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1. Uvod

1. 1. Historie a taxonomie kokcidii

Pohled na taxonomii protist se neustale vyviji a méni. Diive pouzivany systém vypracovany
Cavalier-Smithem (1991), kde kokcidie tvofily svou vlastni tfidu Coccidea Leuckart, 1879 a tad
Eimeriida Léger, 1911 (Hausmann and Hiilsmann, 2003), je dnes jiZ piekonan a nahrazen nize
uvedenou taxonomii. Pro systematické zatazeni kokcidii jsem vychézela z Perkins et al. (2000)
a Keeling et al. (2005):

Ri$e: Chromalveolata

PodiiSe: Alveolata
Kmen: Apicomplexa Levine, 1970
Trida: Conoidasida Levine, 1988
Podtrida: Coccidiasina Leukart, 1879
Rad: Eucoccidiorida Léger and Duboscq, 1910
Podiad: Eimeriorina Léger, 1911

Celed’: Eimeriidae Minchin, 1903

Apicomplexa zahrnuje pocetnou, znaéné heterogenni skupinu obligatnich intracelularnich
parazitl. Zastupci tohoto kmene jsou charakteristi€ti pfitomnosti tzv. apikdlniho komplexu
u jednoho ze svych vyvojovych stadii - zoitd. Apikalni komplex tvoii polarni prstenec, rhoptrie,
mikronemy, Casto konoid, subpelikularni mikrotubuly a mikropory. Slouzi k usnadnéni priniku do
hostitelské buiiky nebo k fixaci na jeji povrch. Podle pfitomnosti konoidu, organely lokalizované
v predni ¢asti zoitu, rozezndvame tfi tfidy v rdmci kmene Apicomplexa (Conoidasida Levine 1988;
Aconoidasida Mehlhorn, Peters and Haberkorn, 1980; Blastocystea Cavalier-Smith, 1998).
Kokcidie patii mezi Conoidasida, pro které je typicka ptitomnost kompletniho konoidu.

Conoidasida se dé€li na 2 podtiidy: Gregarinasina Dufour, 1828 (gregariny) a Coccidiasina
Leukart, 1879 (kokcidie). Gregariny jsou vét§inou monoxenni, a lokalizované nejcastéji v travicim
traktu nebo télnich dutindch bezobratlych a niz§ich obratlovcli. Dospé€li gamonti jsou u vétSiny
druhil extracelularni, apikalni konec je Casto modifikovan na pfichytné organely nazvané mukrony
nebo epimerity.

Gamonty kokcidii se bézné vyvijeji intracelularné. Nemaji mukron ani epimerit, a nejcasteji
parazituji v obratlovcich. Mohou se vsak vyskytnout i v bezobratlych. Zivotni cykly jsou

monoxenni (Celed” Eimeriidae) 1 heteroxenni (Celed” Sarcocystidae). Nékteti zastupci patii mezi



vyznamné patogeny hospodaiskych zvirat. Rozmnozovaci potencial kokcidii je obrovsky — z jedné
oocysty mohou vzniknout béhem jediného Zivotniho cyklu az statisice novych oocyst. Jsou velmi
odolné, znicit je Ize jen mrazem ¢i teplotami nad 70 °C, nebo plsobenim agresivnich chemickych
(toxickych) latek (Levine and Ivens, 1965; Pellérdy, 1974; Perkins et al., 2000).

Celed’ Eimeriidae obsahuje podle Perkins et al. (2000) 17 rodd; v soucasnosti je jejich podet
vyssi (napt. Jirkh et al., 2002; Lainson, 2002, 2008; Jirkl et al., 2009). Mezi nejvyznamnéjsi patii
tyto tfi rody: Eimeria Schneider, 1875 (vice nez 1700 popsanych druht), Isospora, Schneider 1881
(vice nez 350 druhti) a Cyclospora Schneider 1881 (mén€ nez 20 druhti) (Duszynski and Upton,
2001).

1. 2. Zivotni cyklus celedi Eimeriidae

Vyvojovy cyklus monoxennich zastupcli probiha ve 4 hlavnich fazich: sporogonie, excystace,
merogonie a gametogonie.

Oocysty se dostavaji do vnéjSiho prostiedi ve vykalech hostitele, v této fazi obsahuji jedinou
buitku — sporont. V pfitomnosti kysliku se buiika déli do sporoblastli, kazdy znich tvofi
jednovrstevnou sporocystu obsahujici ur€ity pocet sporozoiti (viz kap. 1. 3.). Sporozoity mohou
lezet 1 pfimo uvniti oocysty, bez piitomnosti sporocysty (napt. rod Tyzzeria). Tento proces se
nazyvé sporulace/sporogonie a trva n€kolik hodin az dnii. Je jednim z kritérii pro druhovou
determinaci kokcidii. U c¢eledi Eimeriidae dochdzi k exogenni sporulaci - ve vnéjSim prostiedsi,
za pristupu O, a pfi vhodné teploté. To znamend, ze v trusu jsou vyluCovany pouze nezralg,
neinfekéni oocysty.

Hostitel se nakazi perordlné, pozienim vysporulované oocysty s kontaminovanou vodou ¢i
potravou. Oocysta se za pomoci tzv. Stiedova a substiedalniho téliska (Eimeria, Cyclospora,
Caryospora) roztrhne a uvolni sporozoity. U nékterych roda (Choleoeimeria) dochazi k rozdéleni
stény na 2 ploténky diky jemnym Sviim (Jirkt et al., 2002). Sténa oocysty je obvykle dvouvrstevna.
U nékterych druhii kokcidii je na jednom poélu ztenceni, tzv. mikropyle (Eimeria micropiliana),
které mize byt zevné kryto polovou Cepickou (E. arloingi). Tyto struktury rovnéz napomahaji
excystaci.

Sporozoit je rohlickovitého tvaru s centralné¢ ulozenym jadrem a s apikdlnim komplexem
lokalizovanym v pfedni Casti zoitu. M4 také 2 refraktilni téliska, tvofena predevSim glykogenem.
Toto vyvojové stadium lze najit v lumen tenkého stfeva hostitele n¢kolik mélo hodin po infekei.
Poté dochazi k penetraci aktivné se pohybujicich sporozoitii do bunék traviciho epitelu. Vyraznou
ulohu v priniku bunénou membranou enterocytu hraji organely apikalniho komplexu. Zde,
v buiikach hostitele, dochdzi k tvorb& prvni generace schizontl. Ty rostou, zakulacuji se, a po

nékolika hodindch tvofi prvogeneraéni merozoity pomoci nasobného déleni. Merozoity rozbiji



epitelidlni bunky a vstupuji do dalSich bun¢k, kde tvofi druhou generaci schizontli, rostou
a produkuji dal$i merozoity béhem néckolika dni po infekci. Tento proces se u riznych druhi
opakuje, napt. E. separata (krysa) a E. bovis (skot) maji 2 merogonni generace, E. nieschulzi
(krysa) a E. utahensis (tarbikomys, aguti) maji 4 generace merogonie. Z kazdého sporozoita miize
byt vytvofeno 2 az 100000 merozoit,, v zavislosti na druhu kokcidie. Prvni jaderné déleni je
meiotické (ve sporoplazmé), nasledné deleni vedouci ke tvorbé sporocysty a sporozoitl je
mitotické. Jednoduché mitotické dé€leni jadra se pozdéji objevuje v kazdé sporocysté, poté co se
cytoplazma rozdéli na sporozoity.

Na tuto asexudlni fazi zivotniho cyklu navazuje faze sexudlni. Merozoity posledni generace
vstupuji do novych epitelidlnich buné€k a tvofi mikrogametocyty a makrogamety. Mikrogametocyty
produkuji nasobnym délenim velky pocet bicikatych mikrogamet. Makrogamety obsahuji velky
pocet plastickych granul dvou typt, tzv. wall forming bodies (WF; a WF,), kterd se béhem zrani
presunuji k periferii buniky, a po oplozeni se stavaji zakladem pro vnitini a vnéjsi sténu oocysty.
Vznikla oocysta rozbije svou hostitelskou butiku, vstoupi do stievniho lumen a odejde s vykaly do
vngjsiho prostiedi.

Prepatentni perioda je definovana jako casovy interval mezi tim, kdy hostitel piijme
vysporulovanou oocystu a kdy prvni nevysporulovana oocysta opusti hostitele pies jeho vykaly;
obvykle byva v fadu n€kolika dni (napt. u E. nieschulzi 7 dni). Oocysty jsou pak dale vylu¢ovany
1 po dalsi dny (= patentni perioda), protoze ne vSechny sporozoity vstoupi do hostitelskych bun¢k
najednou, ale mohou zlstavat v lumenu stfeva po nékolik dni. Délka patentni periody zavisi mimo
jiné na poctu vysporulovanych oocyst v pocatecni infekéni davce a na poctu generaci merogonie.

Pokud nedojde k reinfekci, kokcidiova infekce se sama limituje. Asexualni reprodukce
nepokracuje neustale, jak tomu je naptiklad u rodu Plasmodium. Poté, co zivotni cyklus vstoupil do
sexualni faze a vytvofené oocysty jsou vylouceny z téla, je konec infekce. K reinfekci miize dojit,
ale hostitel vyviji vétsi ¢i mensi imunitu po primarni infekci. K opétovné nédkaze dochéazi nejcastéji
v hromadnych chovech (hlodavci, krélici, driibez), pfi nedostatecné vymeéné podestylky. Oocysty
zustavaji zivotaschopné a infekéni az po nékolik mésict po vylouceni z téla, v zavislosti na druhu
kokcidie a vlastnostech vnéjSiho prosttedi (napt. slunecni zateni, stin, vegetace) (Levine and Ivens,

1965; Pellérdy, 1974; Chroust et al., 1998; Duszynski and Upton, 2001).

