeji ¢tyfi sporozoiti (Berto et al. 2014).
Fylogenetické analyzy vSak rozdélily tento rod na dva samostatné rody: rod Isospora (Celed’
Eimeriidae), pro ktery je charakteristicka pfitomnost Stiedova téliska, a parazituje nejéastéji
u ptacich hostitelti; a rod Cystoisospora (Celed’ Sarcocystidae) postradajici Stiedovo télisko
a parazitujici pfedevsim u savcl (Frenkel 1977, Franzen et al. 2000, Barta et al. 2005).

Do rodu Eimeria jsou fazeny kokcidie se ¢tyfmi sporocystami, v kazdé se nachéazeji
dva sporozoiti (Berto et al. 2014). Jak jiz bylo feceno vyse, ve fylogenetickych analyzach se
mezi néj vsak tfadi i rod Isospora (Eimeriidae), ale také néktefi zastupci rodu Cyclospora
(Relman et al. 1996, Pieniazek 1997, Tang et al. 2015). Rod Eimeria je tedy polyfyleticky.

Celkové, at’ uz v ramci rodu Isospora nebo Eimeria, zavisi ptibuznost jednotlivych
druht kokcidii vice na hostitelské specifité, nez na jejich morfologickych znacich (Morrison

et al. 2004, Power et al. 2009, Kvicerova a Hypsa 2013, Ogedengbe et al. 2017).
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Obr. 3 Morfologické znaky oocyst kokcidii. (A) Vysporulovand oocysta kokcidie rodu
Eimeria (B) Sporocysta kokcidie rodu Eimeria (C) Pol oocysty s pritomnosti mikropyle

(ptevzato z Duszynski a Upton 2001, upraveno).

1.2. Galapagy

Souostrovi Galapag se rozklada podél rovniku, 1 000 km zapadné od Jizni Ameriky
v Tichém oceédnu. Tak, jako naptiklad Havajské ostrovy, je celé souostrovi sope¢ného ptivodu
a jeho nejstarsi ostrovy vystoupaly nad hladinu mote pfiblizné pfed 3 miliony lety (Harpp
a Geist 2021). Celé souostrovi ¢ita pfes sto ostrovl a ostravki, pfi¢emz 19 z nich ma vétsi
rozlohu nez 1 km? a 4 z nich jsou trvale obydleny.

Souostrovi Galapag nejvice proslavila navstéva Charlese Darwina v roce 1835, ktera
ho inspirovala k myslence Evolu¢ni teorie. Od té doby se toto souostrovi stalo vyznamnym
mistem pro studium mnoha védeckym oborim. Bohatd seismickd a sopecnd cCinnost
pokracujici dodnes, extrémni izolace, poloha na soutoku tii ocednskych proudl, a ménici se
klimatické podminky (EI Nifio) davaji jedinecny prostor pro studium toho, jak biogeografické,
ekologické a evolucni procesy ovliviiuji floru a faunu na jednotlivych ostrovech ¢i v celém
souostrovi. Celé souostrovi nabizi velkou druhovou diverzitu a vyskyt unikatnich taxoni
a endemitli — napiiklad zelva sloni, ,,.Darwinovy pénkavky®, nejsevernéji se vyskytujici
tuciiaci na svété, moisti legudni, a dalsi. Ostrovy jsou vSak vyznamné i z hlediska flory —

z celkového poctu 500 druhii cévnatych rostlin je 180 endemickych (UNESCO [online]).



1.2.1. Ostrovy studované v této praci

Vzorky studované v ramci této prace pochazeji z celkem 5 ostrovii ze souostrovi
Galapag - Darwin, Genovesa, Pinta, Santa Cruz a Wolf (Obr. 4).

Ostrov Darwin je nejsevernéji polozenym ostrovem z celého souostrovi. Lezi ptiblizné
160 km severozapadné od nejvétsiho ostrovu Isabela, coz ho ¢ini nejvice izolovanym ostrovem
Galapag. S rozlohou 1 km? je povazovan za nejmensi ostrov tohoto souostrovi. Je obyvan
pouze ptactvem.

Genovesa se nachdzi v severovychodni ¢asti souostrovi. Jeho rozloha ¢ini 14 km?.
Je ptezdivan ,,pta¢im ostrovem* diky velkému poctu a rozmanitosti zde hnizdiciho ptactva.

Ostrov Pinta s rozlohou 60 km? je nejsevernéjsi ze vSech vétSich ostrovil a je relativné
izolovan od zbytku souostrovi.

Rozloha 986 km? ¢ini ostrov Santa Cruz druhym nejvétsSim ostrovem Galapag.
Tento ostrov je jiz dlouhou dobu osidlen ¢lovékem, a tak je jeho krajina znacné pozménéna
zem&délstvim a vyskytem invazivnich druht.

Ostrov Wolf je podobné¢ jako Darwin velmi izolovany — lezi pfiblizné¢ 100 km
od ostrovu Isabela a je taktéZ obyvan pouze ptactvem. Jeho rozloha je necelé 3 km?

(Galapagos [online]).

- Darwin
- Wolf
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Marchena ¢ « Genovesa
a
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1\ \ N 4 \
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) \ o
/‘ > San Cristobal

-

Isabela \_____—_

s, Floreana
L) .
/ —. Espafiola

Obr. 4 Mapa souostrovi Galapag - ostrovy studované v ramci této prace jsou oznaceny ¢ernou

barvou a tuénym pismem (pievzato z Palacios 2003, upraveno).
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1.2.2. Kokcidie zjiSténé na Galapagach — dostupna literatura

Vsechny doposud dostupné studie tykajici se kokcidii parazitujicich hostitele
na souostrovi Galapag jsou pilotni a spiSe popisného charakteru — zahrnuji jen nékteré druhy
hostitelt a nékteré ostrovy.

Prvni studie zminujici kokcidie na Galapagach byla zvefejnéna roku 1988,
kdy McQuistion a Wilson popsali 4 nové druhy isospor z pénkavky malinké (Camarhynchus
parvulus) - Isospora exigua n. sp., Isospora fragmenta n. sp., Isospora rotunda n. sp.,
a Isospora temeraria n. sp. (McQuistion a Wilson 1988).

V roce 1990 byl popsan dalsi druh isosopory, Isospora daphnensis n. sp., parazitujici
u4 druhit galapazskych pénkavek (Geospiza fortis, G. fuliginosa, G. magnirostris
a G. scandens) (McQuistion 1990).

Vletech 1990-1994 probihalo na Galapagach vySetfeni vzorkli trusu obfich
suchozemskych zelv (Geochelone nigra), jestérek lavovych (Tropidurus spp.),
suchozemskych leguanti (Conolophus subcristatus) a motskych legudnt (Amblyrhynchus
cristatus). Zadny ze vzorki ze 139 suchozemskych leguanti a ze 128 moiskych leguanti nebyl
pozitivni na pfitomnost kokcidii. Pouze jeden vzorek z 26 suchozemskych Zelv obsahoval
jediny druh eimerie, Eimeria geochelona n. sp., popsany jako novy druh. Trus z jestérek
lavovych z celkem 715 vzorkt byl ve 37 % pozitivni na ptfitomnost kokcidii — obsahoval dva
jiz diive popsané druhy Eimeria tropidura a Isospora insularius, a nove popsany druh Eimeria
albemarlensis n. sp. v této studii (Couch et al. 1996).

Dalsi studie zroku 2009 se zabyvala pfitomnosti roztocl v pefi a parazitl v krvi
a ve stievech hostitel. Studie probihala na pénkavce malé (G. fuliginosa), u které byla
prokazana ptitomnost isospor (Isospora exigua, Isospora fragmenta, a Isospora temeraria)
ve 12 vzorcich z celkem 210 vysetifenych. Studie také poukazuje na rozdily v prevalenci, které
zavisely na Case, kdy byly vzorky odebrany. Vzorky odebrané v rannich hodinach vykazovaly
prevalenci pouze 0,5 %, zatimco vzorky odebrané v odpolednich hodinach 61 % (Lindstrém
et al. 2009).

V roce 2010 byla zvefejnéna studie zamétend na stievni parazity psi na Galapagach.
Celkem bylo vySetfeno 97 vzorkl. Byla u nich prokazéana ptitomnost riznych druhti parazitd,
od prvokt (Giardia spp., Sarcocystis canis, Cryptosporidium spp.) po hlistice (Ancylostoma
caninum, Toxocara canis), a ve 4 vzorcich také ptitomnost Isospora canis (Gingrich

et al. 2010).



V roce 2018 byly vySetfeny vzorky trusu z celkem 15 motskych lachtant (Zalophus
wollebaeki) na pifitomnost stfevnich parazitd. V jednom vzorku byly nalezeny
nevysporulované oocysty kokcidii. Jde o viibec prvni prokazany vyskyt kokcidii u motskych
lachtanii, avSak autor poukazuje na moznost, Ze jde pouze o pseudoparazita prochazejiciho
traktem pseudohostitele (tj. lachtana) po pozieni ryby, jakozto pravého hostitele (Walden
et al.2018).

Dalsi studie zroku 2018 se zabyvala nemocemi brojlerd ze slepi¢ich farem
na Galapagéch. Kokcidie (Eimeria spp.) byly ve vzorcich trusu bézné, studie vSak ale neuvadi
jednotlivé druhy kokcidii. Studie také poukazala na moZnost prenosu riznych patogent
a parazitli mezi zavleCenymi brojlery a volné Zijicim ptactvem (Whitehead ef al. 2018).

Posledni informace tykajici se kokcidii Galapag pochazi z roku 2019. Studie byla
zaméfena na molekuldrni charakteristiku Eimeria spp. ztrusu galapazskych obfich zelv
(Chelonoidis spp.) chovanych v zajeti na tomto souostrovi. Studie neuvadi konkrétni druhy
kokcidii, jelikoz v jejim ramci nebyla provedena morfologicka analyza nalezenych oocyst.
Ostatni studie zamétené na kokcidie z obtich zelv vSak naopak neobsahuji molekuldrni data,
a tak nebylo mozné jednotlivé vysledky porovnat. Pfitomnost zastupct rodu Eimeria byla
prokézana ve 21 vzorcich ze 110. Autor se domniva, ze infekce kokcidiemi miize u Zzelv

zplisobovat stfevni zanéty a zvySenou mortalitu u mlad’at (Sevillano ef al. 2019).

1.3. Ptaci jako hostitelé kokcidii

Vyzkum kokcidii byl v minulosti zaméfen pfevazné na veterinarné a medicinsky
vyznamné druhy hostitelii; v soucasné dobé se vSak za¢ind pozornost obracet i na studium
kokcidii u volné zijiciho ptactva, jelikoZ tito paraziti mohou ohrozovat jejich zdravi, a n€kolik
studii poukazalo i na vysokou mortalitu (Box 1977, Gill a Paperna 2008, Knight et al. 2018).

Doposud bylo u pévci (Passeriformes) v Jizni Americe popsano piiblizn€ 80 druht
kokcidii rodu Isospora a pouze dva druhy rodu Eimeria (Berto et al. 2011). U skupiny
mékkozobi (Columbiformes) bylo popsano 18 druhii kokcidii rodu Eimeria a dva druhy rodu
Isospora (Ortizar-Ferreira et al. 2020). Popis téchto druhti je vSak témét ve vSech piipadech
omezen jen na morfologii oocyst. Molekularni data u vétSiny z nich chybi. Ze vSech dosud
morfologicky popsanych kokcidii rodu Eimeria a Isospora z Jizni Ameriky parazitujicich
uskupin ptdkt studovanych vtéto praci — drozdcoviti (Mimidae), mékkozobi

(Columbiformes) a pénkavky (Turpidae) (Ptiloha 3, 4, 5 a 6) - je dostupna pouze jedina



sekvence pro gen malé ribosomalni podjednotky, a to z Isospora sp. z holuba Columba livia
f. domestica (Matsubara et al. 2017).

Prevalence vyskytu kokcidii u rtiznych druhti volné€ Zijicich ptakt byly zjiStovany
a publikovany, avsak vétSina téchto tidaji je zaloZena pouze na malych souborech o nizkém
poctu studovanych vzorkd, a tak tyto hodnoty nelze povazovat za skute¢né hodnoty prevalence
u volné zijicich ptacich populaci. S pfibyvajicimi daty se vSak za¢ina ukazovat, Ze hodnoty
prevalenci ovliviluje mnoho faktord. V mnoha studiich bylo poukdzdno na cirkadianni
vylu€ovani oocyst (vzorky ziskané v rannich hodinach vykazovaly signifikantné niz$i hodnoty
prevalence nez vzorky, které¢ byly ziskany v odpolednich hodinach). Tento jev je vysvétlovan
riznymi zpisoby. VyluCovani oocyst po kratsi ¢asovy interval zvySuje jejich koncentraci
v trusu a tim i Sanci, ze dal$i jedinec bude nakazen. Dal$i nazory se opiraji o fakt, ze jde
o pfizpiisobeni se paraziti vn¢j$im vliviim — zejména UV zéfeni ma negativni vliv na Zivotnost
oocyst, a tak dochdzi k jejich vylu€ovani v odpolednich hodinach, kdy jsou hodnoty UV nizsi,
nez v pribéhu dne (Box 1977, Relman et al. 1996, Brawner a Hill 1999, Martinaud et al. 2009,
Dolnik et al. 2010).

Prokazatelné rozdily v prevalencich byly zaznamenany i mezi skupinami ptaka
s riiznou potravni strategii. U hmyzoZzravych ptaka byly infekce kokcidiemi méné Casté nez
uptactva sbirajici potravu ze zemé. VyluCovani oocyst probiha pomoci ptaciho trusu, ktery
nejcastéji kontaminuje pdu, ¢i vétve stromu a ketii. Oocysty kokcidii jsou také velice citlivé
na vysychani a ptimé slunecni svétlo, proto stinna a vlhka piada poskytuje idedlni podminky
pro preziti infekEnich oocyst a tak se predpokladad, Ze ptaci krmici se na zemi jsou vystaveni
VEtsi expozici oocyst, nez ptaci sbirajici potravu na stromech ¢i ve vzduchu (Zinke et al. 2004,

Dolnik et al. 2010, Knight et al. 2018).

