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1. UvOD

S nastupem molekularni fylogenetiky musela byt piehodnocena taxonomie fady
parazitickych skupin. Do té¢ doby byla taxonomie zalozena pfedevS§im na morfologickych
znacich, pfipadné zivotnich cyklech parazitt, a spektru jejich hostitelt. Molekularni studie vsak
prokazaly zjevnou flexibilitu biologickych vlastnosti, které byly diive bézné vyuzivany jako
taxonomické markery (Relman a kol., 1996; Barta a kol., 2005; Kvi¢erova a kol., 2008).
Vétsina studii je navic dosud stale zamétena na hospodaisky a 1ékaisky vyznamné skupiny,
a tak velké mnozstvi méné vyznamnych, avSak zajimavych druht a rodi, zistdva opomijeno.
Diusledkem téchto novych poznatkii jsou nejen provedené a ocekévané taxonomické revize, ale
také v mnoha piipadech zcela novy pohled na ptivod a evolu¢ni historii n¢kterych skupin
(vCetné reinterpretace koevoluénich vztahti a vyznamu hostitelské specifity) (Carreno a kol.,
1999; Tenter a kol., 2002; Moore a kol., 2008; Adl a kol., 2012; Kvi¢erova a Hypsa, 2013;
Kvicerova a kol., 2014).

Prvni molekularné-fylogenetické studie v oblasti parazitologie byly zalozeny piedevsim
na fylogenetickych analyzach jediného genu, nejcastéji se jednalo o malou jadernou
podjednotku. Dal$i analyzy ale prokazaly, Ze tento gen je zna¢né konzervativni, a nehodi se
proto pro rekonstrukci fylogenetickych vztahti blizce pfibuznych druht. Naopak
protein-kodujici geny prokazaly mnohem vétsi variabilitu. Nicméné analyza jediného genu
nemusi poskytnout dostatek informaci. Kombinované analyzy nékolika genti ukazaly vice

informaci o evoluéni historii ¢i vnitini genetické struktute paraziti (Tenter a kol., 2002).
1.1. Fylogeneze kokcidii

Apicomplexa jsou v soucasné dobé povazovana za monofyletickou skupinu (Barta a kol.,
1991; Jablonski a kol., 1996). Molekularni studie této skupiny jsou zaméfeny piedevSim
na lékafsky a veterinarné vyznamné patogeny (Morrison a kol., 2004; Kvi¢erova a kol., 2008).
Poté, co bylo prokazano, ze rod Cryptosporidium je blizce ptibuzny gregarinam (Carreno a kol.,
1999), miizeme fici, Ze i skupina Coccidia je monofyleticka (Morrison a Ellis, 1997). Celed
Eimeriidae uz vSak monofyleticka neni, jak dokazuji molekularné-fylogenetické studie.
Kokcidie rodu Eimeria klastruji do n¢kolika hostitelsky specifickych linii (napt. dribezi linie,
krali¢i linie, ¢i linie eimerii parazitujicich u skotu) (Barta a kol., 1997; Morrison a kol., 2004;
Kvierova a kol., 2008). Navic se mezi tyto linie fadi i rod Cyclospora, ktery je morfologicky

zcela odlisny (oocysta obsahuje pouze 2 sporocysty, v kazdé 2 sporozoity), a parazituje



zejména u primati a ¢lovéka (Relman a kol., 1996; Pieniazek a Herwaldt, 1997; Morrison
a kol., 2004; Matsubayashi a kol., 2005).

Dlouho se ptredpokladalo, ze hlodav¢i eimerie tvoii dvé oddélené, vzajemné nepiibuzné
linie (Duszynski, 2001a, b; Morrison a kol., 2004; Matsubayashi a kol., 2005). Zhao
a Duszynski (2000a, b) fylogeneticky analyzovali nékolik druht hlodav¢ich eimerii. Pro prvni
studii (2001a) pouzili plastidovy gen pro ORF470 a jaderny gen pro 18S rRNA. Zjistili, ze
zkoumané hlodav¢i eimerie se rozdélily do dvou samostatnych linii. Zdalo se, Ze morfologicka
podobnost vysporulovanych oocyst kokcidii vyznamnéji odrazi jejich evolu¢ni pfibuznost nez
hostitelska specifita. V pfipadé druhé studie (2001b) pouzili plastidovy gen pro 23S rRNA
a opét gen pro 18S rRNA. Tato studie vsak jiz pfedchozi hypotézu nepotvrdila, jelikoz v ni bylo
pouzito vice druht hlodav¢ich eimerii, které jiz ve tvaru a velikosti oocysty vykazovaly jistou
variabilitu. V obou studiich byly tedy kokcidie rozdéleny na zakladé molekularné-
fylogenetickych analyz do dvou linii. Eimerie z linie A vykazovaly mens$i variabilitu ve tvaru
i velikosti oocyst, nez eimerie z linie B. Obsahovaly reziduum oocysty a 1-2 polarni granula.
Oocysty eimerii linie B byly velmi variabilni, co se tyce tvaru a velikosti, a pfedevS§im
postradaly reziduum. Pfitomnost rezidua oocysty byla tedy klicovym znakem, ktery rozdélil
tyto dvé linie. Podobny fenomén byl pozorovan i u eimerii kralikti. Kvi¢erova a kol. (2008)
analyzovali sekvence malé jaderné podjednotky vsSech dosud popsanych druhit krali¢ich
eimerii. Fylogeneticka analyza tyto eimerie rozdélila do dvou sesterskych linii na zakladé
pfitomnosti ¢i absence rezidua oocysty. Korelace ostatnich morfologickych ¢i biologickych
charakteristik s vyslednou fylogenezi nebyla prokézana. Existence pouhych dvou linii
hlodav¢ich eimerii vSak byla pozd€ji prehodnocena rozsifenim datasetu analyzovanych
sekvenci o dalsi druhy eimerii parazitujici u riznych rodi a ¢eledi hlodaveu (Kvicerova a kol.,

2011; Kvicerova a Hypsa, 2013).

Fylogenetické postaveni isospor bylo pivodné zaloZeno piedev§im na morfologii oocyst
a Zivotnim cyklu, a tak byl tento taxon tradi¢né fazen do skupiny Eimeriidae. Nedavné studie
viak ukazaly, Ze rod Isospora neni monofyleticky, ale parafyleticky. Cetné fylogenetické
analyzy odhalily, Ze vSechny dosud osekvenované isospory parazitujici u savci (Cystoisospora
belli, C. felis, C. ohioensis, C. orlovi, C. rivolta, C. suis, C. timoni) jsou blizce pfibuzné rodim
Toxoplasma, Neospora, Hammondia, Besnoitia a Sarcocystis, tedy rodim zastupujicim celed’
Sarcocystidae. Na zéaklad¢ téchto vysledki byly vSechny savci isospory (t]. 1 ty, které dosud

nebyly osekvenovany) piesunuty mezi Sarcocystidaec a piejmenovany na rod Cystoisospora



(Carreno a kol., 1998; Carreno a Barta, 1999; Morrison a kol., 2004; Barta a kol., 2005;
Samarasinghe a kol., 2008). Carreno a kol. (1998) puvodné navrhovali piefadit cely rod
Isospora mezi Sarcocystidae, a to na zakladé¢ molekularni analyzy pouhych 3 sav¢ich isospor.
Dalsi studie ale prokazaly, Ze isospory parazitujici u ptakad jsou naopak blizce piibuzné
kokcidiim rodu Eimeria. Proto Barta a kol. (2005) navrhli rozdélit rod Isospora na rod
Cystoisospora patfici mezi Sarcocystidae, a rod Isospora nalezici ke skupiné¢ Eimeriidae
(Carreno a kol., 1998; Carreno a Barta, 1999; Franzen a kol., 2000; Duszynski a Upton, 2001;
Morrison a kol., 2004; Volf a kol., 2007; Samarasinghe a kol., 2008).

1.2. Hostitelské specifita kokcidii

Hostitelskou specifitou se rozumi schopnost parazita infikovat urcité spektrum hostitela
a uspésné v nich dokoncit svlij vyvoj. RozliSujeme tzkou (stenoxenni) a Sirokou (euryxenni)
specifitu. Kokcidie s monoxennim zivotnim cyklem jsou zpravidla vysoce hostitelsky
specifické. U heteroxennich kokcidii tomu byva naopak, jelikoZz zivotni cyklus zahrnuje
i mezihostitele, ¢imz se hostitelska specifita miZze zna¢né rozsifovat. Napiiklad Toxoplasma
gondii disponuje velmi §irokou hostitelskou specifitou, nebot’ spektrum mezihostitelii zahrnuje
témét vSechny savce veetné Cloveéka, a dokonce i ne€které druhy ptakt. Nejstriktnéjsi pripady
hostitelské specifity, kdy parazit infikuje pouze jeden hostitelsky druh, se ale vyskytuji jen
velmi vzacné. Hostitelska specifita u rodu Eimeria je pomérné tzka. Jeden druh eimerie
zpravidla parazituje v ramci jednoho hostitelského rodu. Existuji samoziejmé vyjimKy; napf.
Eimeria chinchillae je schopna infikovat az 14 druhii hlodavcu 4 celedi (De Vos, 1970;
Cizkovska, 2003), Eimeria arizonensis 10 druhi hlodavci 2 &eledi (Upton a kol., 1992;
Duszynski a Upton, 2001). Kokcidie rodu Isospora jsou oproti eimeriim méné hostitelsky
specifické. Napt. Cystoisospora rivolta (syn. Isospora bigemina) byla popsana u psovitych,
kockovitych i lasicovitych Selem (Pellérdy, 1974; Levine a Ivens, 1990). Kokcidie rodu
Eimeria i Isospora parazitujici u hraboSovitych hlodavet vykazuji spiSe vyssi hostitelskou
specifitu. Nizs§i hostitelskou specifitou disponuje napt. Eimeria arvicolae, kterd parazituje
u hryzce vodniho (Arvicola amphibius), hrabose polniho (Microtus arvalis) a hrabose sné¢zného
(Chionomys nivalis) (Pellérdy, 1974). Mezi dalsi druhy sniz$i hostitelskou specifitou patii
E. ochrogasteri, E. wenrichi a E. saxei. Tyto druhy parazituji u pievazné severoamerickych
hrabost (Microtus californicus, M. longicaudus, M. mexicanus, M. miurus, M. oeconomus,
M. oregoni, M. pennsylvanicus a M. xanthognathus) (Vance a Duszynski, 1985; Duszynski

a kol., 2007). Studii tykajicich se hostitelské specifity eimerii a isospor u hraboSovitych



hlodavcu je velmi malo, proto tvrzeni, Ze jsou tyto kokcidie Gzce hostitelsky specifické, nemusi
byt pravdivé (Pellérdy, 1974; Levine a Ivens, 1990; Duszynski a kol., 2007; Volf a kol., 2007).
Uroveti hostitelské specifity ovliviiuje Zivotaschopnost, fekundita a zptisob pienosu
parazita. Dale velikost, v€k, pohlavi, vyzivova kondice, chovani, nespecifické imunitni
mechanismy a genetickd vybava hostitele. Dal§im faktorem miZze byt prostfedi, ve kterém
hostitel zije (Joyner, 1982; Duszynski, 1986; Poulin, 2007). Hostitelska specifita eimerii maze
byt také ovlivnéna zptisobem excystace. Naptiklad, obecné se uvadélo, ze oocysty eimerii jsou
rezistentni vici pasobeni proteaz. Studie Wiedmera a kol. (2011) ale poukazala na to, Ze
nékteré eimerie parazitujici u hlodavcu (E. falciformis, E. nieschulzi, E. separata) nejsou proti
travicim enzymum rezistentni. Pepsin dokdZe u téchto druhti narusit sténu oocysty béhem

nékolika hodin.
1.3. Biologie a taxonomie kokcidii

Kokecidie jsou jednobunééni parazité patiici mezi vytrusovce (Apicomplexa). Apicomplexa
ptredstavuji vyznamnou heterogenni skupinu obligatnich intracelularnich parazitd zahrnujici
kokcidie, gregariny, hemosporidie, pirosplasmy a kryptosporidie (Duszynski a Upton, 2001,
Adl a kol., 2012). Charakteristickym znakem této skupiny je pfitomnost tzv. apikélniho
komplexu u jednoho z vyvojovych stadii, zoiti. Tento komplex je tvofen polarnim prstencem,
rhoptriemi, mikronemy, subpelikularnimi mikrotubuly a mikropory. V piipadé gregarin
a kokcidii je charakteristicka ptitomnost kompletniho konoidu, organely lokalizované v piedni
¢asti zoitu. Struktury apikalniho komplexu slouzi k usnadnéni priniku parazita do hostitelské
buiiky nebo k fixaci na jeji povrch.

Kokcidie infikuji ve vét§iné piipadi obratlovce, méné Casto vsSak i bezobratlé zivocichy.
Maji ohromny reprodukéni potencial, z jedné oocysty se miize vytvofit a vyvinout vice nez
1 milion novych oocyst (Long, 1982; Volf a kol., 2007). Krom¢ toho jsou oocysty kokcidii
velmi odolné, zniéit je lze jen velmi nizkymi ¢i naopak velmi vysokymi teplotami, nebo
pisobenim agresivnich chemickych latek (Pellérdy, 1974; Levine a lvens, 1990).

Kokcidie byly jedny zprvnich prvoki pozorovanych mikroskopem. Antonie van
Leeuwenhoek jiz v roce 1674 pozoroval oocysty kokcidie jaterni (E. stiedai) ve zlu¢i kralika
(Duszynski a Upton, 2001). Taxonomie kokcidii prosla v poslednich letech fadou zmén.
Apicomplexa fadime mezi Alveolata. Alveolata tvofi spolu se skupinami Rhizaria
a Stramenopila skupinu SAR (Burki a kol., 2008). Je vSak nutné zdiraznit, ze soucasné

taxonomické zarazeni kokcidii (podle Adl a kol., 2012), uvedené nize, je provizorni, nebot’



nekteré skupiny (napt. Conoidasida) jsou parafyletické — v budoucnu lze tedy opét ocekavat

zmeény:

Eukaryota (Whittaker a Margulis, 1978)
SAR (Burki a kol., 2008)
Alveolata (Cavalier-Smith, 1991)
Apicomplexa (Levine, 1980)
Conoidasida (Levine, 1988)
Coccidia (Leuckart, 1879)
Eucoccidiorida (Leger a Duboscq, 1910)
Eimeriorina (Leger, 1911)
Eimeriidae (Minchin, 1903)

V ramci skupiny Coccidia bylo popsano velké mnozstvi rodl, nejvice jsou vsak
prostudovany rody Eimeria, Isospora, Sarcocystis a Toxoplasma, a to z diavodu svého
hospodarského a medicinského vyznamu. Vyznamna je skupina Eimeriidae, kam se fadi
16 rodl. V této skupiné bylo dosud popséno vice nez 2050 druhtl, z toho ptes 1700 druhii bylo
popsano jako Eimeria a 350 druhu jako Isospora (Long, 1982; Duszynski a Upton, 2001).