1. 3. Rodova a druhova determinace kokcidii

Cyclospora 2 sporozoity, Isospora 4, Caryospora 8, Tyzzeria 8 bez tvorby sporocysty), a pocet
sporocyst uvnitf oocysty — zadna (Cryptosporidium, Schellackia, Pfeifferinella, Tyzzeria),
1 sporocysta (Mantonella, Caryospora), 2 sporocysty (Isospora, Dorisiella), nebo 4 sporocysty



(Eimeria, Wenyonella, Angeiocystis) (Long and Joyner, 1984; Duszynski and Upton, 2001).

Determinace druhu kokcidie zavisi na spolehlivé identifikaci hostitele, na vyvojovém stadiu, ve
kterém se vyskytuje v hostiteli, lokalit¢, kde byl infikovany hostitel nalezen, prevalenci
infikovanych jedincti, v€etné sezonni prevalence (Levine and Ivens, 1965; Duszynski and Wilber,
1997).
vysporulované oocysty. Méfi se délka a Sifka oocysty, délka a §itka sporocysty, pomér délky a Sitky
u oocysty 1 sporocysty (tzv. shape-index). M¢éfeni je tieba provadét na min. 30-50 oocystach
(nejlépe na 100 ks). Lisi se také tvar oocysty a vlastnosti stény oocysty (drsnost ¢i hladkost,
pfitomnost vybézkl, pocet vrstev a jejich tlouStka). St€na oocysty je vétSinou dvouvrstevna.
Nekteti autoti vSak pozorovali i tfivrstevnou, star$i popisy mohou uvadét i jednovrstevnou.

Vysporulovana oocysta miize obsahovat dalsi struktury s rozdilnou velikosti, tvarem nebo lokaci:
mikropyle, polova ¢epicka, reziduum oocysty, polarni granula.

K determinaci vyuzivame 1 morfologii struktur sporocysty: struktury na povrchu sporocysty,
adhezni membrany, hrboly, $vy, reziduum sporocysty, Stiedovo télisko a asociovand filamenta,
substiedalni télisko a/nebo parastiedalni télisko; struktury sporozoitu: refraktilni télisko a jeho
pocet, tvar a rozmery, jadro, a dalsi popisujici rysy jako ptedni ryhovani, pokud jsou vidét.

Vyznamnou roli hraje i misto vyskytu infekce v hostiteli (konkrétni orgéany, tkan¢) (Long and
Joyner, 1984; Duszynski and Wilber, 1997), véetné lokace v butice (napt. E. media a E. neoleporis
se nachazi obvykle pfed jadrem, zatimco schizonty E. citelli jsou umistény za nim).

Velikost oocyst jednoho druhu kokcidie se méni v pritbéhu patence, je zde pfima korelace mezi
casem patence a vzrustem oocystové délky a Sitky. Oocysta dosahuje nejvétsi velikosti piiblizné
v poloviné patentni doby. Ackoliv dochédzi ke zvétSovani velikosti, shape-index zlstava stejny
(Gardner and Duszynski, 1990; Long and Joyner, 1984; Parker and Duszynski, 1986).

Oocysty rtiznych druhii kokcidii mohou byt od sebe obtizn€ rozpoznatelné. Byvaji polymorfni
v pfibuznych hostitelich, nebo naopak monomorfni v neptibuznych hostitelich. (Parker and
Duszynski, 1986). Taxonomie a vymezeni rodd a druh@ kokcidii pochazi tedy vylucné
z morfologickych charakteristik. Je zjevné nepfirozené, protoze neodpovidd fylogenetickym

vztahlim zjisténym molekularnimi metodami (Long and Joyner, 1984; Duszynski and Upton, 2001).

Kokcidie rodu Eimeria byly pozorovany ve vSech druzich hlodavcl zminovanych v této praci
(viz kap. 1. 6.), krom& druhu Apodemus microps, ziejmé kvuli jeho nepfili§ Castému vyskytu.
Z Apodemus agrarius bylo popsano celkem 6 druhti kokcidii (E. agrarii, E. apodemi, E. arkutinae,
E. gandobica, E. hungaryensis (syn. E. muris) a E. kaunensis). Z rodu Apodemus flavicollis jsou to:

E. apionodes, E. apodemi, E. arkutinae, E. golemanskii, E. hungaryensis (syn. E. muris), E. prasadi



(syn. E. hindley) a E. rugosa (celkem 7 druhti kokcidii). Nejvice druhti kokcidii (19) bylo popséno
z A. sylvaticus - E. apodemi, E. arkutinae, E. badamlinica, E. divichinica, E. golemanskii,
E. gomurica, E. gumbashica, E. hungaryensis (syn. E. muris), E. jerfinica, E. montgomeryae,
E. muris, E. naye, E. neerensis, E. prasadi (syn. E. hindley), E. russiensis, E. svanbaevi (syn.
E. kriygsnanni, E. krijgsmani), E. sylvatici (syn. E. sylvatica), E. uptoni a E. zaurica. V Microtus
arvalis mize parazitovat t€chto 10 druhl - E. arvicolae (syn. Coccidium arvicolae, E. arvalis,
E. musculi), E. derenica, E. gomurchaica, E. iradiensis, E. iwanoffi (syn. E. ivanovi), E. kolanica,
E. majorici, E. monocrustae, E. primbelica a E. zuvandica. U Myodes glareolus byly popsany pouze
2 druhy kokcidii, E. cernae a E. rysavyi (syn. E. apodemi, E. hindley). Z divodu vysoké podobnosti
nekterych oocyst a netiplnym popistim byly nékteré druhy popsany vicekrat (Lewis and Ball, 1983;
Higgs and Nowell, 1991; Hurkova et al., 2005;
http://biology.unm.edu/biology/coccidia/rodents.html).

Kokcidie rodu Isospora se u téchto hlodavct nevyskytuji prilis ¢asto. Dosud byl popséan jediny

druh, Isospora uralicae, a to z Apodemus sylvaticus (Pellérdy, 1974).

1. 4. Fylogeneze kokcidii

V soucasné dobé¢ je kmen Apicomplexa povazovan za monofyleticky (Barta et al., 1991). Taxony

v ramci tohoto kmene jsou molekularné studovany s rtiznou intenzitou, diraz je kladen na studium
1ékatsky Ci veterinarné vyznamnych patogent (Barta et al., 1997; Eberhard et al., 1999; Franzen et
al., 2000; Kvicerova et al., 2008).

Molekularné fylogenetické analyzy prokazaly, Ze jednotlivé skupiny tvofici kmen Apicomplexa
uz vSak monofyletické nejsou (napt. rody Eimeria, Isospora). Monoxenni kokcidie rodu Eimeria se
rozpadaji na nékolik hostitelsky specifickych linii (napf. linie krali¢i, driibezi, praseci, apod.),
pficemz eimerie hlodavct tvori 2 oddélené, vzajemné nepiibuzné linie (Morrison et al., 2004;
Matsubayashi et al., 2005).

Pro zjisténi fylogenetickych vztaht hlodavéich eimerii pouzili Zhao and Duszynski (2001)
sekvence plastidového genu ORF 470 a jaderné 18S rDNA. Sekvenace malé jaderné podjednotky
(18S rDNA) je Siroce uzivana pro rekonstrukci fylogenetickych vztaht ve skupiné Apicomplexa,
avsak kvuli své znacné konzervativnosti je nevhodnd pro analyzu vysoce piibuznych druht.
Molekularni analyzou plastidovych gent lze ziskat vice informaci o mezidruhovych vztazich.
Analyzou sekvenci téchto dvou genli autofi zjistili, Zze jimi zkoumanych 10 druhl eimerii ze
severoamerickych hlodavct nalezi do dvou odlisnych linii. Druhy eimerii s morfologicky
podobnymi oocystami jsou si pfibuznéj$i nez druhy sdilejici stejné hostitelské skupiny. Z toho

plyne, Ze morfologickd podobnost vysporulovanych kokcidii je vice signifikantni v odrazu evolu¢ni



pribuznosti nez hostitelska specifita.

Kokcidie byly tedy touto analyzou rozdéleny do dvou linii. Linie A se vyznacuje sférickymi a
subsférickymi oocystami podobné velikosti a pfitomnosti residua oocysty. Do této skupiny patii
Eimeria albigulae (hostitel Neotoma, c&eled Cricetidae), E. arizonensis (Peromyscus a
Reithrodontomys, Cricetidae), E. onychomysis (Onychomys, Muridae) a E. reedi (Perognathus,
Heteromyidae).

Oocysty linie B jsou spiSe vejcité, elipsoidni ¢i protdhlé, rozmanitych velikosti, bez residua
oocysty. Patti sem E. falciformis (hostitel Mus, Celed Muridae), E. langebarteli (Reithrodontomys,
Cricetidae), E. nieschulzi (Rattus, Muridae), E. papillata (Mus, Muridae), E. separata (Rattus,
Muridae) a E. sevillensis (Onychomys, Muridae). Residuum oocysty bylo tedy zisadnim
rozliSovacim znakem, ktery d¢lil tyto dvé linie.

VétSina kokeidii se vyviji ve specifickych mistech traviciho traktu hostitelti. Druhy napadajici
nespecificka mista, napf. organy a tkané (napt. E. gruis nebo E. reichenowi u jetaba Grus monacha

a G. vipio) patii do fylogeneticky odlisnych linii (Matsubayashi et al., 2005).

Fylogeneze sav¢ich druhti rodu Isospora byla studovana analyza malé jaderné podjednotky
18S rDNA 1. belli v kombinaci s 18S rDNA dalsich kokcidii. Tato analyza dala vznik 3 skupinam.
Prvni skupinu tvoii kokcidie formujici cysty (Toxoplasma a Neospora) a sav¢i zastupci rodu
Isospora (I. ohioensis, 1. suis, I. belli).

Druhé skupina reprezentuje sesterskou skupinu k prvni a obsahuje zastupce rodu Sarcocystis.