1.3.1. Druhy ptaki studované v ramci této prace

Celkové bylo na souostrovi Galapag popsano 154 druhti ptak — pouze 61 z nich toto
souostrovi obyva trvale. Ze zbyvajicich 93 druha 25 na souostrovi migruje kazdoro¢né, a 68
druhti je povazovano za ,,tulaky®, ktefi se na souostrovi objevuji ptilezitostng. Z ptaku trvale
obyvajicich Galapagy je 29 druhti endemickych (Swash a Still 2005).

V ramci své bakalaiské prace jsem zpracovavala vzorky trusu od 9 druhii ptaka
vyskytujicich se na ostrovech Galapag — jednalo se o 7 druhii pénkavek, 1 druh drozdce,

a 1 druh hrdlicky.
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Mimus parvulus Gould, 1837 - drozdec bélokrky (Obr. 5A)

Ptaci (Aves)
Pévci (Passeriformes)

Drozdcoviti (Mimidae)

Drozdec bélokrky patii mezi endemicky druh Galapag, a trvale je obyva. Hnizdi
na viech ostrovech Galapag. Zivi se hmyzem, malymi plazy, ovocem i semeny; bylo

pozorovano i piti krve motskych legudnii (Darwin foundation [online], Swash a Still 2005).

Zenaida galapagoensis Gould, 1841 - hrdlicka galapazska (Obr. 5B)

Ptaci (Aves)
M¢kkozobi (Columbiformes)
Holuboviti (Columbidae)

Hrdlicka galapazska je jedinym zastupcem skupiny meékkozobi na Galapagach. Jedna
se téZ o endemita téchto ostrovi, ktery je obyva trvale. Hojné se vyskytuje na vSech hlavnich
ostrovech. I pfes znacnou izolaci jednotlivych ostrovii vykazuje celd populace téchto hrdlicek
velky genovy tok mezi populacemi, coz ukazuje na jejich castou migraci mezi jednotlivymi
ostrovy (Santiago-Alarcon ef al. 2006). Zivi se pfevazné semeny, v obdobi destd pozie

1 housenky ¢i plody kaktust (BirdLife International 2020a).

Darwinovy pénkavky

Ptaci (Aves)
Pévci (Passeriformes)

Tangaroviti (Thraupidae)

Darwinovy pénkavky jsou zndmym pojmem, zejména z hlediska evoluce. Celkem
je znamo 14 druht téchto pénkavek, endemickych a trvale obyvajicich Galapazské ostrovy,
a jeden druh vyskytujici se na Kokosovych ostrovech. VSechny druhy maji stejného piedka,

1181 se vSak tvarem a velikosti zobakil a potravni strategii (Lamichhaney 2015).
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Certhidea fusca Sclater a Salvin, 1870 (Obr. 5C)

Tato pénkavka je nejmensi z celé skupiny a jeji vyskyt je potvrzen na ostrovech
Darwin, Espaiola, Floreana, Pinta, San Cristobal, Santa Fe a Wolf. Je hmyzozrava (Darwin
foundation [online], Swash a Still 2005).

Geospiza difficilis Sharpe, 1888 - pénkavka ostrozoba (Obr. 5D)

Tato pénkavka se vyskytuje na vSech ostrovech krom¢ Santa Cruz a je hmyzozrava

(Darwin foundation [online], Swash a Still 2005).

Geospiza fortis Gould, 1837 - pénkavka prostiedni (Obr. SE)

Pénkavku prostedni 1ze nalézt na vSech ostrovech kromé& Darwin, Wolf a Genovesa.

Zivi se pouze semeny (Darwin foundation [online], Swash a Still 2005).
Geospiza fuliginosa Gould,1837 - pénkavka mala (Obr. 5F)

Vyskyt pénkavky malé je hojny na vSech ostrovech kromé Genovesa, Darwin a Wolf.
Zivi se hmyzem, semeny a plody, a byla pozorovéna i pii pozirani klistat z leguandi a Zelv
(Darwin foundation [online], Swash a Still 2005).

Geospiza magnirostris - pénkavka velkozoba Gould, 1837 (Obr. 5G)

Pénkavka velkozobd je nejvétsi z celé skupiny. Vyskytuje se na vSech hlavnich
ostrovech souostrovi kromé ostrovii Darwin, San Cristobal a Espafiola. Zivi se pouze semeny
(Darwin foundation [online], Swash a Still 2005).

Geospiza scandens - pénkavka kaktusova Gould, 1837 (Obr. 5H)
Pénkavka kaktusovd se vyskytuje na vSech ostrovech Galapag kromé ostrovu

Fernandina. Zivi se nektarem z kvétli, semeny a hmyzem (Darwin foundation [online], Swash

a Still 2005).
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Platyspiza crassirostris Gould, 1837 - pénkavka tlustozoba (Obr. 5T)

Vyskyt pénkavky tlustozobé je uvadén na vsSech ostrovech kromé Darwin, Wolf,

Genovesa a Espafiola. Zivi se pfevazné semeny, pupeny a listy (Darwin foundation [online],

Swash a Still 2005).

Obr. 5 Fotografie ptakl studovanych v této praci. (A) M. parvulus (B) Z. galapagoensis
(O) C. fusca (D) G. difficilis (E) G. fortis (F) G. fuliginosa (G) G. magnirostris (H) G. scandens
(D) P. crassirostris. Zdroj fotografii: (A, B, C, D, E, F, H, I) Darwin foundation [online], (G)
Birds of the world [online].
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2. Cile prace

Cilem bakalafské prace bylo vySetieni vzorka trusu, ktery mi byl poskytnut z nékolika
druht ptakt a nékolika rtiznych ostrovll Galapag, na pfitomnost kokcidii a vyvojovych stadii
pfipadnych jinych endoparaziti. U detekovanych kokcidii pak provést morfologické
a fylogenetické analyzy. Jednd se o unikatni vzorky z endemickych druht ptakd, a o prvni
studii tohoto typu na Galapagach.

Pro splnéni cilti prace byly pouzity metody klasické biologie (parazitologické vysetfeni
trusu, mikroskopie, morfologie, morfometrie) v kombinaci s molekularnimi metodami
(izolace DNA, PCR amplifikace vybranych genti, sekvenace) a analyzami pocitatovym

softwarem (molekularné-fylogenetické analyzy).

Dil¢i cile této prace byly nasledujici:

e VysSetfeni vzorkl trusu standardni flotacni metodou na pfitomnost kokcidii a jinych
endoparazitd.

e Porovnani parazitace mezi jednotlivymi ostrovy.

e Porovnani parazitace mezi jednotlivymi druhy ptaka.

e Morfologicka determinace nalezenych oocyst kokcidii.

e Rekonstrukce fylogenetickych vztahii detekovanych kokcidii parazitujicich u ptakt

Galapag.
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3. Metodika

Vzorky ptaéiho trusu byly poskytnuty doc. RNDr. Janem Stefkou,
Ph.D. a Mgr. Jakubem VIckem. Ptaci trus byl skladovan ve vzorkovnicich ve 2,5% vodném

roztoku dichromanu draselného (K>Cr,07) a uchovavan pii 4 °C.

3.1. Koprologické vySetieni

Vzorky trusu (Pfiloha 1) byly vySetfeny standardni flota¢né-koncentraéni metodou
s pouzitim modifikovaného Sheatherova cukerného roztoku o hustoté 1,30 (Zajac a Conboy
2006). Zhomogenizovany trus byl piecezen ptes sitko s velmi jemnymi oky (Cajové sitko)
do zkumavky, kterd byla poté dolita vodou pfiblizn¢ 1 cm pod okraj. Takto pfipravené
zkumavky byly centrifugovany 10 minut pfi 1500 g. Poté byl supernatant odstranén a sediment
byl nasledné zalit Sheatherovym cukernym roztokem. Takto pfipraveny vzorek byl dikladné
promichan a opét centrifugovan za stejnych podminek. Pomoci mikrobiologické klicky byla
poté odebrana povrchova blanka (ve které se v pfipadé pozitivniho vzorku nachdzeji oocysty
kokcidii €1 vyvojova stadia jinych endoparazitl, které diky rozdilné hustoté roztoku vystoupaji
na povrch). Blanka byla pomoci kli¢ky pfemisténa na podlozni sklo a piekryta krycim sklem.

Takto pfipravené vzorky byly mikroskopovany svételnym mikroskopem Olympus
CX31 (Olympus, Japonsko) pfi zvétSeni 10 x 20 a 10 x 40. Pokud byly vzorky pozitivni
na ptitomnost oocyst kokcidii, byla semikvantitativné urena intenzita infekce. Tato metoda
spociva ve zjisténi poctu oocyst v jednom zorném poli mikroskopu pii zvétSeni 10 x 20.

Intenzita infekce byla hodnocena nasledovné (Thienpont et al. 1979):

zadna oocysta - negativni vzorek  (0)

1-5 oocyst - slaba infekce )
6-10 oocyst - stiedné silna infekce (++)
11-50 oocyst - silnd infekce (++)

51 a vice oocyst - velmi silnd infekce (++++)

15



3.2. Determinace kokcidii

Morfologické a morfometrické vysetfeni oocyst kokcidii pfitomnych ve vzorcich bylo
provedeno pomoci svételného mikroskopu Olympus BX53 (Olympus, Japonsko) vybaveného
digitalni kamerou a pfipojenym pocitatem s programem Olympus cellSens Standard 1.13.
Kokcidie byly analyzovany na zakladé morfologickych znakli uvedenych v publikaci Berto
etal. (2014).

3.3. Izolace DNA

Izolace genomové DNA byla provedena komerénim kitem FastDNA® SPIN Kit
for Soil (MP Biomedicals, USA).

Nejprve byly vzorky opakovanym promyvanim vodou zbaveny dichromanu
draselného, jez by mohl inhibovat néslednou PCR reakci: 250 pl vzorku bylo ptepipetovano
do mikrozkumavky, kterd byla odstfedéna po dobu 5 minut pfi 16 000 g. Vznikly supernatant
byl odstranén, a pelet byl smichan s 250 pl vody a opét centrifugovan za stejnych podminek.
Tento krok byl opakovan do doby, nez byl vzorek zbaven dichromanu (tj. supernatant byl €iry,
bezbarvy). Obvykle se jednalo o 4-5 opakovani.

Dale jiz nasledovala samotna izolace DNA pomoci kitu podle navodu piilozeného
vyrobcem. Do Lysing Matrix E Tube bylo napipetovano 200 pl promytého vzorku, 978 pl
Sodium Phosphate Buffer a 122 ul MT Buffer. Lysing Matrix E Tube byla vlozena do pfistroje
bead-beater (FastPrep®-24; MP Biomedicals, USA), ktery byl spustén pfi rychlosti 6,0 po ¢as
1 minutu. Lysing Matrix E Tube obsahuje sklenéné kulicky rtiznych velikosti a sklenény pisek,
které v tomto kroku rozbiji sténu oocyst. Poté byla Lysing Matrix E Tube centrifugovéana 13
minut pfi 14 000 g. Supernatant byl pfenesen z Lysing Matrix E Tube do nové sterilni
mikrozkumavky a bylo ptipipetovano 250 ul PPS for Soil Kit a ruéné 15x promichéno. Poté
byla zkumavka ponechana 10 minut stat pii pokojové teploté, a dale centrifugovdna 5 minut
pti 14 000 g. Supernatant byl ze zkumavek piepipetovan do Sml vzorkovnic, a byl k nému
pfidan 1 ml Binding Matrix. Binding Matrix na sebe vaze molekuly DNA. Dale byl obsah
zkumavek 7 minut promichavan pfevracenim na rotatoru (Biosan; BioTech a.s., Ceska
republika), poté byly zkumavky ponechdny 5 minut stat pii pokojové teploté. Ze zkumavek
bylo odséato 500 ul supernatantu. Zbytek obsahu ve zkumavce byl promichan a 650 pl bylo
pfeneseno na kolonku SPIN filter a centrifugovano 5 minut pfi 14 000 g. Piefiltrovany

supernatant byl odstranén, a na kolonku byl opét napipetovan vzorek a odstfedén za stejnych
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podminek, dokud nedoslo k odstfedéni celého objemu vzorku. Déle bylo na kolonku ptidano
500 pul SEWS-M a centrifugovano dalsich 5 minut pii 14 000 g. Odstfedény supernatant byl
odstranén a zkumavka s kolonkou byla opét odstfedéna dalSich 5 minut pti 14 000 g, aby doslo
k lepsimu vysuseni kolonky. Kolonka byla nasledn¢ pienesena do nové sterilni
mikrozkumavky a ponechana 5 minut pfi pokojové teploté. Na membranu kolonky bylo
napipetovano 40 pl ultraisté vody (DES, DNase/Pyrogen-Free Water) a centrifugovano
2 minuty pti 14 000 g. Poté byl stejny postup opakovan jesté s 30 ul DES. Celkem jsem tak
ziskala 70 ul DNA, kterou jsem nésledné skladovala pfi -20 °C.

34. Analyzované geny, primery pouzité pro PCR

Pro PCR amplifikaci byly vybrany Ctyfi geny. Mitochondridlni gen pro cytochrom
c oxidazu podjednotku I (COI), mitochondrialni gen pro cytochrom c oxidazu podjednotku III
(COIID), jaderny gen pro malou ribozomalni podjednotku (18S rRNA) a plastidovy gen
pro ORF 470 (ORF 470).

