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1 UvOoD

Studium vztahi mezi parazitem a hostitelem z hlediska evoluce patii mezi jedny
Z nejzajimavéjsich a zaroven slozitych témat, protoze v tomto vztahu dochazi k asociaci
jedine¢nych druhovych vlastnosti dvou ¢i vice organismi, a tyto druhové vlastnosti
ovliviiuji ekologickou a evolu¢ni dynamiku interagujicich organismt, a také dynamiku
Siteni infekce (Mazé-Guilmo et al. 2016). Diive se ptfedpokladalo, ze parazit a jeho
populacni struktura jsou ovliviiovany hostitelem/hostiteli a prostiedim, ve kterém se
nachazi; dnes vime, ze jsou to jen dva z mnoha faktort (Moulia et al. 1991, Mazé-Guilmo
et al. 2016).

1.1 Hostitelskéa specificita paraziti

Termin hostitelska specificita lze definovat jako pocet a rozmanitost hostitelskych
druht, které je parazit schopen infikovat. Jedna se pravdépodobné 0 jednu z nejdtlezitych
vlastnosti parazita, jelikoz na ni muze zaviset schopnost parazita piezit vyhynuti
hostitelského druhu, nebo muze mit vliv na potencial osidlit nova stanovisté, coz ma
zasadni vyznam naptiklad v epidemiologii. Parazitologické studie na volné zijicich
zivocisich odhalily Siroké spektrum strategii v rdmci hostitelske specifity od haemosporidii
a vSenek, ktefi jsou spojeni s parazitaci niz§iho poctu hostitelskych druhd, se kterymi jsou
uzce spjati, az po Kryptosporidie, které jsou schopny infikovat Siroké spektrum hostitelt
(Poulin et al. 2006, Wells a Clark 2019).

Ve vztahu hostitel-parazit je dtlezity mechanimus pfenosu parazita a obecné jeho
adaptace K pieziti a pomnozeni v hostitelském prostiedi. Pfi studiu vzajemnych interakci
mezi parazitem a hostitelem je tak ¢asto pfedmétem zajmu jejich koevoluce. Obecné se ma
za to, ze evolucni historie parazita dava zaklad hostitelské specifit¢ zavadénim
fylogenetickych a ekologickych bariér pro ptreskoky na jiné druhy hostiteld. Tyto
hostitelské pieskoky (host switches) totiz vyzaduji, aby paraziti ptisli do kontaktu s novym
hostitelem, ktery se v uréité mife potkava s pivodnim hostitelem (ecological fitting).
Jinymi slovy pojem ecological fitting (,,pfizptisobeni ekologickym podminkam®) je proces,
kdy organismy kolonizuji nova prostiedi a ptetrvavaji v nich, vyuzivaji nové zdroje,
nebo asociuji s jinymi druhy organismi (Agosta a Klemens 2008). V novém hostitelském

prostiedi vS§ak nemusi byt podminky pro pteziti vzdy zcela optimalni, a tak jsou hostitelske



preskoky mozné v piipad¢, dojde-li k vytvofeni nové genetické informace umoznujici
preziti v novém habitatu (Araujo et al. 2015). Nejen hostitelské pieskoky, ale i ekologické
faktory jako jsou napiiklad struktura hostitelské populace, zmény klimatickych podminek,
potravni spektrum hostitele, nebo kompetice s jinymi parazitickymi jedinci, hraji dulezitou
roli v ovliviiovani hostitelské specifity (Wells a Clark 2019).

1.2 Vztahy mezi hostiteli a parazity, geneticka separace morfologicky

podobnych linii

Vztahy mezi hostiteli a jejich parazity pfedstavuji zajimavé téma vyvolavajici fadu
otazek. Rozkliovat tyto interakce, at’ uz z ekologického ¢i evolucniho hlediska, nebyva
vzdy snadné. Piikladem je znamy lidsky parazit Pediculus humanus (Phthiraptera:
Anoplura: Pediculidae) vyskytujici se ve dvou formach (ves détska, ves Satni), které si jsou
sice vzajemn¢ morfologicky podobné, ale maji odliSnou ekologii. Pfesto se tento druh vsi
geneticky nerozdé¢luje podle téchto dvou forem, nybrz do dvou linii, kdy prvni linie WW
(Worldwide) je rozsifena celosveétove a patii do ni jak ves détska, tak ve$ Satni, zatimco
druha linie NW (New World), ktera se oddélila pied 1,18 milionem let, se vyskytuje

v zemich Nového svéta a zahrnuje pouze ves détskou (Reed et al. 2004).

Nadler et al. (1990) publikovali zajimavou studii, ktera se zabyvala pfiblizné 200 km
dlouhou , kontaktni zonou“ hlodavce Thomomys bottae (pytlono§ horsky), vedouci
podél pohoti Sangre de Cristo (USA). V této zoné se nachazeji ¢tyfi poddruhy daného
hostitele, u kterych parazituji vSenky — konkrétné¢ Geomydoecus actuosi (Phthiraptera:
Mallophaga: Trichodectidae). Ukazalo se, Ze a¢ se jedna o jeden druh vSenky, jeji populace
na jednotlivych poddruzich hostitele vykazuji tzv. island-like strukturu (tj. izolovany
VYV0j), coz znamena, ze je ovlivnil bottleneck (efekt hrdla Iahve), a tim padem doslo

k poklesu jejich genetické diverzity.

Rod Apodemus, pouzity v této prace jako modelovy hostitel, ma pochopitelné také své
parazity, a v podobné ,kontaktni z6né*“ muzeme nalézt zajimavé fenomény: napiiklad,
zeive velmi vzajemné si geneticky blizkych liniich parazita mtze dojit k velkym
odlisnostem mezi jejich bionomii a populadni strukturou. Stefka a Hypsa (2008)
sekvenovali populace v§i Polyplax serrata (Phthiraptera: Anoplura: Polyplacidae) napfti¢

¢tyfmi druhy rodu Apodemus, a zjistili, Ze zatimco jedna linie vSi (A) parazituje



u A. flavicollis i u A. sylvaticus, druha linie (B) se vyskytuje vyhradné jen u A. flavicollis,
a tieti linie (C) se vyskytuje u A. agrarius a A. uralensis (Stefka a Hypsa 2008). Navazujici
studie odhalily, ze ¢lenéni linii tohoto parazita je jesté komplexnéjsi, nez by se na prvni
pohled mohlo zdat. Linie parazitujici pouze u A. flavicollis se dale rozdéluje na dvé
podlinie s odlisnou geografickou distribuci. Jinak feceno, dokonce i mezi velmi blizkymi
sesterskymi liniemi miZe byt odliSnd struktura a genetickd diverzita populace. Jednim
z moznych vysvétleni tohoto déleni na dvé odlisné podlinie v rdmci linie B specifické
pro druh A. flavicollis je, Ze u méné specifické linie A (nachazejici se u A. flavicollis
I A. sylvaticus) se nabizi vice pfilezitosti najit vhodného hostitele, tim padem ma i vétsi tok
gend, ktery miiZze vést ke kombinaci genofondl a sniZit tak rozdil mezi podliniemi, coZ je
viditelné na fylogenetickych stromech. DalSim vysvétlenim by mohl byt prubéh speciace
v8i (vlivem kratké generacni doby) béhem separace v odlisnych refugiich pted navazanim
druhotného kontaktu jejich hostiteld (Martint et al. 2018, Martinu et al. 2020). Jinym
piikladem je hlistice Heligmosomoides polygyrus (Nematoda: Secernentea: Strongylida),
ktera cCasto infikuje A. sylvaticus. Hostitel i parazit se zde d¢li do tii genetickych linii:
zapadoevropska, italska, a sicilska; bylo vsSak prokazano, Ze parazit ma mnohem
komplexnéjsi genetickou strukturu, kdy se tyto tfi hlavni linie jesté dale déli do jakychsi
podlinii (Nieberding et al. 2004).

Dal§im zajimavym fenoménem je vyskyt kryptickych druht (tj. druhy, které neni
mozné morfologicky odlisit od druhti jiz znamych, lze je odliSit jen s pomoci
molekularnich metod; Bickford et al. 2006). Napiiklad u eimerii infikujicich hospodaisky
chovanou dribez (7 popsanych druhti — E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. mitis,
E. necatrix, E. praecox, E. tenella) byly pomoci analyzy 1TS2 (internal transcribed spacer)
zjistény tii kryptické druhy eimerii, které jsou blizce piibuzné (avsak ptesto odlisné)
druhiim E. brunetti, E. maxima a E. mitis (Blake et al. 2020).

1.3 Systém parazit-hostitel-lokalita v diplomové praci

Pro ucely své diplomové prace jsem jako modelovy organismus pouzila kokcidie
rodu Eimeria, ktery je jednim z nejcetnéjsich a druhové nejbohatsich rodt v ramci kmene
Apicomplexa (vice nez 1700 popsanych druhd, ztoho zhruba 500 u hlodavcy;

Zhao a Duszynski 2001a). Je to endoparazit gastrointestinalniho traktu; nékteré druhy maji



i odlisna mista infekce ve stejném organu (Hammond a Long 1973, Blake et al. 2020).
Ve své praci se zaméfuji na zastupce kokcidii infikujici hlodavce, a to zejména druhy
A. flavicollis, A. sylvaticus, Clethrionomys glareolus a Microtus arvalis. Tito hlodavci jsou
b&zné a hojné rozsiteni v celé Ceské republice (Andéra a Horacek 2005), a obvykle mivaji
pomérné vysokou prevalenci (20-30 %) infekce kokcidiemi (Pellérdy 1974, Méacova et al.
2018).

1.3.1 Taxonomie kokcidii

Kokcidie patti do kmene Apicomplexa a spolu s gregarinami tvoii tfidu
Conoidasida s kompletnim apikalnim komplexem (véetné konoidu) pfitomnym minimalné
ve vSech nepohlavnich, pohyblivych stadiich, tzv. zoitech. Kokcidie se dale c¢leni
na Adeleorina a Eimeriorina. Adeleorina zahrnuje primitivni kokcidie, jejichz gamonti se
spojuji a kolem nich se utvoii cysta, ve které rostou (tj. syzygie). Mezi nejznaméjsi rody
této skupiny patii Adelea, Adelina, Hemolivia, Hepatozoon nebo Klossia. Eimeriorina
zahrnuje tzv. vyssi kokcidie, u nichz se gamonti vyvijeji samostatné. Do této skupiny patii
naptiklad rody Cyclospora, Eimeria, Isospora, Sarcocystis nebo Toxoplasma (Berto et al.
2014, Adl et al. 2019).

1.3.2 Zivotni cyklus rodu Eimeria

Eimerie jsou paraziti s monoxennim Zzivotnim cyklem. Po pozieni vysporulované
oocysty vhodnym hostitelem dochazi k excystaci sporozoitu (invazivnich stadii), ktefi
invaduji nejéastéji epitelialni buriky stfeva, kde dochazi k nepohlavnimu (merogonie)
a pohlavnimu (gametogonie) rozmnozovani. Vyslednym produktem gametogonie je
nevysporulovand (tj. neinfekéni) oocysta, ktera je vyloucena vykaly do vnéjsiho prostiedi,
kde za vhodnych podminek dochazi ke sporulaci (Hammond a Long 1973, Long 1982,
Zajac a Conboy 2006). Tento proces zafind jadernym délenim a oddélenim polarniho
granula, poté se cytoplasma zformuje do Ctyi sporoblasti, které se zakulati, protahnou
a vytvoii si povrchovou membranu s jednim koncem ztlusténym, kde pozdéji vznikne
Stiedovo télisko. Nakonec uvnitt sporocysty vznikaji dva sporozoiti a reziduum.
Po dokonéeni celého tohoto procesu je kokcidie schopna infikovat hostitele alimentarni

cestou (Hammond a Long 1973).