Tieti skupina zahrnuje zastupce ¢eledi Eimeriidae, véetné rodi Eimeria a Cyclospora.
Sarcocystidae, nez Eimeriidae. Pivodni taxonomické zafazeni bylo zalozeno na morfologické
podobnosti vysporulovanych oocyst, zivotnich cyklti a mista vyvoje v hostiteli (Carreno et al.,
1998; Franzen et al., 2000; Samarasinghe et al., 2008).

V soucasnosti je rod Isospora povazovan za polyfyleticky, tvorici hostitelsky specifické linie.
Skupina sav¢ich isospor, obsahujici napt. 1. suis (hostitel Sus), I. belli (Homo) nebo 1. ohioensis
(Canis), 1. felis (Felis), I. timoni (Suricata) je nyni fazena do rodu Cystoisospora (Frenkel, 1977).
Dalsi linii tvofi isospory parazitujici u ptakt, napiiklad 1. albicolis (hostitel Turdus) nebo I. anthi
(Anthus). Dalsi isospory napadaji také plazy a obojzivelniky, jako 1. basilisci u Basiliscus nebo
L delicatus u Pseudacris. Jejich evolu¢ni vztahy k savéim ¢i ptacim isosporam vsak nejsou dosud
znamy, molekularni studie tohoto problému neexistuji. Da se ocekavat, Zze v brzké dob¢ projde rod
Isospora znacnym mnozstvim zmen. (Schrenzel et al., 2005;

http://biology.unm.edu/biology/coccidia/list.html).


http://biology.unm.edu/biology/coccidia/list.html

1. 5. Hostitelska specifita kokcidii

Hostitelska specifita je definovana jako schopnost parazita infikovat urcit¢é omezené mnozZstvi
hostitelll a uspésné v nich dokoncit sviij vyvoj. V nejstriktnéjsich ptipadech mize zahrnovat pouze
jeden hostitelsky druh (Joyner, 1982).

Faktory podilejici se na existenci hostitelské specifity eimerii nejsou dosud zcela znamy, ale
dalezitymi body jsou excystace (ovlivnéni chemickymi stimuly soli Zzlucovych kyselin),
nespecifické imunitni mechanismy hostitele a genetické vlastnosti parazita. Pro vétSinu
monoxennich kokcidii je typicka vysoka hostitelska specifita; striktni hostitelska specifita (infekce
jediného druhu hostitele) vsak ve skute¢nych podminkach existuje ziidka, pokud vibec (Upton et
al., 1992; Chroust et al., 1998; Duszynski and Upton, 2001). Obecné¢ lze fici, Ze hostitelska specifita
kokcidii rodu Eimeria je uzsi, jeden druh kokcidie zfidka infikuje vice nez jeden rod hostitele,
zatimco kokcidie rodu Isospora maji relativné Siroké hostitelské spektrum. Napi. Isospora

bigemina byla popsana u psa, kocky, fretky a norka (Levine and Ivens, 1965; Pellérdy, 1974).

Mezi vysoce hostitelsky specifické kokcidie rodu Eimeria parazitujici u mysic rodu Apodemus
patii napt. E. agrarii (Apodemus agrarius), E. naye (A. sylvaticus), E. rugosa (A. flavicollis) a
E. zaurica (A. sylvaticus).

Naopak nizkd hostitelskd specifita byla popsana napt. u E. apionodes, E. apodemi a
E. hungaryensis (vSechny tfi parazitujici u A. agrarius, A. flavicollis a A. sylvaticus), nebo u E.
uptoni (A. flavicollis, A. sylvaticus) (Lewis and Ball, 1983; Higgs and Nowell, 1991; Hiurkov4 et al.,
2005).

1. 6. Vybrani hlodavci jako hostitelé kokcidii
1. 6. 1. Historie a ¢lenéni
Hlodavci patii do skupiny placentdlnich savci. Jejich taxonomické cClenéni je staré a za

nedavnou dobu neproslo velkym mnozstvim zmén.

Soucasné taxonomické zatazeni hlodavct (Wilson and Reeder, 2005):
Rise: Animalia Linnaeus, 1758
Kmen: Chordata Bateson, 1885
Podkmen: Vertebrata, Cuvier 1812
Ttida: Mammalia, Linnaeus, 1758
Podtrida: Theria, McKenna and Bell, 1997
Infratiida: Eutheria, Huxley 1881
Rad: Rodentia, Bowdich 1821



Savci jsou rozdéleni do 26 fadud, které obsahuji 4629 druhi (z toho 2015, tj. 43,52 %, ptedstavuji
zastupci fadu Rodentia). U 556 z nich byla zjisténa pfitomnost kokcidi — 869 druht Eimeria spp.,
132 Isospora spp. a 7 Cyclospora spp.

Rad hlodavci obsahuje 2015 druht, piitomnost kokcidii byla dosud zjiiténa u 280 druht
(13,9 %). Z toho kokcidie rodu Eimeria jsou zastoupeny 415 druhy, Isospora spp. 40 druhy a
Cyclospora sp. pouze jednim druhem (Duszynski and Upton, 2001; Wilson a Reeder, 2005).

1. 6. 2. Rod Apodemus (Rodentia: Muridae)

Mysice rodu Apodemus v soucasnosti délime do dvou podrodit (Apodemus a Sylvaemus) a
14 druhii. Z mysic studovanych v této praci patti do podrodu Sylvaemus druhy A. flavicollis,
A. microps a A. sylvaticus, zatimco A. agrarius patii do podrodu Apodemus (Wilson and Reeder,
2005).

K oddéleni podrodit Apodemus a Sylvaemus doSlo nejspiSe pred 7-8 miliony let. V této dobé
dochdzelo k vyznamnym klimatickym zméndm, které vedly k drastické proméné vegetace.
V mnoha oblastech, zvlast¢ v Palearktid€, doslo k nahrazeni lest prevazné bylinnym porostem. Tyto
zmény vegetace mohly vést k vytlaCovani zivocisSnych druhti, kdy druhy adaptované na lesni
prostfedi byly nahrazeny druhy otevienych stanovist. V danych podrodech je divergencni cas

odhadovén na 5,4-6 mil. let u Apodemus, a 2,2-3,5 mil. let u Sylvaemus (Michaux et al., 2002).

Na tzemi Ceské republiky se vyskytuji étyfi druhy mysic rodu Apodemus, které byly piedmétem

zajmu této prace (Tab. 1).

Latinsky nazev Cesky nazev Celed’

Apodemus agrarius (Pallas, 1771) Mysice temnopasa Muridae
Apodemus flavicollis (Melchior, 1834) Mysice lesni Muridae
Apodemus microps (Kratochvil and Rosicky, 1952) | Mysice malooka Muridae
Apodemus sylvaticus (Linnaeus, 1758) Mysice kiovinna Muridae

Tab. 1: Piehled hlodavci obsazenych v této praci

*  Apodemus agrarius (Pallas, 1771) — MySice temnopasé

Hmotnost 15-40 g, délka téla 70-125 mm, délka zadniho chodidla 17,5-21,0 mm.

Tento druh mySice se vyskytuje na 21,6 % tzemi naSi republiky (Obr. 1). Patii mezi
zoogeograficky zajimavé druhy. Jeho hranice neni na zapad¢ ustalena. Dnes lze hranici vyskytu
oznadit jako spojnici mezi hiebeny Krusnych hor, tokem Labe mezi Dé¢inem a Ustim nad Labem a

povodim Plou¢nice i Sméd¢, dale pokracuji ziejme izolované enklavy ve vychodnim Podkrkonosi a



v Broumovské vrchovin€. Na Moravé doslo k posunu na jih, takze hranice jejich aredlu zasahuje
na stfedni Moravu a nejnovéji 1 ke Znojemsku. Je tedy mozné, ze na Moravé zvétSila mySice sviyj
areal za poslednich 20 let o vice nez 100 km, oproti Cecham, kde k posunu do§lo maximalng v fadu
desitek kilometrii. Moznym vysvétlenim je mohutna zaplavova vlna, kterd postihla Moravu a
Slezsko v roce 1997.

Ve svété se vyskytuje ve dvou izolovanych oblastech — na Dalném vychodé, Koreji, Ciné a
Tajwanu, a dale od Stfedni Evropy po Stfedni Asii a Kavkaz. VétSimu pronikani do vnitrozemi
brani zalesnéné hory.

Je povazovana za druh stepniho ptivodu. Obyva nejcastéji niziny a pahorkatiny, tzn. nadmotskou
vysku do 300 m n. m.; do 600 m n. m. je uz vzacngjsi. AvSak literatura uvadi nékteré nalezy
iz vy$ky kolem 1000 m n. m.

MySice temnopdsd je u nas hodnocena jako hygrofilni a eurytermni druh, ktery zije
v kiovinatych mezich, stranich, polich, okrajich mensich lesti a riiznych ruderalnich plochach. Casto
se nachazi podél vodnich toktl, kde se ukryva v biehovych porostech a rdkosinach, a to i u stojatych
vod.

Na podzim se stahuje k lidskym sidlim. MySice temnopasd ma na hibeté napadny uzky Cerny pruh,
tahnouci se od hlavy az ke koteni ocasu. Oproti podobné mysivce horské (Sicista betulina) je vétsi,
ma kratsi ocas a delsi zadni chodidlo. Svrchni ¢ast téla je rezavohnéda az Zlutohnéd4, bficho bilé

(Dungel, 1993; Andéra and Benes, 2002; Andéra and Horacek, 2005; Wilson and Reeder, 2005).
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Obr. 1: Mapa rozsifeni Apodemus agrarius v CR (pfevzato z Andéra and Benes,
2002)

PIn¢ kolecko — vyskyt potvrzeny po roce 1950
Prazdné kolecko — nélezy do roku 1950 vcetné

Trojuhelnik — tidaje Farského 1965

*  Apodemus flavicollis (Melchior, 1834) — MySice lesni

Hmotnost 18-45 g, délka téla 90-123 mm, délka zadni tlapky 23-27 mm.