1.4. Zivotni cyklus Kokcidii

Zivotni cyklus kokcidii je zalozen na stéidani pohlavnich a nepohlavnich generaci. Muize
byt homoxenni (Eimeriidae), nebo heteroxenni (Sarcocystidae). Vzdy vznika zygota, ze které se
nasledné vyviji oocysta. U homoxennich kokcidii ¢eledi Eimeriidae délime vyvojovy cyklus

na 4 faze: merogonie, gametogonie, sporogonie a excystace (Pellérdy, 1974) (Obr. 1).
1.4.1. Merogonie

Ve staddiu merogonie dochazi k nepohlavnimu mnozeni kokcidii v parazitofornich
vakuolach. Sporozoity se v hostitelské bunice déli na meronty, ze kterych nasledné vznikaji
merozoity napadajici dalSi buniky hostitelského organismu. Proces zacina zvétSovanim bunky
kokcidie v parazitoforni vakuole bunky hostitelského organismu, kde dochazi
k mnohonasobnému dé¢leni jadra parazita. Jadra se nasledné pohybuji smérem k povrchu
merontu a vytvaieji se organely novych paraziti (Cerna, 1983). K merogonii dochazi zpravidla

vicekrat, nez dojde k tvorbé pohlavnich bunék — gamontli. Kazda oocysta muze teoreticky



vyprodukovat az 2520 000 merozoitl, pficemz kazdy znich je schopen se vyvinout

v makrogametu ¢i mikrogamont. Toto Cislo ale byva zpravidla nizsi (Long, 1982).
1.4.2. Gametogonie

Tato faze probihd, stejné jako merogonie, v travicim traktu hostitele. V parazitofornich
vakuolach v bunkach hostitele dochdzi k tvorbé makrogametocyti a mikrogametocytd,
ze kterych vznikaji sami¢i makro- a sam¢i mikrogamety. Pocet vyvijejicich se mikrogamet
prevySuje pocet makrogamet. Mikro- a makrogamety se vyvijeji zvlast’ a do kontaktu piichazeji
jen v prub¢hu fekundace. Jakmile dojde k fekundaci, vznika diploidni zygota, ze které se
nasledné vyviji oocysta. Ta poté vypadne z hostitelské butiky, a prostfednictvim exkrementt
opousti télo hostitele. Oocysta je vyvojové stadium, které poskytuje ochranu proti
mechanickému poskozeni a dovoluje kokcidiim piezit a zistat infekéni po dlouhou dobu

(Pellérdy, 1974; Cerna, 1983; Duszynski a Upton, 2001).
1.4.3. Sporogonie

Ke sporogonii (sporulaci), tedy ke tvorbé sporocyst, dochazi v oocyst¢ po ukonceni
gametogonie. Obsah oocysty vypliuje zprvu cely jeji vnitini prostor. Pozd¢ji se obsah oocysty
shlukuje do kulovitého Utvaru, tzv. sporontu. V dalsi fazi se obsah rozd€luje na sporocysty
obsahujici sporozoity. Pocet sporocyst a sporozoitli v 0oocysté je zakladnim determinaénim
znakem rodt kokcidii (viz kap. 1.3. Determinace kokcidii). Kokcidie rodu Eimeria i Isospora
vzdy sporuluji ve vnéjsim prostiedi, mimo hostitelsky organismus (Pellérdy, 1974; Long, 1982;
Cerna, 1983; Duszynski a Upton, 2001) (Obr. 1).

1.4.4. Excystace

V travicim traktu vhodného hostitele doch&zi kuvoliovani infekénich sporozoiti
ze sporocyst, tzv. excystaci. Na uvoliiovani sporozoita pusobi zejména dva faktory, oxid
uhli¢ity a trypsin se zlu¢i. Oxid uhli¢ity aktivuje enzymy, které zpusobuji naruseni vné&jsi
1 vnitini stény oocysty. Dalsi latky, trypsin a Zlu¢, ovlivituji pfedevS§im pohyblivost sporozoiti
a jejich aktivni anik ze sporocysty. Podstatnymi fyzikalnimi faktory pro uspésnou excystaci
jsou vhodna teplota prostiedi (37 - 40 °C) a pH v rozmezi 7,5 — 8,5.

Vétsina kokcidii je vybavena Stiedovymi télisky, kterd pusobi jako zatky na zazenych
Castech sporocyst. Pfi excystaci dochazi k uvolnéni téchto zatek, a sporozoiti se tak dostavaji

ven ze sporocysty. Jakmile sporozoiti opusti sporocystu a nasledné i oocystu (prostiednictvim



mikropyle nebo §vii na oocyst€), penetruji pomoci organel apikélniho komplexu (rhoptrie,
konoid, mikronemy) do stievnich bun¢k hostitele (vétSina zastupct rodd Eimeria a Isospora),
nebo jsou dopravovani lymfatickou cestou ¢i krevnim fe€istém mimo stievo (napt. Eimeria
stiedai). Poté dochazi k merogonii a cely cyklus se opakuje (Pellérdy, 1974; Long, 1982; Cern,
1983; Duszynski a Upton, 2001; Wiedmer a kol., 2011).

"V hostiteli

Excystace

a —_—
Vnejsi prostiedi

Sporogonie

Obr. 1: Zivotni cyklus kokcidii rodu Eimeria (Duszynski a Upton, 2001).

1.5. Determinace kokcidii

Pro determinaci rodt kokcidii je zasadni urceni poétu sporocyst Vv oocysté a poctu
sporozoiti v jednotlivych sporocystach. Z toho vyplyva, Ze pro determinaci pouzivame jen
vysporulované oocysty. Napiiklad rod Eimeria ma 4 sporocysty, pficemz v kazdé sporocysté
jsou 2 sporozoity. U rodu Isospora je tomu naopak; v oocysté se nachazeji 2 sporocysty, z nichz
kazda obsahuje 4 sporozoity. Rod Cyclospora ma 2 sporocysty, v kazdé 2 sporozoity.
Caryospora obsahuje pouze 1 sporocystu s 8 sporozoity. Nékteré rody (napi. Pfeifferinella,
Schellackia, Tyzzeria) netvoii sporocystu, ale Sporozoiti jsou uvnitt oocysty lokalizovani volng.
Rody Atoxoplasma, Besnoitia, Cystoisospora, Hammondia, Hyaloklossia, Isospora, Neospora,

Nephroisospora, Sarcocystis a Toxoplasma, tvoii vzdy 2 sporocysty po 4 sporozoitech. Rody
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Acroeimeria, Calyptospora a Choleoeimeria tvoii 4 sporocysty po 2 sporozoitech (Long
a Joyner, 1984; Duszynski a Upton, 2001; Berto a kol., 2014). Pro determinaci kokcidii je také
dalezitd spravna identifikace hostitele. Dale zalezi na fazi vyvojového cyklu kokcidie
v hostiteli, lokalité, kde byl hostitel odchycen, ¢i prevalenci infikovanych jedincia (Levine
a lvens, 1990; Duszynski a Wilber, 1997).

Pro identifikaci druhu kokcidie jsou velmi dulezité struktury oocysty (morfologie oocysty):
M¢ti se délka a Sifka oocysty, délka a Sifka sporocysty, a také pomér délky a Sifky oocysty
(tzv. shape-index ratio, SI) i sporocysty. Méfeni se provadi minimalné u 30 — 50
vysporulovanych oocyst. Tvar oocysty neni vzdy spolehlivym znakem. N¢které oocysty se pod
svételnym mikroskopem mohou jevit jako kulaté, coz miize byt zptisobeno pouze nato¢enim
oocysty v zorném poli (Kvicerova a HypSa, 2013). Nicméné nékteré tvary oocyst jsou
specifické, jako napf. hruskovity, cylindricky ¢i lahvovity. Nejcastéjsi jsou oocysty elipsoidniho
a ovoidniho tvaru. Oocysta mize mit hladkou nebo drsnou sténu, pficemz dulezita je také
tloustka stény. Nekteré oocysty mohou mit na sténé i rizné vybézky. Sténa oocysty je
dvouvrstevnd, u nezralych oocyst miize byt obklopena vnéjs$i membranou. Diive se uvadélo, ze
sténa oocysty muze byt i jednovrstevna, nebo tii- ¢i étytvrstevna (Duszynski a Wilber, 1997).
V souc¢asné dobé je pfijiman nazor, ze ,,jednovrstevné stény oocyst nékterych kokcidii jsou ve
skute¢nosti dvouvrstevné, pifi¢emz jedna zvrstev je velmi tenka, Ze pod svételnym
mikroskopem nemusi byt patrna. Dalsim znakem, ktery miuze piispét k determinaci kokcidii, je
barva stény oocysty. Nicméné, barva mulze byt zkreslena V zavislosti na pouzitém
konzervaénim ¢inidle, intenzité svétla ¢i vyberu filtru pouZitého pii mikroskopovani. DlleZitou
determinacni strukturou je ptitomnost mikropyle. Mikropyle se mize nachazet na vnitini nebo
vné&jsi vrstvé stény oocysty, mize byt kryto tzv. pélovou Cepi¢kou, nebo zcela chybét (Obr. 2).
Reziduum oocysty piedstavuje pomérné napadnou strukturu, nachazejici se uvnitt oocysty mezi
sporocystami. Tato struktura mize byt kompaktni nebo rozvolnéna v podobé granul rizného
poctu i velikosti. Dal§im klicovym znakem je ptitomnost Stiedovych a substiedalnich télisek,
jejich rozmér a tvar. Vzacnou strukturou u kokcidii je parastiedalni télisko. Dalsi determinaéni
strukturou je reziduum sporocysty, které mize byt opét kompaktni nebo rozvolnéné. A nakonec
1 na sporozoitech je mozné pozorovat struktury, které ndm mohou usnadnit determinaci
kokcidii, naptiklad refraktilni téliska, jejich tvar a velikost, umisténi jadra ¢i ryhy na sporozoitu
(Kheysin, 1972; Pellerdy, 1974; Duszynski a Wilber, 1997; Berto a kol., 2014).



1.5.1. Rod Eimeria Schneider, 1875

Je nejpocetnéjSim rodem celé skupiny Apicomplexa. Zahrnuje vice nez 1700 popsanych
druht, pti¢emz se predpoklada, Ze jejich skuteény pocet je daleko vyssi (Duszynski a Upton,
2001). Nekteré z nich maji velky ekonomicky a veterinarni vyznam u hospodaiskych zvirat.
Velmi vyznamné jsou napiiklad eimerie dribeze (E. acervulina E. brunetti, E. maxima,
E. mitis, E. mivati, E. necatrix, E. tenella), kralika (E. stiedai), prasat (E. debliecki) ¢i skotu
(E. zuernii) (Pellérdy, 1974).



Obr. 2: Vysporulovana oocysta kokcidie rodu Eimeria: ow — $ifka oocysty; ol — délka oocysty;
pg — polarni granulum; or — reziduum oocysty; row — drsna vnéjsi sténa oocysty; sow — hladka
vnéjsi sténa oocysty; mil — mikropyle na wvné&jsi sténé oocysty; mol — mikropyle
na vnitini sténé oocysty; mc — polova Cepicka; sw — Sitka sporocysty; sl — délka sporocysty; sb
— Stiedovo telisko; ssb — substiedalni télisko; psb — parastiedalni télisko; csr — kompaktni
reziduum sporocysty; dsr — difuzni (rozvolnéné) reziduum sporocysty; sp — sporozoit; prb —
posteriorni refraktilni t€lisko sporozoitu; arb — anteriorni refraktilni télisko sporozoitu; n — jadro

sporozoitu; str — ryhy na sporozoitu (ptevzato z Berto a kol., 2014).
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1.5.2. Rod Isospora Schneider, 1881 a Cystoisospora Frenkel, 1977

U kokcidii rodu Isospora bylo popsano vice nez 350 druhd, pficemz nejvice druhi bylo
popsano u ptaki (Duszynski a Upton, 2001). Taxonomie tohoto rodu jesté neni zcela objasnéna.
Dosud byla zalozena na morfologii oocyst. Na zaklad¢ fylogenetickych analyz vSak bylo
zjiSténo, ze isospory parazitujici u ptakt jsou blizce piibuzné rodu Eimeria, kdezto savéi
isospory jsou blizce piibuzné kokcidiim c¢eledi Sarcocystidae. Proto byl ,vzk#isen* rod
Cystoisospora, patiici do ¢eledi Sarcocystidae, kam byly nasledné pfesunuty vSechny savci
isospory (Carreno a kol., 1998; Carreno a Barta, 1999; Morrison a kol., 2004; Barta a kol.,
2005; Samarasinghe a kol., 2008).

1.6. Vybrani hlodavci jako hostitelé kokcidii

Hlodavce fadime mezi placentdlni savce. Taxonomické Clenéni savel véetné hlodavci
proch&zi neustale fadou zmén. Nejvice zmén probé&hlo v poslednich desitkdch let diky rozvoji
molekularnich metod a fylogenetiky. V soucasnosti je popsano vice nez 5500 druhd savci.