1.3.3 Morfologie oocyst rodu Eimeria

Pro oocystu rodu Eimeria je charakteristicka pfitomnost Ctyf sporocyst se dvéma
sporozoity uvnitt kazdé z nich. V potadi prvnim rozliSovacim znakem patii velikost (délka
a Sitka) a tvar samotné oocysty, dale pak pocet vrstev stény oocysty, kterd muize mit
bud’ hladky, nebo drsny povrch, a mize mit i riznou tloustku. Na jednom z p6li oocysty
se mize (ale nemusi) nachazet mikropyle, misto ve kterém se jedna z vrstev stény
nespojuje a diky tomu je tak excystace snazsi. U nékterych druhd byva mikropyle chranéno
polovou ¢epickou. Mezi dalsi struktury, které jsou dilezité pro determinaci druhu eimerie,
patfi reziduum oocysty a polarni granulum. U rezidua je dulezitd jeho piitomnost
¢i absence, u obou struktur si pak v§imame velikosti a tvaru. Pro vSechny zéastupce Celedi
Eimeriidae je typicka pritomnost Stiedova téliska na jednom z poli sporocysty, které
slouzi k rozevieni sporocysty a vypusténi invazivnich stadii (sporozoitit). Velikost a tvar
Stiedova téliska jsou kli¢ovymi znaky pro determinaci druhd eimerii (Berto et al. 2014;

Obr. 1).
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Obr. 1: Morfologie vysporulované oocysty rodu Eimeria: (mc) micropyle cap-
polova c&epicka, (mil/mol) mikropyle, (row) rough-drsnd/ (sow) smooth-hladka
outer wall-vnéjsi sténa oocysty, (pg) polarni granulum, (sb) Stieda body-Stiedovo
télisko,  (sp)  sporozoit,  (or)  oocyst  residuum-reziduum  oocysty
(pfevzato z Berto et al. 2014).
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1.3.4 Fylogenetické vztahy a populaéné-geneticka struktura kokcidii celedi
Eimeriidae

Zatimco kmen Apicomplexa i ¢eled’ Eimeriidae jsou monofyletické, rod Eimeria uz
monofyleticky neni; Klastruje uvniti né&j rod Cyclospora, a néktefi zastupci rodu Isospora
(Morrison et al. 2004, Ogedengbe et al. 2015).

Polyfylie neni jen zalezitosti rodu Eimeria, nebot’ rod Isospora je na tom obdobné
(Franzen et al. 2000, Kvi¢erova a Hypsa 2013, Blake et al. 2020). Pivodni rod Isospora
byl rozdélen na dva samostatné rody — rod Isospora se Stiedovymi télisky, pattici do ¢eledi
Eimeriidae a napadajici ptaci hostitele, a rod Cystoisospora bez Stiedovych télisek, patfici
mezi Sarcocystidae a napadajici sav¢i hostitele (Box et al. 1980, Franzen et al. 2000,
Ogedengbe et al. 2011, Trefancova et al. 2019).

Nekolik studii odhalilo fylogenetickou piibuznost rodid Eimeria a Cyclospora. Druh
Cyclospora cayetanensis totiz klastruje mezi druhy eimerii infikujici dribez (Relman et al.
1996, Tang et al. 2015). Vysporulovaneé oocysty rodu Eimeria a rodu Cyclospora se
v8ak od sebe morfologicky 1isi. Oocysta eimerii ma Ctyfi sporocysty a uvniti kazdé z nich
se nachazeji dva sporozoiti. Oocysta cyclospor obsahuje dvé sporocysty se dvéma
sporozoity uvniti kazdé z nich (Hammond a Long 1973, Pellérdy 1974, Blake et al. 2020).
Byly vsak popsany linie E. maxima, které vlivem ptipravku Lerbek (kokcidiostatikum)
tvotily abnormalni bisporocystické formy, které pak byly na tento I€k rezistentni (Norton
a Joyner 1978). Srovnavaci analyza genomi téchto dvou rodu naznacuje, ze sdileji
podobné metabolické vlastnosti a invazivni mechanismy, nicméné¢ vSak maji odlisSné
povrchové antigeny. Funk¢ni podobnosti genomil by mohly znamenat potencidlni vyuziti
eimerii jako modelovych organismi pro studium lidskych patogent, jako je naptiklad
pravé Cyclospora cayetanensis, kterou doposud nebylo mozné kultivovat in vitro
nebo ex vivo (Blake et al. 2020).

Fylogenetické vztahy kokcidii rodu Eimeria jsou ovlivnény hostitelskou specifitou
jednotlivych druh@. Fylogenetické analyzy prokazaly tendenci eimerii Kklastrovat
podle hostitelti, tj. napiiklad na kokcidie parazitujici u dribeze, kokcidie parazitujici
u skotu, kokcidie parazitujici u kralikl, kokcidie parazitujici u hlodavct apod. (Morrison
et al. 2004, Matsubayashi et al. 2005, Kvicerova a Hypsa 2013).
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Jednim ze zajimavych faktorti ovliviwujicich fylogenetické vztahy nékterych skupin
eimerii (napft. krali¢ich nebo hlodav¢ich) je reziduum oocysty (Zhao a Duszynski 2001a,
Kvicerova et al. 2008, Kvicerova a Hypsa 2013). Pokud se zaméfime na druhy eimerii
infikujicich hlodavce, zjistime, Zze maji tendenci délit se do dvou linii v zavislosti
na piitomnosti (OR+) ¢i absenci (OR-) rezidua oocysty (Kvicerova et al. 2011, Kvi¢erova
a Hypsa 2013, Macova et al. 2018). Vyjimku tvoii druh E. myoxi (OR-), ktery se nefadi
ani do jedné z uvedenych skupin (Kvicerova et al. 2011, Kvicerova a Hypsa 2013).
Jako ptiklady OR+ lze uvést E. callospermophili, E. onychomysis, nebo E. peromysci,
jako OR- naptiklad druhy E. falciformis E. nieschulzi a E. papillata (Kvicerova a Hypsa
2013). Dosud neni jasné, z jakého duvodu k tomuto klastrovani dochazi. Funkce rezidua
oocysty také dosud nebyla spolehlivé objasnéna, predpoklada se, Ze obsahuje zasobni latky

(Pellérdy 1974).

Popula¢né-geneticka struktura kokcidii nebyla zatim dostate¢né prostudovana. Jednim
z davodl je omezena moznost ziskdni dostatecného mnozstvi vzorkl/konkrétniho druhu
eimerie z jednoho konkrétniho druhu ¢i n€kolika blizce si ptibuznych druhi hostitele
a z velkého mnozstvi lokalit. DalSim divodem je omezené mnozstvi dostupnych gent
vhodnych pro analyzy vnitrodruhové variability. Pilotni studii zabyvajici se populacné-
genetickou strukturou eimerii hlodavet rodu Apodemus je publikace Macova et al. (2018),
ktera poukazala na fakt, Ze mezi jednotlivymi hostitelskymi druhy dochazi k ¢astym
hostitelskym pieskokiim. Jarquin-Diaz et al. (2020) studovali, zda lIze druhy kokcidii
odlisit pomoci aktudlné¢ pouzivanych molekularnich markerti, a to na ptikladu druhi
eimerii parazitujicich u mysi domaci a piibuznych hlodavcu. Zjistili, ze bézné pouzivané
fylogenetické markery (mala ribozomalni podjednotka 18S rRNA a mitochondrialni COIl)
nejsou dostatecné variabilni pro rozliSeni sekvenci parazitt, které by ve fylogenetickych
analyzach mély klastrovat jako samostatné druhy s ohledem na jejich odlisnou hostitelskou

specifitu.

13



1.3.,5 Studovani hostitelé
Hlodavci jsou nejpocetnéj§im fadem (vice nez 2000 popsanych druht) v rdmci
savcu s vyskytem na vSech kontinentech kromé Antarktidy, a obyvaji mnoho rtznych

biotopti od tundry po aridni oblasti (Wolff a Sherman 2007).

Rod Apodemus (Rodentia: Murinae) zahrnuje 21 druht, z nichz 7 se vyskytuje
v Evropé, kde se jejich arealy rozsifeni nékdy vice a nékdy méné prekryvaji (Sozio et al.
2018). Mnoho druhil je pfedmétem ekologickych 1 epidemiologickych studii, pti kterych
vyvstava nesnadny ukol v podobé druhové determinace. Napiiklad rozliseni A. flavicollis
a A. sylvaticus, které maji podobné morfologické znaky (velikost téla, barva kozichu, délka
ocasu), geografické rozsifeni (viz Obr. 3), a Casto i habitaty (krajina s lesnim porostem,
remizky, bfehy vodnich tokt), pfedstavuje mnohdy vyzvu. Mldd’ata a juvenilni jedince
obou téchto druhti neni mozné rozlisit vliibec. V takovych ptipadech je nutnd jejich druhova
determinace pomoci metod molekularni biologie (diagnostickd PCR se specifickymi

primery) (Sozio et al. 2018).

Microtus arvalis a Clethrionomys glareolus (Rodentia: Arvicolinae) patii také
mezi hojn¢ se vyskytujici hlodavce v Evropé a arealy jejich vyskytu v ramci
Ceské republiky se z velké &asti prekryvaji s arealy vyskytu mysic (rod Apodemus; Obr. 2).
Na rozdil od hostiteld rodu Apodemus neni tak obtizné od sebe tyto dva druhy odlisit,
naptiklad podle rozdilné barvy srsti nebo preference riznych habitati — M. arvalis obyva
spise kulturni stepi, piipadné tidké lesy, a C. glareolus se vyskytuje spise v lesich (Dungel
1993, Jacob et al. 2014).
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Nornik rudy (Clethrionomys glareolus)

Hrabo3 polni (Microtus arvalis)

Obr. 2: Arealy rozsifeni studovanych hostiteltt v ramci Ceské republiky; ¢erné body-vyskyt
potvrzeny po roce 1950, bilé body-nalezy do roku 1950 (pievzato z Andéra a Bene$ 2001,
2002).

1.3.6 Kokcidie rodu Eimeria u studovanych hostiteld

U rodu Apodemus bylo dosud popsano az 21 druhti eimerii (Lewis a Ball 1983,
Higgs a Nowell 1991, Huarkova et al. 2005), u rodu Microtus az 37, a u rodu Clethrionomys
9 druhu (Levine a lvens 1990). U nékterych druhti jsou bohuzel morfologické popisy velmi
jednoduché a neuplné, nékdy chybi i fotodokumentace nebo perokresba, a proto je platnost
téchto druhd pfinejmensim diskutabilni (Pellérdy 1974); z tohoto divodu uvadim pocet

druht ptislovei ,,az".