Vyskytuje se na 81,2 % naseho izemi, tzn. je to velice bézny druh, ktery osidluje téméf celé
uzemi nasi republiky (Obr. 2).

V Eurasii se vyskytuje od jihu Francie a Italie a jihu Skandinavie aZ po Ural, Kavkaz, Malou Asii
a Blizky vychod, ostriivkovité i v jizni Anglii a Pyrenejich.

Zije nejéastéji v listnatych a smiSenych lesich, ale i podél potoktl, v mokfadech, na raselinistich.
Podobné jako mySice kiovinna osidluje meze, stran¢, remizky, sady a vinice. Muze se zabydlet
1 v opusténé ptaci budce. Na zimu se ve velkych poctech stahuje k lidskym sidlim, ale nepronika do
aglomeraci, spiSe se drzi na okrajich nebo v parcich ¢i ptiméstskych lesich. Vyskytuje se ve vSech
nadmotskych vyskach.

Mysice lesni je velmi podobna ostatnim mySicim podrodu Sylvaemus, ze vSech vsak byva
nejvetsi a spolehlivé se daji odlisit pouze jedinci se zadni tlapkou delsi nez 24 mm. M4 dlouhy ocas,
ktery byva delsi nez télo (u mlad’at 90-95 % délky tela) a na kterém lze napocitat 180-230 krouzkt

zrohovatelé pokozky. Dospélci maji vyrazné rySavé hnédé az kastanové zabarveni hibetu, ktery je

10



v kontrastu s témét Cisté bilym bfichem. Na hrdle Casto miva velkou Zlutooranzovou skvrnu,
tdhnouci se k pfednim tlapkdm a napojujici se na boky. Mladi jedinci byvaji zabarveni svétle
Sedohnéd¢€, bricho je svétleji Sedé a neni tak jasné ohranieno. Ma napadné koralkovité oci
v pruméru méfici asi 5 mm, a velké lysé uSni boltce (Dungel, 1993; Andéra and Benes, 2002;

And¢ra and Horéacek, 2005; Wilson and Reeder, 2005).
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Obr. 2: Mapa rozsiteni Apodemus flavicollis v CR (pievzato z Andéra
and Benes, 2002)

PIné kolecko — vyskyt potvrzeny po roce 1950

Prazdné kolecko — nélezy do roku 1950 vcetné

*  Apodemus microps (Kratochvil et Rosicky, 1952) - MySice malooka
syn. Apodemus uralensis
Hmotnost 12-22 g, délka téla 70-96 mm, délka zadni tlapky 17,0-20,5 mm.

Vyskytuje se na 7,2 % uzemi Ceské republiky, patii mezi méné b&zné druhy (Obr. 3). Zije
v nizinaich a pahorkatinach jizni Moravy a Slezska. Izolovana enklava je téz na Zatecku,
rozkladajici se na uzemi 500 km? mezi zdpadnim okrajem Doupovskych hor k fece Ohfi, coz je
nejzapadnéjsi cast celého aredlu rozsSifeni druhu. Neni zndm divod vzniku tohoto uzavieného
ostrivku, ale je to jeden z nejzajimavéjSich jevil v ramci stfedoevropské saveéi fauny. Odtud byl
popsan samostatny poddruh Apodemus microps cimrmani (Vohralik, 2002), ktery je Ceskym
endemitem. Je mozné, ze tato mySice se vyskytuje 1 v jinych oblastech nasi republiky a byva
zamenovana s mysici kifovinnou. Nejvyse se vyskytuje v nadmoiskych vyskach do 400 m n. m.,

na Slovensku ale byla nalezena i v 1450 m n. m.

11



Krom¢ nasi republiky a Slovenska se vyskytuje 1 v jizni casti Polska, na Ukrajiné, a
na jihovychodé Evropy az k Malé Asii.

Je to stepni teplomilny druh obyvajici nejcastéji oteviené bezlesé prostory. Béhem roku méni
stanoviSté od zaplevelenych mezi, Gthoril a strani na jafe, pozdé&ji se presouva na pole, k podzimu
obyva strnisté a kultury viceletych plodin. Osidleni méni zfejmé kvuli agrotechnickym pracem.
Méné se vyskytuje na okrajich fek a loukach, neobdélavanych plochéach, v lesicich a kiovinach;
u lidskych sidel je nalezneme vzacné. Malé o€i a usi ukazuji 1 na Casty vyskyt pod zemi, o cemz
sveédci 1 kratké smyslové chlupy na €enichu.

Pfipomind mysici kfovinnou, mé ale mensi o¢i (primér 3,5-3,9 mm), usni boltce (vyska 15 mm)
1 krat$i zadni tlapky, jejichz velikost nepfesahuje 20,5 mm. Ocas je dvoubarevny a vzdy kratsi nez
télo, které je na hibetu Sedohnédé s prechodem k nazloutlému btichu. Hranice zabarveni miize byt
u dospélych jedinct vyrazna (Dungel, 1993; Andéra and Benes, 2002; Andéra and Horacek, 2005;
Wilson and Reeder, 2005).

38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62
- 1 1 1 1

S S TS T T T T T T S W

~ [e)] [e)} [0)] [} » m 6) J1 w w
<o} ~ w [&N] . © ~J )] [&N] —
| U SN TN SN N N N | | NS NN R (N T N NN N W §
1 (€] ‘()1
N (@)

~J
(oY)

)
LIS A e s S S B S e S B T LA B S B e T T

T T T 1T T T 17 T 77 5
39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 69 71 73 75 77 79

Obr. 3: Mapa roziiteni Apéd’é)hus micrbps v CR (ptevzato z Andéra and
Benes, 2002)

PIné kolecko — vyskyt potvrzeny po roce 1950

*  Apodemus sylvaticus (Linnaeus, 1758) — MysSice kfovinna
Hmotnost 13-38 g, délka téla 75-110 mm, délka zadni tlapky 19,5-23,5 mm.

Vyskytuje se na 89,0 % republiky (Obr. 4). Tento tdaj je ovSem tieba brat s rezervou, protoze

odliSeni tohoto druhu od ostatnich druhii mySic neni vzdy spolehlivé.

Vyskytuje se v celé Evropé kromé severni Skandinavie a Finska, obyva i1 severozapadni Afriku a

12



v Asii zasahuje az do severni Indie, Ciny a Mongolska.

Vyskytuje se témet ve vSech biotopech s vyjimkou horskych smr€in a vrchovist, do nadmotské
vysky 1500 m n. m. Nejcastéji obyva pole, meze, remizky a lesiky, strané porostlé¢ kiovinami,
okraje lest, pis€iny, jsou i podél vodnich tokt, v sutich, viesovistich, zahradach, podél cest,
v prisecich lesii 1 nad hranici lesa. Jako jeden z prvnich druhii obsazuje rana stadia vysypek
povrchovych dol i centra mést, nalezneme ji i na skladkédch odpadu nebo ve stozich, ¢i u lidskych
ptibytkl, kam se ve velkém mnozstvi stahuje na zimu.

Je velmi podobna mysici lesni, ale v priméru je mensi. NejlepSim rozpoznavacim znakem je
délka zadni tlapky, kterd se nej€astéji pohybuje mezi 20,5-23,0 mm a nikdy neptesahuje 24 mm.
Ocas je vétSinou krats$i neZ té€lo a méa na ném asi 150-180 ocasnich krouzkti. Nema pfili§ patrnou
hranici v tmavém zabarveni bokd a svétlém Sedivém biiSe. Hibet md hnédy nebo svétle rezavy.
Zluta skvrna na hrdle zpravidla chybi; pokud je piitomna, byvd mala a nezasahuje az na piedni
koncetiny (Dungel, 1993; Andéra and Benes, 2002; Andéra and Horacek, 2005; Wilson and Reeder,
2005).
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Obr. 4: Mapa rozéfféniﬁbbd’énid& Syl\}aticus v CR (pievzato z Andéra and
Benes, 2002)

PIné kolecko — vyskyt potvrzeny po roce 1950

Prazdné kolecko — nalezy do roku 1950 vcetné
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Mysice, jako bézné se vyskytujici hlodavci s Sirokym aredlem rozsifeni, ktery se u jednotlivych
druhti prekryva, pfedstavuji dobry a snadno dostupny model pro studium vyvoje vztahil parazita
a hostitele. Otdzka, zda se jednotlivé druhy mySic mohou vzdjemné kiizit, dosud nebyla
zodpovézena. Evoluéni vztahy mezi mySicemi jsou velmi dobfe prostudovany i na populacni a
fylogeografické urovni (Michaux et al., 2002, Hirota et al., 2004, Michaux et al., 2005). Fylogeneze
paraziti ve vztahu k tomuto hostiteli byla studovana na modelu v$i Polyplax serrata v Evropé
(Stefka and Hypsa, 2008). Ve§ zde tvoii 3 oddélené a geneticky vzdalené linie, Eastedné zavislé
na hostitelské specifite.

Kokcidie parazitujici u mysic rodu Apodemus byly dosud studovany pouze okrajové. Jedna se
vétSinou o morfologické popisy novych druhi ¢i o prevalenci téchto paraziti (Lewis and Ball,
1983; Higgs and Nowell, 1991, 2000; Hurkova et al, 2005). Dosud zadné studie se nezabyvala

kokcidiemi na populacni trovni. Jedna se tedy o prvni praci tohoto typu.
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2. Cile prace

Studium kokcidii u hlodavct rodu Apodemus.

*  Odchyty hlodavci v terénu a sbér jejich trusu.

» Parazitologické vysetfeni trusu, mikroskopie.

«  Zjisténi prevalence kokcidii u téchto hlodavct v riiznych oblastech Ceské republiky.