Nejpocetnéjsi skupinou savct jsou hlodavci (Rodentia) (Andéra a Gaisler, 2012).
Taxonomické zatazeni hlodavci (Meredith a kol., 2011; www.itis.gov 1):
Eukaryota (Whittaker a Margulis, 1978)
Unikonta (Cavalier-Smith, 2003)
Opisthokonta (Cavalier-Smith, 1987)
Animalia (Linnaeus, 1758)
Eumetazoa (Butschli, 1910)
Bilateria (Hatschek, 1888)
Deuterostomia (Miller a Harley, 1996)
Chordata (Bateson, 1885)
Vertebrata (Cuvier 1812)
Gnathostomata (Zittel, 1879)

Teleostomi (Bonaparte, 1836)
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Sarcopterygii (Romer, 1955)
Tetrapodomorpha (Ahlberg, 1991)
Tetrapoda (Gaffney, 1979)
Amniota (Haeckel, 1866)
Synapsida (Osborn, 1903)
Therapsida (Broom, 1905)
Mammalia (Linnaeus, 1758)
Theria (McKenna a Bell, 1997)
Eutheria (Huxley 1881)
Boreoeutheria (Luo a kol., 2001)
Euarchontoglires (Murphy, 2001)
Glires (Linnaeus, 1758)
Rodentia (Bowdich 1821)

S vyjimkou bobra a kapybary se jedna zpravidla o zivoc¢ichy malé velikosti. Diky tomu,
kratké genera¢ni dobé¢, a relativné velkému po¢tu mlad’at v jednom vrhu jsou hlodavci dobrymi
modelovymi organismy naptiklad pro ekologické, populacni a fylogenetické studie.

Mezi hlodavce patii 2015 dosud popsanych druhd, pfitomnost kokeidii byla dosud zjisténa
u 280 druhu (13,9 %). Z toho kokcidie rodu Eimeria jsou zastoupeny 415 druhy, kokcidie rodu
Isospora 40 druhy a kokcidie rodu Cyclospora pouze jednim druhem (Duszynski a Upton,
2001; Wilson a Reeder, 2005).

1.6.1. Podceled’ Arvicolinae (hrabosoviti)

Tato skupina hlodavct prosla v poslednich letech mnoha taxonomickymi zménami. Nékdy
se jako vyssi taxon zahrnujici vSechny hrabosSe uvadi ¢eled’ Cricetidae (kieckoviti), naptiklad
dle Andéra a Gaisler (2012). V jinych publikacich jsou hrabosi fazeni do samostatné celedi
Arvicolidae (hrabosoviti) (napt. Chaline a Graf, 1988). Shenbrot a Krasnov (2005) fadi

podéeled’ Arvicolinae do ¢eledi Muridaec (mySoviti). V této praci jsou hrabo$i zatazeni
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do podceledi Arvicolinae a ¢eledi Cricetidae, a to na zakladé poslednich zvetejnénych publikaci
(Li a kol., 2015; Lopez-Garcia a kol., 2015).

HraboSoviti hlodavci jsou rozsifeni na celé severni polokouli. V sou¢asné dobé je popsano
pfes 150 druhd hrabosu celkem z 28 roda (Alticola, Arborimus, Arvicola, Blanfordimys,
Caryomys, Chionomys, Clethrionomys, Dicrostonyx, Dinaromys, Ellobius, Eothenomys,
Hyperacrius, Lagurus, Lasiopodomys, Lemmiscus, Lemmus, Microtus, Myopus, Neodon,
Neofiber, Ondatra, Phaiomys, Phaulomys, Phenacomys, Proedromys, Prometheomys,
Synaptomys a Volemys) (www.iucnredlist.org?). Na tizemi Ceské republiky se vyskytuji pouze

hrabosi rodd Arvicola, Clethrionomys, Microtus a Ondatra (Andéra a Gaisler, 2012).
V této préci uvadim pouze druhy, které byly pifedmétem mého studia.
1.6.1.1. Rod Clethrionomys Tilesius, 1850

U rodu Clethrionomys bylo popsano 7 druhti kokcidii rodu Eimeria (E. cernae,
E. clethrionomyis, E. gallatii, E. marconii, E. pileata, E. rysavyi, E. schiwicki) a 2 druhy rodu
Isospora (l. clethrionomydis, 1. clethrionomysis, I. flateca) (Levine a lvens, 1990; Duszynski
a kol., 2007).

Nornik rudy Clethrionomys glareolus (Schreber, 1780)

Tento druh je rozsifen v Evropé a zapadni Asii, od Velké Britanie az po povodi feky Ob
V Rusku. Chybi naptiklad v jizni ¢asti Pyrenejského a Balkanského poloostrova, v severni ¢asti
Skandinavského poloostrova a pii severnim pobiezi Cerného moie (Obr. 3). U néas se vyskytuje

na celém Gzemi republiky (Andéra a Gaisler, 2012; www.iucnredlist.org®).
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Obr. 3: Areal rozsifeni nornika rudého (Www.iucnredlist.org®).

v

Nejhojné&jsi vyskyt tohoto druhu je v listnatych ¢i smiSenych lesich s bohatym podrostem,
na biezich tekoucich vod, polnich remizcich, v parcich a rakosinach. Jeho potrava je velmi
pestra. Zivi se prevazné rostlinnou potravou (vyhonky rostlin, semena, bukvice, Zaludy), ale
Vv ur¢itém obdobi konzumuje i vétsi mnozstvi zivo¢isné slozky (larvy hmyzu, brouky, pavouky,
zdechliny) (Andéra a Gaisler, 2012).

Nornik rudy se od ostatnich hrabosu li§i pfedevSim zbarvenim, dale pak délkou ocasu
a velikosti usnich boltct. Nornici mivaji usni boltce vétsi a vyraznéjsi, zbarveni hibetu je
od Sedorezavé az po syté rezavou barvu a ocas je vyrazné€ delsi (odpovida asi poloviné délky
téla). Celkova délka téla se pohybuje mezi 80 — 122 mm, delka ocasu 38 — 65 mm a délka
zadniho chodidla 16 — 19 mm (Andéra a Gaisler, 2012).

Latinsky néazev nornika rudého byl v minulosti opakované ménén. Druh byl popséan jako
Clethrionomys (Tilesius, 1850), pozdéji byl nazyvan Evotomys (Coues, 1874), Craseomys
(Miller, 1900), Phaulomys (Thomas, 1905), Neoaschizomys (Tokuda, 1935), Glareomys
(Rasorenova, 1952), a nakonec byl pfejmenovan na Myodes (Pallas, 1811) (Wilson a Reeder,
2005). N&zev Myodes byl ptivodné pouzivan pouze jako neformalni oznaceni pro hraboSovité
hlodavce az do zvetejnéni publikaci Pavlinova (2003, 2006) a Mussera a Carletona (2005).
Latinsky nazev Myodes se nasledné velmi rozsitil, ackoliv nebyl diivod pro ptejmenovani rodu
Clethrionomys. Navic toto pifejmenovani zpusobilo ve védecké sféfe zmatek, protoze Myodes
podle Pallase (1811) zahrnuje rtzné druhy hrabost, nornikd i lumikt. V soucasné dobé je
Myodes povazovan za mladsi synonymum pro rod Lemmus a oznaceni Clethrionomys je opét
pouzivano jako rodovy nazev pro nornika rudého. Platnost tohoto nazvoslovi je potvrzena

komisi ICZN (International Commission on Zoological Nomenclature) (Tesakov a kol., 2010).
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S timto prohlaSenim ale nesouhlasi Carleton a kol. (2014). Ve své studii zdivodiuji, pro¢ by
jedinym platnym rodovym nazvem pro nornika mél byt Myodes. Je tedy mozné, Ze nazev

Clethrionomys bude v nasledujich letech opét nahrazovan nazvem Myodes.
1.6.1.2. Rod Microtus Schrank, 1798

U rodu Microtus bylo dosud popsano 37 druhti kokcidii rodu Eimeria (E. abuschevi,
. arvicolae, E. bicrustae, E. chetae, E. chudatica, E. coahulliensis, E. correptionis,

cubinica, E. cusarica, E.derenica, E. dzulfaensis, E. gomurchaica, E. gregalica,

E

E

E. guentherii, E. hadrutica, E. iradiensis, E. iwanoffi, E. kolabski, E. kolanica, E. kotuji,
E. luteola, E. majorici, E. micropiliana, E. microtina, E. middendorfi, E. monocrustae,
E. ochrogasteri, E. pitymydis, E. primbelica, E. saxei, E. schelkovnikovi, E. strakonicensis,
E. subsimi, E. taimyrica, E. tamiasciuri, E. tolucandensis, E. wenrichi, E. zuvandica), 3 druhy
rodu Isospora (I. arvalis, 1. mcdowelli, 1. mexicanasubsimi) a 1 druh rodu Caryospora

(C. microti) (Levine a Ivens, 1990; Koudela a Vitovec, 1994).
Hrabos polni Microtus arvalis (Pallas, 1778)

Tento druh je rozsiten v celé¢ Evropé kromé Anglie, Skandinavie a ¢asti Sttedomoii. Jeho
areal nepiekracuje pohoii Ural (Obr. 4). U nés se vyskytuje na celém Gzemi republiky (Andéra

a Gaisler, 2012; www.iucnredlist.org®).
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Obr. 4: Areal rozsifeni hrabose polniho (www.iucnredlist.org®).
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Typickou lokalitou hrabose polniho je kulturni step. Obecné obyva sucha stanovisté
Vv oteviené krajin¢ ¢i polnich remizcich. Potrava je hlavné rostlinnd a zahrnuje pfevazné
obiloviny a dalsi polni plodiny. Vyjime¢né se Zivi drobnymi bezobratlymi zivoCichy (Andéra
a Gaisler, 2012).

Hrabos polni ma Sedavé zbarveni téla a ptiléhavé, malé usni boltce. Ve srovnani s nornikem
ma kratsi ocas (21 — 50 mm), a s hrabosikem podzemnim ma v¢étsi o¢i (cca 3 mm). Hrabo$ polni
ma navic nepigmentovana zadni chodidla, ¢imz se 1isi od hraboSe mokiadniho. Celkova délka
téla se pohybuje od 80 do 130 mm a délka zadniho chodidla je 13 — 18 mm (Andéra a Gaisler,
2012).

Hrabo$ mokiadni Microtus agrestis (Linnaeus, 1761)

Tento hraboS$ je rozSifen od zapadni Evropy po Bajkal. Na rozdil od hrabose polniho se
vyskytuje ve Velké Britanii i na Skandindvském poloostrové. Nevyskytuje se ve Sttedomoti ani
na pobiezi Cerného moie (Obr. 5). V Ceské republice se vyskytuje v hojné mite, ackoliv byl

u nas difve povazovan za vzacny druh (Andéra a Gaisler, 2012; www.iucnredlist.org®).

Rome Istanbul

Madrid Ankara Beijing

Athane

Obr. 5: Aredl rozsiteni hrabose mokfadniho (www.iucnredlist.org®).

Jeho hlavnim biotopem jsou podmacené, nekosené louky, raselinisté, baziny, vlhké lesni
paseky ¢i biehy stojatych a tekoucich vod. Vyhledava chladnéjsi mikroklima. Hrabo§ moktadni
konzumuje traviny, vyhonky rostlin, lesni plody, a vyjimecné také larvy dvoukiidlého hmyzu
(Andéra a Gaisler, 2012).

Hrabo§ mokfadni se od hraboSe polniho 1isi zejména usnimi boltci, které jsou fidce
ochlupené dlouhymi chlupy, a tmavé pigmentovanymi zadnimi chodidly. Zbarveni byva Sedavé

s pfimési Cernych chlupd. Celkova délka téla se pohybuje mezi 95 — 134 mm. Délka ocasu
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odpovida 32 — 51 mm a delka zadniho chodidla je ptiblizn¢ 16,8 — 20,2 mm (Andéra a Gaisler,
2012).

Hrabosik podzemni Microtus subterraneus (de Selys-Longchamps, 1836)

Hrabosik podzemni je rozSifen od severozapadni Francie po Ukrajinu. V Estonsku
a zapadni casti Ruska se vyskytuje izolovana populace. Tento druh se prakticky nevyskytuje
ve Stiedomofi, ve Velké Britanii a Skandinavii (Obr. 6). Na uzemi Ceské republiky je rozsifen
spiSe mozaikovité, na nékterych lokalitich zcela chybi (Andéra a Gaisler, 2012,

www.iucnredlist.org®).
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Obr. 6: Areal rozsifeni hrabosika podzemniho (Www.iucnredlist.org®).

Tento hrabo$ obyva nejriizné;jsi stanovisté. Od zarostlych biehli vodnich tokt i nadrzi aZ po
horské louky, pastviny, luzni lesy a buciny, piikopy podél cest, rumisteé, zahrady, sady i pole.
Zékladni slozkou potravy jsou zelené Casti rostlin, dale pak kvéty, semena, plody, kotfeny
a oddenky (zalezi na ro¢nim obdobi) (Andéra a Gaisler, 2012).

Jedna se o malého hrabose Sedavé barvy, ktery se vyznacuje drobnyma o¢ima (1 — 2 mm).
Na zadnim chodidle miva pouze 5 mozold, na rozdil od ostatnich hrabost, ktefi maji mozoli
zpravidla 6. Celkova velikost dospélého jedince je 82 — 105 mm. Délka ocasu se pohybuje mezi

24 — 32 mm a délka zadniho chodidla zpravidla nepfesahuje 15,5 mm (Andéra a Gaisler, 2012).
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Hrabos pospolity Microtus socialis (Pallas, 1773)

Jedna se pfevazné o asijsky druh hrabose. Na tizemi Evropy se nachéazi pouze v oblasti
poloostrova Krym. Na asijském uzemi je rozsifen v oblasti Blizkého a Stfedniho vychodu
(Turecko, Irak, fran). Dale se pak vyskytuje pii pobiezi Kaspického mote (Azerbajdzan)
a v Kazachstanu (Obr. 7). V Ceské republice se tento druh nevyskytuje (Andéra a Gaisler,
2012; www.iucnredlist.org”).
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Obr. 7: Areal rozsifeni hrabose pospolitého (Www.iucnredlist.org’).

Obyva louky, paseky, okraje lest a poli. Hlavnim zdrojem potravy hrabose pospolitého jsou
obiloviny a luténiny, piileZitostné se zivi hmyzem a mékkysi (www.ecosystema.ru®).
Hrabos pospolity je zbarven $edavé az Zlutavé. Celkova délka téla ¢ini 80 — 120 mm. Délka

ocasu odpovida ptiblizné étvrting délky téla (www.ecosystema.ru).
Hrabos$ hospodarny Microtus oeconomus (Pallas, 1776)

Hrabo$§ hospodarny ma velmi rozsahly aredl. Vyskytuje se od severovychodniho Némecka
az po Kamcatku. Dale je rozsifen na AljaSce a v severozapadni Kanadé (Obr. 8). V Evropé
navic existuje nékolik izolovanych populaci, a to na Gzemi Nizozemi, Madarska, jizniho
Norska a jizniho Finska. V Ceské republice nebyl vyskyt tohoto druhu dosud zaznamenan

(www.iucnredlist.org®).
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Obr. 8: Areal rozsifeni hrabose hospodarného (www.iucnredlist.org®).