Hurkova et al. (2005) zrevidovali v§echny druhy eimerii popsané u mysic, a uvadéji
detailni vycet validnich druhti vcetné jejich morfologickych charakteristik. Publikace
Méacova et al. (2018) se zabyvala eimeriemi u mySic a hrabosovitych hlodavctu
napfi¢ Evropou. Nejcastéji se vyskytujicimi druhy byly u téchto hlodavci E. alorani,
E. apionodes, E. jerfinica, E. kaunensis a E. uptoni. Jejich oocysty se vzajemné lisi

velikosti, tvarem (hruSkovity, ovalny, vej¢ity, kulaty) a povrchem stény (drsny
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u E. jerfinica a hladky u ostatnich) (Huarkova et al. 2005). S vyjimkou druhu E. kaunensis

neobsahuji reziduum oocysty.

Mezi vySe uvedenymi druhy existuji rozdily i vramci hostitelské specifity.
E. alorani byla v Evropé zjisténa pouze u druhu A. agrarius, Vv Asii navic jesté
u A. mystacinus; E. apionodes infikuje druhy A. agrarius, A. flavicollis, A. sylvaticus
aceled Arvicolinae; E. jerfinica nalezneme u druhG A. agrarius, A. flavicollis,
A. sylvaticus; E. kaunensis infikuje druhy A. flavicollis, A. sylvaticus a ¢eled’ Arvicolinae;
E. uptoni se vyskytuje u druhti A. agrarius, A. flavicollis a A. sylvaticus (Pellérdy 1974,
Levine a Ivens 1990, Harkova et al. 2005, Macova et al. 2018).

1.3.7 Ekologické pozadi

Jak jsem jiz uvedla vySe, eimerie jsou castymi parazity hlodavch. K tomu,
aby mohla infekce probéhnout efektivné, je vSak zapotfebi optimalnich podminek
pro sporulaci oocyst. Sporulace miize trvat dny az tydny (Hammond a Long 1973,
Venkateswara et al. 2015), a nejdalezitéjSimi faktory ovliviujicimi jeji rychlost jsou
teplota, vlhkost, a pfitomnost vzdusného kysliku (Venkateswara et al. 2015, Blake et al.
2020). Doba sporulace se samoziejmé 1iSi v zavislosti na druhu eimerie. Nékteré druhy
maji silnéjsi sténu oocysty (naptiklad E. confusa, E. cynomysis, E. larimerensis; Pellérdy
1974), a tudiz potiebuji vice ¢asu na dokonceni celého procesu (viz kapitola 1.3.2). Obecné
se ma za to, ze oocysty potfebuji optimaln¢ suché pocasi a vlhkou ptdu/stelivo. Naopak
vlhké podnebi dobu sporulace prodluzuje (Venkateswara et al. 2015). Tyto faktory by
mély byt brany v potaz i v laboratornich podminkéach; podle Duszynski a Wilber (1997) by
vzorky mély byt sporulovany piipokojové teploté (20-23 °C) a ve zkumavkach, které

nejsou naplnény az po okraj (z dtivodu piistupu kysliku).

Pravé tyto podminky mohou souviset s ¢astym vyskytem kokcidii rodu Eimeria
u zde studovanych druhu A. flavicollis a A. sylvaticus. Oba druhy se pohybuji v prosttedi
lesnich porostd, polnich remizki a na biezich vodnich tokti (Dungel 1993,
Andéra a Horacek 2005). Tato prostfedi za vhodného pocasi poskytuji suché podminky

s vlhkou ptdou.
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1.3.8 Historie dvou druhii rodu Apodemus

Mysice (rod Apodemus; Rodentia: Muridae: Murinae), zahrnuji vice nez 20
popsanych druht hojné rozsitenych v Palearktu a Casto zijicich v sympatrii ¢i v syntopii
(Filippucci et al. 2002, Stefka a Hypsa 2008, Macova et al. 2018). V nami studované
nkontaktni  zoné“ se potkavaji dva konkrétni druhy, a to mySice lesni

(Apodemus flavicollis) a mySice kfovinna (Apodemus sylvaticus).

T
i

A wAN B

Obr. 3: Geografické rozsiteni A. flavicollis (A) a A. sylvaticus (B) (pievzato z Amori et al.
2016 a Schlitter et al. 2017).

Pfestoze jsou si tyto dva druhy geneticky blizce piibuzné, a maji podobnou
morfologii 1 geografické rozsifeni (Obr. 3), jejich strategie pii pieziti Ctvrtohorniho
glacialu se zna¢né lisi. Populace A. flavicollis se $tépi do tii geneticky odlisnych linii, které
rekolonizovaly Evropu z refugii na Balkan¢ asi pted 10 000 lety, a jejichz areal vyskytu se
misty piekryva. Populace A. sylvaticus se v Evropé déli do dvou genetickych linii, jejichz
areal vyskytu se nepfekryvd. Prvni linie je roziifena od Spanélska po Svédsko
a na vychodé¢ Ukrajiny, druha linie se vyskytuje v Italii a na Balkané. Toto rozSifeni je
mozné vysvétlit separaci dvou skupin b&hem glacidlu ve ctvrtohorach ve dvou riiznych
refugiich — na Pyrenejském poloostrové a na tzemi Italie a Balkanu. Z ptedchozich dat
vime, ze A. flavicollis nepfezil posledni obdobi glacialu na Pyrenejském poloostrove,
zatimco A. sylvaticus v tomto refugiu piezil a rekolonizoval odtud téméf celou Evropu.
A naopak, refugium odkud rekolonizoval Evropu A. flavicollis béhem holocénu se zda byt
shodné s oblasti na Balkané, kde prod¢lal druh A. sylvaticus geneticky bottleneck. Jak jiz
bylo zminéno vyse, tyto dva druhy mohou zit v sympatrii 1 v syntopii, a tudiz zde mohla

hrat roli mezidruhova kompetice. Piestoze jsou mezidruhové interakce slabé a ani jeden
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druh neni schopen druhy vytlacit, v pfipadé sttetu dominuje A. flavicollis (Michaux et al.
2005). Tento fakt by vSak vysvétloval pouze mozny divod nizké genetické variability
druhu A. sylvaticus v italsko-balkanské oblasti, ne vSak vymizeni A. flavicollis
z pyrenejské oblasti. Jedno z vysvétleni je, Ze predci A. sylvaticus se izolovali
ve Spanélsku a jizni Francii, zatimco piredci A. flavicollis Zili spise ve Stiedni Evropé
a na Balkang, a oba druhy jsou tak vice adaptované na podminky, kde Zili jejich ptedci,
a maji tudiz vétsi Sanci prezit tam. RovnéZ se uvadi, ze A. sylvaticus je vice piizpisobivy
prosttedi nez A. flavicollis, ktery se zdrzuje spiSe jen v lesnich habitatech
a béhem posledniho zalednéni doslo k rozpadu lesnich oblasti na Pyrenejském poloostrove,
coz mohlo hrat roli pfi vymizeni tohoto druhu pravé v dané oblasti. Navic se uvédi,
ze A. sylvaticus lépe preckava zimni obdobi nez A. flavicollis, a tak je pravdépodobné,
ze snadnéji prezil tvrdé podminky v této oblasti (Michaux et al. 1998, 2001, 2004, 2005).

1.3.9 , Kontaktni zéna“ prochazejici zapadem Cech

Takzvana ,,kontaktni zéna“ prochazejici zapadni &asti Ceské republiky (Obr. 4) je
modelovou oblasti pro studium evolu¢nich vztahti na raznych trovnich (studium hostiteli
rodu Apodemus, jejich ektoparaziti — v§i, a symbiotickych bakterii v§i). U v§i druhu
Polyplax serrata dochazi v této zon¢ k rozd€leni na dvé striktné geneticky odli§né linie
(z&padni a vychodni), na rozdil od jejiho hostitele Apodemus flavicollis, ktery zde tvofi
panmiktickou populaci (Obr. 4). Moznym vysvétlenim tohoto rozd¢leni do linii je pivod
z odlisnych refugii. Tato zona by na zaklad¢ oblasti vyznacenych ve studii Martina et al.
(2020) mohla na uzemi Cech dosahovat délky az okolo 160 km, avak pro jeji upiesnéni je

zapotiebi dalsi studium.
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Obr. 4. ,,Kontaktni* zoéna vsi P. serrata (ptevzato z Martinu et al. 2020).

SCZ, secondary contact zone - zéna druhotného kontaktu; SW, specific western lineage -
zapadni linie; HZ - hybridni zona; SE, specific eastern lineage - vychodni linie; (zelené -
zéna na Gzemi CR).
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2 CILE PRACE

Jelikoz je znamo, ze v ,kontaktnich zonach“ dochazi k zajimavym interakcim
mezi hostiteli a parazity, rozhodla jsem se svou praci zaméfit pravé na takovou zonu,
ve které bylo jiz diive zjisténo, Ze se tam ,,néco d&je*. Na zakladé studii Stefka a Hypsa
(2008) a Martind et al. (2018) byla navrZzena ,kontaktni zona“ v zapadni Casti nasi
republiky, kde bylo cilem prostudovat popula¢né-genetickou strukturu vs§i P. serrata,
parazitujicich u mysSic; existovaly totiz indicie, Ze touto oblasti prochdzi hranice
mezi odliSnymi genetickymi liniemi P. serrata, které se vzajemné nemisi. Po nékolik
let zde proto probihaly intenzivni odchyty hlodavci, provadéné Cleny nasi laboratote
(v pribéhu mého magisterského studia i mnou), béhem kterych byly ze studovanych
zvitat kromé vS§i odebirany 1 vzorky trusu. M¢la jsem tak k dispozici velké mnoZzstvi

materialu pochazejiciho z této zony.

Dil¢i cile mé prace tak byly:

e Zjistit druhové spektrum kokcidii rodu Eimeria, které parazituji u mysSic

a hraboSovitych hlodavcii v oblasti ,,kontaktni zony*.

e Rekonstruovat fylogenetické vztahy kokcidii rodu Eimeria parazitujicich

u hlodaveu odchycenych na lokalitach v ,,kontaktni zong*.

e Zjistit hostitelskou specifitu jednotlivych druhti kokcidii rodu Eimeria infikujicich

hlodavce v oblasti ,,kontaktni zony*.

e Porovnat zjisténé fylogenetické vztahy s vysledky dosud dostupnych praci
tykajicich se kokcidii danych hlodavet (zejména publikace Macova et al. 2018,
Trefancova et al. 2020 submitted).

e Zjistit, zda se v popula¢né-genetické struktufe eimerii u hlodaveu odchycenych

Vv oblasti ,,kontaktni zony* vyskytuje pattern, ktery by mohl souviset s pribéhem

této zony.
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3 METODIKA

3.1 Odchyty hlodavci, odbér vzorku

Material pro diplomovou préci jsem ziskala z 21 lokalit v Ceské republice (Obr. 5,
Tab. 1), které byly vybrany jakozto soucast ,kontaktni zony* vsi P. serrata. Sbéry
provadéli spolu se mnou ¢lenové Katedry parazitologie PfF JU (laboratof profesora Hypsi)
a studenti CZU béhem let 2018 a 2019. Celkem bylo odchyceno 387 hlodavci. Jednalo se
0 nésledujici druhy: A. flavicollis (mySice lesni), A. sylvaticus (mySice kfovinna),

C. glareolus (nornik rudy) a M. arvalis (hrabos polni).

Hradec p
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Es

Obr. 5: Lokality odchytu hlodavcu (Eervené-lokality mych vzorkd, zluté-lokality vzorku

vySetfenych v ramci pfechozich sbér).