* Analyza vztahi mezi jednotlivymi druhy kokcidii parazitujicich mySice pomoci
molekularnich a fylogenetickych metod (izolace DNA, PCR, sekvenace, zpracovani dat

fylogenetickymi programy).

Prace je v tésné vazbé na grant GA CR ¢&. 31-206/08/1019 (V. Hypsa).
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3. Metodika

3. 1. Odchyty hlodavci
Odchyty byly provadény v obdobi jaro - podzim roku 2009 na riiznych mistech Ceské republiky
a na Slovensku, v€etné oblasti ptekryvli vyskytu jednotlivych druhi mySic. Byly pouzity klasické

drevéné sklapovaci pasti. Jako navnada slouzila pastika nebo knot napustény sadlem.

3. 2. Identifikace hlodavcii
Hlodavci byli identifikovani na misté¢ podle literatury (Dungel, 1993; Andéra and Horacek,
2005). Zietel byl bran zejména na velikost jedince, zbarveni, velikost oka a usniho boltce, délku a

pomer téla k ocasu, délku zadni tlapky (méfeno posuvnym meiidlem), ale i na charakter stanovisté

(Obr. 5).

Délka téla ", Ocas

Obr. 5: Rozméry diilezité pro identifikaci hlodavce (ptevzato z Dungel, 1993)

3. 3. Odbér biologickych vzorku

Na misté¢ byl odebran cCerstvy trus z traéniku a uchovan ve vzorkovnici s 4% roztokem
dichromanu draselného (K,Cr,O5). Tyto vzorkovnice byly poté skladovany v lednici. Hlodavci byli
také vySetfeni na pfitomnost ektoparaziti (v§i, blechy, kliStata, roztoci) vyCesanim srsti zubnim
kartaCkem. VS§i byly odebrany do absolutniho ethanolu pro studium popula¢ni genetiky v ramci
grantu GA CR 31-206/08/1019. Z kazdého jedince byl téz odebran jeden & dva prsty

do absolutniho ethanolu pro dalsi vyzkum v ramci tohoto grantu.
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3. 4. Koprologické vySetieni

Cast zhomogenizovaného trusu byla piecezena pres sitko do zkumavky, dolita vodou a
centrifugovdna 5 min pii 2500 rpm. Po odstranéni supernatantu byl sediment promichan s
Sheatherovym cukernym roztokem o hustoté 1.30 (Duszynski and Wilber, 1997; Zajac and Conboy,
2006) a centrifugovan za stejnych podminek. Cast povrchové blanky byla pfenesena na podlozni
sklicko a mikroskopovéna svételnym mikroskopem pii zvétSeni 20x10 a 40x10. Metoda je zaloZena
na rozdilné hustote, kdy lehké oocysty vystoupaji na povrch, zatimco necistoty klesnou na dno.

Pokud byl mikroskopovany vzorek pozitivni, byl ohodnocen podle mnozstvi ptitomnych oocyst
v zorném poli pii zvétSeni 20x10 (tzv. semikvantitativni metoda stanoveni intenzity infekce)

(Thienpont et al., 1979).

1 - 5 oocyst + slaba infekce
5 - 10 oocyst ++ sttedné¢ silna infekce
10 - 50 oocyst +++  silnd infekce

vice nez 50 oocyst  ++++ velmi silna infekce

3. 5. Determinace druhu kokcidii

Druh pfislusné kokcidie byl determinovan na zakladé morfologie a morfometrie
vysporulovanych oocyst, dle obecné platnych pravidel (Duszynski and Wilber, 1997). M¢ieni
oocyst byla provedena pii zvétSeni 100 x 10, na mikroskopu Olympus Provis BX51 vybaveném
okularovym méftitkem. Mikrofotografie oocyst byly zhotoveny fotoaparatem Olympus Camedia

C-5060W a upraveny pocitacovym programem Quick Photo Pro v. 2.0.

Tento bod provadéla Jana Kvicerova a neni soucasti mé bakalaiské prace.

3. 6. Izolace celkové DNA
3. 6. 1. Extrakce komer¢nim kitem

K extrakci byl pouzit FastDNA ® SPIN for Soil Kit od firmy MP Biomedicals. Celkovd DNA
byla vyizolovana dle navodu vyrobce (ve zkratce: opakované promyvani vzorku vodou, rozbijeni
bunék (oocyst) na bead-beateru pomoci sklenénych kuli¢ek o riizné velikosti, navdzani DNA na

Binding Matrix, filtrace a centrifugace vzorku na kolonkach, eluace DNA do deionizované vody).

3. 6. 2. Fenol-chloroformova extrakce
Extrakce komerc¢nim kitem je jednoduché a rychld, miva vsak nizsi vytéznost. Pro izolaci DNA
z problémovych vzorkli (u kterych extrakce kitem selhala) jsem pouzila metodu fenol-

chloroformové extrakce.
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Oocysty byly opakované promyty ve sterilnim PBS (phosphate buffer saline) za ucelem
odstranéni K,Cr,O- (inhibitor PCR reakce), rozbity metodou ,,heat shock® pomoci né€kolika cykli
opakovani vysokych teplotnich rozdilt (tekuty dusik - horka voda) a tfenim se sklenénym piskem, a
nasledné inkubovany ptes noc na ledu spolu s lyzaénim pufrem (180 pl NET 50 + 24 pl 30%
sarkosinu + 4 [l pronazy E). Po zlyzovani proteint a stény oocyst byla celkovd DNA extrahovana

pomoci standardni fenol - chloroformové metody a nasledné precipitovana pfidanim ethanolu

(Sambrook and Russell, 2001).

3. 7. Geny pouZzité pro fylogenetické analyzy

Pro amplifikaci jsem pouzila mitochondridlni gen pro cytochrom c¢ oxiddzu I (COI 1), nebot’ je
dobrym markerem mezidruhové 1 vnitrodruhové variability. Geny, které jsou obvykle pouzivany pro
rekonstrukci fylogenetickych vzahli v ramci kmene Apicomplexa (jaderna 18S rDNA, plastidovy

OREF 470, plastidova 23S rDNA), nevykazuji dostatecnou variabilitu (Kvi¢erova, osobni sdéleni).

3. 8. PCR, primery

Specifické primery pro amplifikaci pfiblizn¢ 800 bp COI 1 byly navrZeny podle publikovanych
sekvenci ptibuznych druhii kokcidii rodu Eimeria (forward primer:
5'-GAAACTGCGAATGGCTCATT-3’, reverse primer: 5-CTTGCGCCTACTAGGCATTC-3").
PCR probihala v objemu 25 pl za standardnich podminek. Pro vétSinu PCR reakci byla pouzita
HotStarTaq DNA Polymeraza (Qiagen), pro amplifikaci problémovych vzorka polymeraza High
Fidelity PCR Enzyme Mix (HiFi) (Fermentas). Program zacinal krokem denaturace pii 95 °C po
15 minut (pf1 pouziti HiFi polymerazy denaturace trvala 2,5 minuty pii 94 °C), poté pokracoval
35 cykly denaturace pii 95 °C po 45 s (HiFi 33 cykld, denaturace pii 94 °C po 45 s), nasedani
primeru (annealing) pii 55 °C po 45 s a elongace pii 72 °C po 90 s. Amplifika¢ni proces byl
zakonCen findlni extenzi pfi 72 °C po 10 min. Vysledek PCR reakce byl vizualizovan

elektroforézou na 1 % agar6zovém gelu pii 100 V, s pouZitim barviva Sybr Green a 1 kb ladderu.

3. 9. Sekvenace, uprava a zpracovani sekvenci

Ziskané¢ PCR produkty byly enzymaticky pteciStény pomoci 0,2 pl Exo I (exonuclease I z
E. coli) a 0,2 ul CIP (alkaline phosphatase calf intestinal; New England BioLabs®Inc.), ptipadné
0,4 pl SAP (shrimp alkaline phosphatase; Fermentas). Vzorky byly néasledné odeslany do firmy
Macrogen (Korea) na sekvenaci. K prohlizeni a upravé ziskanych sekvenci jsem pouzila program
Sequence Scanner, software 1.0 (https://products.appliedbiosystems.com). Upravené sekvence byly
identifikovany a porovnany s ostatnimi sekvencemi v GenBank pomoci algoritmu BLAST

(www.ncbi.nlm.nih.gov) a zkompletovany pocitaovym programem SeqMan (DNA STAR, Inc.).
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Pomoci programu EditSeq (DNA STAR, Inc.) byl zkontrolovan a upraven ¢teci rdmec sekvenci.

3. 10. Fylogenetické analyzy
3. 10. 1. Alignment

Zkopirovanim veskerych ziskanych sekvenci COI 1 kokcidii z mysSic rodu Apodemus a nékolika
dalSich sekvenci COI 1 (Tab. 2) do spole¢ného textového souboru byl vytvoren dataset. Ten byl
pfeveden do programu BioEdit (Hall, 1999), sekvence byly alignovany jako proteiny algoritmem
ClustalW Multiple alignment (Thompson et al., 1994), manualn¢ zkontrolovany a ofezany piiblizné

do stejné délky (~ 680 bp).

nazev kokcidie hostitel pristupovy kéd GenBank
E. acervulina kur FJ236428

E. exigua kralik - (poskytla J. Kvicerova)
E. intestinalis kralik - (poskytla J. Kvicerova)
E. maxima kur FJ236459

E. mivati kur EF174185

E. tenella kur FJ236458

Haemoproteus sanguinis bulbul (pévec) EU254598

Hepatocystis sp. kaloni EU254570

Tab. 2: Piehled sekvenci COI 1 vybranych z GenBank pro tvorbu fylogenetickych stromt

3. 10. 2. Fylogenetické analyzy

Upraveny alignment sekvenci byl exportovan do programu TCS (Clement et al., 2000). Zde byly
sekvence zkolabovany do jednotlivych haplotypt.