Tento hrabo§ obyva Siroké spektrum stanovist, nejcastéji vSak tundru a tajgu. Daéle se
vyskytuje v lesostepnich oblastech a v blizkosti jezer, potoku a fek. Tito hrabosi jsou striktnimi
herbivory. V jejich jidelni¢ku ptevladaji traviny (ostfice, titina), dale pak konzumuji mechy,
ligejniky a zakrslé dfeviny (vrba) (www.animaldiversity.org'?).

Zbarveni tohoto hraboSe se pohybuje od Sedavé do syté hnédé. Svrchu byva tmavy
a zespodu vyrazné¢ svétly. Celkova délka téla je 118 — 226 mm. Délka ocasu odpovida piiblizné

30 % celkové délky t&la (www.animaldiversity.org®).
Hrabos$ vychodoevropsky Microtus levis (Miller, 1908)

Druh je rozsiten na jihu Finska, Balkanském poloostrové, v Bélorusku, Ukrajiné, Turecku,
severni ¢asti franu, pii pobiezi Cerného mote a v evropské ¢asti Ruska az po Bajkal (Obr. 9).
Mezi lety 1920 — 1960 byl zavleden na souostrovi Spicberky ziejmé zasobovaci lodi ruské
téZebni spole¢nosti. V soucasné dobé je jedinym zastupcem drobnych savcu Zijicich na tomto
souostrovi. Na tizemi Ceské republiky se tento druh hrabose nevyskytuje (www.npolar.no®;

www.iucnredlist.org*?).
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Obr. 9: Aredl rozsifeni hrabose vychodoevropského (www.iucnredlist.org'?).
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Tento hrabo$ preferuje louky ¢i kulturni step. Obecné obyva oblasti s hustou vegetaci.
V jiznich ¢astech aredlu se vyskytuje na vlhkych stanovistich v blizkosti ek a jezer. Strava se
prilis§ nelisSi od stravy ostatnich hrabosu. Vzdy zavisi na typu lokality ¢i stanovisté
(www.npolar.no*b).

Hrabo$ vychodoevropsky mé Sedohnédé zbarveni a diive byl mylné povazovan za hrabosSe
polniho. Délka jeho téla se pohybuje mezi 100 — 160 mm. Ocas odpovida pfiblizn¢ tretiné
celkové délky téla (www.npolar.no'?).

Druhovy nazev tohoto hrabose se v odborné literatute Casto 1isi. Nejvice je rozsifen nazev
M. levis (Miller, 1908) a M. rossiaemeridionalis (Ognev, 1924). Dal§imi synonymy jsou
M. subarvalis (Meyer, Orlov a Skholl, 1972), M. epiroticus (Ondrias, 1966), M. caspicus
(Ognev, 1950), M. ghalgai (Krassovsky, 1929), M. muhlisi (Neuh&user, 1936), M. relictus
(Neuhduser, 1936) a M. rhodopensis (Heinrich, 1936) (Wilson a Reeder, 2005).

1.6.1.3. Rod Arvicola Lacépede, 1799

U rodu Arvicola byly dosud popsany 4 druhy kokcidii rodu Eimeria (E. batabatensis,
E. bohemica, E. talischaensis, E. terrestris), a 1 druh rodu Isospora (l. batabatica) (Levine
a lvens, 1990).

Hryzec vodni Arvicola amphibius (Linnaeus, 1758)

Hryzec vodni je rozsifen od zdpadni Evropy, vyjma Irska a Pyrenejského poloostrova, az po
Bajkal. Areal vyskytu zasahuje i do Malé Asie (Obr. 10). U nas se vyskytuje na celém Gzemi
republiky (Andéra a Gaisler, 2012; www.iucnredlist.org'?).

Obr. 10: Areél rozsifeni hryzce vodniho (www.iucnredlist.org®3).

20



Dominantnim biotopem tohoto hlodavce jsou zarostlé bichy rybniki, potoku ¢i fek. Dalsim
stanovistém jsou moktady, piipadné raselinisté. Z toho vyplyva, Ze je vazan na vodni prostiedi.
Hlavnim zdrojem potravy jsou zelené cCasti rostlin, kofeny, cibule a oddenky (v zavislosti
na ro¢nim obdobi). O podilu Zivo¢isné slozky se vedou diskuse (Andéra a Gaisler, 2012).

Hryzec vodni je zbarven do syté hnédé az tmaveé hnédé. Ve srovnéni s ostatnimi hrabosi ma
delsi tmavy ocas (65 — 110 mm) a na zadnich chodidlech mé zpravidla 5 mozoli (stejné jako
hrabosik podzemni). Na bocich mé tento hrabos velké pachové Zlazy. Celkova délka téla
dospélého jedince se pohybuje okolo 140 — 190 mm, délka zadniho chodidla dosahuje az
31 mm (Andé¢ra a Gaisler, 2012).
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2. CILE PRACE

Cilem této prace bylo studium kokcidii a jejich fylogenetickych vztahi u hlodavcii

z podéeledi Arvicolinae. Pomérné rozsahla studie tohoto typu (rozsahlé sbéry dat) by méla

prokazat, zda se ve fylogenetickych vztazich kokcidii u hraboSovitych hlodavci vyskytuje

podobny trend jako u kokcidii hlodavci rodu Apodemus, tj. zda eimerie hraboSovitych tvoii

nékolik na sobé& nezavislych linii.

Pro spInéni cilti prace jsem pouzila Sirokou $kalu metod, a to od samostatné prace v terénu,

zasad odbéru vzorkl a parazitologického vysetfeni v laboratofi, ptes mikroskopii a molekularni

metody az po analyzy pocitaovym softwarem.

K dosazeni cili prace bylo zvoleno nékolik dil¢ich krok:

X/
L X4

Provést odchyty hrabosovitych hlodavct, identifikovat odchycené jedince, provest
jejich pitvu a odbér vzorki trusu.

Parazitologicky vysetfit trus pomoci flotaéni metody a mikroskopie, detekovat
piitomnost kokcidii (pfedevsim rodt Eimeria a Isospora).

Zhodnotit vyskyt kokcidii u odchycenych hlodavct.

Izolovat DNA kokcidii z pozitivnich vzorka trusu, PCR amplifikovat vybrané geny,
ptipravit vzorky k odeslani na sekvenaci.

Zpracovat ziskana data molekul&rnimi a fylogenetickymi programy.

Rekonstruovat fylogenetické vztahy kokcidii ziskanych z hrabosovitych hlodavci,

interpretovat tyto vztahy a jejich zavislost na druhu hostitele ¢i geografii.
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3. METODIKA
3.1. Odchyty hlodavci

Odchyty byly uskute¢nény v 11 zemich Evropy a Asie v letech 2013 — 2014. Hlodavci byli
chytani do dfevénych sklapovacich pasti kladenych ve volné pfirodé. Navnadou byl nejcastéji

kousek hadru napustény olejem z rybi konzervy, piipadné sadlo, pastika ¢i kousek salamu.
3.2. Identifikace hlodavca

Hlodavci byli ur¢ovani ptimo v terénu podle urcovaciho kli¢e (Dungel a Gaisler, 2002). Pro
spravnou determinaci je zapotiebi v§imat si velikosti usniho boltce (v pfipadé hrabosu i osrsténi
uSniho boltce), délky zadniho chodidla, po¢tu mozoli na zadnim chodidle, délky ocasu
ve vztahu k délce téla, velikosti oka a zbarveni srsti. V neposledni fadé je vhodné brat zietel

i na charakter stanoviste.
3.3. Odbér biologického materialu

Kazdému odchycenému jedinci bylo odstfihnuto nékolik prst, pfipadné ¢ast ocasu, pro
izolaci genomové DNA a nésledné molekularni analyzy. Material byl uchovéan v absolutnim
etanolu. Kazdy odchyceny hlodavec byl také vySetfen na ptitomnost ektoparazitl (vS$i, roztoci,
blechy, klist'ata) vyCesanim srsti zubnim kartackem.

U odchycenych hlodavct byla provedena pitva, pii niz bylo z téla vyjmuto slepé stievo
a Cast traéniku s formovanymi bobky. Tento biologicky material byl vlozen do vzorkovnice
se 4% vodnym roztokem dichromanu draselného (K2Cr207). Tento roztok slouzi jako
konzervacni ¢inidlo. Oocysty jsou schopny v roztoku sporulovat, jsou-li splnény i dalsi
podminky — pokojova teplota a pfitomnost kysliku. Oocysty vydrzi v dichromanu

zivotaschopné a infek¢ni i nékolik let (Duszynski a Wilber, 1997).
3.4. Koprologické vySetieni

Vysetfeni trusu a ¢asti stfeva odchycenych hlodavci jsem provadéla standardni
parazitologickou metodou, flota¢ni metodou. Nejprve jsem sestrojila flotaéni aparaturu
sloZzenou ze stojanu, kuchynského sitka a trychtyfe. Trus jsem zhomogenizovala, a ¢ast jsem
ptelila pfes sitko do zkumavky. Zkumavku jsem nésledné dolila vodou a centrifugovala
10 minut p#i 2500 rpm. Po odstranéni supernatantu jsem sediment promichala se Sheatherovym

cukernym roztokem o hustoté 1,30 a opét centrifugovala za stejnych podminek. Diky rozdilné
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hustoté a vlastnostem Sheatherova cukerného roztoku byly po centrifugaci lehké oocysty
vyneseny (vyflotovany) na povrch roztoku, zatimco neéistoty klesly na dno (Sheather, 1923).
Cast povrchové blanky jsem pienesla na podlozni sklo a mikroskopovala svételnym
mikroskopem Olympus CX31 pii zvétseni 20 x 10 a 40 x 10. V ptipad¢, Ze byl vySetfovany
vzorek pozitivni na kokcidie, byla klasifikovana intenzita infekce na zakladé mnozZstvi oocyst
v zorném poli pii zvétSeni 20 x 10. Jedna se o tzv. semikvantitativni metodu stanoveni intenzity
infekce (Thienpont a kol., 1979):

1 -5 oocyst + slaba infekce
6 — 10 oocyst ++ stfedn¢ silna infekce
11 — 50 oocyst +++  silnd infekce

vice nez 50 oocyst  ++++ velmi silna infekce

3.5. 1zolace DNA kokcidii
3.5.1. Priprava vzorku pied izolaci

Pied samotnou izolaci DNA kokcidii bylo nutné vzorek trusu zhomogenizovat a odstranit
dichroman draselny, ktery plsobi jako inhibitor PCR. Pfiblizn€¢ 250 pl vzorku bylo
ptepipetovano do mikrozkumavky a centrifugovdno 5 minut pifi rychlosti 13 300 rpm.
Supernatant byl nasledné odstranén a k peletu na dné zkumavky bylo ptidano 250 pl
kohoutkové vody. Obsah zkumavky byl nasledné dikladné promichan. Vzorek byl poté opét
centrifugovan za stejnych podminek, nasledné odstranén supernatant, k peletu opét pfidano
250 pl kohoutkové vody, vzorek promichan a znovu centrifugovan. Toto promyvani vzorku se
opakovalo tak dlouho, dokud nebyl dichroman draselny odstranén (tj. dokud supernatant

neziistal bezbarvy).
3.5.2. lzolace DNA

Genomova DNA kokcidii byla izolovana komerénim kitem FastDNA SPIN Kit for Soil
od firmy MP Biomedicals, podle piilozeného navodu vyrobce. Zjednodusené se jednalo
0 rozbiti oocyst pomoci bead-beateru (homogenizatoru FastPrep od firmy MP Biomedicals)
za pomoci sklenénych kuli¢ek o rizné velikosti, a navazani uvolnéné DNA na tzv. Binding
Matrix. Vzorek byl dale filtrovan a centrifugovan na kolonkach. Na takto pfipraveny vzorek
byla napipetovana DES (ultracista voda), do které se po nasledné centrifugaci uvolnila

vyizolovana DNA.
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3.6. Molekularni identifikace hostitelu

Nékteré z odchycenych hrabosovitych hlodavci bylo mozné v terénu uréit pouze do rodu,
jelikoz druhovéd determinace byla obtiznd (napf. u juvenilnich ¢i subadultnich jedinci,
zmoklych jedinct apod.). Proto jsem u takovych zvirat provedla molekularni determinaci;
komer¢nim Kitem DNeasy Blood & Tissue Kit od firmy QIAGEN jsem izolovala genomovou
DNA z odstfizenych prstd, a pomoci primera specifickych pro hraboSovité hlodavce (Tab. 1)
jsem amplifikovala mitochondriélni gen pro cytochrom b oxidazu (CYB) (Jaarola a Searle,
2002). Vzorky jsem poté enzymaticky piecCistila a odeslala do komeréni laboratore SEQme
s.r.o. na sekvenaci. Vysledné sekvence jsem poté porovnala pomoci algoritmu BLAST se

sekvencemi v databazi GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov4).

Nékteré vzorky nebyly ur€eny ani touto metodou, a to z diavodu absence biologického
materialu.

Tab. 1: Sekvence primert pouzitych pro amplifikaci mitochondrialniho genu pro CYB.

Primery

Gen Forward (L14727-SP) Reverse (H15915-SP)

CYB | 5--GACAGGAAAAATCATCGTTG -3¢ 5‘-AACTGCAGTCATCTCCGGTTTACAAGAC -3¢

3.7. Geny pouZité pro fylogenetické analyzy kokcidii, primery, PCR

Pro amplifikaci jsem pouzila gen pro malou jadernou podjednotku (dale jen SSU)
a mitochondrialni gen pro cytochrom c¢ oxidazu | (déle jen COI). SSU je hojné vyuZzivana pro
rekonstrukce fylogenetickych vztaht, ale na rozdil od mitochondrialnich genti nevykazuje tento
gen dostate¢nou variabilitu — je vice konzervativni, a tak neni vhodny pro blizce ptibuzné druhy
(Tenter a kol., 2002). Pro PCR jsem pouzila specifické primery (Tab. 2) uréené pro amplifikaci
~1800 bp SSU a ~800 bp COI apikomplex.

Tab. 2: Sekvence primerti pouzitych pro rekonstrukci fylogenetickych vztahti kokcidii.