Tab. I: Lokality odchytu hlodavci (¢isla lokalit odpovidaji ¢islim na Obr. 5).

Cislo Nazev lokality
lokality
1 Abertamy, okr. Karlovy Vary
2 BélCice, okr. Strakonice
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Brlozec, okr. Karlovy Vary

4 Cisatsky Mlyn, okr. Plzen-sever
5 Dolni Zd’4r, okr. Karlovy Vary
6 Hodémysl, okr. Pfibram

7 Jachymov, okr. Karlovy Vary
8 Kfely, okr. Karlovy Vary

9 Klasterecka Jesen, okr. Chomutov
10 Komarov, okr. Karlovy Vary
11 Krasny Les, okr. Karlovy Vary
12 Litvinov, okr. Most

13 Mofticov, okr. Karlovy Vary
14 Oberwiesenthal, Némecko
15 Ostrov, okr. Karlovy Vary
16 Podmokly, okr. Plzen-sever
17 Pstruzi, okr. Karlovy Vary
18 Staré Sedlo, okr. Sokolov
19 Vojkovice, okr. Karlovy Vary
20 Volenice, okr. Piibram

21 Zbraslav, okr. Karlovy Vary
22 Lestkov, okr. Tachov

23 Plesnice, okr. Plzen-sever
24 Struznd, okr. Karlovy Vary
25 Tymaékov, okr. Plzefi-mésto
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26

Vykmanov, okr. Karlovy Vary

(Zluté oznacené lokality odpovidaji Zlutym lokalitam v mapé na Obr. 5)

311

3.1.2

Material

Dievéné sklapovaci pasti s vnadidlem
Papirové sacky

Souprava na pitvani (pinzety, ntizky)
96% ethanol

2,5% roztok dichromanu draselného (K2Cr.07)

Postup prace

Na vybrana mista (dle biotopu hostitell) byly do linii polozeny navnazené sklapovaci

pasti ve vzdalenosti minimaln¢ sedm metrti od sebe. Jako navnada byl nejéastéji pouzit olej

z konzervy sardinek nebo knot napustény sadlem. Pasti byly na lokality kladeny vecer

a ponechany pfes noc. Nasledujici den byly zkontrolovany a odchyceni hlodavci byli

vlozeni jednotlivé do papirovych sackl. Pied vlastni pitvou byli hlodavei uréeni do rodu

a druhu; pokud determinace na misté nebyla mozna (napt. u nékterych jedinct rodu

Apodemus, viz kapitola 1.3.5), byl zvifeti odebran kus tkané (nejcastéji prst nebo kousek

uSniho boltce) do 96% ethanolu pro naslednou molekularni determinaci. Poté byla

provedena pitva zvitete, pfi niz byl odebran kus stieva a tracnik se zformovanym trusem

do 2,5% roztoku K>Cr,05.

3.2 Koprologické vysetieni (flotace)

3.2.1

Material

Flota¢ni aparatura (stojan, kruhovy drzak, trychtyt, sitko)
Pinzeta

Zkumavky, kadinka s vodou

Sheathertiv cukerny roztok o hustoté 1,30 g/cm?

Vybaveni pro svételnou mikroskopii (podlozni a kryci skla, mikrobiologicka

klicka, mikroskop)
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3.2.2 Postup préace

Vzorky trusu jsem vySetfila flotaéné-koncentraéni metodou s pouzitim
modifikovaného Sheatherova cukerného roztoku o hustoté 1,30 g/cm® (Zajac a Conboy
2006, Modry et al. 2015). Vzorky trusu byly nejprve zhomogenizovany pomoci pinzety
a nasledného dtikladného protiepani. Cast vzorku byla piecezena pies sitko do prazdné
zkumavky, a tato zkumavka byla dolita cca 1 cm pod okraj vodou z kohoutku. Zkumavky
byly vloZeny do centrifugy a odstfedény 10 minut pii otaCkach 3680 rpm. Ze zkumavky
byl nasledné odlit supernatant. K sedimentu byl ptidan flotacni cukerny roztok zhruba
do ¢tvrtiny vysky zkumavky, pomoci tfepani byl sediment rozpustén v roztoku,
a zkumavka byla poté dolita cukernym roztokem cca 1 cm pod okraj. Takto pfipravené
zkumavky byly vlozeny do centrifugy a odstfedény 10 minut pii otackdch 3680 rpm.
Poté byla ze zkumavky na podlozni sklo pomoci mikrobiologické klicky odebrana
povrchovd blanka, pfikryta krycim sklem, a takto wvznikly preparat byl vySetfen
pod svételnym mikroskopem Olympus CX31 (Olympus, Japonsko) pii zvétSeni 10x20.
P#i pozitivnim nalezu oocyst kokcidii jsem intenzitu infekce zhodnotila semikvantitativné
podle poctu oocyst v zorném poli mikroskopu pii zvétseni 10x10 (0-10 velmi slaba; 10-30
slaba; 30-100 stiedné silna, >100 silna).

3.3 lzolace DNA

Ze vzorkl mikroskopicky pozitivnich na pfitomnost oocyst kokcidii jsem izolovala
DNA. Kizolaci genomové DNA byl pouzit FastDNA® SPIN Kit for Soil
(MP Biomedicals, LLC, USA) dle navodu uvedeného vyrobcem.

3.3.1 Postup prace

Nejprve bylo zapotiebi vzorek ,,promyt*, tj. zbavit ho dichromanu draselného (ktery
je zbarven oranzov¢), ktery mize inhibovat PCR reakci: Do 1,5 ml mikrozkumavky bylo
napipetovano 250 pl vzorku a odstfedéno 5 minut pfi otaCkach 13000 rpm. Vznikly
supernatant byl odstranén pomoci mikropipety. K sedimentu bylo napipetovano 250 pl
kohoutkové vody, vznikld smés byla promichana, a opét centrifugovana 5 minut
piiotackach 13000 rpm. Tento postup byl opakovan tak dlouho, dokud nebyl supernatant

bezbarvy (vétSinou 5-7x).
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200 pl takto promytého vzorku bylo ptidano do Lysing Matrix E Tube. Ke vzorku
bylo nasledné ptidano 978 ul Sodium Phosphate Buffer a 122 pl MT Buffer. Zkumavky
byly vlozeny do homogenizatoru (FastPrep®-24; MP Biomedicals, LLC, USA) na 1 minutu
pti rychlosti 6,0 a nasledné centrifugovany 13 minut pfi otackach 12300 rpm. Supernatant
byl pienesen do ¢isté mikrozkumavky, a bylo k nému piidano 250 pul PPS for Soil Kit.
Vzorky byly 15% ru¢n€ promichdny a nasledné ponechdny 10 minut stat pfi pokojové
teploté, poté byly odstfedény 5 minut pii otd¢kach 12300 rpm. Supernatant byl pienesen
do 5 ml zkumavek, a byl k nému ptidan 1 ml Binding Matrix. Zkumavky byly vlozeny
na 7 minut do rotatoru (Biosan; BioTech a.s., Ceska republika) a nasledné byly ponechany
5 minut stat pii pokojové teploté. Z povrchu zkumavky bylo opatrné odsato 500 pl
supernatantu, ktery byl vyhozen. Zbytek byl promichan mikropipetou a postupné po 650 ul
pienesen na kolonku SPIN Filter a odsttedén 5 minut pii otackach 12300 rpm.
Prefiltrovany supernatant byl vylit. Ke vzorku bylo ptfidano 500 ul SEWS-M a vloZeno
do centrifugy na 5 minut pii otackach 12300 rpm. Prefiltrovany supernatant byl vylit
a zkumavka byla znovu vlozena do centrifugy na 5 minut pii otackadch 12300 rpm
pro vysuSeni, a nasledn¢ byla ponechdana 5 minut stat pii pokojové teploté. Na kolonku
bylo napipetovano 40 ul ultracisté vody (DES, DNase/Pyrogen-Free Water) a nasledné
centrifugovano 2 minuty pii otackach 12300 rpm. Poté bylo na kolonku napipetovano
dalSich 30 ul DES a néasledné¢ centrifugovdno 2 minuty pii otaCkach 12300 rpm.
Vyslednych 70 pl takto vyizolované DNA bylo uchovavano pii -18 °C.

3.4 PCR

Vyizolovanou DNA jsem amplifikovala pomoci polymerazové ftetézové reakce
(PCR, Polymerase Chain Reaction). Pro tuto reakci byly zvoleny primery specifické
pro kokcidie c¢eledi Eimeriidae amplifikujici jaderny gen pro malou ribozomalni
podjednotku (18S rRNA), mitochondrialni gen pro cytochromoxidazu ¢ podjednotku |
(COl), a plastidovy gen pro ORF470 (viz Tab. Il). Sekvence primert byly pievzaty
z publikaci Kvicerova et al. 2008 (185 rRNA), Schwarz et al. 2009 (COl),
a Zhao a Duszynski 2001b (ORF470).
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Tab. Il: Primery pouzité pro PCR.

Nazev genu | Sekvence primeri (5°— 3°)

18S rRNA Forward | GAAACTGCGAATGGCTCATT

Reverse | CTTGCGCCTACTAGGCATTC

Col Forward | GGTTCAGGTGTTGGTTGGAC

Reverse | ATCCAATAACCGCACCAAGAG

ORF470 Forward | GATGATATATCTTATTATTCAATTCCTT

Reverse | TCCAATATGTAACATTTTATTTCC

3.4.1 Chemikalie pro PCR
e 10x PCR buffer (Tris-Cl, KCI, (NH4)2SOs, 15 mM MgCly; Qiagen, Némecko)
e Nukleotidy (ANTPs; 10 mM roztok — 2,5 mM kazdé baze; TaKaRa, Japonsko)
e Specifické primery (20 pmol/ul F, 20 pmol/ul R; Generi Biotech, Ceské republika)
e HotStar Taq polymeraza (5 U/ul; Qiagen, Némecko)
e lzolovana DNA
e PCRH0
e Mikropipety (Eppendorf, Némecko) a Spicky pro mikropipety
e Mikrozkumavky pro PCR
e Termocykler (Eppendorf, Némecko)

3.4.2 Postup prace

Pro amplifikaci jednoho vzorku jsem pouzila 2,0 ul DNA, 2,5 pl pufru, 1,0 pl
nukleotidd, 0,5 pl primeru F, 0,5 pl primeru R, 0,2 pl HotStar Taq polymerazy, a nakonec
jsem pfidala 18,3 ul vody. VSechny slozky byly promichdny. Zkumavky byly poté vloZeny

do termocykleru, ve kterém prob¢hla amplifikace pomoci specifického programu.
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PCR program pro 18S rRNA:

1. Uvodni denaturace 95 °C 5 min

2. Denaturace 92 °C 45s

3. Annealing 53°C 45s 30 cykla
4. Elongace 72 °C 1 min 30s

5. Extenze 72 °C 10 min

PCR program pro COI:

1. Uvodni denaturace 95 °C 5 min

2. Denaturace 94 °C 45s

3. Annealing 55°C 45s 35 cykla
4. Elongace 72 °C 1 min

5. Extenze 72 °C 10 min

PCR program pro ORF470:

1. Uvodni denaturace 95 °C 5 min

2. Denaturace 92 °C 45s

3. Annealing 50 °C 45s 35 cykla
4. Elongace 72 °C 1 min 30s

5. Extenze 72°C 10 min

3.5 Elektroforéza

Vizualizaci PCR produktl jsem provadéla na 1% agarozovem gelu.