Pro PCR amplifikaci byly pouzity tyto primery:

COI
COI 1 (forward): 5- GGTTCAGGTGTTGGTTGGAC -3’
COI 2 (reverse): 5- ATCCAATAACCGCACCAAGAG -3

ColI1n
COIII 1 (forward): 5'-AGAAAACCTAAAATCATCATGT-3’
COIII 2 (reverse): 5'-AAGTGAGTTCGCATGTTTAC-3’

18S rDNA
18S 1 (forward): 5'-GAAACTGCGAATGGCTCATT-3’
18S 2 (reverse): 5-CTTGCGCCTACTAGGCATTC-3

ORF 470

ORF 1 (forward): 5'-GATGATATATCTTATTATTCAATTCCTT-3'
OREF 2 (reverse): 5'-TCCAATATGTAACATTTTATTTCC-3'
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3.5. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Ptiprava vSech vzorkd pro naslednou PCR byla provadéna na ledu a probihala

nasledovné:

Do mikrozkumavky bylo napipetovano:

2,5 pl komeréniho pufru (10x Buffer; Qiagen, Némecko)

2,0 pul vyizolované DNA

1,0 pl smési nukleotidi (ANTPs; 10mM roztok — 2,5mM kazdé¢ baze; TaKaRa, Japonsko)
0,5 ul forward (F) primeru (20 pmol/ul; Generi Biotech, Ceska republika)

0,5 ul reverse (R) primeru (20 pmol/pl; Generi Biotech, Ceska republika)

0,2 pl polymerazy (HotStarTaq® Plus DNA polymeraza; 5U/ul; Qiagen, Némecko)

18,3 ul PCR H,O

Celkovy objem jedné reakce tedy cinil 25 pl. Mikrozkumavky byly vlozeny

do termocykleru, ve kterém byl spustén odpovidajici program pro amplifikaci dan¢ho genu.
PCR program pro amplifikaci COI:

Program zacinal 5 minutovou denaturaci pii 95 °C. Poté nasledovalo celkem 35 cykla
denaturace pti 94 °C po dobu 45 sekund, annealing pii 55 °C po dobu 45 sekund a elongace
pti 72 °C po dobu 60 sekund. Cely proces zakoncovala findlni extenze pii 72 °C po dobu 10

minut.
PCR program pro amplifikaci COIII:

Program zacinal 5 minutovou denaturaci pii 95 °C. Poté nasledovalo celkem 30 cykla
denaturace pti 94 °C po dobu 45 sekund, annealing pii 48 °C po dobu 45 sekund a elongace

pti 72 °C po dobu 60 sekund. Cely proces zakoncovala finalni extenze pii 72 °C po dobu

10 minut.
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PCR program pro amplifikaci 18S rDNA:

Program zacinal 5 minutovou denaturaci pii 95 °C. Poté nasledovalo celkem 30 cykla
denaturace pti 92 °C po dobu 45 sekund, annealing pii 53 °C po dobu 45 sekund a elongace
pti 72 °C po dobu 90 sekund. Cely proces zakoncovala finalni extenze pii 72 °C po dobu

10 minut.

PCR program pro amplifikaci ORF 470:

Program zacinal 5 minutovou denaturaci pii 95 °C. Poté nasledovalo celkem 35 cykla
denaturace pti 92 °C po dobu 45 sekund, annealing pii 50 °C po dobu 45 sekund a elongace
pti 72 °C po dobu 90 sekund. Cely proces zakoncovala finalni extenze pii 72 °C po dobu

10 minut.

3.6. Elektroforéza a vizualizace PCR produktii

6 ul vysledného PCR produktu bylo smichano s kapkou barviva Sybr Green (Thermo
Scientific, USA) a pteneseno do jamky 1% agar6zového gelu (PCR agarose; Top-Bio s.r.0.,
Ceska republika) v elektroforetické vang, zalitého TAE pufrem (Merck, Némecko). Do jedné
jamky byly napipetovany 4 ul velikostniho standardu (GeneRuler 1kb DNA Ladder; Thermo
Scientific, USA), rovnéz smichaného s kapkou barviva. Poté byla elektroforéza spusténa pii
100V na piiblizn€ 30 minut. Vysledky elektroforézy byly vizualizovany pomoci UV
transiluminatoru (UVITEC, Velka Britanie).

3.7. Enzymatické CiSténi PCR produktu

Ke kazdému PCR produktu o pozadované velikosti bylo ptidano 0,2 ul enzymu FastAP
(Thermosensitive Alkaline Phosphatase; Thermo Scientific, USA) a 0,2 pl enzymu Exo I
(Exonuclease I; Thermo Scientific, USA). Poté byly mikrozkumavky vlozeny
do termocykleru, ve kterém byl spustén program pro pieciSténi PCR produkt. Program

zahrnoval dva kroky — inkubace 15 minut pii 37 °C a dalSich 15 minut pii 80 °C.

19



3.8. Sekvenace a zpracovani sekvenci

Enzymaticky precisttné PCR produkty byly zaslany do komercni spolec¢nosti
Macrogen (Amsterdam, Nizozemi) na osekvenovani Sangerovou metodou. Pro sekvenaci
byly pouzity stejné primery jako pro PCR. Ziskané sekvence byly nejprve zkontrolovany
a ofezany v programu SeqScanner v1.0 (Applied Biosystems, USA). Identita sekvenci byla
oveéfena pomoci algoritmu BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Skladani
sekvenci ziskanych pomoci dil¢ich forward a reverse primerG v jeden konsenzus bylo
provedeno pomoci programu SeqMan v5.05 (DNASTAR Inc., USA) a findlni Gipravy (otocent,
kontrola a pfipadny posun ¢teciho ramce) v programu EditSeq v5.05 (DNASTAR Inc., USA).

3.9. Fylogenetické analyzy

Ziskané sekvence daného genu byly nakopirovany do textového souboru. K nim byly
pridany dalsi sekvence téhoz genu vybrané z databéaze GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Souhrnnd tabulka vSech mnou ziskanych sekvenci
a pridanych sekvenci z databaze viz. Ptiloha 2. Timto zptisobem byly vytvotreny datasety pro
jednotlivé geny. Tyto datasety byly postupné vlozeny do programu BioEdit v7.0.5.3 (Hall
1999), v némz byly alignovany. Datasety protein-kodujicich genti (COI, COIIl a ORF 470)
byly alignovany jako proteiny; pro dal§i zpracovani byl pak alignment pfeveden zpét
do nukleotidové podoby. Dataset pro gen 18S rRNA (nekodujici protein) byl alignovan
v nukleotidové podobé€. Ziskané alignmenty byly zkontrolovany a ofezany na stejnou délku
a ulozeny ve formatech NEXUS (.nex), PHYLIP (.phy) a FASTA (.fas), a nasledn¢ pouzity
pro fylogenetické analyzy.

K rekonstrukei fylogenetickych vztaht byly pouzity dvé metody. Maximum likelihood
(ML) byla provedena v programu PhyML v2.4.3 (Guindon a Gascuel 2003), a Bayesovska
analyza (BI) pomoci programu MrBayes v3.1.2 (Huelsenbeck a Ronquist 2001). Nejvhodnéjsi
evolu¢ni modely byly vybrany programem SMS: Smart Model Selection (Lefort a kol. 2017;
www.atgc-montpellier.fr/sms/). Analyzy byly provedeny s parametry uvedenymi v Tab. 1.
Finalni fylogenetické stromy byly vizualizovany v programu TreeView v1.6.6 (Page 1996),
a jejich graficka podoba byla upravena v programu Adobe Illustrator 2020 (Adobe Systems

Inc.).
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Tab. 1 Detaily a parametry jednotlivych analyz.

Alignment Maximum likelihood Bayesian inference
(PhyML) (Mr. Bayes)
COl GTR+T +1 GTR +T +1
81 sekvenci 1000 replikaci mcme = 10 000 000
délka 678 bp burn-in =25 %
Ccolnn GTR+T +1 GTR +T +1
38 sekvenci 1000 replikaci mcme = 10 000 000
délka 678 bp burn-in =25 %
18S rRNA GTR+T +1 GTR +T +1
73 sekvenci 1000 replikaci mcme = 10 000 000
délka 1 509 bp burn-in =25 %
ORF 470 GTR+T' +1 GTR +T' +1
23 sekvenci 1000 replikaci mcme = 10 000 000

délka 699 bp

burn-in =25 %
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4. Vysledky

4.1. Koprologické vySetieni a mikroskopie

Celkem jsem meéla k dispozici 146 vzorkl trusu ze 146 ptacich jedinct (detaily
k jednotlivym vzorkiim jsou uvedeny v Pfiloha 1), které jsem vySetfila na pfitomnost
endoparaziti pomoci flotacné-koncentratni metody s pouzitim Sheatherova cukerného
roztoku. 29 vzorkl bylo mikroskopicky pozitivnich na pfitomnost oocyst kokcidii. Celkova
prevalence kokcidii tedy cCinila 19,9 %. Tti vzorky (MOC W9, MOC W10 a MOC W14)
obsahovaly smiSenou infekci — a to nevysporulovanymi oocystami kokcidii a
vysporulovanymi oocystami rodu Adelina. Pozitivita vzorkii v ramci jednotlivych druhii
ptacich hostitelti a jednotlivych ostrovii je uvedena v Tab. 2. Jiné endoparazity jsem ve

vzorcich nedetekovala.

Tab. 2 Prevalence kokcidii v ramci jednotlivych ostrovi a jednotlivych druhti ptaki.

Mimus Zenaida Certhidea | Geospiza | Geospiza | Geospiza | Geospiza | Geospiza | Platyspiza
parvulus |galapagoensis| fusca difficilis fortis | fuliginosa | magnirostris| scandens | crassirostris T
elkem
(drozdec (hrdlicka (pénkavka | (pénkavka | (pénkavka| (pénkavka | (pénkavka | (pénkavka
bélokrky) | galapazska) ostrozoba) | prostfedni) | mald) velkozobd) |kaktusova) | tlustozobd)
2/9 0/6 0/9 2/42
Darwin - - - - - -
22,0 % 0,0 % 0,0 % 8,3 %
4/12 0/5 0/4 12 0/5 0/2 5/30
Genovesa - - -
33,3 % 0,0 % 0,0 % 50,0 % 0,0 % 0,0 % 16,7 %
. 2/15 3/14 0/1 1/5 1/6 1/8 1/4 0/1 1/1 10/55
inta
13,3 % 21,4 % 0,0 % 20,0 % 16,7 % 12,5% 25,0 % 0,0 % 100,0 % 18,2 %
Santa 0/2 0/1 0/1 0/4
Cruz 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0%
6/13 2/8 4/6 0/6 12/33
Wolf - - - - -
46,2 % 25,0 % 66,7 % 0,0 % 36,4 %
14/51 5/33 0/5 6/22 177 1/8 1/15 0/3 12 29/146
Celkem
27,5 % 15,2 % 0,0 % 27,3 % 14,3 % 12,5 % 6,7 % 0,0 % 50,0 % 19,9 %

Na zaklad€ morfologie byla potvrzena pfitomnost kokcidii rodu Eimeria (v 1 vzorku),
Isospora (v 9 vzorcich) a Adelina (ve 3 vzorcich). Kokcidie pfitomné v ostatnich 16 vzorcich

nebylo mozné identifikovat do rodu, jelikoZ oocysty byly v nevysporulovaném stavu. Intenzita
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infekce nebyla ve vétsing vzorkli vysokd, nékteré vzorky obsahovaly pouze jednu oocystu.
Pokud vzorky obsahovaly vysporulované oocysty, byla u nich provedena morfologicka
a morfometrickd analyza. Podrobnéjsi popis jednotlivych pozitivnich vzorkii a srovnani s jiz
popsanymi druhy kokcidii v jednotlivych ptacich skupinach jsou uvedeny v Ptiloha 3,4, 5a 6,
a v Diskuzi. Mikrofotografie kokcidii ptfitomnych v jednotlivych vzorcich jsou uvedeny

na Obr. 6.

Obr. 6 Mikrofotografie oocyst. (A) Isospora DOV P16 (B) Isospora FOR P7 (C) Isospora
FUL P3 (D) Isospora MOC G22 (E) Isospora MOC G23 (F) Isospora MOC P8 (G) Eimeria
DOV P4 (H) Adelina MOC W9 (I) Adelina MOC W10 (J) Adelina MOC W14
(K) Nevysporulovana oocysta MOC 2 (L) Nevysporulovand oocysta MOC WI10.
Mefitko = 15 um.
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4.2. Fylogenetické analyzy

Z 29 kokcidia-pozitivnich vzorkli bylo mozné k naslednym molekuldrnim analyzam
pouzit pouze 26 z nich, jelikoz 3 vzorky byly v dob¢, kdy jsem provadéla izolace DNA,
jiz vyschlé (u téchto vzorkli byly provedeny opakované pokusy izolace DNA, ale bohuzel
s negativnim vysledkem). Z DNA izolované z téchto 26 vzorkl jsem ziskala celkem 22
sekvenci pro gen COI , 6 sekvenci COIIl, 1 sekvenci 18S rRNA a 1 sekvenci ORF 470
(Ptiloha 2).

Fylogenetickd analyza plastidového genu ORF 470 metodou ML zafadila jedinou
ziskanou sekvenci kokcidie z hrdlicky galapazské (vzorek DOV WS5) nejblize sekvencim
kokcidii rodu Eimeria z dribeze, konkrétné z kura doméciho (Obr. 7). Analyza tohoto genu
pomoci metody BI zatadila tuto sekvenci do skupiny s polytomiemi tvofené kokcidiemi rodu
Eimeria parazitujicimi opét u kura, ale i u kralikQ, a rodu Isospora osekvenovanému z krtka
obecného (Obr. 8).

Fylogenetickd analyza 18S rRNA metodou ML zatfadila sekvenci téhoz vzorku
DOV W5 opét do skupiny rodu Eimeria infikujici driibez. A to nejblize Eimeria dispersa
parazitujici u krocanti (Obr. 9). Tento vysledek potvrdila i analyza metodou BI (Obr. 10).

Fylogeneticka analyza ML genu COIII zatadila vzorek DOV W5 taktéz ke kokcidiim
rodu Eimeria z dribeZe. Dalsi ziskané sekvence tohoto genu se rozdélily do 4 riznych skupin
—vSechny se vSak zatadily mezi kokcidie rodu Isospora izolované z ptakt (Obr. 11). Vysledky
analyzy stejného genu metodou BI byly shodné (Obr. 12).