Primery
Gen Forward Reverse
SSU | 5'-GAAACTGCGAATGGCTCATT-3¢ 5¢-CTTGCGCCTACTAGGCATTC-3¢
COIl | 5°--GGTTCAGGTGTTGGTTGGAC-3¢ 5°-ATCCAATAACCGCACCAAGAG-3¢
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Polymerazova fetézova reakce probihala v celkovém objemu 25 pl za standardnich

podminek, s nésledujicim objemem jednotlivych slozek:

e 2.5 ul pufru (10x PCR buffer, 15mM MgCl2; Qiagen)

e 2.0 ul vyizolované DNA

e 1,0 pl nukleotidii (dANTPs; 10 mM roztok - 2,5 mM kazdé baze)
e 0,5 ul forward primeru (25 pmol/ul; Generi Biotech)

e 0,5 ul reverse primeru (25 pmol/ul; Generi Biotech)

e 0,2 ul HotStarTaq DNA polymerazy (5 U/ul; Qiagen)

e 18,3 ul PCR H20

Za pomoci termocycleru byla nasledn¢ amplifikovana DNA. Program pro amplifikaci DNA
fragmentd SSU byl zahajen krokem denaturace pii 95 °C po dobu 15 minut. Poté program
pokracoval 30 cykly, kdy kazdy cyklus zacinal procesem denaturace pii 92 °C po 45 sekund,
nasledoval annealing (nasedani primeru) pii 53 °C po 45 sekund a cyklus konéil elongaci pii
72 °C po 90 sekund. Amplifikaéni proces byl zakoncen finalni extenzi pti 72 °C po dobu
10 minut. Iniciacni fize denaturace programu pro amplifikaci DNA fragmenti COI probihala
pii 95 °C po dobu 15 minut. Poté program pokracoval 35 cykly, kdy byl kazdy cyklus zahajen
procesem denaturace pii 94 °C po dobu 45 sekund, nésledoval annealing pii 55 °C po
45 sekund a cyklus koncil elongaci pii 72 °C po dobu 60 sekund. Amplifika¢ni proces byl
zakoncen finalni extenzi pii 72 °C po dobu 10 minut. Vysledek PCR reakce byl vizualizovan
elektroforézou na 1% agarézovém gelu pti napéti 100 V, s pouzitim barviva Sybr Green, a 1kb
markeru (GeneRuler 1kb DNA Ladder, Thermo Scientific). Vysledek elektroforézy

na agar6zovém gelu byl vizualizovan pomoci UV transiluminatoru.
3.8. Sekvenace, Uprava a zpracovani sekvenci

PCR produkty o pozadované velikosti jsem enzymaticky precistila pomoci 0,2 pl Exo |
(exonucledza | ziskana z E. coli) a 0,2 pl FastUp (alkalicka fosfatdza). Nasledné byly takto
precisténé produkty zaslany na sekvenaci do komerénich laboratoifi Macrogen Inc. nebo
SEQme s.r.o. Vystupni data ze sekvenatoru jsem kontrolovala a ofezavala v programu
Sequence Scanner, software 2.0 (www.appliedbiosystems.com®®). Identifikace ziskanych
sekvenci probihala na zakladé porovnavani se sekvencemi ulozenymi v databdzi GenBank
pomoci algoritmu BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov4). Sekvence vzorku ziskané pomoci

forward primeru a reverse primeru byly poté zkompletovany (slozeny v jednu sekvenci daného
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vzorku) programem SegMan (DNA STAR, Inc.). V programu EditSeq (DNA STAR, Inc.) byl

protein-kddujicim sekvencim (tj. COI sekvencim) zkontrolovan a piipadné upraven éteci ramec.
3.9. Fylogenetické analyzy
3.9.1. Alignment

Z databaze GenBank (www.ncbi.nIm.nih.gov!¥) byly vybrany sekvence SSU kokcidii rodi
Besnoitia, Caryospora, Cyclospora, Cystoisospora, Eimeria, Hammondia a Isospora z plazi,
ptakt, obojzivelnikii a savct (Tab. 5v Pfiloze), a sekvence COI kokcidii rodi Eimeria
a Isospora z ptaku, obojzivelnikti a savci (Tab. 6 v Piiloze). Z téchto sekvenci byly vytvotfeny
datasety ve formé textovych soubort (tzv. FASTA formét). Ty byly alignovany programem
BioEdit (Hall, 1999) pomoci algoritmu ClustalW (Thompson a kol., 1994), ptipadné
programem MAFFT (Katoh a kol., 2005) za pouziti metody G-INS-i (algoritmus
Needleman-Wunsch). SSU sekvence byly alignovany jako nukleotidy, COIl sekvence byly
alignovany jako proteiny. Vysledny alignment byl manualné zkontrolovan a ofezan piiblizné do
délky 900 bp u SSU a 680 bp u COI.

3.9.2. Rekonstrukce fylogenetickych vztahi

Finalni alignmenty sekvenci SSU a COI byly ulozeny ve forméatech fasta (Bioedit v7.2.5:
Hall, 1999) a nexus (SeaView v4.3.5: Gouy a kol., 2010). Soubor ve formatu nexus byl
nasledné exportovan do programu MrBayes v3.2 (Ronquist a kol., 2012), ve kterém byl
spocitan vysledny fylogeneticky strom. Pro analyzu byl pouZit evoluéni model GTR + T' + I.
Mcmc byl specifikovan pro 10 miliont generaci s frekvenci sbéru kazdych 500 generaci,
burn-in byl nastaven na 25 %. Vysledné stromy byly vizualizoviny programem TreeView
v1.6.6 (Page, 1996).
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4. VYSLEDKY
4.1. Lokality odchytu hlodavcu

Vzorky analyzované v této praci pochazeji z nékolika lokalit Ceské republiky a dalsich
10 zemi Evropy a Asie. Na uzemi Ceské republiky jsem provadéla odchyty na Plzefisku
a Ceskobudgjovicku. Dale jsem provadéla odchyty spolu s Annou Mécovou na 3 lokalitach
Vv Srbsku. Krom¢ hrabost a nornikti (Tab. 3) bylo odchyceno i mnoho mysic, které vSak nejsou

pfedmétem mého studia.

Tab. 3: Prehled hlodavcu studovanych v rdmci této préace.

Cesky nizev Latinsky nazev
Nornik rudy Clethrionomys glareolus
Hrabo$ polni Microtus arvalis

Hrabo$§ moktadni | Microtus agrestis

Hrabosik Microtus subterraneus

podzemni

Hrabos pospolity | Microtus socialis

Hrabos Microtus oeconomus
hospodarny

Hrabos Microtus levis
vychodoevropsky

Hryzec vodni Arvicola amphibius

4.1.1. Odchyty v CR

V Ceské republice bylo odchyceno celkem 117 nornikéi, 40 hrabosi a 1 hryzec. Odchyty
probihaly v Plzefiském, Jihogeském, Zlinském, Pardubickém, Usteckém a Karlovarském kraji,

a v kraji Vysocina (Obr. 14 v Piiloze).
Plzenisky kraj

V Plzeniském kraji jsem provadéla odchyty na 5 lokalitach, a to mezi obcemi PleSnice
a Jezna u vodni nadrze Hracholusky, dale u obce Bdenéves, v okoli obce Tymakov a Sténovice,

a VvV PoSumavi v blizkosti vodni nadrze Nyrsko. Pasti jsem kladla do ktovin podél poli
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S kulturnimi plodinami, podél vodnich tokl a na okraj listnatého lesa (Obr. 16 v Piiloze).
Celkem jsem v tomto kraji odchytila 81 norniki rudych (C. glareolus), 11 hrabost polnich
(M. arvalis) a 1 hrabose mokiadniho (M. agrestis). Prevalence kokcidii u hraboSovitych

hlodavcu zde ¢inila 33 %.
Jihocesky kraj

Odchyty v Jihogeském kraji jsem provadéla na 3 lokalitich: v Ceskych Budg&jovicich,
u obce Li¢ov mezi Kaplici a BeneSovem nad Cernou, a na terénni stanici Botanického Ustavu
AV CR v Tieboni u obce Luznice. V Ceskych Budgjovicich jsem pokladala pasti v oblasti
byvalé sklddky nedaleko Piirodovédecké fakulty JihoCeské univerzity. U LiCova jsem
provadéla odchyty na biehu feky Cerné a na okraji pfilehlého listnatého lesa. Na terénni stanici
Botanického ustavu AV CR jsme provadéli odchyty pod vedenim Jany Kvierové v ramci
kurzu terénni parazitologie. Pasti byly kladeny na okraji listnatého lesa, v polnich remizcich,
Vv kfovinach na okraji luk a na biehu feky Luznice. Dalsi lokalitou byl piimo areal Jihoceské
univerzity v C. Budg&jovicich a ptilehlé okoli. Do Zivochytnych pasti, které zde pokladala Anna
Maicova za tcelem odchytu Zivych mysSic, se obCas chytil 1 hrabos. Na stejné lokalit¢ chytala
Tereza Dikosova do zivochytnych pasti hrabose. Hrabosi, ktefi neptezili tyto odchyty, se stali
soucasti mé bakalarské prace. Odchyty pak jesté provadéla Anna Macova u Veseli nad Luznici
a Jan Stefka u obce Dubiéné. V tomto kraji bylo celkem odchyceno 26 nornik rudych
(C. glareolus), 11 hrabost polnich (M. arvalis), 3 blize neureni hrabosi (Microtus sp.)
a 1 hryzec vodni (Arvicola amphibius). Prevalence kokcidii u hraboSovitych hlodavet v tomto
kraji byla 42 %.

Zlinsky kraj

Ve Zlinském kraji sbéry provadéla Anna Macova u Bysttice pod Lopenikem. Podafilo se ji
odchytit 4 hrabose polni (M. arvalis). Odchyty probihaly na okraji podmacené louky v blizkosti

smiSeného lesa. Hrabosu infikovanych kokcidiemi zde bylo 75 %.
Pardubicky kraj

V tomto kraji provadéla odchyty Jana Rihova. Odchyty probihaly v blizkosti vodni nadrze
Hamry u obce Hlinsko. Odchycen byl 1 hrabos polni (M. arvalis). Trus tohoto hrabose nebyl

pozitivni na kokcidie.
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Ustecky kraj

Vzorky z Usteckého kraje pochéazeji z kazdoro¢niho monitoringu drobnych savci
ve stanovenych kvadratech v okoli Litvinova (projekt F. Sedlacka a V. Bej¢ka). Podatilo se
odchytit 5 nornikd rudych (C. glareolus) a 3 hrabose mokiadni (M. agrestis). VSechny vzorky
odchycenych hrabosovitych hlodavcu byly pozitivni na kokcidie.

Karlovarsky kraj

V Karlovarském kraji provadéla odchyty Jana Kvicerova, a to v kiovinach nad lazenskym
hotelem Bé&hounek v Jachymové, a na okraji pole za vesnici Horni Zdar. Odchycen byl
1 hrabo$ polni (M. arvalis) a 1 nornik rudy (C. glareolus). Pouze jeden z odchycenych

hrabosovitych hlodavct byl Eimeria-pozitivni.
Kraj Vysoc¢ina

Vzorky z tohoto kraje mam od Jany Kvi¢erové, ktera provadéla odchyty v okoli Ptacova
podél Klapovského potoka na Tiebi¢sku, a v Tiebi¢i v okoli byvalé tovarny u Zeleznice.
Na téchto dvou lokalitach byli odchyceni 4 nornici rudi (C. glareolus) a 1 hrabosik podzemni
(M. subterraneus). Z vySettenych vzorkd hraboSovitych hlodavet bylo 40 % pozitivnich

na kokcidie.
4.1.2. Odchyty v zahrani¢i

Zahrani¢ni vzorky analyzované v ramci této prace pochézeji Azerbajdzanu, Bulharska,
Finska, Francie, Mad’arska, Némecka, Ruska, Slovenska, Srbska a Svédska (Obr. 13 v Piiloze).

Rusko

Vzorky z Ruska piivezl Jakub Vléek. VSechny vzorky pochazeji z okoli mésta Pskov
v zapadnim Rusku nedaleko hranic s Estonskem. Celkem bylo odchyceno 36 norniki rudych
(C. glareolus), 6 hrabosti mokiadnich (M. agrestis) a 3 hrabo$i hospodarni (M. oeconomus).

Procento hrabosovitych hlodavct infikovanych kokcidiemi ¢inilo 84 %.
Francie

Odchyty ve Francii provadéla Anna Macova na 6 lokalitach: Beaugency, Braucourt, Briare,

Douchy, Greux a St-Pere-sur-Loire. Odchyceno bylo 18 nornikd rudych (C. glareolus),
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9 hrabo$t mokiadnich (M. agrestis) a 1 hrabos polni (M. arvalis). Celkova prevalence kokcidii

u odchycenych hrabosovitych hlodavcu byla 86 %.
Finsko

Finské vzorky nasbirali Anna Macova, Michaela Matéjkova a Roman Hrdlicka. Odchyty
probihaly na jihu Finska na lokalitach Hujala, Isojérvi, Kuusisto, Salo a Ylojarvi. Celkem bylo
odchyceno 7 norniki rudych (C. glareolus). Prevalence kokcidii u odchycenych norniki
odpovidala 43 %.

Bulharsko

Vzorky z Bulharska mam od Emy a Pavla Hrouzkovych. Odchyty probihaly na lokalitach
Letnitsa, Shipka, podél feky Yantra mezi Tsenovo a Starmen, Kamen Bryag, Nesebar, Rezovo
a Kabile. V okoli mésta Letnitsa byly pasti pokladany na okraj obilného pole a do travniho
porostu u zahradkarské kolonie. V blizkosti mésta Shipka byly pasti poloZzeny na okraj
sklizeného obilného pole. Dalsi pasti byly polozeny podél tfeky Yantra, a na okraj
sluneénicového pole mezi mésty Tsenovo a Starmen. Na lokalit¢ Kamen Bryag byly hlodavci
chytani v okoli skladky a na kraji Gtesu vybihajicino do Cerného mofe. U mésta Nesebar
na pobiezi Cerného mote byly pasti kladeny na kraj slune¢nicového pole a pole s jetelovinami.
V okoli mésta Rezovo u hranic s Tureckem bylo chytdno podél opusténého a podél zoraného
pole. Na posledni lokalit¢ u mésta Kabile byly pasti pokladany na okraj slunecnicového pole,
sklizeného obilného pole a na kraj zavlaZovaciho kanalu. Na vSech zminénych lokalitach bylo
odchyceno 22 hrabosi moktadnich (M. agrestis), 6 hrabost vychodoevropskych (M. levis)
a 2 hrabosi polni (M. arvalis). Infikovano kokcidiemi rodu Eimeria bylo 43 % z odchycenych

hrabosovitych hlodavci.
Srbsko

Odchyty v Srbsku jsem provadéla spolu s Annou Mé&covou v rdmci kurzu Mezioborova
exkurze potadaného Ptirodovédeckou fakultou JU. Sbéry probihaly na 3 lokalitach: v pohoii
Stara Planina pod skalnim utvarem Babin zub, v NP Kopaonik, a u mésta Sjenica nedaleko
kafionu feky Uvac. Utvar Babin zub lezi blizko hranic s Bulharskem. Cast pasti jsme kladli
do bukového lesa, vétsinu pasti jsme pokladali do otevieného prostoru pod Babinym zubem,
kde dominoval jalovec obecny. Z této lokality pochazi nejvice vzorkl pfivezenych ze Srbska.