3.5.1 Material

e Agaroza (PCR agarose; Top-Bio s.r.o., Ceska republika)
e 1% TAE pufr (50x pH 8,3 tris-acetate EDTA buffer; Merck, Némecko)

e Vybaveni pro elektroforézu (vanicky, hieben, elektroforeticka vana)

e Ehrlenmayerova barnka
e  Odmérny valec

e Piedvazky

e Ladder (GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder; Thermo Fisher Scientific, USA)
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e SYBR Green (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Mikropipety

3.5.2 Postup préace

Na ptredvazkach bylo navazeno 0,6 g agarozy. Do odmérného valce bylo nalito 60 ml
TAE pufru. Obé slozky byly smichany v Ehrlenmayerové bafice a vloZzeny do mikrovinné
trouby pfiblizné na 1 minutu. Po vyndani z mikrovinné trouby byla bafika zchlazena
proudem studené vody, a poté byl jeji obsah vylit do vani¢ky s hiebenem, kde pfiblizné 30
minut tuhnul do podoby gelu. 1% agarozovy gel byl nasledné vloZen do elektroforetické
vany a zalit TAE pufrem tak, aby byl cely ponoten. Do jamky bylo napipetovano 6 pl PCR
produktu smichaného s pfidanym barvivem SYBR Green. Do jedné z jamek byly
napipetovany 4 pl 1 kb ladderu rovnéz smichaného s barvivem SYBR Green.
Elektroforéza byla spusténa pii napéti 100 V ptiblizné na 25 minut. Vysledky byly
vizualizovany pomoci UV transiluminatoru (UVITEC, Velk4 Britanie).

3.6 Enzymatické ¢isténi PCR produkti, sekvenovani

Ziskané PCR produkty o pozadované velikosti byly precistény pomoci enzymd.

3.6.1 Chemikalie
e Enzym Exonukledza | (Thermo Fisher Scientific, USA)

e Enzym FastAP (termosensitivni alkalicka fosfataza; Thermo Fisher Scientific,
USA)

3.6.2 Postup prace

Ke kazdému PCR produktu o pozadované velikosti bylo piidano 0,2 pl
Exonukle4dzy I a 0,2 pl enzymu FastAP. Vzorky byly vloZeny do termocykleru, kde byly
purifikovany za pouZiti specifick¢ho programu. Takto enzymaticky ptecisténé vzorky byly
zaslany do firmy Macrogen Europe B.V. (Nizozemi) na osekvenovani Sangerovou

metodou.
Pribéh programu pro purifikaci DNA:

1. Inkubace 37°C 15 min
2. Inaktivace 85 °C 15 min
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3.7 Zpracovani ziskanych sekvenci

Kvalita ziskanych sekvenci byla nejprve zkontrolovana v programu SeqScanner v1.0
(Applied Biosystems, USA). V programu EditSeq v5.05 (DNASTAR Inc., USA) byly
nasledné sekvence ulozeny ve formatu, ktery je nutny pro slozeni obou dil¢ich sekvenci
v jeden konsensus v programu SegMan v5.05 (DNASTAR Inc., USA). U protein-
kodujicich sekvenci (COI, ORF470) byla v programu EditSeq zkontrolovana spravnost
¢tecitho ramce sekvenci. Pro kazdy ze tfi osekvenovanych genti byl vytvofen dataset
obsahujici ziskané sekvence spolu se sekvencemi kokcidii ptidanymi z databdze GenBank
(https://mww.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5800) (viz Ptilohy
Tab. VII-X). Alignmenty byly vytvofeny v programu BioEdit v7.0.5.3 (Hall 1999)
s pouzitim algoritmu ClustalW (Thompson et al. 1994), a nasledné zde byly ofezany
na jednotnou délku. Sekvence 18S rRNA byly alignovany jako nukleotidy,
zatimco sekvence COl a ORF470 jako proteiny.

3.8 Fylogenetické analyzy a haplotypové sité

Pomoci dvou pfistupti - bayesovskeé analyzy (Bayesian inference, Bl) a analyzy
maximalni vérohodnosti (Maximum Likelihood, ML) byly v programech MrBayes v3.1.2
(Huelsenbeck a Ronquist 2001) a Phyml v2.4.3 (Guindon a Gascuel 2003) rekonstruovany
fylogenetické stromy a spocitany podpory jednotlivych uzli. VSechny analyzy byly
provedeny s pouzitim evoluéniho modelu GTR + T + I, ktery byl vybran programem SMS:
Smart Model Selection (Lefort et al. 2017; www.atgc-montpellier.fr/sms/). Bl analyzy byly
provedeny pro 10 miliont generaci, burn-in byl nastaven na 25 %. Bootstrapové hodnoty
ML byly poéitany pro 1000 replikaci. Vysledné fylogenetické stromy byly zobrazeny
v programu TreeView v1.6.6 (Page 1996), ve kterém byly poté ulozeny do grafického
formatu. Haplotypové sit¢ byly vytvofeny =z protein-kddujicich sekvenci (tj. COI
a ORF470) v programu TCS v1.21 (Clement et al. 2000). Vsechny fylogenetické stromy
a haplotypové sité byly nakonec upraveny a exportovany v programu Adobe Illustrator CC
v5.1.2 (Adobe Systems Inc.).
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4 VYSLEDKY

Celkem jsem vysetiila 387 vzorku

trusu  odchycenych jedinci hlodavci;

mikroskopicky pozitivnich na oocysty eimerii nebo nevysporulované oocysty bylo 125

(~32 %) (Tab. IHI). Pfi bliz§im prozkoumani bylo z vysledkd patrné, Ze se v ramci

studovanych lokalit parazitovanost hlodavct kokcidiemi zvySovala smérem na vychod

(zépadni oblast — prevalence 28 %, vychodni oblast 43 %). DNA byla izolovana z 91

vzorki. Celkem jsem ziskala 154 sekvenci, a to pro tfi rizné geny: jaderny gen pro malou

ribozomalni podjednotku 18S rRNA (53 sekvenci), mitochondrialni gen COI (61 sekvenci)
a plastidovy gen ORF470 (40 sekvenci).

Tab. III: Piehled vySetfenych druhti hlodavci.

Druh hlodavce Pocet odchycenych Pocet jedinct Prevalence
jedinct pozitivnich na kokcidii u daného
piitomnost oocyst druhu
kokcidii

A. flavicollis 262 85 32%
A. sylvaticus 8 2 25 %
Apodemus sp. 7 2 29 %
C. glareolus 67 18 27 %
M. arvalis 43 18 42 %
CELKEM 387 125 32 %

Z tabulky III je zfejmé, ze nejcastéji odchycenym druhem na studovanych lokalitach
byl A. flavicollis, a druhem nej¢astéji parazitovanym kokcidiemi byl M. arvalis.
Fylogenetické analyzy prokazaly zastoupeni péti druhti eimerii. Jedna se o tyto druhy:

E. apionodes, E. coahuliensis, E. jerfinica, E. kaunensis a E. uptoni.

Flotaénim vySetfenim s naslednou mikroskopii byli zjisténi i dalsi endoparaziti.

Nejcastéji se jednalo o vajicka hlistice Capillaria sp., dale pak vajicka tasemnic ¢eledi
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Hymenolepididae, vajicka  Skrkavek, roup, cysty Giardia sp., oocysty

Cryptosporidium sp. a oocysty Isospora sp.

COl je vsoucasné dobé nejcastéji pouzivanym genem pro studium vnitrodruhové
variability a pro fylogenetické analyzy blizce ptibuznych druhi eimerii. Analyzy COI
rozdélily mnou ziskané sekvence na pét druhii eimerii (E. apionodes, E. coahuliensis,
E. jerfinica, E. kaunensis a E. uptoni). Druh E. apionodes je dale rozdélen na n€kolik linii
(oznaovanych jako apionodes I-1V) se shodnou morfologii, ale s riznymi
fylogenetickymi vztahy i hostitelskou specifitou (Obr. 6-7). Ne¢které druhy eimerii
nebo linie apionodes maji patrnou vnitini strukturu; jedna se o E. jerfinica, E. uptoni,
E. apionodes | + Il a E. kaunensis. U wvnitfni struktury téchto péti druhti jsem se
pak zaméfila na hledani patternu, ktery by mohl souviset s, kontaktni zdénou“.
Nejzajimavéjsi vnitini strukturu ma druh E. uptoni, u kterého vzorky z Ceské republiky,
pochazejici vyhradné z lokalit v oblasti ,,kontaktni zony*, tvoii samostatnou podlinii, ktera
je jasné odlisena od vzorki ze Slovenska a Polska (tj. z lokalit na vychod od ,,kontaktni
z6ny*). Narozdil od piedchozich studii (Macova et al. 2018, Trefancova et al. 2020
submitted) jsem u hlodavci odchycenych v oblasti ,,kontaktni zony* objevila 1 dalsi -
dosud nepopsany - druh eimerie: vzorek z hraboSe polniho MA 14KLES (Cervené
oznaceny) z lokality Krasny Les (okr. Karlovy Vary) neklastruje v ramci zadného z vyse
uvedenych druhti, a po mikroskopickém vySetieni je patrné, ze se od nich lisi
i morfologicky. Fylogeneticky je nejptibuznéjsi druhim E. callospermophili (ze sysla

obecného) a E. cahirinensis (z mysi bodlinaté) (Obr. 6).

U jednotlivych druhd si mizeme povSimnout rizné hostitelské specifity. Druhy
E. jerfinica, E. uptoni a linie E. apionodes II se vyskytuji pouze u mysic, na rozdil
od E. apionodes Ill nebo E. kaunensis, které parazituji jak u mysic, tak u hraboSovitych
hlodavct (Obr. 6-11).

Gen ORF470 je na zakladé recentni studie Jarquin-Diaz et al. (2020) povazovan
za nejvhodnéjsi marker pro detekci vnitrodruhové variability eimerii. Z tohoto divodu
jsem ho zcela nové — na rozdil od studii Macova et al. (2018) nebo Trefancova et al. (2020,
submitted) — také pouzila ve svych analyzach. Bohuzel zastoupeni jeho sekvenci v databazi

GenBank je velmi malé. Ve fylogenetickych stromech ziskanych analyzami tohoto genu
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(Obr. 8-9) vidime opét ocekavané druhy a vzorek MA 14KLES, ktery klastruje k druhu
E. reedi (ze severoamerické hlodavce Perognathus sp.). Nékteré druhy zde klastruji
na rozdil od fylogenetickych stromi 18S rRNA a COI rozstépené (naptiklad E. kaunensis
a linie E. apionodes I), coz mize byt vlivem smiSenych infekci mezi druhy eimerii

I vlivem smiSenych infekci mezi eimeriemi a isosporami (Sedé oznacené).