Programem PAUP v.4b10 (Swofford, 2002) byly sekvence analyzovéany heuristickou metodou
Maximum parsimony (MP). Ze ziskanych fylogenetickych stroma byl poté vytvofen konsensus.
Robustnost stromu byla ovéfena hodnotou konzistenéniho indexu (ci) a podpora vétveni byla
vypoctena jako bootstrap s 1000 opakovanimi.

Maximum likelihood (ML) byl vypocten v programu PHYML v2.4.3s (Guindon and Gascuel,
2003). Jako outgroup byla pro vSechny stromy pouzita sekvence COI 1 z Hepatocystis sp.
(EU254570).

Vysledné stromy a haplotypova sit' byly vizualizovany programem TreeView v. 1.6.6.

(Page, 1996).
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4. Vysledky

4. 1. Lokality odchytu hlodavcu

V této préci jsou obsazeny vysledky z vychodnich Cech, Vyso¢iny, severnich Cech, jiznich Cech,
sttednich Cech a Plzefiska. Samostatnd jsem provadéla odchyty ve Vychodnich Cechach, na
Vyso&ing a v jiznich Cechach, z ostatnich lokalit jsem zpracovala vzorky trusu ziskané od Jany
Kvicerové a Jany Martinli. ProtoZe ne u vSech pozitivnich vzorka se mi podafilo kvalitné vyizolovat
DNA ¢i ziskat sekvence, je tato prace rozsifena i o sekvence z mysic odchycenych na Slovensku a
v Anglii. Krom¢ mySic jsem odchytla i né¢kolik nornik (Myodes glareolus) a hrabosu (Microtus

sp.) (Rodentia: Arvicolidae), kterym se tato prace nevénuje, ale pro uplnost je uvadim v Tab. 3.

4. 1. 1. Domaci lokality
Kralovéhradecky kraj

Ve vychodnich Cechach byly sbéry provadény u obce Chotéborky, v De§tném v Orlickych
horach a v Sedlofiové. U Chotéborek Slo o okraj smiSené¢ho lesa s nepfiili§ zapojenym kefovym
patrem. V DeStném jsem sbirala vzorky v lese a ostruzinovych kefich podél malo frekventované
cesty. V Sedloniové jsem pasti umistila v zarostlém neudrzovaném parku, ktery se svazoval dola
k fece, byl zde velky podil bukt a velké mnozstvi malinikii, ve kterych byla vétSina odchycenych

zivocichu. Procento infikovanych jedincti je 42,9 % z Chotéborek a 40,0 % z Destného.

Kraj Vysocina

Na Vysocin€ jsem hlodavce odchytavala u Jimramova, Zajickova a v Babicich. Z Jimramova
pochézeji vzorky z okraje smiSeného lesa, ktery lemovala feka z jedné strany a vysoky svah z druhé
strany. V Zajickové byly odchyty provadény v lese s prevahou listnact, hlodavci se chytali nejlépe
v blizkosti hromad navezenych vétvi. V Babicich byly pasti umistény na okraji smiSeného lesa a
v blizkosti pramene lesniho potoka. Infikovanych jedinct z Jimramova bylo 25 % a ze Zajickova

61,5 %. V Babicich nebyl infikovany zadny odchyceny hlodavec.

Karlovarsky kraj

Vzorky z Karlovarska mam od Jany Martini z odchyti v oblasti Doupovskych hor. Odchyty
byly provadény na zarostlych vlkych loukach. V blizkosti byla cesta a smiSeny les. Z vysetienych
vzorku 40,9 % obsahovalo kokcidie.
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Jihocesky kraj

Odchyty v této oblasti provadéla Jana Kvigerova v Ceskych Budgjovicich a v Borové nad
Vltavou. V C. Budgjovicich se jednd o lesik za sidli§tém M4j, s hustym travnim podrostem a
pfevahou jehli¢nand. Pasti byly polozeny do travniho podrostu. V BorSové nad Vltavou byly
odchyty provadény v kiovinatém ruderdlu podél teky Vltavy. Vzorky byly v 57,1 % Eimeria
pozitivni.

Vzorky z mych odchyti pochazeji z Veseli nad Luznici a z KtiSe, na obou mistech byla v§echna
vySetfeni na kokcidie negativni. Ve Veseli byly pasti umistény pii okrajich pole, v blizkosti tlnky a

ve smiSeném lese. Na Ktisi §lo o mySice odchycené na pidé domu.

Stredocesky kraj
Vzorky z této oblasti mam od Jany Kviterové z Polabi (okoli Pod&brad). Slo o vlhké oblasti

luznich lest podél Labe, s velkym podilem dubti, buki a travniho podrostu. Infikovanych hlodavca

bylo 33,3 %.

Plzenisky kraj
Odchyty na Plzensku provadéla Jana Martinti, nejcastéji v oblastech podmacenych luk, nebo

v kiovinach podél cest. Nakazenych jedinct bylo 29,4 %.

Ustecky kraj

Odchyty v této oblasti provadéla Jana Kvi¢erova v Solanech a v okoli Litvinova.

V Solanech se jednalo o vlhkou kfovinatou oblast tvofici hranici mezi zemédélskou plochou
(polem) a jehli¢natym lesem. V blizkosti se nachazi maly potok.

V okoli Litvinova byly odchyty provadény v ramci kaZzdorocniho monitoringu drobnych savci
ve stanovenych kvadratech (projekt F. Sedlacka a V. Bejcka). Pasti byly poloZzeny do travniho
podrostu v zalesnéné oblasti mezi obcemi Kliny a vodni nadrzi Flaje.

Vzorek z Ceskosaského Svycarska pochazi od Vaclava MikeSe. Odchyt zvitat zde provadél
na zaklad¢ platnych povoleni k odchytu v této oblasti. Jednalo se o oblast Pastyiské kameny, les
s piskovcovymi skalami.

Procento mySic Eimeria pozitivnich bylo 23,3 %. Z této oblasti pochazi také vzorek obsahujici

isosporu.
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4. 1. 2. Zahranic¢ni lokality
Slovensko

V Rozhanovcich (Kosicka kotlina) Slo o aredl ucelového zatizeni pro chov zvéfe pattici
Univerzité veterinarniho lékaistvi v KoSicich. Odchyty byly provadény v obofe pro chov dankl a
muflont, kde dominoval dubohabrovy les, v podrostu trnka, bez ¢erny, koptiva a ostruzinik.

V Sebastovcich byli hlodavci odchytavani v 3-4 fadovém topolovém vétrolamu v agrocendze,
pobliz koSického mezinarodniho letisté. V podrostu se vyskytuje trnka, bez a ostruzinik.

Dohromady z obou oblasti bylo zjiSténo 13,4 % infikovanych hlodavci.

Anglie
Vzorky z Anglie pochézeji od Jana Stefky z roku 2008. Konkrétné se jedna o vlhky listnaty les
v lokalité Ashford (jihovychodni Anglie). Mnozstvi infikovanych hlodavct tvoii 25 %.

4. 2. Parazitologické vySetieni odchycenych hlodavci

Vycesanim odchycenych zvifat v terénu jsem zjistila pfitomnost ektoparazitii (roztoci, klistata,
v$i, blechy). VySetfenim trusu flotaéni metodou jsem detekovala pfitomnost kokcidii a vajicek
helminti. Prevalenci jsem vypocitala jako pomér poctu FEimeria pozitivnich jedinci proti
celkovému poctu odchycenych hlodavci, prevedeny na procenta (viz Tab. 3).

Casto byly diagnostikovany smiSené infekce (tj. infekce jednoho jedince nékolika druhy eimerii
soucasn¢). Z celkového poctu 62 infikovanych jedincti mélo 43 ndkazu jedinym druhem kokcidie,
zatimco 19 jedinct (30,6 %) mélo smiSenou infekci. Vzorky obsahujici smiSenou infekei nebyly

pouzity pro molekularni analyzy.
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lokalita hostitel pocet Eimeria prevalence pritomnost ektoparazitu pritomnost dalSich endoparazitu
pozitivnich/celkovy | kokcidii (%)
pocet vySetienych
Veseli n. L. A. flavicollis | 0/1 0 - -
M. glareolus | 0/2
Babice A. flavicollis | 0/2 0 - -
M. glareolus | 0/1
Chotéborky A. flavicollis | 1/1 42,9 - -
A. sylvaticus | 2/5
M. glareolus | 0/1
Destné v O. h. A. flavicollis | 0/2 40,0 2x Anoplura (MA) -
A. sylvaticus | 0/1
M. glareolus | 1/1
M. arvalis 1/1
Sedloniov A. flavicollis | 2/4 30,8 - -
A. sylvaticus | 1/5
M. glareolus | 1/3
M. arvalis 0/1
Jimramov A. flavicollis | 1/2 25,0 - -
M. glareolus | 0/2
Zajickov A. flavicollis | 3/5 61,5 2x Anoplura (AF, AS) -
A. sylvaticus | 5/6
M. glareolus | 0/2
Ktis A. sylvaticus | 0/10 0 1 Anoplura (AS) -
Doupov A. flavicollis | 9/17 40,9 - Strongylidae (MG),
M. glareolus | 0/4 Trichuridae (MG)
Microtus sp. | 0/1
Ceskobudgjovicko | A. flavicollis | 4/7 57,1 Anoplura (MG), -
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Siphonaptera (AF),
Mesostigmata (AF)
Polabi A. flavicollis | 3/9 33,3 Anoplura (AF), Strongylidae (AF)
A. sylvaticus | 0/1 Ixodida (AF),
M. glareolus | 1/2 Mesostigmata (AF)
Plzensko A. flavicollis | 2/12 29,4 - Strongylidae (AF)
M. glareolus | 1/2
Microtus sp. | 2/3
Ustecko A. flavicollis | 14/53 23,3 Anoplura (MA), Trichuridae (AF, MG),
A. sylvaticus | 0/4 Siphonaptera (AF, MG), Strongylidae (AF),
M. glareolus | 2/14 Mesostigmata (AF) Isospora (AF)
M. arvalis 1/2
Anglie A. flavicollis | 0/3 25,0 Anoplura (AS), -
A. sylvaticus | 2/5 Mesostigmata (AS, AF)
Slovensko A. flavicollis | 1/9 13,4 Siphonaptera (AM, AA, MG, MA), | -
A. agrarius 827 Mesostigmata (MA, AA, AM, MG,
A. microps 0/9 AF)
M. arvalis 0/22