V NP Kopaonik nedaleko hranic s Kosovem jsme provedli odchyty podel horského potoka
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V travnatém porostu na okraji smiSeného lesa. Na posledni lokalit¢ u mésta Sjenica jsme
polozili néastrahy na okraj louky podél ohrady pro pasouci se dobytek a podél malé strouhy
do travnatého podrostu mezi bfizami. Ze Srbska jsme piivezli vzorky z 5 nornikii rudych
(C. glareolus), 2 hrabosiki podzemnich (M. subterraneus) a 1 blize neurceného hrabose
(Microtus sp.). Polovina odchycenych hrabosovitych hlodavci byla infikovana kokcidiemi rodu

Eimeria.
Slovensko

Na Slovensku provadéla odchyty Maria Kazimirova ze SAV vV Bratislavé. Odchyty
probihaly na 2 lokalitach u Bratislavy, a to v oblasti Zelezna studienka a v obci Dubova u chaty
Fagelka. Zelezna studienka je soudasti bratislavského lesniho parku v Malych Karpatech. Pasti
byly kladeny v podrostu listnatého lesa v blizkosti 1é¢ebné-vychovného sanatoria a podél
malého jezera Zelezna studienka. Celkové bylo odchyceno, 56 norniki rudych (C. glareolus),
4 hrabosi polni (M. arvalis) a 2 hrabosici podzemni (M. subterraneus). Prevalence kokcidii

u hrabosovitych hlodavcti odchycenych na Slovensku byla 26 %.
Svédsko

Svédské vzorky pochazeji od Katefiny Tichatzkové, ktera provadéla odchyty V jiznim
Svédsku, a to na lokalitich Nibbebodavagen (Vilshult), Harasjomala Fiskecamp AB
(Olofstrém) a Gillesnas (Blekinge). V oblasti jizniho Svédska bylo odchyceno 5 nornikii rudych
(C. glareolus). Zadny z odchycenych norniki nebyl infikovan kokcidiemi.

Némecko

Vzorky z Némecka pfivezla Jana Kvicerova, ktera provadéla odchyty v okoli obce
Neuglobsow v Braniborsku. Pasti byly kladeny do kiovinato-travnatého zartistu podél
fotbalového hfiSté, na okraji podmacené louky, a na rumisté podél parku. Celkem bylo
odchyceno 5 nornikii rudych (C. glareolus). Zadny z odchycenych nornikii nebyl infikovan

kokcidiemi rodu Eimeria ¢i Isospora.
Mad’arsko

Odchyty v Madarsku provadély Ema Hrouzkova a Jana Martini. Ema Hrouzkova
provadéla odchyty v zafi roku 2013 na lokalitach Babolna, Debrecen, Korosladany, Méd,
Medgyesegyhaza, Morahalom a Nyirbogat. Podatilo se odchytit 14 hrabosi polnich
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(M. arvalis). Jana Martint provadéla odchyty Vv listopadu roku 2014 na lokalitach Alsonémedi,
Bugyi, Kecskeméti Utca a Sari. Vzorky z téchto lokalit pochazely z 9 hrabost polnich
(M. arvalis), a 1 nornika rudeho (C. glareolus). Procento hraboSovitych hlodavci infikovanych

kokcidiemi ¢inilo z obou odchytd 39 %.
Azerbajdzin

Vzorky z Azerbajdzanu poskytla Turkan Gurbanova. Sbéry provadéla pobliz vesnice
Musviq v oblasti Khachmaz v severovychodni ¢asti Azerbajdzanu pii pobiezi Kaspického
mote. V této oblasti byli odchyceni 2 hrabosi pospoliti (M. socialis). Kokcidie nebyly pfitomny

v zadném z t&chto hrabosu.
4.1.3. Molekularni identifikace hlodavcu

Molekularni identifikaci hraboSovitych hlodavct jsem provedla celkem u 10 vzorka; z toho
7 vzorka z Bulharska bylo v terénu ur¢eno na zakladé morfologie jako M. agrestis, 1 vzorek
z Francie jako Microtus sp., a 2 vzorky ze Srbska jako M. subterraneus. Molekularni analyzy
prokézaly ptitomnost 1 hrabose polniho (M. arvalis), 4 hrabost vychodoevropskych (M. levis)
a 2 hrabosi mokfadnich (M. agrestis) z Bulharska, 1 hraboSe moktadniho (M. agrestis)
z Francie

a 2 hrabosikt podzemnich (M. subterraneus) ze Srbska.
4.1.4. VySeti‘eni trusu hrabosovitych hlodavci

V laboratofi jsem vzorky trusu vySettila flotaéni metodou na ptitomnost kokcidii a dalSich
endoparazitll. V nékolika piipadech jsem diagnostikovala smisenou infekei, tedy infekei vice
druhy/morfotypy kokcidii souc¢asné u jednoho odchyceného hlodavce. Nejéastéji se jednalo
o infekce riznymi druhy/morfotypy rodu Eimeria (Obr. 15 v Ptiloze). U jednoho jedince byla
zjisténa infekce kokcidiemi rodu Eimeria (Eimeriidae) a zaroven kokcidiemi rodu Hammondia
(Sarcocystidae). U nékolika dalsich jedinci pak byla zjisténa smiSena infekce eimeriemi
a isosporami. Z duvodu nejasné taxonomie bude nadale termin ,,isospora‘‘ pouzivan jako

oznaceni morfotypu, nikoliv taxonomické jednotky.
4.1.4.1. Prevalence kokcidii u nakazenych hlodavci

Na zakladé poctu infikovanych jedinct jsem vypocitala prevalenci kokcidii (pomér poctu

kokcidia-pozitivnich proti celkovému po¢tu odchycenych hraboSovitych hlodavct pievedeny
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na procenta u jednotlivych druhti hlodavet na jednotlivych lokalitach (viz Tab. 7 v Ptiloze).
Primérna prevalence kokcidii Cinila 42 % (105/251) u C. glareolus, 62 % (26/42) u M. agrestis,
51 % (31/61) u M. arvalis, 67% (4/6) u M. levis, 67 % (2/3) u M. oeconomus a 80 % (4/5)

u M. subterraneus. U A. amphibius a M. socialis byla prevalence nulova.
4.1.4.2. Infekce jinymi parazity

Vysetfenim trusu flotaéni metodou a naslednou mikroskopii jsem u nékterych vzorku
prokazala ptitomnost hlistic z ¢eledi Strongylidae, Capillariidae (rod Capillaria) a Oxyuridae
(rody Aspiculuris a Syphacia). Dale se ve vzorcich vyskytovaly gregariny z ¢eledi
Monocystidae a tasemnice z ¢eledi Hymenolepididae a Mesocestoididae (Tab. 7 v Ptiloze).

Pievazné se jednalo o vajicka, ziidka byli ve vzorku ptitomni i dospélci.
4.2. Sekvenace

Z celkového pocétu 159 kokcidia-pozitivnich vzorkli se mi podafilo ziskat kvalitni sekvence
pro fylogenetickou analyzu pouze pro 64 vzorki. Ze vzorka kokcidii v nize uvedené tabulce
(Tab. 4) jsem pomoci specifickych primeru ziskala 46 sekvenci SSU o ptiblizné délce 1800 bp
s prumérnym GC obsahem 46,74 %, a 44 sekvenci COIl o ptiblizné délce 800 bp s pramérnym
GC obsahem 34,62 %.

Tab. 4: Osekvenované kokcidie z hraboSovitych hlodavcu.

Pracovni  nazev | Hostitel Datum Intenzita Lokalita SSU | COl
vzorku odchytu | kokcidiové
infekce

2 5SML_BG M. levis 28/8/14 | E++++ Shipka, Bulharsko - X
2_ TMAGR_BG M. agrestis 28/8/14 | E+++ Shipka, Bulharsko X X
4 5SMA_BG M. arvalis 30/8/14 | E++++ Kamen Brjag, Bulharsko X X
7 2ML_BG M. levis 2/9/14 E++++ Kabile, Bulharsko X X
7_7TML_BG M. levis 2/9/14 E++++ Kabile, Bulharsko X -
2MA_CB M. arvalis 3/10/14 | E+++ Ceské Budgjovice, CR - X
6MA _CB M. arvalis 3/10/14 | E++++ Ceské Budgjovice, CR - X
7MA_CB M. arvalis 3/10/14 | E++++ Ceské Budgjovice, CR X -
8MA CB M. arvalis 3/10/14 | E++++ Ceské Budgjovice, CR X -
7CG_JA C. glareolus 17/8/14 | E+++ Jachymov, CR - X
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1L_MAGR_LI M. agrestis 8/10/14 | E++++ Litvinov, CR

B115_ MAGR_LI | M. agrestis 8/10/14 | E+++ Litvinov, CR X
C40 _CG_LI C. glareolus 8/10/14 | E++++ Litvinov, CR -
D28 _MAGR_LI M. agrestis 8/10/14 | E+++ Litvinov, CR -
P_CG_LI C. glareolus 8/10/14 | 1++++ Litvinov, CR X
PPL2_CG_LI C. glareolus 8/10/14 | E+++ Litvinov, CR X
5CG_LUZ C. glareolus 13/6/14 | E++++ Luznice, CR X
6CG_LUZ C. glareolus 13/6/14 | 1++++ Luznice, CR X
22CG_LUZ C. glareolus 13/6/14 | E+++ LuZnice, CR -
35CG_LUZ C. glareolus 14/6/14 | E++++ Luznice, CR -
10CG_PLE C. glareolus 12/9/13 | E++ Plesnice, CR -
48CG_PLE C. glareolus 21/9/13 | E+++ Plesnice, CR -
50CG_PLE C. glareolus 21/9/13 | I++ Plesnice, CR X
6MS_TR M. subterraneus | 26/4/14 | E++ Trebi¢ — Ptacov, CR -
49CG_TYM C. glareolus 8/3/14 [+++ Tymékov, CR X
57CG_TYM C. glareolus 8/3/14 [++++ Tymékov, CR X
60CG TYM C. glareolus 13/3/14 | I++ Tymaékov, CR X
89CG_TYM C. glareolus 21/5/14 | 1++++ Tymékov, CR X
98MA TYM M. arvalis 22/5/14 | E+++ Tymékov, CR X
101MA_TYM M. arvalis 22/5/14 E+++ Tymékov, CR -
116CG_TYM C. glareolus 19/9/14 | E+++ Tymékov, CR X
120MA _TYM M. arvalis 19/9/14 | E++++ Tymékov, CR X
121CG_TYM C. glareolus 19/9/14 | E++++ Tymékov, CR -
F29CG_FI C. glareolus 20/9/13 | E+ Isojarvi, Finsko X
80CG_FR C. glareolus 22/10/14 | E+++ Beaugency, Francie X
92CG_FR C. glareolus 22/10/14 | E++++ Beaugency, Francie X
93MAGR_FR M. agrestis 22/10/14 | E+++ Beaugency, Francie X
31MAGR_FR M. agrestis 18/10/14 | E++++ Braucourt, Francie -
34CG_FR C. glareolus 18/10/14 | E++++ Braucourt, Francie X
60MAGR_FR M. agrestis 20/10/14 | E++++ Briare, Francie X
53CG_FR C. glareolus 19/10/14 | E++/+++ Douchy, Francie X
17MAGR_FR M. agrestis 17/10/14 | E++++ Greux, Francie X
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18CG_FR C. glareolus 17/10/14 | E+++ Greux, Francie X -
64CG_FR C. glareolus 21/10/14 | E+++ St-Pere-sur-Loire, Francie X X
7AMAGR_FR M. agrestis 21/10/14 | E++++ St-Pere-sur-Loire, Francie X X
6_3MA_HU M. arvalis 18/9/13 | E+++ Medgyesegyhéaza, X -
Mad’arsko
5 14CG_RU C. glareolus 12/8/14 | E+++ Pskov, Rusko - X
11 14MAGR_RU | M. agrestis 13/8/14 | E++++ Pskov, Rusko X -
15 14CG_RU C. glareolus 13/8/14 | E+++ Pskov, Rusko - X
18 14CG_RU C. glareolus 13/8/14 | E/H++++ Pskov, Rusko X X
21 14AMAGR_RU | M. agrestis 14/8/14 | E++++ Pskov, Rusko - X
22 14CG _RU C. glareolus 14/8/14 | H++++ Pskov, Rusko X -
26 14CG_RU C. glareolus 15/8/14 | E/l++++ Pskov, Rusko X X
32 14CG_RU C. glareolus 16/8/14 | E++++ Pskov, Rusko X -
11CG_RU C. glareolus 24/9/13 | E+++ Pskov, Rusko - X
18CG_RU C. glareolus 26/9/13 | E++++ Pskov, Rusko X X
22CG_RU C. glareolus 26/9/13 | E++++ Pskov, Rusko X X
23CG_RU C. glareolus 26/9/13 | E+ Pskov, Rusko - X
25CG_RU C. glareolus 27/9/13 | E++++ Pskov, Rusko X X
32CG_RU C. glareolus 28/9/13 | E++++ Pskov, Rusko X -
238CG_SK C. glareolus 5/6/14 E+++ Bratislava, Slovensko X X
239CG_SK C. glareolus 5/6/14 E+++ Bratislava, Slovensko X X
243CG_SK C. glareolus 5/6/14 E++++ Bratislava, Slovensko X X
245CG_SK C. glareolus 5/6/14 E++++ Bratislava, Slovensko X X

E, Eimeria; I, Isospora; H, Hammondia; X, sekvence je; -, sekvence neni.