Gen pro 18S rRNA je znacné konzervativni a malo variabilni, proto neni vhodny
k rekonstrukcim vnitrodruhovych vztahi nebo pro analyzy vztaht blizce si ptibuznych
druhd. Tento gen jsem tedy pouzila pfedevsim jen jako orienta¢ni marker, a také z divodu
velkého zastoupeni jeho sekvenci eimerii v databdzi GenBank. Analyzy genu
pro 18S rRNA rozdélily mnou ziskané sekvence na ¢tyfi druhy eimerii (E. apionodes,
E. jerfinica, E. kaunensis a E. uptoni), ale toto ¢lenéni neni na rozdil od pfedchozich dvou
genl tolik zfetelné, a v BI stromu neni zietelné témét vitbec z diivodu vyskytu velkého

mnozstvi polytomii (Obr. 10-11).

Haplotypova sit COI (Obr. 12) byla vytvofena ze 154 sekvenci eimerii z mysic
a hraboSovitych hlodavci pochazejicich z oblasti ,,kontaktni zony*. Analyza COI sekvenci
vytvofila pét samostatnych haplotypovych siti (jedna pro druhy E. alorani, E. apionodes,
E. coahuliensis a E. kaunensis; dvé pro druh E. uptoni; jedna pro E. jerfinica a jedna
prorod Isospora sp.) a tfi samostatnych haplotypu. Sité jsou dobie strukturovany,
nicméné obsahuji pomérné velké mnozstvi uzli (tj. potencialnich/chybé&jicich haplotypt).
Pichled vSech haplotypt, respektive vzorka z analyzy sekvenci COI, které jednotlivé

haplotypy obsahuji, je uveden v Ptiloze v tabulce VI.

Haplotypova sit ORF470 (Obr. 13) byla vytvofena ze 44 sekvenci eimerii z mysic
a hraboSovitych hlodavcli pochazejich z oblasti ,kontaktni zony“. Analyza ORF470
sekvenci vytvorila dvé oddélené sit¢ (jedna obsahuje druhy E. apionodes, E. kaunensis
a smiSené infekce E. apionodes | + Isospora spp. a E. apionodes Ill + E. kaunensis; druha
obsahuje druh infikujici rod Mus - E. ferrisi a druh infikujici rod Rattus - E. separata) a 14
samostatnych haplotypt. Sité jsou dobfe strukturovany, nicméné opét obsahuji pomérné
velké mnozstvi uzlli (tj. potencidlnich/chybéjicich) haplotypt. Ptehled vSech haplotypt,
respektive vzorkl z analyzy sekvenci COI, které jednotlivé haplotypy obsahuji, je uveden

v Piiloze v tabulce VII.
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Obr. 6: Fylogeneticky strom ziskany analyzou ML na zakladé¢ sekvenci COI genu
a parametri uvedenych v kapitole 3.8. Ciselnd hodnota u uzlii odpovidd bootstrapovym
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Obr. 7: Fylogeneticky strom ziskany analyzou BI na zakladé sekvenci COI genu
a parametrii uvedenych v kapitole 3.8. Ciselna hodnota u uzli odpovida hodnotam
posteriorni pravdépodobnosti. Hodnoty nizsi nez 0, 50 nejsou uvedeny. Strom je zakoienén
druhem Eimeria maxima.

Vysvétlivky ke kodim vzorkt: AA, A. agrarius; AF, A. flavicollis; AS, A. sylvaticus; CG,
C. glareolus; MA, M. arvalis; MAG, M. agrestis.
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Obr. 8: Fylogeneticky strom ziskany analyzou ML na zéakladé sekvenci ORF470 genu
a parametri uvedenych v kapitole 3.8. Ciselnd hodnota u uzlii odpovida bootstrapovym
hodnotdm. Hodnoty niz$i nez 50 % nejsou uvedeny. Strom je zakofenén druhem
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Vysvétlivky ke kodim vzorka: AF, A. flavicollis; AS, A. sylvaticus; CG, C. glareolus; MA,
M. arvalis.
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Obr. 9: Fylogeneticky strom ziskany analyzou BI na zéakladé sekvenci ORF470 genu
a parametrti uvedenych v kapitole 3.8. Ciselna hodnota u uzli odpovida hodnotam
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Vysvétlivky ke kodim vzorka: AF, A. flavicollis; AS, A. sylvaticus; CG, C. glareolus; MA,
M. arvalis.

36



Cystoisospora suis CG 137CLI
— Caryospors neofaiconis AF SONETS
AF SONET26
AF 3V

m

. tangebartali

cr\:
agR Y
Eap

(e
s
5
@

6o

2|
=
3

;,FET apionedes Il
af

00
CZZODTZOROMC
e aas )
s sro

wh A
1Rpt19
Rk kT Isospora sp.

E. Iin%ﬁgtseirsn ES

E
E

2m;

mT
)

SGIITON
lamiasciur
£ _mr

vati

E. maxima
E. ademroeides
E. meleagridis

=
o

[,

Z
T
o
=

=
PEpEE
maTn
e
Iy
&

vy

X
BN
=R L0
R

& 2

a3
So%

3
h0ers 1 jerfinica
9B8ML

]
o
©

X
=2
e
=
5

T T T T T
o
g

T3
%
3

O R O

TG

P
T

Cyclospora cayatanonsis
fironis
@ca Tospermaphii
E Roegyro e

Al

Al 17 .
AF KU192853.1 upt0n|
Al 5 78

E cahinnensis

E_albiguiac

EEdnzDﬂ?hansfs
. onyChomTysis
[oic] 4% e
£ banfiensis
AF 8V

E. f#lsvescens
E. coecicola
E. vefdovskyi
miagr
- sFarE. Mtostinatis
E. zuemii

mim

b enseni
-EE ex T;:J,rst(/s syr?r';ﬁ%m'
|-G 2TYM1s
AT
%F SESC{Zfl
AFE 10\{01.%)1&) .
A Bl apionodes IV
A

. rueschulzi
F 12V

89

.
3 s 208

izl apionodes Il
jAPO 19dat

:\'f %B1wc25’m :
R kaunensis
A5

AF SONET20
AF T1Rpt19
AF 20ML

E. separata
E. tolokil
E. ferist
CG183CLI
87 — E. irichosuri
E. macropodis

94 —E oy

E ranae

E. anguilae
01

Obr. 10: Fylogeneticky strom ziskany analyzou ML na zaklad¢ sekvenci 18S rRNA genu
a parametrii uvedenych v kapitole 3.8. Ciselnd hodnota u uzli odpovida bootstrapovym

hodnotam. Hodnoty niz§i neZ 50 % nejsou uvedeny. Strom je zakofenén druhem
Cystoisospora suis.

Vysvétlivky ke kodim vzorkd: AA, A. agrarius; AF, A. flavicollis; AS, A. sylvaticus; CG,
C. glareolus; MA, M. arvalis; MAG, Microtus agrestis.

37



Cysfoisospora sufs
Caryospora necfalcomns 0.64 E. anguiltae

0.9 = E. ranae £
_%E sracropodis
&'é Rf’fﬂ‘ﬁé 9731
ﬂa u a
1.00 EE i&h%”;l]!ﬁ
: wn A
jescr? szlgngeban‘en
f}j’j Hioansis
o NET5
1.00! -
1? apionodes |V
FLA apionodes || \
F i 1%
E e I —|
F 19 R .
099 F ’ apionodes Il
E kaunensis !
F 1]
E 24— 1T ]
= T
F . 1
F r
Fegit i
At v
F (o7 10 ]
F A 11 v
Foa
r i 1
Fnt nsﬂsrmophw
Fi? S
F & a/bﬁgu e O
oriﬁns}s
E =520y
b egsspcra cayefanensis
}gﬁﬁﬁ
jerfinica
D78
E. flavescens
0.6 ?néntgstﬁzaffsmm
- E F, eidadshkyi
mal‘e senf
0.57__| £ 'n
). compmem £ 0o |SOSporaspl
.84 E la%\ssjerensrq
5% E, myox oSt
0.87 ——__| AE ir: 2fus syriehta
—L FA :
’A 53‘ uptoni
oo Egygﬁéﬁfgﬁzs
E. farrisi E. maxima
E
o1l g 258545 i

01

Obr. 11: Fylogeneticky strom ziskany analyzou BI na zakladé sekvenci 18S rRNA genu
a parametrti uvedenych v kapitole 3.8. Ciselna hodnota u uzli odpovida hodnotam
posteriorni pravdépodobnosti. Hodnoty niz8i nez 0, 50 nejsou uvedeny. Strom je zakofenén
druhem Cystoisospora suis.

Vysvétlivky ke kodim vzorkt: AA, A. agrarius; AF, A. flavicollis; AS, A. sylvaticus; CG,
C. glareolus; MA, M. arvalis; MAG, M. agrestis.
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H17>

Obr. 12: Haplotypové sité¢ vytvorené v programu TCS z 61 sekvenci COIl eimerii mySic
a hrabosovitych hlodavct. Piehled vzorku reprezentujicich jednotlivé haplotypy je uveden
v tabulce VI v Piilohach.
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Obr. 13: Haplotypové sit¢ vytvorené v programu TCS ze 40 sekvenci ORF470 eimerii
mysic a hraboSovitych hlodavct. Piehled vzorki reprezentujicich jednotlivé haplotypy je
uveden v tabulce VII v Ptilohach.
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5 DISKUZE

Jednim zcili mé prace bylo zjisténi spektra druhd eimerii, které parazituji
U hlodavet v oblasti ,,kontaktni zony“. Lokality odchytu hlodavct byly navrzeny tak,
aby se nachézely v oblasti ,,kontaktni zény* (Obr. 4). Vsi P. serrata, pro néz je tato zona
zésadni v tom, Ze se v ni rozdéluji na dvé geneticky odlisné linie, parazituji pouze u mysic,
tudiz se studie Martind et al. (2020) zabyvala jen timto hostitelem. Na studovanych
lokalitach (Obr. 5, Tab. 1) jsme vsak chytali i hraboSovité hlodavce; jelikoz je
z predchozich studii zabyvajicich se eimeriemi zndmo, ze nékteré druhy eimerii maji nizsi
hostitelskou specifitu a mohou parazitovat u mysic i u hrabosovitych hlodavca (Macova
et al. 2018, Trefancova et al. 2020 submitted), zahrnula jsem do své préce i tyto hostitele,

aby byla ziskana data kompletni.

Ze vsech vzorki trusu, které jsem mikroskopicky vysSettila, bylo na ptfitomnost oocyst
kokcidii pozitivnich 125 (prevalence tedy Cinila pfiblizné 32 %). Pti vySetfeni byli zjisténi
I jini paraziti, které jsem zanesla do spole¢né databaze nasi laboratofe, nicméné se netykaly
mé prace, a proto jsem s nimi jiz dale nepracovala. DNA extrakce byla Gspé$na u 91
vzorkl; ve zbyvajicich 34 vzorcich byl nizky pocet oocyst, nebo izolace opakované
nefungovala. Pro ucely fylogenetickych a populaéné-genetickych analyz jsem se zaméfila
na ziskani sekvenci tfi rlznych genli, a to zdavodu jejich odlisSnych vlastnosti

(viz Vysledky).