Analyza genu COI metodou ML zaradila 3 ziskané sekvence ke kokcidiim rodu
Eimeria z dribeze, opét podobné jako 18S rRNA nejblize k E. dispersa osekvenované
z krocana. Dalsi sekvence se rozfadily do 5 riznych skupin v rdmci rodu Isospora z ptacich
hostitelt (Obr. 13). Tyto vysledky byly podobné s vysledky analyzy stejného genu pomoci

metody BI; ta vSak rozfadila sekvence v rdmci rodu Isospora do 6 riznych skupin (Obr. 14).
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E. nieschulzi AF311633

E. alorani MK631878

_EE. burdai JQ993682
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DOV WS (Zenaida galapagoensis)
E. tenella HQ173873
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0.1

Obr. 7 Fylogenetické vztahy paraziti rodu Eimeria a Isospora rekonstruované ML analyzou
sekvenci genu ORF 470 s parametry uvedenymi v Tab. 1. Ciselna hodnota u uzlt odpovida
bootstrapovym hodnotam (hodnoty nizsi nez 50 % nejsou uvedeny). Strom je zakofenén

druhem E. langebarteli. Sekvence ziskané v ramci této prace jsou oznaceny bilymi ramecky.
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Obr. 8 Fylogenetické vztahy paraziti rodu Eimeria a Isospora rekonstruované BI analyzou
sekvenci genu ORF 470 s parametry uvedenymi v Tab. 1. Ciselna hodnota u uzlt odpovida
hodnotdm posteriorni pravdépodobnosti (hodnoty nizsi nez 0,50 nejsou uvedeny). Strom
je zakofenén druhem E. langebarteli. Sekvence ziskané v ramci této prace jsou oznaceny

bilymi ramecky.
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AF111183
E. tenella KT184354

E. praecox KT184351

E. acervulina FJ236372 y

E. gallopavonis HG793042
E. adenoeides KC305185

0.1

Obr. 9 Fylogenetické vztahy paraziti rodu Eimeria a Isospora rekonstruované ML analyzou
sekvenci genu 18S rRNA s parametry uvedenymi v Tab. 1. Ciselna hodnota u uzlt odpovida

bootstrapovym hodnotam (hodnoty nizsi nez 50 % nejsou uvedeny). Strom je zakofenén

druhem E. rutili. Sekvence ziskané v rdmci této prace jsou oznaceny bilymi rdmecky.
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Cyclospora AF111183
E. tenella KT184354

_‘un_ E. acervulina F1236372
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e
_EE E. adenoeides KC305185
i E. gallopavonis HG793042

E. dispersa KT184338

0.1

Obr. 10 Fylogenetické vztahy parazitii rodu Eimeria a Isospora rekonstruované Bl analyzou
sekvenci genu 18S rRNA s parametry uvedenymi v Tab. 1. Ciselna hodnota u uzli odpovida
hodnotdm posteriorni pravdépodobnosti (hodnoty nizsi nez 0,50 nejsou uvedeny). Strom je
zakofenén druhem E. rutili. Sekvence ziskané v ramci této prace jsou oznaceny bilymi

ramecky.
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Obr. 11 Fylogenetické vztahy parazitii rodu Eimeria a Isospora rekonstruované¢ ML analyzou
sekvenci genu COIII s parametry uvedenymi v Tab. 1. Ciselna hodnota u uzl odpovida

bootstrapovym hodnotam (hodnoty nizsi nez 50 % nejsou uvedeny). Strom je zakofenén

Lankesterella sp. Sekvence ziskané v ramci této prace jsou oznaceny bilymi ramecky.
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Obr. 12 Fylogenetické vztahy parazitii rodu Eimeria a Isospora rekonstruované Bl analyzou
sekvenci genu COIII s parametry uvedenymi v Tab. 1. Ciselna hodnota u uzl odpovida
hodnotdm posteriorni pravdépodobnosti (hodnoty nizsi nez 0,50 nejsou uvedeny). Strom je
zakotenén Lankesterella sp. Sekvence ziskané v ramci této prace jsou oznaceny bilymi

ramecky.
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—
Obr. 13 Fylogenetické vztahy parazitii rodu Eimeria a Isospora rekonstruované¢ ML analyzou
sekvenci genu COI s parametry uvedenymi v Tab. 1. Ciselna hodnota u uzlti odpovida
bootstrapovym hodnotam (hodnoty nizsi nez 50 % nejsou uvedeny). Strom je zakofenén

druhem E. bosquei. Sekvence ziskané v ramci této prace jsou oznaceny bilymi ramecky.
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Obr. 14 Fylogenetické vztahy parazitii rodu Eimeria a Isospora rekonstruované Bl analyzou
sekvenci genu COI s parametry uvedenymi v Tab. 1. Ciselna hodnota u uzlti odpovida
hodnotdm posteriorni pravdépodobnosti (hodnoty nizsi nez 0,50 nejsou uvedeny). Strom je

zakotfenén druhem E. bosquei. Sekvence ziskané v rdmci této prace jsou oznaceny bilymi

ramecky.
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5. Diskuze

Celkova prevalence kokcidii ve vzorcich vySetfenych v rdmeci této prace ¢inila 19,9 %.
Tuto hodnotu nelze dost dobie porovnavat s vysledky jinych studii, jelikoz vétSina studii
zamétenych na kokcidie u volné Zijiciho ptactva byla provedena pouze na malych souborech
vySetfenych ptakd, a tak se tyto hodnoty zna¢né riizni (Oliveira ef al. 2017). To plati i u studii
tykajicich se kokcidii z Galapéazskych ostrovii. Napiiklad studie z roku 1988 popisuje 4 nové
druhy kokcidii rodu Isospora z Camarhynchus parvulus. Prevalence jednotlivych druhi se
pohybovaly od 50 % do 75 %. Pocet testovanych ptacich jedinct byl vSak od 1 do 4, takze
tyto hodnoty nelze povazovat za realné¢ (McQuistion a Wilson 1988). Dalsi studie popisuje
novy druh Isospora daphnensis n. sp. z G. fortis. Prevalence ¢inila 1,5 % u 199 vySetfenych
jedinctt  (McQuistion 1990). V dalsi studii byl popsan druh Eimeria palumbi
ze Z. galapagoensis. 12,5 % z 8 studovanych jedinct bylo pozitivnich na pfitomnost tohoto
druhu kokcidie (McQuistion 1991). Studie z roku 2009 uvadi prevalenci Isospora sp. u 5,7 %
z celkem 210 studovanych jedinct G. fuliginosa (Lindstrom et al. 2009). Zjisténi skutecné
prevalence nejen kokcidii, ale jakéhokoliv infekéniho agens, je v populacich volné Zijicich
zvitat obtizné. VétSinou totiz nezname pocet jedinct v celé populaci, a pocet pozitivnich
jedinct tak nelze vztahnout k redlné hodnoté. Velmi zéalezi také na poctu vysetfenych jedinct
(Gordis 2014), viz diskuze vyse. Prevalence kokcidii u volné Zijicich zvirat je navic ovlivnéna
mnoha faktory, napiiklad stafim, pohlavim a kondici hostitelského jedince, ale také ro¢nim
obdobim (sezonnosti) a rozdily ve vylucovani oocyst v pribéhu dne (Box 1977, Ball a Lewis
1984, Brawner a Hill 1999, Martinaud et al. 2009).

Mnoho studii poukazalo na fakt, Ze vylu€ovani oocyst kokcidii vykazuje cirkadialni
rytmus — vzorky ziskané v rannich hodinach mé&ly niZsi prevalenci kokcidii nez vzorky, které
byly ziskdny v hodinach odpolednich. Tento jev autofi vysvétluji nékolika zpisoby -
vyluovani oocyst po krat§i Casovy interval zvysuje jejich koncentraci v trusu a tim i Sanci,
ze dojde k infekcei dalSiho jedince. Dalsi nazory se opiraji o fakt, Ze jde o pfizplisobeni se
parazitl vnéjSim vlivim — zejména UV zdfeni méd negativni vliv na Zivotnost oocyst,
a tak dochazi k jejich vylucovani v odpolednich hodinéch, kdy jsou hodnoty UV nizsi nez
v priabéhu dne (Box 1977, Relman et al. 1996, Brawner a Hill 1999, Martinaud et al. 2009,
Dolnik et al. 2010). Tento jev byl potvrzen i v mé bakalatské praci. Ze 73 vzorkii odebranych
v ¢asovém intervalu 00:00 — 12:00 byly na pfitomnost oocyst kokcidii pozitivni pouze
4 vzorky (5,5 %), zatimco ze 42 vzorkl odebranych od 12:00 do 23:59 bylo 16 pozitivnich
(38,1 %). U zbylych 31 vzorkil nebyl casovy udaj uveden.
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prevalence byla na ostrové Santa Cruz (0,0 %), a nejvyssi na ostrové Wolf (36,4 %). Ze Santa
Cruz, druhého nejvétsiho ostrovu souostrovi Galapag, byly k dispozici jen 4 vzorky trusu,
zatimco z druhého nejmensiho ostrovu Wolf bylo k dispozici 33 vzorkd. Pravdépodobnost,
ze se v malé skupiné vzorkli objevi pozitivni vzorek je tak mensi, nez ve skupiné o vétSim
poctu vzorkl. Tyto hodnoty tedy nelze rovnocenné porovnavat.

Stejny piipad nastal i u porovnavani prevalenci mezi jednotlivymi druhy ptaki. Zadny
pozitivni vzorek nebyl zjistén u pénkavek G. scandens (vySetieny celkem 3 vzorky) a C. fusca
(vySetieno celkem 5 vzorkl). Nejvyssi prevalence byla u druhu pénkavky P. crassirostris —
ze 2 vzorki byl 1 pozitivni, a tim hned celkové prevalence Cinila 50 %. Opét se ani v tomto
pfipadé nejednalo o reprezentativni a vyrovnany pocet vzorkli z jednotlivych druht ptaku,
a tak neni mozné hodnoty prevalenci mezi sebou porovnavat a vyvozovat hlubsi zavéry.

Na zakladé mikroskopie byly v 9 vzorcich detekovany oocysty kokcidii rodu Isospora,
a jiz podle jejich morfologickych rozdilnosti 1ze ptedpokladat, Ze se jedna o zéstupce n¢kolika
riznych druhid (Obr. 6). V 1 vzorku byly zjistény oocysty rodu Eimeria. Ve 3 vzorcich byly
nalezeny oocysty rodu Adelina. Kokcidie rodu Adelina jsou prevazné parazité bezobratlych,
a tak lze predpokladat, ze v tomto ptipad¢ se jedna pouze o jejich pasaz travicim traktem ptaka,
a ne o parazita infikujiciho ptaky (Ghimire 2010, Trefancova et al. 2019).

Morfologické a morfometrické vySetfeni bylo provedeno pouze u vysporulovanych
oocyst. 9 z 29 vzorkl pozitivnich na pfitomnost oocyst kokcidi obsahovalo vysporulované
kokcidie. Vysetfeni ukazalo, ze vzorek DOV P4 z hrdli¢ky galapazské obsahoval jako jediny
oocysty kokcidie rodu Eimeria (Obr. 6G). Jeji morfologické vlastnosti jsem porovnala s dosud
popsanymi druhy kokcidii rodu Eimeria ve skupiné mékkozobych (Ptiloha 6). Morfologicky
tento druh eimerie neodpovidal zddnému dosud popsanému druhu u mékkozobych. Hlavnim
rozdilem byly vétsi rozméry oocyst a naopak k tomu mensi velikost sporocyst, nez u ostatnich
druht.

Dalsi vzorek DOV P16 z hrdlicky obsahoval kokcidie rodu Isospora (Obr. 6A).
U mékkozobych byly doposud popsany pouze dva druhy kokcidii tohoto rodu (Ptiloha 4).
Jejich morfologické znaky neodpovidaly jak velikosti oocyst i sporocyst, tak i tvarem a poctem
vrstev stény oocyst.

5 vzorkli z drozdce bélokrkého obsahovalo kokcidie rodu Isospora (Obr. 6D-F).
Morfologické znaky kokcidii ze v§ech 5 vzorki si odpovidaly a liSily se jen v detailech — ptjde

tedy pravdépodobné o stejny druh kokcidie rodu Isospora. Morfologie oocyst byla porovnana

oy ee
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celedi Spackovitych (Ptiloha 3). Nejvice se podobaly druhu Isospora mimusi popsanému
z Mimus gilvus (Coelho et al. 2011). Pro tento druh kokcidie vSak neexistuji molekularni data,
a tak nebylo mozné tuto shodu potvrdit i na zaklad¢ fylogenetickych analyz.

Dva vzorky (FOR P7 a FUL P3) zpénkavek obsahovaly oocysty kokcidii rodu
Isospora (Obr. 6B, C). Morfologie obou kokcidii si odpovidala, ptijde tedy pravdépodobné
o tejny druh rodu Isospora. Tento druh byl déle porovnan s dosud popsanymi kokcidiemi rodu
Isospora u pénkavek v Jizni Americe (Pfiloha 5). Zadny z téchto dosud popsanych druhi
neodpovidal morfologii oocyst ze ziskanych vzorkl. Vétsina jiz popsanych druhii méla pouze
jednovrstevnou sténu oocysty, a pokud byly uvedeny vrstvy dvé, neodpovidaly rozméry
oocyst ¢i sporocyst.

V soucasné dobé je zvykem rekonstruovat a interpretovat fylogenetické vztahy
na zaklad¢ analyz dvou ¢i vice genti. U kokcidii patfi mezi nejcastéji pouzivané 18S rRNA
a COI. Gen pro 18S rRNA je zna¢n¢ konzervativni, a neni tudizZ vhodny pro rekonstrukce
vnitrodruhovych vztaht nebo vztahii blizce pfibuznych druht. Na druhou stranu m4 historicky
nejvetsi zastoupeni sekvenci kokcidii v databazi GenBank, takZze je mozné z n¢j vytvofit
robustni dataset. Mitochondrialni gen pro COI je jiz dostatecné variabilni, tudiz je vhodnym
a v soucasné dobé nejcastéji pouzivanym markerem pro studium vnitrodruhové variability
a pro fylogenetické analyzy blizce ptibuznych druht eimerii. V piedchozich pracich pilotné
testovany gen COIII (Kami§ 2019, Trefancovéa a Kvicerova 2019, Trefancova et al. 2019)
vykazuje také dobrou variabilitu. Velmi dobré vysledky by mohl poskytovat plastidovy gen
pro ORF 470 (Jarquin-Diaz et al. 2020), avSak zastoupeni jeho sekvenci v databazi GenBank
je bohuzel velmi malé.