4.3. Fylogeneticke analyzy
4.3.1. Gen pro malou jadernou podjednotku

Pro fylogenetickou analyzu genu pro SSU jsem pouzila 56 sekvenci kokcidii vybranych
z databaze GenBank (jednalo se zejména o krali¢i, driibezi a hlodav¢i eimerie) a 46 sekvenci
kokcidii, které jsem ziskala z hrabosovitych hlodavcu, ptevazné nornika rudych (C. glareolus).
Z téchto sekvenci jsem pomoci bayesovskeé analyzy spocitala fylogeneticky strom. Jako

outgroup jsem pouzila sekvenci T. gondii. Hodnoty posteriorni pravdépodobnosti se
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pohybovaly od 0,51 do 1,00. Fylogenetické analyzy rozd¢lily sekvence eimerii z hraboSovitych
hlodavct na 2 linie (I, 11). Sekvence isospor z hrabosovitych hlodavci vytvotily jedinou linii
(Obr. 11).

37



Toxoplasma gondii
Hammondia hammondi

Eimeria ranas
Isospora sp. ex Talpa ewropaca izolit 158
E. pilarensiz

i 5P
SEmwm sp. ex C lux,
1203!5 m ar\'dll:
98MA_TYM (Eimeria sp u

64CC_FR éEmwnasp exC. farsolus, FR)
socc m( imeria sp. =x C. glareolus, ?R)

-@933{:\61( FR (Eimeria sp. ex M. agrestis, FR)

F imeria sp. 2x agravius iz. 21668
_[238CC SK (Eimeria sp. =x C. glareolus, SK)

055 %‘SDCG SK (Eimsria sp. ex C. glareolus, SK)

L] — E. falciformis
07 L Eimeria sp. ex Apodemus agrarius iz. 21615 ‘ﬁ__)
18CG_] RU (Exmamap 2x C. glareolus, RU)

48CG_PLE (Eimeria sp. ex C. glareolus, CZ)
32CG RU (Eimeria sp. ex C. glareolus, RU)
I 11 14MAGR RU (Eimeria sp. ex M. agrestis, RU)

0851 3 14CC_RU (Eimeria sp. =x C. glareolus, RU)
35CG_LUZ (Emnma sp. ex C. glareolus, CZ)
|_SMA_BG (Eimeria sp. ex M. arvalis, BG)
—74MAGR FR Exmamx ex M tis, FR)
18C e T Slarsol, FR. )

SIMACR (Emmlasp exM agrestis, FR)
17MAGR_FR (Eimeria sp. ex M. agrsstis, FR)
7 TML_BG (Eimeria sp. ex M. lsvis, BG)
CG_FR Emuna:p 2x C. glarsolus. FR.
0.95] 60MA¢R (Eimeria sp. ex M. agrestis, FR)
Eimeria sp. ex M. arv
MSCG SK (Eimeria sp. =x C. gkrsolu.r SK)
121CG_TYM {Eimeria sp. =x C. lus,
1L_MAGR LI (Exmnwsp ex M agrestis,
0.71 - 7MA_CB (Eimeria sp. =x M. arvalis,

) CG_LI(Ei
- 101MA_TYM (Eimeria sp. ex M. arvalis, CZ)
L22CG. I:UZ:Euvwnnsp =x C. glaveolus, CZ)
£ papi

E
o5 - E vilas
[922E Glorani
Eimeria sp. ex.Apodsqugrwmnz 21439
II %mwnaap ex Apodsmus iz. 21453
0.80 icus iz. 08 50

243CG ?K(Etmmasp exC glareolus, 3K,

T s et
1.00 ~— E. dispersa X
0.5 E
Cyclospora colobi

04

Obr. 11: Fylogeneticka analyza sekvenci SSU.
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4.3.2. Mitochondrialni gen pro cytochrom c oxidazu I

Pro fylogenetickou analyzu mitochondridlniho genu pro COI jsem pouzila 33 sekvenci
kokcidii z databaze GenBank (pfevazné krali¢i, dribezi a hlodavéi eimerie) a 44 sekvenci
kokcidii, které jsem ziskala z hraboSovitych hlodavci. Z téchto sekvencijsem pomoci
bayesovské analyzy spocitala fylogeneticky strom. Jako outgroup jsem pouzila sekvenci
E. ranae. Hodnoty posteriorni pravdépodobnosti se pohybovaly od 0,50 do 1,00. Fylogenetické
analyzy rozdélily sekvence eimerii z hraboSovitych hlodavcu na 6 linii (I — VI). Sekvence
isospor z hrabosovitych hlodavct vytvotily jedinou linii (Obr. 12). Linie byly vymezeny
na zaklad¢ vzajemné fylogenetické blizkosti uvniti stromu, a zaroven jasné izolace od ostatnich

linii.
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Obr. 12: Fylogeneticka analyza sekvenci COI.
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5. DISKUZE
5.1. Odchyceni hlodavci z pod¢eledi Arvicolinae

Pivodnim zamérem bylo odchytit bézné druhy hraboSovitych hlodavct vyskytujici se
na tzemi Ceské republiky (A. amphibius, M. agrestis, M. arvalis, M. subterraneus
a C. glareolus). JelikoZ odchyty probihaly i v zahrani¢i, podafilo se ziskat a zafadit do analyz
i méné znamé druhy hrabost (M. levis, M. oeconomus a M. socialis). Na n¢kterych lokalitach
bylo odchyceno velmi méalo hraboSovitych hlodavci. To mohlo byt zptusobeno piredevsim
vybérem lokality ¢i sezonnim vyskytem hlodavct. Nékteré druhy hrabost (napt. hrabos polni)
se vyznacuji velkou populaéni dynamikou, kdy dochazi periodicky jednou za cca 3-4 roky
k prudkému nartstu a nasledné prudkému poklesu populace (Kratochvil, 1959). Tento fenomén
mize byt ptic¢inou, pro¢ jsem v okoli obce Tymakov, kde jsem chytala opakovang, v prvnim
roce nechytila zadného hraboSe, zatimco ve druhém roce byli na stejném misté v poloving
pfipadi odchyceni pravé hrabosi. Pocty odchycenych hlodavett mohly byt také ovlivnény
délkou odchytt (na nékterych lokalitach se chytalo pouze jednu noc) ¢i pocasim (dést, mraz,

ptizemni mraziky).
5.2. Infekce odchycenych hlodavca kokcidiemi

V trusu hrabosovitych hlodavci se nejéastéji vyskytuji kokcidie rodu Eimeria. Vzacnéji lze
najit oocysty kokcidii rodu Isospora, ptipadné Caryospora (Saxe a kol., 1960; Pellérdy, 1974;
Levine a Ivens, 1990). Kokcidie rodu Caryospora se v trusu savct bézné nevyskytuji. V roce
1960 vsak byla popsana Caryospora microti ztrusu hraboSe pensylvanského
(M. pennsylvanicus) (Saxe a kol., 1960). Jelikoz jeji sporulace probihala abnormalné, lze se
domnivat, ze se mohlo jednat pouze o pseudoinfekci (tj. pasaz oocyst caryospory z jiného
hostitele trdvicim traktem hrabose) (www.biology.unm.edu'®). Naptiklad u kokcidie
Caryospora bigenetica byla takto prokazana moznost pienosu z chiestySe na prasata
a hlodavce, vcetné hraboSovitych (Koudela, 1993). S pseudoinfekcemi se u kokcidii mizeme
setkat pomérné Casto, je vSak téméf nemozné je bez pouziti experimenti prokazat, a odlisit je
tak od pravych infekci. Na zakladé parazitologického vysetfeni, piipadné molekularni
identifikace, jsem ve vzorcich, které jsem analyzovala, prokézala zejména piitomnost kokcidii
rodu Eimeria, méné Casto Isospora, a ve dvou piipadech t¢z Hammondia. Kokcidie rodu
Hammondia nebyly u hraboSovitych hlodavci dosud popsany. Mize se tedy jednat

o0 pseudoinfekci, o jinou kokcidii blizce piibuznou hammondiim, nebo o pravou infekci.
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Fylogenetickou analyzou dvou ruznych genu (jaderného SSU a mitochondrialniho COI)
jsem zjistila, Ze nékteré sekvence ve fylogenetickém stromé SSU klastruji do jiné linie kokcidit,
nez tytéz vzorky ve fylogenetickém strom¢ COI, a naopak. Napiiklad vzorek 18 14CG_RU je
na zaklad¢ fylogenetické analyzy SSU fazen mezi hammondie, avSak fylogeneticka analyza
genu pro COI tento vzorek zatadila mezi eimerie. Podobny ptipad byl pozorovan u vzorku
26_14CG_RU tazeného v piipad¢ analyzy SSU mezi isospory, ale v ptipad¢ analyzy COI mezi
eimerie. Tyto piipady lze vysvétlit tim, Zze se jednalo o smiSenou infekci hostitele dvéma
raznymi rody kokcidii; ta byla prokazana i mikroskopickym vySetfenim.

Jak jiz bylo uvedeno v prvni kapitole této préce, rod Isospora byl na zakladé vysledkt
fylogenetickych analyz, hostitelské specifity a pfitomnosti/absenci Stiedova téliska rozdélen
na rod Isospora (se Stiedovym téliskem) zastupujici ¢eled” Eimeriidae, a rod Cystoisospora
(bez Stiedova téliska) nalezici do Celedi Sarcocystidae (Carreno a Barta, 1999). Do rodu
Cystoisospora byly piefazeny vSechny savéi isospory, a rod Isospora byl ponechan pta¢im
zastupcum (Barta a kol., 2005). N¢kolik studii véetné mych vysledkt vSak naznacuje, Ze
kokcidie morfotypu ,,Isospora®, nalezené v trusu hlodavéich hostiteld, jsou blizce piibuzné
ptacim ,,isosporam* ¢eledi Eimeriidae. Navic ,,isospora“ osekvenovana z krtka obecného se zda
byt sice fylogeneticky vzdalenéjsi hlodavéim a ptacim ,,isospordm®, ale presto se nachazi mezi
eimeriemi (Kvic¢erova a Hypsa, 2013). V piipad¢ hlodav¢ich ,,isospor se nabizi vysvétleni, ze
se jedna o pseudoinfekci ptacimi ,,isosporami (hlodavei mohli oocysty pozfit spolu
s potravou). Je vsak rovnéz mozné, ze se skuteCné jedna o savci ,,isospory®, které jsou
fylogeneticky nepiibuzné savéim ,isosporam®, patiicim nyni do rodu Cystoisospora. Tuto
hypotézu ale bude nutné ovéfit infekci zivych kokcidia-negativnich hlodavci jednou oocystou
»isospory“ a zjistit, zda nasledn¢ dojde k vylucovani nevysporulovanych oocyst trusem takto

infikovaného jedince, a poté k jejich sporulaci.
5.3. Fylogenetické analyzy

Fylogenetické analyzy geni SSU a COI potvrzuji, ze rody Eimeria a Isospora nejsou
monofyletické (napi. rod Isospora vramci ¢eledi Eimeriidae je v soucasné dobé povazovan
za polyfyleticky). Kokcidie rodu Cyclospora i Caryospora patiici mezi Eimeriidae klastruji
s kokcidiemi rodu Eimeria. Tento fakt potvrzuje i ma studie; Cyclospora colobi parazitujici
u guerézy plastikové (Colobus guereza) se na zaklad¢ analyzy malé jaderné podjednotky

zafadila jako kokcidie blizce pfibuzna dribezim eimeriim. Heteroxenni kokcidie Caryospora
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bigenetica, jejimz definitivnim hostitelem je chiestys lesni (Crotalus horridus), je na zakladé¢
analyzy malé jaderné podjednotky ptibuzna hlodavéim eimeriim.

Mé vysledky naznacuji, ze stejné jako u eimerii hlodavci rodu Apodemus (Kvicerova
a Hyps$a, 2013), dochazi i u eimerii z hraboSovitych hlodavci k rozpadu na nékolik linii.
U fylogeneticke analyzy SSU se eimerie z hraboSovitych hlodavct rozdélily pouze na 2 linie
(I = ). Linie Il je tvofena pouze 1 vzorkem, zatimco linii I tvofi zbytek ziskanych eimerii
Z hraboSovitych hlodavcti. Proto zde nemohu prokazat zadnou hostitelskou ¢i geografickou
zavislost; tento vysledek neni piekvapivy, jelikoz je znamo, Ze tento gen je znacné
konzervativni. Isospory v tomto fylogenetickém stromé tvoii jednu monofyletickou, hostitelsky
specifickou linii. Ve fylogenetické analyze COI se eimerie z hraboSovitych hlodavci rozdélily
na 6 linii (I - VI). Linii | lze povaZzovat za hostitelsky i geograficky specifickou, jelikoz se v ni
nachazeji pouze eimerie z C. glareolus pochazejici z jedné lokality na Slovensku. U ostatnich
linii (I — V) neni patrnd hostitelska ¢i geograficka zavislost. Linie VI je zastoupena pouze
jednim vzorkem, proto ani zde nemohu hovofit o hostitelské ¢i geografické specifité. Naopak
isospory z hraboSovitych hlodavct tvofi jednu monofyletickou, hostitelsky specifickou linii
(v8echny vzorky pochazeji z C. glareolus). Je zajimavé, ze nékteré linie (1, 11, V a VI; Obr. 12)
Klastruji s eimeriemi z mySic (Apodemus sp.). Tuto skute¢nost lze vysvétlit naptiklad tim, Ze
nornici rudi (C. glareolus) obyvaji stejné biotopy jako mysice rodu Apodemus. Eimerie z mySic
nemuseji byt striktné hostitelsky specifické, a mohou tedy infikovat i hraboSovité hlodavce,
a naopak.