Fylogenetické analyzy odhalily pfitomnost péti druhii eimerii na studovanych
lokalitdch (E. apionodes, E. coahuliensis, E. jerfinica, E. kaunensis, E. uptoni). Jedna se
0 spektrum druht, které zjistili ve své studii napii¢ Evropou i Macova et al. (2018)
a Trefancova et al. (2020 submitted). V jejich analyzach se navic vyskytoval jesté druh
Eimeria alorani. Ta vSak byla dosud v Evropé prokdzana pouze u mysSice temnopasé
(A. agrarius), ktera se na nami studovanych lokalitach nevyskytuje (jeji vyskyt nejblize
,kontaktni zény* konéi Vv oblasti povodi feky Plouc¢nice; Andéra a BeneS 2002).
Skute¢nost, ze jsem ve vzorcich z lokalit v ,kontaktni zoné*“ E. alorani nenasla, je

tak v souladu s timto poznatkem.

Pro rekonstrukci fylogenetickych vztaht byly pouZzity dva pfistupy, a to ML a BI

(viz kapitola 3.8). U stromu ziskanych obéma pfistupy doslo v ramci prislusnych gend
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k podobnému klastrovani druhti/linii/vzorkt, nicméné ve stromech ziskanych bayesovskou
analyzou se vyskytuje vét§i mnozstvi polytomii nez u ML (Obr. 6-11), coz je u analyz
eimerii béznym jevem (Macova et al. 2018, Trefancovd et al. 2020 submitted). Vyjimku
tvofi BI strom pro gen 18S rRNA (Obr. 11), ktery rozd€luje jednotlivé druhy a linie eimerii
V podstaté pouze na dvé velké skupiny, ve kterych jsou taxony zastoupeny v polytomii;
0 vzajemnych vztazich jednotlivych druht a linii tudiz z tohoto stromu nelze vycist téméft

nic.

Zobrazki 8 a 9 je patrné, ze ORF470 by opravdu mohl byt ze vSech genil
dostupnych pro fylogenetické analyzy eimerii nejvhodné&jsi pro studium vnitrodruhové
variability, jelikoz byl schopen rozpoznat i potencialné¢ smisené infekce (tj. koinfekce)
Vv téch vzorcich, které nebylo mozné odhalit mikroskopickym vySetfenim z diitvodu nalezu
nevysporulovanych oocyst. Ve vzorcich, které jsem vySetfovala v rdmci sve diplomové
prace, se vyskytovaly i smiSené infekce eimerii s kokcidiemi rodu Isospora (napi. vzorky
CG 30ZL19 a CG 31ZL19, ve fylogenetickém stromu oznacené Sedou barvou; Obr. 8-9).
Trefancova et al. (2019) prokazali, Zze isospory nachazejici se v trusu hlodavci jsou
paraziti pta¢ich hostiteli, a zde se tedy jedna o pseudoparazitismus. Pro gen ORF470 se mi
vSak nepodarilo ziskat tolik sekvenci jako pro geny 18S rRNA ¢i COI. Rovnéz zastoupeni
sekvenci eimerii v databazi GenBank je pro tento gen malé, a tak i analyzovany dataset byl

mnohem mensi nez datasety 18S rRNA nebo COL.

Klastrovani sekvenci je u vSech Sesti analyz (ML 18S rRNA, BI 18S rRNA, ML
COl, BI COI, ML ORF470, BI ORF470) podobné, ale piesto s n¢kolika odlisSnostmi. Druh
E. caviae z morcete je pfibuzny linii E. apionodes 1V v genech 18S rRNA a ORF470,
avSak v ML analyze COlI je nejbiibuznéjsi linii E. apionodes I. Druh E. papillata infikujici
rod Mus klastruje u geni 18S rRNA a COI spolu s E. jerfinica, ale vramci analyzy

ORF470 klastruje blizko druhu E. nieschulzi, druhem parazitujicim krysy a potkany.

Bayesovska analyza genu 18S rRNA nebyla schopna od sebe odlisit linie
E. apionodes 11, 111, IV a E. kaunensis, a proto je na Obr. 11 vidét, ze klastruji dohromady
Vv jedné velké skupiné v polytomii. Zde se sesly dva jevy: (1) gen pro 18S rRNA je malo
variabilni, a blizké druhy/linie potom ¢asto nebyvaji rozliSeny, (2) BI analyzy 18S rRNA

eimerii asto generuji rozsahlé polytomie.
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V této praci ma nejvetsi vyznam mitochondrialni gen COI. U druhti E. jerfinica,
E. uptoni, E. apionodes I, Ill a E. kaunensis je zde patrna vnitini struktura (déleni
na podlinie), a proto jsem se u nich zameétila na hledani néjakého patternu (napiiklad
souvislost s rozdélenim ,,kontaktni zony*), ktery by tuto vnitini strukturu mohl vysvétlit.
Z tabulky 1V, ve které jsem vyznaéila rozdéleni lokalit vramci ,.kontaktni zony*,
ze kterych jednotlivé podlinie pochazeji, vS8ak neni patrna souvislost vnitini struktury

téchto druhti s rozdélenim ,,kontaktni zony*.

Tab. 1V: Druhy/linie kokcidii s vnitini strukturou a jejich vyskyt v ramci ,,kontaktni zony*.

Druh/linie Podlinie Geografické rozsifeni v ramci ,,kontaktni zony*
kokcidie
E. apionodes | podlinie 1 | Dolni Zd’4r, Litvinov, Bél¢ice, Tymakov, Luznice, LV

podlinie 2 | Litvinov, Cisafsky Mlyn, Luznice

E. apionodes I11 | podlinie 1 | Struzn4, Litvinov, Ceské Budéjovice

podlinie 2 | Bél¢ice, Zajickov

E. jerfinica podlinie 1 | Dolni Zdar, Vojkovice, Kfely, Cisafsky Mlyn,

Bél¢ice, Jimramov

podlinie 2 | Litvinov, Cisarsky Mlyn, Komarov, Ple$nice,

Volenice, Podmokly

E. kaunensis podlinie 1 | Jachymov, Lestkov, UK, Litvinov, Tymakov, Ktis

podlinie 2 | Jachymov, DE, Litvinov, Cisarsky Mlyn, Hrhov,

Ceské Budgjovice

E. uptoni podlinie 1 | Polsko, Slovensko

podlinie 2 | Dolni Zd’4r, Volenice, Podmokly, Nesyt

(modte-zapadni oblast, fialové-oblast samotné ,,kontaktni zony“, Gervené-vychodni oblast; cerné-lokality v hraniéni
oblasti-tzn. tyto lokality zatim nelze s jistotou zatadit do jedné z uvedenych oblasti)
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V haplotypoveé siti pro COI (Obr. 12) si lze pov§imnout, ze druh E. uptoni je tvofen
ze dvou samostatnych siti, které odpovidaji rozdéleni do dvou podlinii u obou
fylogenetickych stromt, BI i ML (Obr. 6-7). Druh E. caviae z morcete se v haplotypoveé
siti zatadil v ramci linie E. apionodes Ill, ke které je blizce ptibuzny, coz je patrné
V bayesovské analyze; avSak v ML analyze je tento druh pfibuznéjsi linii E. apionodes I.
Na rozdil od fylogenetickych analyz BI 1 ML, kde se vzorky patfici do rodu Isospora drzi
pohromadé v ramci jednoho klastru, se zde jedna sekvence (CG SONET33) ptiradila
do linie E. apionodes II, coz by mohlo naznacovat moznou koinfekci, kterou mizeme
pozorovat u linii E. apionodes a rodu Isospora i vramci analyz ORF470. | zde
v haplotypovych analyzach, jako ve fylogenetickych analyzach, se vzorek MA 14KLES
(Cervené¢ oznaceny) nezatfadil do Zadného z haplotypi eimerii mySic a hraboSovitych

hlodavci, ale vytvofil samostatny haplotyp (H34).

Oocysty nalezené ve vzorku MA 14KLES (pochézejici z M. arvalis z lokality
Krasny Les, tj. zapadni oblast) jsem mikroskopickym vySetfenim porovnala s morfologii
oocyst druht E. callospermophili (ze sysla obecného), E. reedi (ze severoamerického
hlodavce Perognathus sp.) a E. cahirinensis (z mysi bodlinaté), kterym byly sekvence
nejvice fylogeneticky piibuzné (Tab. V). Oocysty vzorku MA 14KLES o velikosti 27,5-
29,0 x 21,0-21,5 um maji pravidelny elipsovity tvar, tenkou, hladkou sténu bez mikropyle,
a dobie viditelné granularni reziduum oocysty. Oocysty obsahuji Ctyii kulovité az mirné
elipsovité sporocysty a reziduum sporocysty (Obr. 14). Oocysty druhu E. callospermophili
maji na rozdil od mého vzorku mensi velikost, kulatéjsi tvar, a kompaktni reziduum
oocysty (Hnida 2016). Oocysty druhu E. cahirinensis maji rovnéz mensi velikost,
a reziduum oocysty je nékdy tvofeno malymi granuly, jindy se sklada z nékolika vakuol
rizné velikosti (Kvicerova et al. 2007). Oocysty druhu E. reedi jsou také mensi, a maji
drsnou sténu (Zhao a Duszynski 2001b).
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Obr.
(métitko=10 pm).

14: Fotodokumentace vysporulovanych oocyst ze vzorku MA 14 KLES

Tab. V: Morfologické znaky druht eimerii fylogeneticky piibuznych eimeriim ze vzorku

MA 14KLES.
Druh eimerie Hostitel Tvar Sténa Velikost Reziduum
oocysty | oocysty oocysty oocysty
(Hm)
E. cahirinensis Acomys kulaty- drsna 25,6 x 21,0 +
dimidiatus | vejcity

E. callospermophili | Spermophilus | kulaty- hladka | 20,4 x 17,8 +
citellus vejeity

E. reedi Perognathus | vejcity hladkd | 22,6 x 20,8 +

sp.

MA 14KLES Microtus elipsovity | hladka | 27,5-29,0 x +

arvalis 21,0-21,5

Oproti genu COI nejsou druhy E. uptoni a E. jerfinica v haplotypové siti

pro ORF470 (Obr. 13) soucasti zadné sité, coz je zfejmé z diivodu mensiho zastoupeni

poctu vzorkl. Podobné jako v COI tvofii i v této analyze vzorek MA 14KLES (Cervené

vyznaceny) samostatny haplotyp (H16). Stejné¢ jako u fylogenetickych analyz BI i ML

i zde tvofi E. uptoni a E. jerfinica samostatné haplotypy. Linie E. apionodes II obsahuje tii

haplotypy, které odpovidaji rozdéleni do tii podlinii v obou fylogenetickych stromech.

U rodu Isospora je patrné, ze u jednoho vzorku trusu (CG 25) se jednalo o samostatnou

infekci pouze touto kokcidii, a u zbylych vzorkid se jednalo patrné o koinfekci. Druh
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E. falciformis, ktery infikuje rod Mus, se zatadil do haplotypu v ramci smiSené infekce
E. apionodes Ill s E. kaunensis, a stejné¢ je tomu tak i ve fylogenetickych stromech.
Podobny jev miZeme pozorovat i u druhu E. vermiformis, ktery klastruje v rdmci linie
E. apionodes V. Druhy parazitujici u rodu Mus nékdy klastruji mezi druhy infikujici rod
Apodemus (Jarquin-Diaz et al. 2020), ziejmé z divodu podobné morfologie (hladka sténa,
absence mikropyle i rezidua oocysty), nebo diskutabilni hostitelské specifity.