Z celkem 29 vzorki pozitivnich na pfitomnost oocyst kokcidii se mi podafilo ziskat 22
sekvenci genu COI. Pro potvrzeni zjisténych fylogenetickych vztahii (Obr. 13, 14) bylo
vhodné ziskat i sekvence jinych gent. Celkem se mi podaftilo ziskat 6 sekvenci genu COIII,
1 sekvenci genu pro 18S rRNA, a 1 sekvenci genu ORF 470. U téchto genti vSak nebyla
uspéSnost zisku sekvenci vysokd. Lze to ¢astetné zdivodnit i tim, Ze pouzité primery
amplifikujici tyto geny byly vytvofeny ptfevazné pro kokcidie rodu Eimeria ze savc€ich
hostiteli (Kvic¢erova et al. 2008, 2011, Macova et al. 2018). Coz se prokazalo u vzorku
DOV W5, pro ktery se podafilo ziskat sekvence pro vSechny 4 geny, a nasledné fylogenetické
analyzy zaradily tento vzorek jako jediny ke kokcidiim rodu Eimeria. Tento vzorek vSak
obsahoval pouze nevysporulované oocysty, nelze to tedy potvrdit i z hlediska morfologie.

V ptipadé mé prace se jednalo zejména o kokcidie rodu Isospora z ptacich hostiteld, a tak by
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bylo do budoucna vhodné zaméfit se na design funkénich primerti pro rizné geny v rdmcei rodu
Isospora.

Pro plastidovy gen ORF 470 (Obr. 7, 8) byla v rdmci této prace ziskdna pouze jedina
sekvence, a to ze vzorku DOV W5 pochazejiciho z hrdlicky galapézské z ostrova Wolf.
Fylogenetické analyzy tuto sekvenci zatadily ke kokcidiim rodu Eimeria parazitujicim u kura
domaciho (Gallus gallus f. domestica), ale je evidentni, Ze se od nich zna¢né lisi. V databazi
GenBank nejsou pro tento gen k dispozici zddné jiné sekvence z ptacich kokeidii,
a tak pfesnéjsi zafazeni této sekvence nebylo mozné. Bohuzel vzorek DOV W5 obsahoval
pouze nevysporulované oocysty, a tak morfologie neni k dispozici, stejn¢ jako na zdkladé
mikroskopie nebylo mozné urcit rod kokcidie.

Fylogenetické analyzy genu 18S rRNA (Obr. 9, 10) zatadily sekvenci vzorku DOV W5
opet mezi rod Eimeria parazitujici u dribeze, a to nejblize Eimeria dispersa osekvenované
z krocant.

Pro mitochondrialni gen COIII (Obr. 11, 12) bylo ziskéno jiz vice sekvenci. Sekvence
ze vzorku DOV W5 byla jako v pfedchozich ptipadech zatfazena k eimeriim z driibeze.
Dalsich 5 sekvenci bylo rozfazeno do 4 samostatnych skupin v rdmci sekvenci ziskanych
z kokcidii rodu Isospora parazitujicich u ptactva. Blizsi zatfazeni nelze urcit, jelikoz v§echny
vzorky vzdy vytvorily vlastni vétev. Analyzy ukazaly, ze sekvence ze vzorku FOR P7
z pénkavky prostiedni a DOV P16 z hrdlicky galapazské jsou totozné (nelisi se ani jedinym
nukleotidem), a tak se bude nejspiSe jednat o stejny druh rodu Isospora. Jelikoz hostitelé jsou
v tomto piipadé zastupci dvou rozdilnych fadu ptakli (mé&kkozobi a pévci), plijde o druh
kokcidie s nizsi hostitelskou specifitou.

Nejinformativnéjsi vysledky pochazeji z fylogenetickych analyz genu COI
(Obr. 13, 14), jelikoz se pro n¢j podafilo ziskat vramci této prace nejvice sekvenci,
a 1 dostupnost pouzitelnych a vhodnych sekvenci tohoto genu v databazi GenBank byla
nejobsahlejsi. Sekvence DOV W5 byla opét zatazena ke druhiim eimerii z driibeze, a to stejné
jako v ptipadé genu 18S rRNA k E. dispersa. K sekvenci DOV W5 se zde pritadily jesté dalsi
dvé sekvence, a to DOV W6 z hrdlicky galapazské a MOC W10 z drozdce bélokrkého.
Vsechny 3 sekvence jsou totozné, pouze vzorek MOC W6 se lisi jednim nukleotidem.
Sekvence E. dispersa se od nich 1isi ve tfech nukleotidech. U analyzy pro gen 18S rRNA se
sekvence E. dispersa a sekvence eimerie ze vzorku DOW W5 vzdjemné liSily v desitkach
nukleotidii. Zafazeni této eimerie k E. dispersa, ktera parazituje u krocanti, 1ze vysvétlit tim,
ze E. dispersa mohla v minulosti ,,pfeskocit* na jedince ze skupiny drozdcti ¢i hrdlicek

a postupem casu v novych hostitelich diversifikovat. Krocani byli na Galapazské ostrovy
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zavle€eni v roce 1937 a bézné se tam chovaji na farmach dodnes (konkrétné existuji pisemné
zaznamy o jejich vyskytu na ostrovech Floreana, Isabela, San Cristobal, Santa Cruz
a Santiago). Divoké populace krocanli nejsou zndmy (Jiménez-Uzcétegui ef al. 2008, Philips
et al. 2012). Vzorky ziskané v radmci této prace jsou vSak z ostrova Wolf, na kterém se krocani
nevyskytuji. Zavleceni kokcidie z krocana na tento ostrov mohlo probéhnout pravé pomoci
hrdlicek, jelikoz ty mezi ostrovy b&ézné migruji, a poté byl tento druh kokcidie pfenesen
ina drozdce. Drozdci mezi ostrovy nemigruji, kolonizovali jednotlivé ostrovy jednorazoveé
a tvofi na nich oddélené populace. Tato kolonizace probé&hla dfive, nez byli na Galapazské
ostrovy zavleceni krocani (Arbogast ef al. 2006, Santiago-Alarcon et al. 2006, Hoeck et al.
2010, Stefka et al. 2011). Takze pokud je opravdu ptvod tohoto druhu kokcidie v druhu
E. dispersa, neni jind moznost, jak by se tato kokcidie dostala do drozdcti na ostrové Wolf.
Roli v pfenosu tedy musela hrat pravé hrdlicka, nebo jiny pték, ktery nebyl v ramci této prace
vzorkovan a migruje béZzn€ mezi jednotlivymi ostrovy. BohuZel v§echny tfi vzorky obsahuji
pouze nevysporulované oocysty kokcidii, a tak je nelze porovnat s mofologii E. dispersa. Tato
kokcidie byla opét nalezena u dvou rozdilnych fadu ptakd (méekkozobi a pévci), tudiz jeji
hostitelska specifita nebude pravdépodobné vysoka.

Dalsi skupina sekvenci COI kokcidii ptakti Galapag byla zafazena nejblize
druhu Isospora serinuse, popsanému z kanara (Serinus canaria f. domestica) z Austrélie. Slo
o vzorky DOV P16 z hrdlicky a FOR P7, FUL P3 a MAG P4 ze tii druhi pénkavek. VSechny
4 sekvence jsou totozné, jen vzorek FUL P3 se lisi dvéma nukleotidy. Vzorky pochazeji opét
z jednoho ostrova, z Pinty. Pravdépodobné tedy pijde o doposud nepopsany druh kokcidie
rodu Isospora snizsi hostitelskou specifitou. DalSi skupinu vytvofily vzorky DIF PS5,
DIF W10, DIF W16 a MOC W2. Jednotlivé sekvence COI jsou opét na zaklad¢ nukleotidii
totozné, pouze vzorek DIF PS5 se lisi od ostatnich v jednom nukleotidu. Tato skupina zahrnuje
dva druhy hostitelt, G. difficilis a M. parvulus. Pravé lisici se sekvence DIF P5 pochazi
z otrovu Pinta, ostatni jsou z ostrova Wolf. Opét tedy pravdépodobné pijde o doposud
nepopsany druh kokcidie rodu Isospora snizsi hostitelskou specifitou. Dal§i 2 vzorky,
DIF W13 a VEG P1, se rozfadily do 2 samostatnych linii v rdmci kokcidii rodu Isospora
z ptactva. Nejzajimavéjsi je vSak skupina tvofend 9 totoznymi sekvencemi COI ze vzorka
z drozdce bélokrkého (MOC 2, MOC 9, MOC G1, MOC G3, MOC G22, MOC G23, MOC P8,
MOC P17 a MOC W22). Vsech 9 sekvenci je naprosto totoznych, pouze vzorek MOC P8 se
li$i v jednom nukleotidu. Tato skutecnost byla potvrzena i morfologicky, jelikoz vzorky
MOC G3, MOC G22, MOC G23, MOC P8 a MOC P17 obsahovaly vysporulované oocysty,

takZe u nich bylo provedeno i morfologické vysetfeni. To ukazalo, Ze morfologie vSech oocyst
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je shodné (Ptiloha 3). Sekvence pochazeji se stejného druhu hostitele, ale byly odebrany
na 4 riznych ostrovech, a to i vzajemné velmi vzdalenych (Darwin vs. Genovesa). Drozdci
v§ak mezi jednotlivymi ostrovy nemigruji (Arbogast et al. 2006, Hoeck et al. 2010, Stefka et
al. 2011). Tento vysledek miiZze mit dvé mozna vysvétleni. Pfi kolonizaci jednotlivych ostrovi
byli drozdci jiz infikovani timto druhem kokcidie. ,,Pfinesli“ si ho tedy na ostrovy s sebou.
Tato mozZnost je vSak celkem nepravdépodobna, jelikoz by to znamenalo, Ze tento druh
kokcidie mé velmi maly tok gend a od doby osidleni jednotlivych ostrovl se nijak evolu¢né
nevyvijel, takZe geneticka informace — alesponi v ramci genu COI - zstala totozna. Druhou,
pravdépodobnéjsi, moznosti miize byt opét nizkd hostitelska specifita tohoto druhu, kdy
pfenasSecem mezi jednotlivymi ostrovy je v ramci této prace nevzorkovany druh ptaka, ktery
mezi ostrovy bézné migruje. Mohlo by se jednat napiiklad o rizné druhy motskych ptak,
napiiklad o racky, buinidky, tereje, albatrosy nebo chaluhy (Swash a Still 2005). AvSak
u zadného z motskych nebo jinych vodnich ptaki, jejichz vyskyt byl na Galapagach prokazéan
(Swash a Still 2005), nebyly doposud popsany zaddné kokcidie. U pévcl pravidelné
Ci ptilezitostné migrujicich jiz byly kokcidie rodu Isospora detekovany, avSak jejich
morfologické znaky s touto kokcidii nekoreluji jak velikosti, tak i pfitomnosti ¢i absenci
jednotlivych vnitinich struktur (Pfiloha 7). Pravdépodobné tedy muze jit o druh ptaka, ktery
doposud nebyl vySetien na piitomnost kokcidii, nebo u néj kokcidie dosud nebyly zjistény.
Tato studie je v této oblasti pilotni a zatim existuje malo dat pro vyvozovani zasadnéjSich
zaverl. Pro objasnéni tohoto zajimavého problému by byl zapotiebi vétsi sampling.

U hrdli¢ky galapazské byly detekovany kokcidie jak rodu Eimeria (vzorky DOV W5
aDOV W), tak i rodu Isospora (vzorek DOV P16). Doposud byly u fadu mékkozobi popsany
pouze dva druhy kokcidie rodu Isospora - Isospora galliocolumbae (Varghese 1978)
a Isospora sp. (Matsubara et al. 2017), jejichz morfologie nekoreluje s morfologickymi znaky
kokcidie ze vzorku DOV P16 (Ptiloha 4) — ptijde tak velmi pravdépodobné opét o doposud
nepopsany druh. U drozdce bélokrkého se sekvence roztadily do dvou vzdjemné nepiibuznych
linii kokcidii rodu Isospora, a jedné linie rodu Eimeria. Kokcidie rodu Eimeria z drozdce ¢i
jemu ptibuznych skupin ptakii nebyly doposud popsany. Sekvence ziskané z kokcidii
detekovanych u pénkavek se roziadily do 4 vzajemné neptibuznych linii rodu Isospora (Obr.
13, 14).

U vétSiny linii jednotlivych rodi kokcidii byly sekvence ziskany z rozdilnych druht

i fada ptakia. Da se tedy predpokladat, Ze tyto kokcidie budou mit niZ$i hostitelskou specifitu,

wrwe
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hostitell na ostrovech neni tak vysoky jako na pevning ¢i vétSich izemich, a tim padem je pro
parazity evolu¢né vyhodnéjsi nespecializovat se pouze na urcity druh hostitele.

Jak jiz bylo feceno, studie tohoto typu na Galapazskych ostrovech je pilotni a malého
rozsahu. Molekularni data z této oblasti zcela chybi, a 1 celkova dostupnost dat o kokcidiich
u voln¢ Zijicich ptaki neni dostacujici na to, aby bylo mozno vyvozovat detailni a zasadni
zavéry. Do budoucna by bylo tedy zapottebi provést sampling u vétsiho poctu jedincti a vice
druhti hostiteld v rdmci jednotlivych ostrovi (véetné velkého ostrova Santa Cruz, ze kterého
jsem nyni m¢la k dispozici pouze 4 vzorky, pticemz vSechny byly negativni). Vysledky by
mohly pfinést kromé popisu novych druhti kokcidii i lepsi podklady pro objasnéni jejich

koevoluce s hostiteli ¢i evolu¢nich tendenci téchto paraziti jako takovych.
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6. Zavér

V ramci této prace byly studovany kokcidie parazitujici u ptdkd na Galapazskych
ostrovech. Bylo vySetfeno 146 vzorka trusu ze 146 ptacich jedinci. Vzorky pochazely
z hrdlicky galapéazské, drozdce bélokrkého, a 7 druhiit Darwinovych pénkavek. Vzorky byly
ziskany z celkem péti galapazskych ostrovli — Darwin, Genovesa, Pinta, Santa Cruz a Wolf.
Celkova prevalence kokcidii ¢inila 19,9 % (29/146).

Prevalence mezi jednotlivymi druhy ptadkd a mezi jednotlivymi ostrovy nelze zcela
dobie porovnat, jelikoz pocty vzorkll jednotlivych porovnévanych skupin byly znacné
rozdilné, a tak i jejich prevalence, které v tomto pfipad¢ nelze povazovat za odpovidajici
realité.

Vétsina vzorkli obsahovala nevysporulované oocysty. U vysporulovanych oocyst
morfologické vySetieni prokéazalo, Ze se jedna o kokcidie rodu Eimeria, Isospora a Adelina.
Morfologické znaky ukézaly, Ze v rdmci rodu Isospora ptjde o vice rozdilnych druht.