Tab. 3: VySettovani hlodavci v jednotlivych lokalitach
(AA —Apodemus agrarius, AF —A. flavicollis, AM — A. microps, AS — A. sylvaticus, MG — Myodes glareolus, MA — Microtus arvalis, E — Eimeria)
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4. 3. Zavislost infekce mySic kokcidiemi na nadmoiské vysce

Mnozstvi hlodavci infikovanych kokcidiemi nevykazuje piimou korelaci s nadmotskou vyskou
(Obr. 6). Nejvyssi kokcidiové ndkazy pochazely ze stiednich nadmotskych vysek (ptiblizn¢ 450 -
600 m n. m.). Z téchto oblasti se odchyluje Veseli nad Luznici, Babice (nedostate¢né reprezentativni

vzorky) a Polabi.
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Obr. 6: Zavislost infekce mysic kokcidiemi na nadmotské vysce

4. 4. Zavislost infekce mySic kokcidiemi na zemépisné Sifce
Zemépisna Sitka patrné nemd vyznamny vliv na vyskyt kokcidii (Obr. 7). Nejvétsi vyskyt
kokcidi byl zaznamenan v Zajickové na Pelhfimovsku, a na Bud¢jovicku. Obé mista jsou

ve vnitrozemi v relativni roving, takze jsou chranéna pied vyraznéjsimi vykyvy podnebi.
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Obr. 7: Zavislost infekce mysic kokcidiemi na zemépisné Sifce

4. 5. Ostatni parazité prokazani v trusu odchycenych hlodavcu
Vysettenim trusu flotaéni metodou a naslednou mikroskopii jsem u nékterych vzorku zjistila téz
pfitomnost zastupci nematod celedi Trichuridae a Strongylidae (Tab. 3). Jednalo

se obvykle o vajicka, vyjimecné se vyskytli i dospélci.

4. 6. Osekvenované kokcidie (gen pro COI 1)
Pro sekvenaci kokcidii jsem pouzila vzorky trusu hlodavcti odchycenych na vySe uvedenych
lokalitdch (viz Tab. 3), ale 1 starSi vzorky uchovavané v nasi laboratofi. Proto jsou v této praci

uvedeny sekvence i z jinych oblasti Ceské republiky i Evropy (Tab. 4).
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pracovni nazev hostitel | datum intenzita kokcidiové |lokalita
vzorku odchytu infekce
AF1 AF 13/8/07 E++ Solany (Ustecko)
AF2 AF 11/8/07 E++ Solany (Ustecko)
AF4 AF 25/6/07 E+++ BorSov n. VIt.
(Ceskobudgjovicko)
AF4-VM AF 26/5/07 E++ Pastyiske kameny
(Ustecko)
AF11 AF 8/8/09 E++ Chotéborky
(Kréalovéhradecko)
AF12 AF 10/7/09 E++ Doupov (Karlovarsko)
AF36 AF 30/8/09 E++ Jimramov (Vysocina)
AF 21423 AF 2/12/08 E++ Rozhanovce (SR)
Isospora AF B13 AF 12/10/08 Iso ++ Litvinov (Ustecko)
AS 08-50 AS 25/7/08 E+++ Ashford (Anglie)
AS 08-53 AS 25/7/08 E+++ Ashford (Anglie)
AAGR 21617 AAGR |21/10/09 E++++ Sebastovce (SR)
AAGR 21649 AAGR |25/11/09 E++ Rozhanovce (SR)
AAGR 21650 AAGR |25/11/09 E+++ Rozhanovce (SR)
AAGR 21655 AAGR |25/11/09 E++++ Rozhanovce (SR)
AAGR 21657 AAGR |25/11/09 E+++ Rozhanovce (SR)

Tab. 4: Pivod osekvenovanych kokcidii
(AF - Apodemus flavicollis, AS - A. sylvaticus, AAGR - A. agrarius; E - Eimeria,

Iso - Isospora)

4. 7. Sekvenace

Pro sekvenaci kokcidii z mySic rodu Apodemus byl vybran mitochondridlni gen pro

cytochromoxidéazu c I. Tento gen prokazal dostate¢nou variabilitu. Z vyse uvedenych kokcidii (Tab.

4) jsem pomoci specifickych primeri ziskala sekvence COI 1 o délce piiblizn¢ 800 bp,

s prumérnym GC obsahem 40 % (35-46 %).

4. 8. Fylogenetické analyzy

Fylogenetické analyzy byly provedeny pomoci metod MP (v programu PAUP) a ML

(v programu PHYML).

MP metodou bylo ziskano 9 maximaln¢ parsimonidlnich stromti o délce 611 krokd.
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Konzistenéni index (c;) tohoto kladogramu byl vysoky (0,7021), bootstrapy rovnéz
vykazovaly pomérné vysoké hodnoty (nad 50 %) (obr. 9).

Analyzami v programu PAUP byly eimerie z Apodemus flavicollis rozdé€leny do ti1 linii a eimerie
z A. agrarius do dvou. Sekvence obou eimerii z mySic A. sylvaticus se rozdélily do dvou
samostatnych linii. ML analyzou programem PHYML bylo ziskano shodné vétveni stromu a

rozdéleni na jednotlivé linie (Obr. 10).

Analyzou programem TCS bylo zjisténo, ze kazda linie ptfedstavuje jeden haplotyp (Obr. 8).
Vsech 15 ziskanych sekvenci zmySic rodu Apodemus se tedy rozdélilo do celkem
7 haplotypti; Isospora se vyclenila zvlast, jak bylo ocekavano.

Haplotypy 1 (kokcidie z 4. sylvaticus), 2, 4 (z A. flavicollis), 3 a 5 (z A. agrarius) tvoti
monofyletickou skupinu. Haplotypy 1-5 jsou si velmi blizké, o ¢emz svéd¢i 1 délky jednotlivych
vétvi, haplotypy 1 a 3 jsou ziejmé dokonce odvozené z haplotypu 2 (Obr. 8). Haplotypy 6 (kokcidie
z A sylvaticus) a 7 (z A. flavicollis) tvoifi oddélenou vétev. Ackoliv
A. agrarius patii do jiného podrodu nez ostatni mySice (Wilson and Reeder, 2005), tvofi s ostatnimi

haplotypy bliz8i skupiny nez oba vzorky z 4. sylvaticus navzajem.
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haplotyp?

Isospora

Obr.: 8: Rozdéleni do haplotypt v programu TCS

haplotyp5

Analyza v programu TCS rozd¢lila jednotlivé sekvence do 7 haplotypt (Tab. 5):

pracovni nazev

vzorky obsazené v daném
haplotypu

lokalita odchytu

haplotypl AS 08-53 Anglie
haplotyp2 AF4 Ceskobudgjovicko
AF4-VM Ustecko
AF 21423 Slovensko
haplotyp3 AAGR 21655 Slovensko
AAGR 21650 Slovensko
haplotyp4 AF1 Ustecko
AF11 Kralovéhradecko
haplotyp5 AAGR 21649 Slovensko
AAGR 21617 Slovensko
AAGR 21657 Slovensko
haplotyp6 AS 08-50 Anglie
haplotyp7 AF12 Plzefisko
AF2 Ustecko
AF36 Vysoc¢ina

Tab. 5: Rozdéleni sekvenci do haplotypii
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Hepatocystis sp.

Haemoproteus sanguinis

E. maxima

E. mivati

100

E. acervulina

95 E. tenella

Isospora AF B13

—— E. exigua
88

73

91 L___ E. intestinalis

haplotyp1

—— haplotyp2

100 8

L haplotyp3
73 plotyp

— haplotyp4
98 plotyp:

L haplotyp5

—— haplotyp7

100

L haplotvp6

Obr. 9: Strom ziskany metodou Maximum parsimony (PAUP); strom znazoriiuje konsensus 9 MP
stromd.
Analyza sekvenci genu pro COI 1 o délce ~ 680 bp.
Outgroup Hepatocystis sp., bootstrap 1000 (hodnoty uvedeny u jednotlivych uzli).
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— Haemoproteus sanguinis

Hepatocystis sp.

——— E. maxima

— E. mivati

Obr. 10: Strom ziskany metodou Maximum likelihood (Phyml v2.4.3). GTR + I + I model.

— E. acervulina

— E. tenella
— Isospora AF B13
E. intestinalis

{ E. exigua

|  haplotyp1

haplotyp3

|| haplotyp2

{ haplotyp5

haplotyp4

haplotyp6
‘[ haplotyp7

Analyza sekvenci genu pro COI 1 o délce ~ 680 bp.

In=-3541.15655
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5. Diskuze

5. 1. Druhy a pocet odchycenych hlodavcu

Odchyty v Ceské republice byly provadény v oblastech vyskytu vsech &tyé druhti mysic.
Vsechny 4 druhy soucasné se vyskytuji pouze v Podyji a na Opavsku (Andéra and Benes, 2002),
odtud ale nepochézi zadny vzorek. Z lokalit uvedenych v této praci je nejvetsi prekryv v oblasti
Doupovskych hor, kde se kromé 4. agrarius vyskytuji vSechny ostatni mysice. Odchycen zde byl
ale pouze A. flavicollis.