Fylogenetické analyzy potvrdily, ze mitochondrialni gen pro COIl vykazuje mnohem vétsi
variabilitu nez gen pro SSU. Zatimco u COI se eimerie z hraboSovitych hlodavcu rozdélily
do 6 linii, u SSU se tyto eimerie rozdélily pouze do 2 linii, kde linie Il, zastoupend jedinym
vzorkem, je fylogeneticky vzdalenéjsi ostatnim eimeriim z hraboSovitych hlodavci, zatimco
v linii | splyvaji fylogeneticky blizce pfibuzné druhy. Isospory se u obou analyz zietelné

oddélily od hlodav¢ich eimerii, a vytvofily tak samostatnou, fylogeneticky vzdalenou linii.
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6. ZAVER

V této praci jsem se zabyvala rekonstrukci fylogenetickych vztaht kokcidii u hrabosovitych
hlodavcii na zdkladé materidlu ziskaného odchyty hlodavct z podceledi Arvicolinae na izemi
Ceské republiky a dalsich 10 zemi Evropy i Asie. Podafilo se mi ziskat celkem 39 sekvenci
SSU eimerii z péti druhti hraboSovitych hlodavct (C. glareolus, M. agrestis, M. arvalis,
M. levis a M. subterraneus), 5 sekvenci SSU isospor znornikti rudych (C. glareolus)
a 2 sekvence SSU hammondii z nornikt rudych (C. glareolus). Déale se mi podafilo ziskat
37 sekvenci COIl eimerii ze 4 druht hrabosSovitych hlodavci (C. glareolus, M. agrestis,
M. arvalis a M. levis) a 7 sekvenci COI isospor z C. glareolus. Fylogenetické analyzy rozdélily
eimerie ziskané z hraboSovitych hlodavci na nékolik hostitelsky i geograficky nespecifickych
linii. V nekterych liniich klastrovaly eimerie z hrabosovitych hlodavci spole¢né s eimeriemi
z mySic rodu Apodemus. Isospory ziskané z hraboSovitych hlodavci vytvorily pouze
1 hostitelsky specifickou linii, a to blizce pfibuznou ptac¢im isosporam. U eimerii z hlodavca
rodu Clethrionomys a Microtus mizeme pozorovat podobny trend klastrovani jako u eimerii

z hlodavct rodu Apodemus.

Tuto préci bych rada v budoucnu rozsitila o dalsi vzorky hlodavcl infikovanych piedevsim
kokcidiemi rodu Isospora. Ré&da bych pomoci experimentalnich infekci potvrdila
fylogenetickou pozici hlodavéich (tj. savcich) isospor, zda se opravdu jedna o kokcidie blizce
ptibuzné eimeriim, jak nyni naznacuji fylogenetické analyzy, a ptipadné tak vyvratila hypotézu,
ze jde pouze o pseudoinfekci ptacimi isosporami. Dale bych se kromé fylogenetickych analyz
chtéla zaméfit na morfologické a morfometrické analyzy vysporulovanych oocyst,
fylogenetické vztahy a popula¢né-genetickou strukturu jejich hlodavcich hostiteli, a koevoluci

parazita s hostitelem.
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8. PRILOHY

M. levis

M. peconomus
M. socialis

M. subterraneus

Obr. 13: Zastoupeni odchycenych hrabosovitych hlodavct na lokalitach v zahranici.
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A. amphibius
C. glareolus

Microtus sp.

M. arvalis
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Obr. 14: Zastoupeni odchycenych hrabogovitych hlodavci na Gzemi Ceské republiky.
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Obr. 15: Oocysty kokcidii rodu Eimeria a Isospora z odchycenych hlodavet z podceledi

Arvicolinae. Oocysty byly pozorovany svételnym mikroskopem Olympus CX31 pii zvétSeni
40 x 10. Fotografie byly pofizeny digitalni kamerou AM4023X Dino-Eye (USB) v PC

programu DinoCapture 2.0.




.+
Obr. 16: Dokumentace odchyti na Plzensku (biezen 2014). Foto: Zuzana Zemanova
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Tab. 5: Piehled sekvenci SSU vybranych z databdze GenBank pro fylogenetické analyzy

(u heteroxennich kokcidii je uveden pouze definitivni hostitel).

Kokcidie Hostitel Piistupovy kod sekvence
v databazi GenBank

Besnoitia akodoni Akodon montensis (kfecek) | AY623624

B. besnoiti Bos taurus (tur domaci) AF109678

B. darlingi Didelphis virginiana GU060623
(vacice virginska)

B. jellisoni Bos taurus (tur domaci) AF291426

B. tarandi Rangifer tarandus AY616163
(sob evropsky)

Caryospora bigenetica Crotalus horridus AF060975
(chfestys lesni)

Cyclospora colobi Colobus guereza AF111186
(gueréza plastikova)

Cystoisospora belli Homo sapiens sapiens u94787
(Clovek)

C. felis Felis silvestris catus L76471
(kocka domaci)

C. ohioensis Canis lupus familiaris AF029303
(pes domaci)

C. orlovi Camelus dromedarius AY 365026
(velbloud jednohrby)

C. suis Sus scrofa f. domestica U97523
(prase domaci)

C. timoni Suricata suricatta AY 279205
(surikata)

Eimeria sp. ex Apodemus | Apodemus agrarius JQ993655

agrarius izolat 21439 (mySice temnopasa)

Eimeria sp. ex Apodemus | Apodemus agrarius JQ993656

agrarius iz. 21455

(mysSice temnopasa)
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Eimeria sp. ex Apodemus | Apodemus agrarius JQ993657

agrarius iz. 21615 (mysice temnopasa)

Eimeria sp. ex Apodemus | Apodemus agrarius JQ993658

agrarius iz. 21617 (mySice temnopasa)

Eimeria sp. ex Apodemus | Apodemus agrarius JQ993660

agrarius iz. 21668 (mySice temnopasa)

Eimeria sp. ex Apodemus | Apodemus sylvaticus JQ993661

sylvaticus iz. 08_50 (mysSice kfovinna)

Eimeria sp. ex Apodemus | Apodemus sylvaticus JQ993662

sylvaticus iz. 08 53 (mySice kfovinna)

E. albigulae Neotoma albigula AF307880
(kiecek belohrdly)

E. alorani Apodemus agrarius JQ993659
(mySice temnopasa)

E. banffensis Ochotona hyperborea JQ993644
(pistucha severni)

E. bovis Bos taurus (tur domaci) u77084

E. burdai Heliophobius JQ993666
argenteocinereus
(rypos stiibfity)

E. callospermophili Spermophilus citellus JQ993648
(sysel obecny)

E. caviae Cavia porcellus JQ993649
(morce domaci)

E. dispersa Meleagris gallopavo HG793041
(krocan domaéci)

E. falciformis Mus musculus AF080614
(mys domaci)

E. flavescens Oryctolagus cuniculus f. HQ173830
domesticus (kralik domaci)

E. chaetodipi Dipodomys agilis AF339489

(tarbikomys ¢ild)
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(potkan obecny)

. chinchillae Chinchilla lanigera JQ993650
(¢incila vInatd)

. irresidua Oryctolagus cuniculus f. HQ173832
domesticus (kralik domaci)

. langebarteli Peromyscus leucopus AF311640
(kfecek bélonohy)

. leucopi Peromyscus leucopus AF339491
(kiecek bélonohy)

. maxima Gallus gallus f. domestica | U67117
(kur domaci)

. meleagrimitis Meleagris gallopavo AF041437
(krocan domaéci)

. myoxi Eliomys quercinus JF304148
(plch zahradni)

. nafuko Heliophobius JQ993665
argenteocinereus
(rypos stiibfity)

. hieschulzi Rattus norvegicus U40263
(potkan obecny)

. papillata Mus musculus AF311641
(myS domaci)

. peromysci Peromyscus truei AF339492
(ktecek maysky)

. pilarensis Myotis ciliolabrum AF324215
(netopyr)

. ranae Rana temporaria EU717219
(skokan hnédy)

. reedi Chaetodipus formosus AF311642
(pytlous dlouhoocasy)

. Separata Rattus norvegicus AF311643
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E. stiedai Oryctolagus cuniculus f. HQ173837
domesticus (kralik domaci)

E. telekii Lemniscomys striatus AF246717
(mys paskovand)

E. vilasi Spermophilus elegans JQ993653
(sysel wyomingsky)

Hammondia hammondi Felis silvestris catus AF096498
(kocka domaci)

H. heydorni Canis lupus familiaris JX220987
(pes domaci)

H. triffittae Vulpes vulpes GQ984223
(liska obecna)

Isospora sp. ex Talpa Talpa europaea JQ993671

europaea iz. 158 (krtek obecny)

I. gryphoni Carduelis tristis AF080613
(Cizek zluty)

. robini Turdus migratorius AF080612
(drozd stéhovavy)

Toxoplasma gondii Felis silvestris catus EF472967

(kocka domaci)
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Tab. 6: Piehled sekvenci COI vybranych z databaze GenBank pro fylogeneticke analyzy.

Kokcidie Hostitel Piistupovy kéd sekvence
z databaze GenBank

Eimeria sp. ex Alectoris | Alectoris graeca HM117020

graeca izolat 26-11-s1 (orebice horska)

Eimeria sp. ex Apodemus | Apodemus agrarius JQ993700

agrarius iz. 21617 (mysice temnopasd)

Eimeria sp. ex Apodemus | Apodemus agrarius JQ993702

agrarius iz. 21668 (mysice temnopasd)

Eimeria sp. ex Apodemus | Apodemus flavicollis JQ993704

flavicollis iz. 4 (mySice lesni)

Eimeria sp. ex Apodemus | Apodemus flavicollis JQ993703

flavicollis iz. 1 (mysSice lesni)

Eimeria sp. ex Apodemus | Apodemus flavicollis JQ993705

flavicollis iz. 12 (mySice lesni)

Eimeria sp. ex Apodemus | Apodemus sylvaticus JQ993706

sylvaticus iz. 08_50 (mysSice kfovinna)

Eimeria sp. ex Apodemus | Apodemus sylvaticus JQ993707

sylvaticus iz. 08_53 (mysSice kfovinna)

Eimeria sp. ex Meleagris | Meleagris gallopavo HM117018

gallopavo iz. 208-6.13 (krocan doméci)

E. acervulina Gallus gallus f. domestica (kur | EF158855
domaci)

E. alorani Apodemus agrarius JQ993701
(mySice temnopasa)

E. apionodes Apodemus flavicollis JX464221
(mysSice lesni)

E. falciformis Mus musculus (mys domaci) HM771682

E. flavescens Oryctolagus cuniculus f. JQ993692

domesticus

(kréalik domaéci)
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. gallopavonis Meleagris gallopavo HG793051
(krocan domaci)
. innocua Meleagris gallopavo HG793049
(krocan domaci)
. Intestinalis Oryctolagus cuniculus f. JQ993693
domesticus
(kralik domaci)
. magna Oryctolagus cuniculus f. JQ993695
domesticus
(kralik domaéci)
. maxima Gallus gallus f. domestica (kur | EU025107
domaci)
. meleagridis Meleagris gallopavo HG793047
(krocan domaci)
. mitis Gallus gallus f. domestica (kur | HM771681
domaci)
. mivati Gallus gallus f. domestica (kur | EF174185
domaéci)
. nafuko Heliophobius argenteocinereus | JQ993708
(rypos stiibfity)
. hecatrix Gallus gallus f. domestica (kur | EU025108
domaci)
E. pavonina Pavo cristatus (pav korunkaty) | JIN596590
E. piriformis Oryctolagus cuniculus f. JQ993698
domesticus
(kralik doméci)
. ranae Rana temporaria poskytla J. Kvicerova
(skokan hnédy)
. trichosuri Trichosurus cunninghami JN192136
(kusu horsky)
E. vermiformis Mus musculus (mys domaci) JN205071
E. zuernii Bos taurus (tur doméci) HM771687
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Isospora sp. ex Apodemus | Apodemus flavicollis JQ993711

flavicollis iz. B13 (mysSice lesni)

Isospora sp. ex Talpa | Talpa europaea (krtek obecny) | JQ993714

europaea iz. 218

I. gryphoni Carduelis tristis (¢izek Zluty) KC346355

64



Tab. 7: Pfehled vSech odchycenych a vySetfenych hraboSovitych hlodavct a jejich parazitace.

Lokalita Hostitel Pocet Eimeria ¢i Prevalence Zjisténi ektoparazité | Zjisténi endoparazité
Isospora pozitivnich / kokcidii (%0)
pocet odchycenych
JihoGesky kraj (Ceské Budgjovice, | C. glareolus 9/26 42% Klist'ata, blechy, Capillaria, Monocystis,
Dubi¢né, Licov, Luznice, Veseli nad | M. arvalis 10/15 rozto¢i, vsi Syphacia, Strongyloides
Luznici) Microtus sp. 0/3
A. amphibius 0/1
Plzenisky kraj (Bdenéves, Nyrsko, | C. glareolus 22/81 33% Rozto¢i, klistata, Capillaria,
Plesnice, Stahlavice, Tymakov) M. arvalis 8/11 blechy, vsi Strongyloides,
M. agrestis 1/1 Monocystis, Cestoda
(Hymenolepis), Syphacia
Zlinsky kraj (Bystfice pod Lopenikem) | M. arvalis 3/4 75% Roztoc¢i Monocystis, Cestoda
kraj Vysocina (Ttebic) C. glareolus 1/4 40% Rozto¢i, blechy Strongyloides
M. subterraneus | 1/1
Karlovarsky kraj (Jachymov) M. arvalis 0/1 50% - Capillaria, Aspiculuris
C. glareolus 1/1
Pardubicky kraj (Hlinsko) M. arvalis 0/1 0% Roztoci Cestoda
Ustecky kraj (Litvinov) C. glareolus 5/5 100% Roztoci, blechy, Capillaria
M. agrestis 313 klist'ata, v§i
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Rusko C. glareolus 32/36 84% Roztodi, klistata, Monocystis, Syphacia,
M. agrestis 4/6 blechy, vsi Cestoda, Capillaria
M. oeconomus | 2/3
Némecko C. glareolus 0/5 0% Rozto¢i, blechy Monocystis, Capillaria
Svédsko C. glareolus 0/5 0% Klistata, blechy Monocystis
Finsko C. glareolus 317 43% Vsi Mesocestoides
Mad’arsko M. arvalis 8/22 39% Vi, roztoci, blechy Capillaria, Aspiculuris,
C. glareolus 1/1 Syphacia
Slovensko C. glareolus 14/56 26% - Capillaria, Strongyloides
M. arvalis 1/4
M. subterraneus | 1/2
Srbsko C. glareolus 2/5 50% Rozto¢i, v8i, blechy, Capillaria
M. subterraneus | 2/2 kliste
Microtus sp. 0/1
Bulharsko M. arvalis 1/2 43% Roztoci, vsi, klistata Aspiculuris, Syphacia
M. agrestis 8/22
M. levis 4/6
Francie C. glareolus 15/19 86% - Capillaria, Monocystis
M. agrestis 10/10
M. arvalis 0/1
Azerbajdzan M. socialis 0/2 0% - -
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