Z kokcidia-pozitivnich vzorkl se podafilo ziskat celkem 22 sekvenci pro gen COI,
6 sekvenci pro gen COIII, 1 sekvenci pro gen 18S rRNA a 1 sekvenci pro gen ORF 470.

Vysledky fylogenetickych analyz vSech geni si byly vzédjemné odpovidajici. Kokcidie
ze vzorku DOV W5 pochazejiciho z hrdlicky byly zatfazeny nejblize E. dispersa, ptjde tedy o
jeden druh pravdépodobné doposud nepopsané kokcidie rodu Eimeria. Sekvence isospor byly
rozfazeny do nékolika riznych skupin/linii. Jejich pfesnéjsi urceni nebylo mozné, pijde
nejspise také o doposud nepopsané druhy. VétSina osekvenovanych kokcidii vykazovala
znamky niz$i hostitelské specifity - jednotlivé linie/druhy parazitovaly zéroven u raznych
druhti ptaka.

Na tzemi Galapazskych ostrovli predstavuje tato prace pilotni studii, a molekularni
data kokcidii z tohoto uzemi zcela chybi. Pro detailngjsi a zasadni zavéry by bylo zapotiebi
provést sampling o vétSich poctech jedincti a u vice druhti ptakd na riiznych ostrovech, véetné

vodnich ptakda.
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9. Prilohy

Priloha 1 Souhrnna tabulka vSech vzorki vySetfenych v ramci této prace.

Originélni
Datum Cas Koprologické
kéd Hostitel Ostrov Morfometrie | Foto Sekvence
_— odchytu |odchytu| vySeti‘eni
CER G1 Certhidea fusca Genovesa | 19.05.2014 | 8:30 Negativni - - -
CER G2 Certhidea fusca Genovesa | 19.05.2014 | 8:40 Negativni - - -
CER G3 Certhidea fusca Genovesa | 19.05.2014 - Negativni - - -
CER G4 Certhidea fusca Genovesa | 21.05.2014 | 10:30 Negativni - - -
CER P2 Certhidea fusca Pinta 10.05.2014 - Negativni - - -
DIF 1 Geospiza difficilis Darwin | 22.04.2014 | 8:00 Negativni - - -
DIF 12 Geospiza difficilis Darwin | 23.04.2014 | 7:20 Negativni - - -
DIF 13 Geospiza difficilis Darwin | 23.04.2014 | 7:25 Negativni - - -
DIF 14 Geospiza difficilis Darwin | 23.04.2014 | 7:50 Negativni - - -
DIF 16 Geospiza difficilis Darwin | 23.04.2014 | 10:10 Negativni - - -
DIF 18 Geospiza difficilis Darwin | 23.04.2014 | 11:40 Negativni - - -
DIF 6 Geospiza difficilis Darwin | 22.04.2014 | 9:45 Negativni - - -
DIF 8 Geospiza difficilis Darwin | 22.04.2014 | 10:17 Negativni - - -
DIF 9 Geospiza difficilis Darwin | 22.04.2014 | 10:50 Negativni - - -
DIF G1 Geospiza difficilis | Genovesa | 18.05.2014 | 11:00 Coccidia 1ks = = Vyschly vzorek
DIF G2 Geospiza difficilis Genovesa | 21.05.2014 | 12:30 Negativni - - -
DIF P1 Geospiza difficilis Pinta 09.05.2014 | 7:50 Negativni - - -
DIF P2 Geospiza difficilis Pinta 09.05.2014 | 10:15 Negativni - - -
DIF P3 Geospiza difficilis Pinta 10.05.2014 | 9:30 Negativni - - -
DIF P4 Geospiza difficilis Pinta 10.05.2014 | 9:40 Negativni - - -
DIF PS5 Geospiza difficilis Pinta 11.05.2014 | 17:55 Coccidia + = = CoI
DIF W10 Geospiza difficilis Wolf 24.04.2014 - Coccidia + - - COI
DIF W11 Geospiza difficilis Wolf 24.04.2014 = Coccidia + o = =
DIF W13 Geospiza difficilis Wolf 25.04.2014 | 16:15 Coccidia + o = =
DIF W16 Geospiza difficilis Wolf 25.04.2014 | 16:32 Coccidia + - - COI, COIII
DIF W17 Geospiza difficilis Wolf 25.04.2014 | 16:43 Negativni - - -
DIF W20 Geospiza difficilis Wolf 28.04.2014 | 9:00 Negativni - - -
DOV 4 |Zenaida galapagoensis| Darwin | 23.04.2014 | 15:45 Negativni - - -
DOV D11 |Zenaida galapagoensis| Darwin | 01.05.2014 | 9:30 Negativni - - -
DOV D12 |Zenaida galapagoensis| Darwin | 01.05.2014 | 9:45 Negativni - - -
DOV D13 |Zenaida galapagoensis| Darwin | 01.05.2014 | 10:00 Negativni - - -
DOV D14 |Zenaida galapagoensis| Darwin | 01.05.2014 | 12:00 Negativni - - -
DOV D16 |Zenaida galapagoensis| Darwin | 01.05.2014 - Negativni - - -
DOV G2 |Zenaida galapagoensis| Genovesa | 21.05.2014 | 9:00 Negativni - - -
DOV G5 |Zenaida galapagoensis| Genovesa | 22.05.2014 | 9:30 Negativni - - -




DOV G6 |Zenaida galapagoensis| Genovesa | 22.05.2014 | 9:30 Negativni - - -
DOV G7 |Zenaida galapagoensis| Genovesa | 22.05.2014 | 9:50 Negativni - - -
DOV GY |Zenaida galapagoensis| Genovesa | 23.05.2014 | 10:00 Negativni - - -
DOV Pl |Zenaida galapagoensis Pinta 07.05.2014 | 16:50 Negativni - - -
DOV P10 |Zenaida galapagoensis Pinta 08.05.2014 | 12:20 Negativni - - -
DOV P11 |Zenaida galapagoensis Pinta 08.05.2014 | 16:15 Negativni - - -
DOV P12 |Zenaida galapagoensis Pinta 09.05.2014 | 8:40 Negativni - - -
DOV P14 |Zenaida galapagoensis Pinta 10.05.2014 - Negativni - - -
DOV P15 |Zenaida galapagoensis| Pinta 10.05.2014 = Coccidia 1ks = = =
DOV P16 |Zenaida galapagoensis| Pinta 10.05.2014 = Isospora ++ Ano Ano COI, COIII
DOV P17 |Zenaida galapagoensis Pinta 10.05.2014 - Negativni - - -
DOV P19 |Zenaida galapagoensis Pinta 11.05.2014 | 17:40 Negativni - - -
DOV P4 |Zenaida galapagoensis| Pinta 07.05.2014 | 17:50 Eimeria + Ano Ano =
DOV P6 |Zenaida galapagoensis Pinta 07.05.2014 | 18:20 Negativni - - -
DOV P7 |Zenaida galapagoensis Pinta 07.05.2014 | 18:30 Negativni - - -
DOV P8 |Zenaida galapagoensis Pinta 08.05.2014 | 10:20 Negativni - - -
DOV P9 |Zenaida galapagoensis Pinta 08.05.2014 | 11:40 Negativni - - -
DOV W13 |Zenaida galapagoensis Wolf 28.04.2014 | 9:50 Negativni - - -
DOV W14 |Zenaida galapagoensis Wolf 28.04.2014 | 10:00 Negativni - - -
DOV W15 |Zenaida galapagoensis Wolf 28.04.2014 | 10:10 Negativni - - -
DOV W2 |Zenaida galapagoensis Wolf 25.04.2014 | 8:40 Negativni - - -
- - COI, CoIII,
DOV W5 |Zenaida galapagoensis| Wolf 26.04.2015 | 10:00 Coccidia 1ks 18S rRNA,
ORF 470
DOV W6 |Zenaida galapagoensis| Wolf 26.04.2016 | 10:10 Coccidia + = = =
DOV W7 |Zenaida galapagoensis Wolf 26.04.2017 | 10:20 Negativni - - -
DOV W8 |Zenaida galapagoensis Wolf 26.04.2018 | 10:30 Negativni - - -
FOR P3 Geospiza fortis Pinta 07.05.2014 - Negativni - - -
FOR P4 Geospiza fortis Pinta 07.05.2014 - Negativni - - -
FOR P5 Geospiza fortis Pinta 07.05.2014 - Negativni - - -
FOR P6 Geospiza fortis Pinta 09.05.2014 | 8:20 Negativni - - -
FOR P7 Geospiza fortis Pinta 09.05.2014 | 17:15 Isospora + Ano Ano .
coln
FOR P8 Geospiza fortis Pinta 10.05.2014 | 9:20 Negativni - - -
FOR X2 Geospiza fortis Santa Cruz | 05.05.2014 | 12:00 Negativni - - -
FUL P10 | Geospiza fuliginosa Pinta 10.05.2014 | 9:10 Negativni - - -
FUL P3 Geospiza fuliginosa Pinta 07.05.2014 - Isospora + Ano Ano CoI
FUL P4 Geospiza fuliginosa Pinta 07.05.2014 | 11:15 Negativni - - -
FUL P5 Geospiza fuliginosa Pinta 08.05.2014 | 8:04 Negativni - - -
FUL P6 Geospiza fuliginosa Pinta 08.05.2014 | 12:12 Negativni - - -
FUL P7 Geospiza fuliginosa Pinta 08.05.2014 | 12:31 Negativni - - -
FUL P8 Geospiza fuliginosa Pinta 09.05.2014 | 8:00 Negativni - - -
FUL P9 Geospiza fuliginosa Pinta 09.05.2014 | 17:40 Negativni - - -
MAG G1 | Geospiza magnirostris | Genovesa | 19.05.2014 | 8:20 Negativni - - -
MAG G2 | Geospiza magnirostris | Genovesa | 21.05.2014 | 9:15 Negativni - - -
MAG G3 | Geospiza magnirostris | Genovesa | 19.05.2014 - Negativni - - -




MAG G4 | Geospiza magnirostris | Genovesa | 21.05.2014 | 11:00 Negativni - - -
MAG G5 | Geospiza magnirostris | Genovesa | 21.05.2014 | 12:10 Negativni - - -
MAG P1 | Geospiza magnirostris Pinta 09.05.2014 | 8:10 Negativni - - -
MAG P2 | Geospiza magnirostris Pinta 09.05.2014 - Negativni - - -
MAG P3 | Geospiza magnirostris Pinta 09.05.2014 - Negativni - - -
MAG P4 | Geospiza magnirostris| Pinta 09.05.2014 = Coccidia ++ = = ColI
MAG W3 | Geospiza magnirostris Wolf 27.04.2014 | 8:30 Negativni - - -
MAG W4 | Geospiza magnirostris Wolf 27.04.2014 | 8:45 Negativni - - -
MAG W5 | Geospiza magnirostris Wolf 27.04.2014 | 15:00 Negativni - - -
MAG W6 | Geospiza magnirostris Wolf 28.04.2014 | 8:05 Negativni - - -
MAG W7 | Geospiza magnirostris Wolf 28.04.2014 | 8:30 Negativni - - -
MAG W9 | Geospiza magnirostris Wolf 28.04.2014 | 11:00 Negativni - - -
MOC 1 Mimus parvulus Darwin | 21.04.2014 | 16:50 Negativni - - -
MOC 2 Mimus parvulus Darwin | 22.04.2014 | 16:45 Coccidia ++ Ano Ano COI COIII
MOC 21 Mimus parvulus Pinta 09.05.2014 - Negativni - - -
MOC 4 Mimus parvulus Darwin | 23.04.2014 | 9:30 Negativni - - -
MOC 5 Mimus parvulus Darwin | 23.04.2014 | 10:30 Negativni - - -
MOC D10 Mimus parvulus Darwin | 01.05.2014 | 8:30 Negativni - - -
MOC D11 Mimus parvulus Darwin | 01.05.2014 | 9:00 Negativni - - -
MOC D12 Mimus parvulus Darwin | 01.05.2014 | 10:30 Negativni - - -
MOC D14 Mimus parvulus Darwin | 01.05.2014 - Negativni - - -
MOC D15 Mimus parvulus Darwin | 01.05.2014 = Isospora 1 ks = = Vyschly vzorek
MOC G1 Mimus parvulus Genovesa | 17.05.2014 | 15:00 Coccidia ++ - = COI
MOC G14 Mimus parvulus Genovesa | 20.05.2014 - Negativni - - -
MOC G15 Mimus parvulus Genovesa | 20.05.2014 | 10:20 Negativni - - -
MOC G18 Mimus parvulus Genovesa | 20.05.2014 - Negativni - - -
MOC G2 Mimus parvulus Genovesa | 17.05.2014 | 15:30 Negativni - - -
MOC G21 Mimus parvulus Genovesa | 20.05.2014 | 15:55 Negativni - - -
MOC G22 Mimus parvulus Genovesa | 20.05.2014 | 15:55 Isospora + Ano Ano (6{0) |
MOC G23 Mimus parvulus Genovesa | 20.05.2014 | 16:15 Isospora ++ Ano Ano (6{0) |
MOC G24 Mimus parvulus Genovesa | 20.05.2014 | 16:30 Negativni - - -
MOC G3 Mimus parvulus Genovesa | 17.05.2014 | 15:50 Isospora ++ Ano Ano COI
MOC G5 Mimus parvulus Genovesa | 17.05.2014 | 17:30 Negativni - - -
MOC G6 Mimus parvulus Genovesa | 17.05.2014 | 17:44 Negativni - - -
MOC P11 Mimus parvulus Pinta 07.05.2014 | 18:10 Negativni - - -
MOC P12 Mimus parvulus Pinta 08.05.2014 | 7:50 Negativni - - -
MOC P13 Mimus parvulus Pinta 08.05.2014 | 8:15 Negativni - - -
MOC P14 Mimus parvulus Pinta 08.05.2014 | 10:10 Negativni - - -
MOC P15 Mimus parvulus Pinta 08.05.2014 - Negativni - - -
MOC P16 Mimus parvulus Pinta 08.05.2014 | 11:30 Negativni - - -
MOC P17 Mimus parvulus Pinta 08.05.2014 | 16:00 Isospora + Ano Ano CoI
MOC P19 Mimus parvulus Pinta 08.05.2014 | 17:30 Negativni - - -
MOC P20 Mimus parvulus Pinta 08.05.2014 | 17:50 Negativni - - -
MOC P22 Mimus parvulus Pinta 09.05.2014 - Negativni - - -
MOC P3 Mimus parvulus Pinta 07.05.2014 - Negativni - - -
MOC P5 Mimus parvulus Pinta 07.05.2014 | 10:50 Negativni - - -