V CR se nam zatim nepodafilo odchytit adnou A. microps, ziejmé z divodu jeji snadné
zaménitelnosti s A. sylvaticus a také kvili jejim vyhranénym nérokim na stanovisté.
O populacich mysice malooké v CR existuji pouze kusé informace, vétsina nalezii t&chto mysic
pochazi zlet 1950-1970. K dispozici jsou pouze morfologickd data (utvareni lebky a chrupu)
(Andéra and Benes, 2002).

Ve vzorcich z CR také chybi 4. agrarius, jejiz areal vyskytu nema stabilni hranice, a ktery se
vyskytuje vétsinou v nizinach. Naopak nejcastéji zastoupen byl A. flavicollis. Tento druh ma velmi
sirokou ekologickou valenci, a také byva ¢asto zaménén s podobnym 4. sylvaticus, se kterym obyva
témet veétSinu arealu vyskytu. Jejich spolehlivé urceni je mozné pouze molekularné pomoci
diagnostické PCR (Michaux et al., 2005). Navic se oba druhy nejspi§ mohou vzjemné kiizit.

Na Slovensku pievazoval mezi odchycenymi hlodavci 4. agrarius. Na rozdil od CR je hojné
zastoupen na uzemi celého Slovenska. Druhym nejcastéji zastoupenym druhem mySice na
Slovensku je A. flavicollis. Pomérné Casty vyskyt byl zaznamendn 1 u A. microps. Vyskyt A.

sylvaticus nebyl dosud v SR prokézan (Stanko, osobni sdé¢leni).

5. 2. Infekce mysic kokcidiemi rodu Eimeria a Isospora

Z vysledki vyplyva, ze kokcidie rodu Eimeria se u mySic vyskytuji témétf na celém uzemi
republiky v hojném poctu. Na 3 lokalitdich jsem nepotvrdila vyskyt ani jedné - ziejmé neSlo o
vhodné stanovisté. Jednalo se o Veseli nad LuZznici a Babice, kde byli odchyceni shodné pouze 3
hlodavci, coz nepfedstavuje  reprezentativni  vzorek. Na Ktisi bylo  vySetieno
10 mysic, kde absenci kokcidiové infekce Ize vysvétlit tim, Ze se jednalo o izolovanou populaci
odchycenou na ptid¢€ starého domu.

V lokalitach nasi republiky, kde byla infekce kokcidiemi pfitomnd, dosahovala vySe nad
20 % (na Slovensku 13,4 %). Primérnd mira infekce ze vSech studovanych lokalit, na kterych byla

infekce prokazana, je 35,5 %.
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V dostupné literatufe je uvadéna prevalence dost rozdilna. Hirkova et al. (2005) uvadi
prevalenci 22,5 % (k ¢emuz jsou blizko ma pozorovani), Higgs and Nowell (1991) prevalenci az 73
% (z ¢ehoz 34 % tvorily smiSené infekce). Rozdily mohou byt dany charakterem lokalit, ro¢nim

obdobim, ¢etnosti pozorovani, ale zejména poctem odchycenych a vySetfenych zvifat.

Pfi porovnavani prevalence kokcidii v populacich hostitele nebyla pozorovdna ziejma zavislost
mezi mirou infekce a vlivem zemépisné Sifky nebo nadmoiské vysky (Obr. 6 a 7). Nejvyssi pocet
nakazenych hlodavci (vice nez polovina) na oblast byl u obce Zajickov
(okr. Pelhfimov). Zde byli hlodavci odchytavani ve smiSeném lese, jehoz pfevaznou c¢ast tvotily
duby. Nejmén¢ infikovanych jedincli (pomineme-li vySe uvedené Eimeria negativni oblasti) bylo
v Usteckém kraji. Méalo nakaZenych mysic bylo téZ u obce Jimramov (okr. Zd’ar nad Sazavou). Zde
byly pasti umistény pobliz feky a mezi skalami. Byl zde ¢asto také vysoky podrost a velké rozdily
ve vlhkosti ptidy. Pocasi bylo chladnéjsi a nékteré¢ dny i prSelo. Takové podminky mohou mit

negativni vliv na infek¢nost/zivotaschopnost oocyst, a také hlodavci nebyvaji tolik aktivni.

Kokcidie rodu Isospora se u mySic naopak vyskytuji pomérné¢ vzacné. Ze vSech dosud
vySetfovanych vzorkll byla zjisténa pouze v jediném, a to u Apodemus flavicollis. Jedna se
pravdépodobné o prvni nalez isospor u 4. flavicollis, nebot’ jedina dosud popsana Isospora z mySice

byla popsana z 4. sylvaticus (Pellérdy, 1974).

Témeét tretina infikovanych vzorkl (30,6 %) obsahovala infekci vice druhy kokcidii rodu
Eimeria soucasné (tzv. smiSenou infekci), coz je bézny jev v populacich volné zijicich hlodavci.
Jelikoz diverzita paraziti je vyS$i nez diverzita hostiteli (Duszynski and Upton, 2001), bylo
ocekavano vetsi procento smiSenych ndkaz. Vzorky obsahujici smiSenou infekci jsem nepouzila pro
izolaci DNA a nasledné molekularni studie, nebot’ by nebylo mozné zjistit, ktery konkrétni druh se

podaftilo uspésné osekvenovat.

5. 3. Fylogenetické analyzy

Fylogenetické studie kokcidii (resp. kmene Apicomplexa) vyuzivaji v drtivé vétSin€ sekvence
jaderného genu pro 18S rDNA (Eberhard et al., 1999; Franzen et al., 2000; Matsubayashi et al.,
2005; Kvicerova et al., 2008; Jirkl et al., 2009), méné cCastéji sekvence plastidového ORF 470
(Zhao and Duszynski, 2001). V této studii jsem se zamétila na moznosti vyuziti mitochondridlniho

genu pro COI 1. Jeho vyhodou je jeho velikost (do 1000 bp) a pomérn¢ velka variabilita i na
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vnitrodruhové trovni. Naopak nevyhodou je nizky pocet volné dostupnych sekvenci COI 1 kokcidii
v GenBank. Prokazala jsem, Ze tento gen je vhodnym markerem, ¢im vétsi variabilitu vykazoval,
tim byly v analyzéch 1épe podpofené vétve.

Analyzou v programu TCS doslo krozdéleni 15 sekvenci COI 1 eimerii z mySic do

7 haplotypi (Obr. 8). Na zaklad¢ vysledkti danych analyz se zda byt kazdy haplotyp hostitelsky
specificky. Pouzit¢ mnozstvi sekvenci je vSak zatim velmi malé, proto vysledek neni zcela
signifikantni. Z tohoto diivodu je nejisté i rozdeleni do 3 linii (Obr. 8), nebot’ chybéjici sekvence
mohou tvortit dilezité uzly, piipadné pak mize dojit i k propojeni jednotlivych linii.
2008), proto se také dle ocekavani Isospora z A. flavicollis vyclenila zcela oddélen¢ od ostatnich
haplotypti. Ve fylogenetickych stromech je ptfibuzngjsi kralicim kokcidiim nez eimeriim z mysSic
rodu Apodemus (Obr. 9). Piivodni dataset (neni soucasti této prace) obsahoval i 2 sekvence COI 1
ptacich isospor (I. hypoleucae a Isospora i1SAT1) z GenBank. Protoze tyto sekvence byly velmi
kratké (~ 250 bp) a vnéaSely do analyz zjevné artefakty, bylo nutné je z datasetu odstranit.
Fylogenetické analyzy vSak odd¢lily isosporu z 4. flavicollis 1 od téchto ptacich isospor.

Do analyzy byly pfidany i 4 sekvence z driibeZich kokcidii, které tvofi samostatné, fylogeneticky
puvodnéjsi linie.

Hepatocystis (spolu s Haemoproteus), jako zastupce jiné tfidy (Aconoidasida), se osvédcil jako
vhodny outgrooup, dostate¢né fylogeneticky vzdaleny od analyzovanych skupin, jak ukazuje Obr.
10.

Vysledek analyz také ukazuje, ze druh kokcidie nelze primarné urcovat na zaklad¢ hostitelské
specifity, protoze kokcidie ze stejnych hostiteld mohou byt od sebe fylogeneticky vzdalené, a
naopak kokcidie zrtznych hostiteld mohou byt vysoce piibuzné ¢i dokonce totozné druhy.
Vhodnéjsi metodou je uréovani podle morfologickych znakli a molekuldrnimi metodami.

Do budoucna proto planuji rozsitit pocet sekvenci COI 1 o dalsi kokcidie mySic odchycenych
v CR i v zahrani¢i (zejména v oblastech prekryvu arealti nékolika druhii) a vysledky obohatit i o

kompletni morfologii vysporulovanych oocyst.
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6. Zavér

V této praci byla sledovana prevalence kokcidii u mysic rodu Apodemus v Ceské republice, na
Slovensku a v Anglii. Prevalence kokcidii celkové dosahovala pfiblizn€¢ 40 %, ztoho tfetina
infikovanych jedincl byla nakazena n€kolika druhy kokcidii soucasné.

Podatilo se mi ziskat 15 sekvenci COI 1 eimerii ze tii druhli mysSic, které jsem analyzovala
fylogenetickymi metodami. Analyzy rozdélily téchto 15 sekvenci do 7 haplotypt, které tvofi
3 vzajemné¢ oddélené linie. Byla osekvenovana také Isospora sp., izolovand z
A. flavicollis. Ve fylogenetickych stromech se jasné vyclenila oddélené od hlodavéich kokeidii,
prozatim do blizkosti druhti pochazejicich z kralika. Protoze ziskané mnozstvi sekvenci je zatim
prili§ malé, nelze tyto vysledky povazovat za kone¢né.

V ramci zamysleného magisterského studia proto planuji rozsitit sbéry a analyzy o dalsi kokcidie
zmySic zruznych oblasti Evropy, a ziskané vysledky obohatit i o morfologické

a morfometrické analyzy vysporulovanych oocyst.
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