MOC P7 Mimus parvulus Pinta 07.05.2014 | 12:07 Negativni - - -
MOC P8 Mimus parvulus Pinta 07.05.2014 | 14:55 Isospora +++ Ano Ano ColI
MOC W1 Mimus parvulus Wolf 24.04.2014 - Negativni - - -
Coccidia +++ Ano Ano
MOC W10 Mimus parvulus Wolf 26.04.2023 | 15:45 COI, COIII
Adelina + Ano Ano
MOC W13 Mimus parvulus Wolf 27.04.2014 | 8:55 Negativni - - -
Coccidia ++ - = -
MOC W14 Mimus parvulus Wolf 27.04.2014 | 9:15
Adelina ++ Ano Ano
MOC W16 Mimus parvulus Wolf 27.04.2014 | 11:15 Negativni - - -
MOC W2 Mimus parvulus Wolf 24.04.2014 - Coccidia ++ = = ColI
MOC W20 Mimus parvulus Wolf 27.04.2014 | 15:30 Negativni - - -
MOC W21 Mimus parvulus Wolf 27.04.2014 | 16:00 Coccidia + = = Vyschly vzorek
MOC W22 | Mimus parvulus Wolf 27.04.2014 | 16:10 Coccidia + = = ColI
MOC W24 Mimus parvulus Wolf 27.04.2014 | 9:00 Negativni - - -
MOC W4 Mimus parvulus Wolf 25.04.2014 | 9:40 Negativni - - -
MOC W6 Mimus parvulus Wolf 26.04.2019 | 10:40 Negativni - - -
Coccidia ++ = B
MOC W9 Mimus parvulus Wolf 26.04.2022 | 15:28 COI
Adelina ++ Ano Ano
MOC X2 Mimus parvulus Santa Cruz | 05.05.2014 | 9:10 Negativni - - -
MOC X5 Mimus parvulus Santa Cruz | 16.05.2014 | 9:30 Negativni - - -
SCA Gl Geospiza scandens | Genovesa | 19.05.2014 - Negativni - - -
SCA G2 Geospiza scandens | Genovesa | 19.05.2014 - Negativni - - -
SCAP1 Geospiza scandens Pinta 10.05.2014 - Negativni - - -
VEG P1 |Platyspiza crassirostris| Pinta 09.05.2014 = Coccidia + = = COI
VEG X1 |Platyspiza crassirostris| Santa Cruz | 05.05.2014 | 12:30 Negativni - - -




Priloha 2 Seznam sekvenci pouZzitych pro analyzy jednotlivych genli v ramci této prace.

Tucné jsou oznaeny mnou ziskané sekvence.

COlI COIII OREF 470

N Accession Accession | 18S rRNA Accession | Accession
S Hostitel No./ No./ No./ No./

Ziskana Ziskana Ziskani sekvence Ziskana

sekvence sekvence sekvence
FUL P3 Geospiza fuliginosa Ano - - -
FOR P7 Geospiza fortis Ano Ano - -
DIF P5 Geospiza difficilis Ano - - -
DIF W10 Geospiza difficilis Ano - - -
DIF W13 Geospiza difficilis Ano - - -
DIF W16 Geospiza difficilis Ano Ano - -
DOV P16 Zenaida galapagoensis Ano Ano - -
DOV W5 Zenaida galapagoensis Ano Ano Ano Ano
DOV Wé Zenaida galapagoensis Ano - - -
MAG P4 Geospiza magnirostris Ano - - -
MOC 2 Mimus parvulus Ano Ano - -
MOC9 Mimus parvulus Ano - - -
MOC G1 Mimus parvulus Ano - - -
MOC G3 Mimus parvulus Ano - - -
MOC G22 Mimus parvulus Ano - - -
MOC G23 Mimus parvulus Ano - - -
MOC P8 Mimus parvulus Ano - - -
MOC P17 Mimus parvulus Ano - - -
MOC W2 Mimus parvulus Ano - - -
MOC W10 Mimus parvulus Ano Ano - -
MOC w22 Mimus parvulus Ano - - -
VEG P1 Platyspiza crassirostris Ano - - -
Caryospora bigenetica | Crotalus horridus KP658102 KP658102 AF060975 -
Cyclospora -

) Homo sapiens KP796149 KP796149 AF111183
cayetanensis
Eimeria acervulina Gallus gallus domesticus FJ236428 KX094948 FJ236372 HQ173857
Eimeria adenoeides Meleagris gallopavo KJ608415 - KC305185 -
Eimeria ahsata Ovis aries - - KT184334 -
Eimeria alabamensis Bos taurus KT184376 - AB769556 -
Eimeria albigulae Neotoma cinerea - - - AF311630
Eimeria alorani Apodemus agrarius KU215497 - KU192970 MK631878
Eimeria apionodes Apodemus sylvaticus KU215451 - KU174450 MK631884
Eimeria bosquei Grus nigricollis MF503491 - MF503488 -
Eimeria bovis Bos taurus KT184372 - KT184336 -
Eimeria burdai Heliaphob.ius JQ993709 ) JQ993666 JQ993682
argenteocinereus

Eimeria caviae Cavia porcellus - - - JQ993672
Eimeria cylindrica Bos taurus KU351702 - KU052237 -




Eimeria dispersa Meleagris gallopavo KJ608416 - KT184338 -
Eimeria exigua Oryctolagus cuniculus JQ993691 - HQ173829 JQ993673
Eimeria falciformis Mus musculus MH755317 KX495129 KT184339 MH755434
Eimeria ferrisi Mus musculus MH777558 - KT360995 MH755448
Eimeria flavescens Oryctolagus cuniculus JQ993692 KP025693 HQ173830 JF304149
Eimeria gallopavonis Meleagris gallopavo HG793051 - HG793042 -
Eimeria gruis Grus nigricollis MF503489 - MF503484 -
Eimeria hirci Capra aegagrus hircus KX857469 - KX845685 -
Eimeria innocua Meleagris gallopavo - KR108296 HG793045 -
Eimeria intestinalis Oryctolagus cuniculus JQ993693 KP009592 HQ173831 JQ993674
Eimeria irresidua Oryctolagus cuniculus KP025690 KP025690 HQ173832 HQ173863
Eimeria lancasterensis | Sciurus carolinensis - - KT360976 -
Eimeria langebarteli Reithrodontomys sp. - - - AF311639
Eimeria magna Oryctolagus cuniculus KF419217 KF419217 HQ173833 HQ173864
Eimeria maxima Gallus gallus domesticus HQ702481 / / /
Eimeria meleagridis Meleagris gallopavo HG793047 / / /
Eimeria meleagrimitis | Meleagris gallopavo - KJ608414 HG793043 /
Eimeria myoxi Eliomys quercinus - / JF304148 JF304151
Eimeria nafitko Hetiop hOb_ius ) / 1Q993665 /
argenteocinereus
Eimeria nieschulzi Rattus sp. - / / AF311633
Eimeria onychomysis Onychomys sp. - / / AF311634
Eimeria papillata Mus musculus - / KT184350 AF311635
Eimeria percae Perca fluviatilis - / GU479663 /
Eimeria praecox Gallus gallus JQ659301 KX094945 KT184351 HQ173871
Eimeria ranae Rana temporaria MH698563 / EU717219 /
Eimeria reedi Perognathus sp. - / / AF311636
Eimeria reichenowi Grus nigricollis MF503493 / MF503485 /
Eimeria rutili Rutilus rutilus - / GU479667 /
Eimeria sciurorum Sciurus sp. - / MN650661 /
Eimeria tamiasciuri Tamiasciurus hudsonicus - / KT184353 /
Eimeria tenella Gallus gallus KX094951 KX094951 KT184354 HQ173873
Eimeria subepithelialis | Cyprinus carpio - / GU479655 /
Eimeria zuernii Bos taurus KX495130 KX495130 KT184356 /
Gonatodes albogularis
Isospora albogularis Juscus - / KU180243 /
Isospora amphiboluri Ctenophorus nuchalis MW720599 KR108297 KU180241 /
Isospora butcherae Zosterops lateralis KY801687 / KY801685 /
Isospora coronoideae Corvus coronoides MK867778 / MK530653 /
Isospora erithaci Erithacus rubecula MK573837 / MK559091 /
Phelsuma madagascariensis
Isospora gekkonis - / KU180246 /
grandis
Isospora greineri Lamprotornis superbus KR108298 KR108298 / /
Isospora gryphoni Meleagris gallopavo KC346355 / AF080613 /
Isospora lugensae Aphrodoroma brevirostris MW303519 | MW303519 MW287753 /
Isospora lunaris Lonchura oryzivora - - MT237177 /
Isospora manorinae Manorina flavigula NC034000 NC034000 KT224379 /




Isospora massardi Turdus flavipes MN602627 - MN604690 /
Isospora mayuri Bule peafowl! - - MW775018 /
Isospora neochmiae Neochmia temporalis KT224378 - KT224380 /
Isospora Phylidonyris MW423631 ) MW422271 /
phylidonyrisae novaehollandiae
Isospora robini Turdus migratorius - - AF080612 /
Serinus
Isospora serinuse canaria forma domestica KX276860 KX276860 KR477877 /
Isospora streperae Strepera versicolor plumbea - - KJ634021 -
Isospora superbusi Lamprotornis superbus KT203396 KT203396 - -
Isospora svecica Luscinia svecica cyanecula MK573841 MK573853 MK559092 -
Isospora tarentolae Tarentola delalandii - - KU180245 -
ISf)spom | Tr.ogunoph.ls wiegmanni - - KU180042 -
wiegmanniana wiegmanni
Isospora sp. Apodemus flavicollis JQ993711 - - -
Isospora sp. Columba livia - - AB757863 -
Isospora sp. Emberiza citrinella MK573829 MK573844 MK559089 -
Isospora sp. Erithacus rubecula MK573838 MK573845 - -
Isospora sp. Garrulax chinensis KT203397 KT203397 - -
Isospora sp. Lamprotornis superbus KF648868 - KF648870 -
Isospora sp. Microtus arvalis MH698552 MH698536 MH698573 -
Isospora sp. Mpyodes glareolus MH698556 | MH698539 MH698574 -
Isospora sp. Parus major MK573833 MK573848 MK559088 -
Isospora sp. Phoenicurus ochruros MK573842 MK573854 - -
Isospora sp. Plectrophenax nivalis MH698551 - MK843789 -
Isospora sp. Plectrophenax nivalis - - MH698572 -
Isospora sp. Serinus canaria - - KT184357 -
Isospora sp. Sylvia conspicillata KP688306 - - -
Isospora sp. Talpa europaea MN184728 | MNI184734 | JQ993669, JQ993670 | JQ993685
Isospora sp. Troglodytes troglodytes MK573836 MK573851 MK559090 -
Isospora sp. Turdus merula MK573843 MK573850 - -
Isospora sp. Turdus falklandii - - JX984668 -
Isospora sp. Turdus philomelos MK573832 MK573847 - -
Lankesterella sp. Lithobates clamitans KT369005 KT369005 - -




Piiloha 3 Morfologické vlastnosti oocyst rodu Isospora popsanych z pévci Celedi drozdcoviti (Mimidae) a blizce pfibuzné celedi Spackovitych (Sturnidae)
(Salgado-Miranda et al. 2019).

Oocysta Sporocysta
Druh Hostitel Tvar Sténa Priumérna velikost [pm] | Polarni granulum | Residuum | Mikropyle Tvar Primérna velikost [pm] SB sSB Residuum
Isospora graculai . 24,6 x 22,4 L 17,7 x 11,6
Gracula religiosa Téméf kulovity | 1 vrstva Ano, 1-2 - - Elipsoidni Ano, malé Ano, homogenni Ano, kompaktni
Upton et al. 1984 (20-28 x 20-24) (15-21 x10-13)
Isospora mimusi n. sp. 20,6 x 19,6 13,4 x9,8 Ano, vyrazné,
Mimus gilvus Téméf kulovity | 2 vrstvy Ne Ne Ne Elipsoidni Ano, zplostelé Ano, rozptylené
Coelho et al. 2011 (19-23 x18-22) (11-16x 9-11) homogenni
Isospora rotschildi . 223 x21,6 o 15,9 x 10,6
Leucopsar rotschildi | Téméf kulovity | 2 vrstvy Ano, 1 a vice - - Elipsoidni Ano Ano Ano, kompaktni
Upton et al. 2001 (20-26 x19-23) (15-18 x 9-11)
Isospora toxostomai . sp. 23,4 %223 15,8 x 10,5 Ano, knoflikovity Ano,
. Toxostoma curvirostre | Téméf kulovity | 2 vrstvy Ano, mnoho fibril Ne Ne Elipsoidni . X Ano, difuzni
Salgado-Miranda et al. 2019 (22-25 x 21-24) (15-17 x 10-11) tvar lichobéznikovité
21,9 x20,2
MOC G3 Mimus parvulus Kulovity 2 vrstvy Ne Ne Ne Kulovity - - - -
(21-22 x 19-22)
20,4 x 19,5 10,7 x 9,1
MOC G22 Mimus parvulus Kulovity 2 vrstvy Ne Ne Ne Vejicity Ano, malé Ano Ano, kompaktni
(19-20 x 9) (9-11 x 9-8)
22,9 x 20,9 12,8 x 9,6
MOC G23 Mimus parvulus Kulovity 2 vrstvy Ne Ne Ne Vejicity Ano, kulovité Ano Ne
(21-23 x 19-22) (12-13x9)
20,4 x 18,7 13,2x 9,2
MOC P8 Mimus parvulus Kulovity 2 vrstvy Ano, drobna Ne Ne Elipsoidni Ano, kulovité Ano Ne
(19-2 x 17-20) (13-15 x 8-10)
20,0 x 17,4 12,3 x 8,5
MOC P17 Mimus parvulus Kulovity 2 vrstvy Ne Ne Ne Elipsoidni Ano, malé Ano Ne
(21-18 x 16-18) (10-13 x 7-9)

Priloha 4 Morfologické vlastnosti oocyst rodu Isospora popsanych z ptaka fadu mékkozobi (Columbiformes) (Ortizar-Ferreira et al

Matsubara et al. 2017).

. 2020, Varghese 1978,

Oocysta Sporocysta
Druh Hostitel Tvar Sténa | Primérna velikost [um] | Polarni granulum | Residuum | Mikropyle Tvar Primérna velikost [pm] SB sSB Residuum
Isospora galliocolumbae 20 x 16 12x8 Ano, vyrazné,
Alopecoenas beccarii Elipsoidni 1 vrstva Ano, 1 vejéité Ne Ne Vejeity X Ne Ano, kompaktni
Varghese 1978 (18-21 x 15-17) (11-13 x 7-9) kénické
Isospora sp. 25,6 x 24,7 . 19,5x 11,2 Ano, bradavkovity Ano .
Columba livia Témer kulaty 1 vrstva Ne Ne Ne Vejeity Ano, difuzni
Matsubara et al. 2017 (24-27 x 23-26) (19-21 x 10-12) tvar
Zenaida 24,7 x 21,9 13,9 x 9,1 Ano, mala granula ve
DOV P16 Ovalny 2 vrstvy Ano Ne Ne Vejéity Ano, kulovité Ne
galapagoensis (23-26 x 19-24) (10-16 % 8-9) vakuole




Ptiloha 5 Morfologické vlastnosti oocyst rodu Isospora popsanych u pénkavek (Traupidae) v Jizni Americe (Berto et al. 2011).

Oocysta Sporocysta
Druh Hostitel Tvar Sténa | Primérna velikost [um] | Polirni granulum | Residuum | Mikropyle Tvar Primérna velikost [pm] SB sSB Residuum
Isospora daphnesis o 27,3 x 23,6 . 15,2 x 10,2 Ano, bradavkovity
Geospiza fortis Elipsoidni 2 vrstvy Ano Ne Ne Vejeity Ano, malé Ano, kompaktni
McQuistion 1990 (2230 x 20-27) (15-16 x 9-11) tvar
Isospora exigua Camarhynchus 20,4 x 20,1 14 x9,5
o . Téméf kulaty 1 vrstva Ne Ne Ne Vejeity Ano, malé Ano, malé Ano, kompaktni
McQuistion& Willson 1988 parvulus (20-23 x 18-23) (13-15 x 8-10)
Isospora fragmenta Camarhynchus 253 %242 . 154 x 11,5 Ano, knoflikovity
Téméf kulaty 1 vrstva Ano, 10-20 Ne Ne Hruskovity Ano, vyrazné Ano, kompaktni
McQuistion& Willson 1988 parvulus (24-27 x 23-25) (14-17 x 11-12) tvar
Isospora geospizae 15,5 x 14,5 10x7,5
o . Geospiza fuluginosa Téméf kulaty 1 vrstva Ano Ne Ne Vejeity Ano, kulaté Ano, malé Ano, kompaktni
McQuistion& Willson 1988 (13-17 x 12-17) (10-12 x 6-9)
Isospora rotunda Camarhynchus 21,8 x 20,9 . 15x9,7 Ano, knoflikovity
Téméf kulaty 1 vrstva Ano Ne Ne Vejeity Ano, vyrazné Ano, kompaktni
McQuistion& Willson 1988 parvulus (20-24 x 19-23) (13-16 x 9-10) tvar
Isospora temeraria Camarhynchus 254 x21,1 15x10 Ano, knoflikovity
o . Elipsoidni 1 vrstva Ano, 1-4 Ne Ne Hruskovity Ano, vyrazné Ano, kompaktni
McQuistion& Willson 1988 parvulus (21-20 x 17-23) (14-15 x 9-11) tvar
25,5x23,1 14,4 x 9,7 Ano, bradavkovity
FOR P7 Geospiza fortis Kulovity 2 vrstvy Ano Ne Ne Vejlity Ano Ne
(24-27 x 22-24) (13-14x9) tvar, vyrazné
23,3x20,3 12,9 x 8,4 Ano,
FUL P3 Geospiza fuluginosa Kulovity 2 vrstvy Ano Ne Ne Vejlity Ano Ne
(22-23x20) (13-12 x 8) kulovité




Ptiloha 6 Morfologické vlastnosti oocyst rodu Eimeria popsanych z ptaki fadu mékkozobi (Columbiformes) (Ortazar-Ferreira ef al. 2020).

Oocysta Sporocysta
Druhy Hostitel Tvar Sténa | Prumérna velikost [pum] | Polarni granulum | Residuum |Mikropyle Tvar Primérna velikost [pm] SB sSB Residuum
Eimeria columb Témet kulovity
. tmeria cotumoae Columba livia emer u. ?Vl Y - 16,4 x 14,4 - Ano Ne Elipsoidni 7,2 x4,8 - - Ano
Mitra a Das Gupta 1937 nebo vejcity
Eimeria columbapalumbi o, 21,3 % 16,9 Ano, 2, nepravidelny Vejéity nebo 13,5%x6,5 . ,
Columba palumbus Elipsoid: 3 vrst N N Al N Ano, difi
Jamriska a Modry 2012 olumba patumos tpsordnt Vst (17-24 x 15 -18) tvar ¢ ¢ | nepravidelny (11-6  6-7) 1o ¢ no, driuzm
Eimeria columbarum Témeft kulovity 20 % 18,7 L,
Columba livi 2 vrst A N N Elipsoid - A Ni A
Nieschulz 1935 olumba fivia nebo vejeity |- oY (19-21 x 17— 20) 1o ¢ ¢ tpsorcnt 1o ¢ 1o
Elipsoidni
Eimeria columbinae Columba tal " Témeft kulovity 2 vrst 14,7 x 13,2 N A Ano, 1psgl n 9x351 Ano, zplostélé, tvaru Ano. kulaté Ano. difuzni
olumba talpacoti VIStV e no nebo no, kulaté no, difuzni
Orthzar-Ferreira a Berto 2020 4 az elipsoidni y (13-16 x 12-14) nenapadné X , (8-10 x 5-6) pulmesice ’ ’
nepravidelny
Eimeria curvata R X Vejéity nebo 18,3 x 15,5 s 12,3 %58 Ano, vy¢nivajici, ,
Columbina tal, ! 2 vrst A N N Protéhl N Ano, kompakt
Adriano et al. 2000 OUUmBIA MAPAcott | linsoidni vIstvy (17-19 x 15-17) no ¢ ¢ roiy (11-13 x 5-6) bradavkovity tvar ¢ 110, kompaidnt
Eimeria duculai X e 28 x 25 Ano, Protahly 15,5x7.2 , e Ano, kompaktni, v
Ducula spilorrh Vejcit 2 vrst 1-2 N A @ k k Ni
Varghese 1980 ucula spiorrioa aaty vIstvy (26-31 x 23-27) ¢ nenapadné (14-16 x 6-8) 110, VYTazne, koniekq ¢ membrang
Eimeri rai 20 x 20 Protahly 12x5,5
Vl::;::seg(;z';ol Goura victoria Témer kulovity |2 vrstvy (1922 % 18-21) 1-2 Ne Ne rotaly (10-13 x ’4_6) Ano Ne Ano, kompaktni
Eimeria janovyi - AP . - CLies . . .
Bandyopadhyay f al. 2006 Columba livia Elipsoidni 2 vrstvy 24,3 x 19,8 Ano, 1, kulovité Ne Ne Hruskovity 12,1 x 10,1 Velké Ne Ano, difuzni
Eij ia kapotei 26,1 x 23,5 Al
Chattel;?:::ndagi:;ll 069 Columba livia Téméi kulovity - (24_3’0 N 22:26) 1-2 - 1o Vejéity - Ano - Ano, difuzni
Eimeria labbeana Témeft kulovity 16,7 x 15,3 - 12,4 x6,4 ,
Columba livi 2 vrst A N Al Vejcity A Ni Ano, k akt
Pinto 1928 olumba fivia nebo vejeity |- oY (15-18 x 14-16) 1o ¢ 1o sy (11-14 x 5-7) 1o ¢ 10, kompaxdnt
Eimeria livialis Prodlouzeny 21 x 15 L 10,6 x 6,7 Ano, malé, ) ,
Columba livi 2 vrst N A N Elipsoidni Ni Ano, difi
Alyousif et al. 2009 olumba fivia elipsoidni Vst (1923 x 14— 17) ¢ 1o ¢ tpsordnt (9-12 % 6-8) bradavkovity tvar ¢ 1o, driuzm
Bailiifn;e‘:galr};:n; 015 Zenaida macroura Tir:]j; l\::ljlsi‘t/;/ty 2 vrstvy ( 2;42’2 : ;8; 2) 1-2 Ne Ne Vejéity ( 1122_!144277’.38) Ano, knoflikovity tvar| Ano, kulaté Ano, difuzni
Ei 1 iriensis 19,7 x17,8 12 x 6,6
m};earllfl er[n;t;(r;(r)t]e;mv Nesoenas mayeri | Téméf kulovity |2 vrstvy (18- 2’2 X1 6’- 19) Ne Ne Ne - (814 = é_7) Ano Ano Ano
Eimeria palumbi X | Vejcity nebo 242 x 21,7 , o, 15,3 x 8,1 Ano, bradavkovity ) ,
Zenaida gal 2 vrst N Ano, kulat N Elipsoid: N Ano, difi
McQuistion 1991 enaida galapagoensis clipsoidni vIstvy (22.27 % 19.24) e no, kulaté e ipsoidni (1517 x 8.9) war e no, difuzni
A
Eimeria sphenocercae Treron sphenuris Témeft kulovity 19,2 x 12,6 Ne as m:t(:ické Veigits 17,5 x 12,5 Ano
Ray 1969 Pron sphe ’ nebo elipsoidni (17-25 x 12-15) }f . e (17-19 x 12-14)
s Cepickou
Eimeria turturi . Elipsoidni nebo 26 x 21,6 Protahly Ne .
Streptopelia turt - N N N 11-13 x 6-8 - Ano, difuzni
Golemansky 1979 reptopetia turtur vejeity (23-29 x 18-15) ¢ ¢ ¢ elipsoidni no, driuzm
Eimeria waiganiensi: 24 x22 10 x7
lm\j:r{;;:ezgg{llg;zlm Chalcophaps indica Vejeity 1 vrstva (2225 % 19-23) 2-4 Ne 4-6 Vejéity (9-11 x 6-8) Ano, vyrazné Ano, malé Ano, difuzni
Eimeria zenaidae . . . . . 23,8 x20,3 s 13,1 x7.4 . .
Adriano ef al. 2000 Zeinada auriculata | Téméf kulovity | 2 vrstvy (22-26 % 1922) 1 Ne Ne Protahly (12-14 x 7-8) Ano Ne Ano, difuzni
Eimeria sp. . . L, . 20,2 x 16,1 v Protahly 13 x 6,1 ,
Yang et al. 2016 Columba livia Témer kulovity |2 vrstvy (19-22 % 16.19) Ano Ano Ne vejgity (12-15 % 5-7) Ano Ne Ano, kompaktni
Zenaida 27,6 x 18,2 73x74
DOV P4 Elipsoidni 2 vrst ? > 1-2 N N Kulovity y ? - - Ano, difuzni
alapagoensis ipsoidni vrstvy (26-29 x 18-19) e e ulovity (1-8x7.8) no, difuzni




Priloha 7 Morfologické vlastnosti oocyst rodu Isospora popsanych u pévct (Passeriformes) vyskytujicich se a migrujicich ¢i prilezitostné migrujicich

na ostrovech Galapag (Swash a Still 2005).

Oocysta Sporocysta
Druh Hostitel Tvar Sténa Priumérna velikost [pm] | Polarni granulum | Residuum | Mikropyle Tvar Primérna velikost [pm] SB sSB Residuum
Isospora coerebae 24,7 %233 17,7 x10,9
Coereba flaveola Kulovity 2 vrstvy Ne Ne Ne Kulovity Ano, kulovité Ano Ano, rozptylené
Berto et al. 2011 (23-27 x 21-26) (16-19 x 10-12)
Isospora petrochelidon Petrochelidon Kulovity a2 252%222 . 18,4 % 10,8
o 1 vrstvy Ano Ne Ne Tvar citronu Ano Ano Ano, kompaktni
Stabler a Kitzmiller 1972 pyrrhonata elipsoidni (23-30 x 19,5-25) (16-21,5 x 10x11,5)
Isospora pitiguari ) 26,8 x 25,7 ) 14,4 x 11,6 Ano, granule rozdilnych
Cyclarhis gujanensis Kulovity 2 vrstvy Ne Ne Ne Kulovity Ano, zplostelé Ano .
Lopes et al. 2014 (23-28 x 23-28) (13-15 x 10-13) velikosti
Isospora mccurtainensis ) 21,7 x19,5 o 13,9 x 8,6 Ano, knoflikovity
Piranga rubra Kulovity 2 vrstvy Ano, 1 Ne Ne Elipsoidni Ano Ano, kompaktni
McAllister a Seville 2021 (17-26 x 16-22) (11-16 x 7-10) tvar
21,9 x20,2
MOC G3 Mimus parvulus Kulovity 2 vrstvy Ne Ne Ne Kulovity - - - -
(21-22 x 19-22)
20,4 x 19,5 10,7 x 9,1
MOC G22 Mimus parvulus Kulovity 2 vrstvy Ne Ne Ne Vejéity Ano, malé Ano Ano, kompaktni
(19-20 x 9) (9-11 x 9-8)
22,9 x 20,9 12,8 x 9,6
MOC G23 Mimus parvulus Kulovity 2 vrstvy Ne Ne Ne Vejéity Ano, kulovité Ano Ne
(21-23 x 19-22) (12-13x9)
20,4 x 18,7 13,2x 9,2
MOC P8 Mimus parvulus Kulovity 2 vrstvy Ano, drobna Ne Ne Elipsoidni Ano, kulovité Ano Ne
(19-2 x 17-20) (13-15 x 8-10)
20,0 x 17,4 12,3 x 8,5
MOC P17 Mimus parvulus Kulovity 2 vrstvy Ne Ne Ne Elipsoidni Ano, malé Ano Ne

(21-18 x 16-18)

(10-13 x 7-9)