Velmi zajimavym jevem, ktery jsem zjistila z vysledka své prace je patrny trend
parazitovanosti, ktery se vramci ,kontaktni zony“ zvySuje od zapadu na vychod,
piicemz zastoupeni poc¢tu vzorkovanych lokalit v zapadni oblasti bylo vétsi (12 lokalit)
nez Vv oblasti vychodni (4 lokality). Podobny trend popisuje v diplomové praci Lazafova
(2012), ktera se zaméfila na parazity v hybridni zoné¢ mezi poddruhy Mus musculus
domesticus a Mus musculus musculus. Vyssi prevalence kokcidii rodu Eimeria byla
zjisténa na zapadni stran¢ zony, avsak tento jev byl do znacné miry ovlivnén predevSim
hostitelem (vy$8§i parazitovanost u M. m. domesticus). Moje prace vSak zahrnuje S$ir$i
spektrum hostiteld, ktefi byli zastoupeni ve vSech oblastech ,,kontaktni zény*, a ktefi navic
dle dostupnych informaci netvofi poddruhy ani vzajemné hybridy, tedy nelze piedpokladat,
ze by faktory ovliviiujici tento trend byly stejné jako ve vysSe zminované diplomové praci
(tj. ¢isté jen hostitelsky vliv). Dle studii Lilue et al. (2013) a Balard et al. (2020) by jednim
z faktort ovliviiujicich rozdily v prevalenci mezi zapadnimi a vychodnimi lokalitami
mohly byt rozdily v GTPazach (enzymy dulezité z hlediska rezistence vic¢i patogendm)
na stran¢ hostiteli, nebo v rhoptriovych kindzach (napomahaji invazi hostitelské¢ bunky)

na strané kokcidii.
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6 ZAVER

Ve své diplomove praci jsem se zabyvala studiem druhového spektra a hostitelske
specifity kokcidii rodu Eimeria parazitujicich mySice a hraboSovité hlodavce v oblasti
,.kontaktni zony“ a rekonstrukci jejich fylogenetickych vztaht, a ziskané vysledky jsem
porovnala s vysledky ptedchozich studii. S pouzitim molekularnich metod se mi podatilo
ziskat 53 sekvenci pro malou ribozomalni podjednotku 18S rRNA, 61 sekvenci
pro mitochondrialni gen COI a 40 sekvenci pro plastidovy gen ORF470. Pro rekonstrukci
fylogenetickych vztahd byly pouzity dva pfistupy, a to ML a BI. Rozd¢leni jednotlivych
druhi/linii  kokcidii ve fylogenetickych analyzach bylo ve shodé s vysledky
fylogenetickych analyz vpraci Macova et al. (2018), a toto rozdéleni bylo
ve fylogenetickych ~ stromech  dobfe  podpofené  hodnotami  bootstrapovymi
(ML)/posteriorni pravdépodobnosti (BI). Fylogenetické analyzy prokazaly zastoupeni péti
druhti eimerii; E. apionodes, E. coahuliensis, E. jerfinica, E. kaunensis a E. uptoni.
U druht E. jerfinica, E. uptoni, E. apionodes I, 1ll a E. kaunensis byla patrna vnitini
struktura (d€leni na podlinie), avSak souvislost této wnitini struktury s rozdélenim
,.kontaktni zony* nebyla prokdzana. Na rozdil od ptedchozich studii (Macova et al. 2018,
Trefancova et al. 2020 submitted) jsem u hlodavci odchycenych v oblasti ,,kontaktni
zOny* objevila i dalsi - dosud nepopsany - druh eimerie: vzorek z hrabose polniho, ktery
neklastroval v ramci zadného z péti vySe uvedenych druht eimerii, a mikroskopickym
vySetienim bylo patrné, Ze se od nich 1isi i morfologicky. Fylogeneticky byl nejpiibuznéjsi
druhiim E. callospermophili ze sysla obecného a E. reedi (ze severoamerického hlodavce
Perognathus sp.). Jedna se o nalez dal$iho druhu u tohoto spektra hostiteli. Ziskané
vysledky neprokazaly, ze by vramci ,,kontaktni zony* prochazejici zapadni ¢asti nasi
republiky dochazelo u kokcidii rodu Eimeria k popula¢né-genetické bariéfe nebo jinému
jevu, jako je tomu v této oblasti naptiklad u v§i P. serrata. Vnitini strukturu E. uptoni,

kterd naznacuje jakysi proces, je zapotiebi v budoucnu podrobnéji prozkoumat.
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Tab. VI: Pfehled haplotypii ziskanych analyzou COI.

Cislo haplotypu

Vzorky v ptislusném haplotypu

Druh/linie kokcidie

Hostitel

Puvod vzorku

H1

E. vermiformis, AF189ML, AF5J,
AFSONET84, AF3Rpt19,
AF11Rpt19, AFSONET13,
AFSONET20, AF4Jal9,
AFSONET40, AF17ML,
AF29Z1.19, AF20ML,
AFSONET59, AF4x1, AF46CZ18,
AF28CZ1, AF14CZ1, AF6CZ15,
AF4CZ15, AF1CZ10, AF29CZ1,
AS184, AFAVM, AF8CZ1, AF6x3,
AF5pau, AF5x8, AF8CZ7,
AF31CZ22, AF15CZ8, AF47CZS8,
AF9CZ8, AF2CZ10, AF175,
AFSB5, AFSB3, AF166, AF2CZ19,
AF1CZ3

apionodes 1V

A. flavicollis

Litvinov, Jachymov,
Bélc¢ice, Podmokly,
Cisatsky Mlyn,
Brlozec, Kiivoklat,
Vykmanov, Tiebic,
Ceské Bud¢jovice,
Struzna, Lestkov,
Plesnice, Ktis,
Zajickov, Police nad
Metuji, Sedloniov,
BorSov nad Vltavou,
Pastyiské Kameny,
Bystfice pod

Lopenikem




H2 AA21655, AA21668, AAB1PL54, alorani A. agrarius Rozhanovce,
AANJ77, AALOHR67 Gierzwald, Pusté
Jakartice, Lupoglav
H3 AF122ML, AF10CZ7, AF8x3, A. flavicollis Litvinov, Ktis,
AF47CZ9, AFSB11, AF1JCZ2 kaunensis Lestkov, Tymakov,
Jachymov
H4 MA23469, MA2CZ16 M. arvalis Hrhov, Ceské
Bud¢jovice
H5 CGSONET37, CG137, CG7JA C. glareolus Cisafsky Mlyn
H6 CGT70DE46 C. glareolus Sollichau
H7 MAZ2Rpt19, MA7Zd19, MARpt58, M. arvalis Bél¢ice, Dolni Zd'ar,
MA120, MA101, MA98 Tymakov
H8 MAML3 M. arvalis Litvinov
apionodes |
H9 MAG2CZz4 M. agrestis Litvinov
H10 MAG2LV80 M. agrestis Kikuri
H1l CG5CZ17, CGPPL2, CG5/15, C. glareolus Luznice, Litvinov

CG130




H12 CGSONET39, CG44, CG184, C. glareolus Cisatsky Mlyn,
CGCJ1, CG112, CG116 Litvinov, Tymakov

H13 AF327L19, AFSONET78, AF12], A. flavicollis, A. agrarius, Brlozec, Jachymov,
APO19Jal, AFSONETS, C. glareolus Volenice, Podmokly,
APOSONET18, AF2Jal9, apionodes 11 Cisarsky Mlyn,
AFRpt28, AFSONET?26, Komarov, Litvinov,
CGSONET33, AFRpt43, AF1CZ6, Pusté Jakartice,
AF12CZ1, AANJ49, AF11CZ12, Plesnice, Struzna,
AF17CZ8, AF25CZ8, AFR196, Vykmanov, Solany,
AF9CZ3, AF16CZ8, AFOBI173, Chotéborky
AF2CZ3, AF6CZ8

H14 CG12CZ3, CG2614RU, CG2x18, coahuliensis C. glareolus Vykmanov, Tymakov,
CG23669, CG39D Pskov, Kosice, Strehla

H15 E. caviae Cavia porcellus -

H16 E. falciformis, MAStr26, CG106, apionodes 11 C. glareolus Struzna, Litvinov,
MAG6CZ16, CG82 Ceské Bud¢jovice

H17 AF21Rpt19, AS45CZ18 A. flavicollis, A. sylvaticus Bél¢ice, Zajickov

H18 AFRpt35, AFSONET17, A. flavicollis Vojkovice, Volenice,

AF30V0J2, AF5CZ28

Podmokly




H19 AF16Zd19 uptoni A. flavicollis Dolni Zd’ar
H20 E. uptoni A. agrarius
H21 AF97PL54 A. flavicollis Gierzwald
H22 AA21439 A. agrarius Kosice
H23 AFSONET87, AFSONETS, A. flavicollis, A. agrarius, Komaérov, Cisaisky
AFRpt29, AFRpt45, APORpt46, A. sylvaticus Mlyn, Podmokly,
AFSONET45, AFSONETA49, Jerfinica Volenice, Bartosovice,
AFLN12, AANJ23, AANJ70, Puste Jakartice,
AF59CZ8, AS42CZ8 Plesnice, Litvinov
H24 AS53Ple, AF11, AF29V0OJ, A. sylvaticus, A. flavicollis Vojkovice, Dolni
AFT7Rpt19, AF182d19, AF197d19, Zd%4r, Bélcice,
AF2CZ6, AF17CZ7, AFSONET57, Cisarsky Mlyn,
AF97CZ27, AF19CZ3, AF12CZ7, Plesnice, Solany,
AS69CZ24, AF36CZ20 Lestkov, Vykmanov,
Rajnochovice,
Jimramov, Cvilin
H25 E. myoxi Eliomys quercinus -
H26 MASONET82, CG25, AF117d19 C. glareolus Kfely, Dolni Zd'ar,

Koméarov




H27 AF3ZL19 A. flavicollis Zbraslav
H28 AF7KLES Isospora spp. A. flavicollis Krasny Les
H29 CG31zL19 C. glareolus Brlozec
H30 CG6Rpt19 C. glareolus Bélcice
H31 CG30ZL19 C. glareolus Brlozec
H32 E. callospermophili - Spermophilus citellus -

H33 E. ferrisi - Mus musculus -

H34 MA14KLES - M. arvalis Krasny Les

(modte-zapadni oblast, fialové-oblast samotné ,kontaktni zony“, Cerven&-vychodni oblast; Cerné-lokality v hrani¢ni oblasti-tzn. tyto lokality zatim nelze s jistotou zafadit do jedné

z uvedenych oblasti)



Tab. VII: Ptehled haplotypt ziskanych analyzou ORF470.

Cislo haplotypu Vzorky v ptislusném haplotypu Druh/linie kokcidie Hostitel Ptvod vzorkid
H1 AF18Vo0j01, AF6V, AFSONETS59, A. flavicollis Vojkovice,
AF4Jal9, AF20ML, AF189ML, Jachymov,
AF17ML, AFSONETA40, apionodes 1V Litvinov,
AFSONET13 Podmokly,
Cisatsky Mlyn
H2 E. vermiformis, AFSONET84 Mus musculus, A. flavicollis Komarov
H3 AF29Z1.19 A. flavicollis Brlozec
H4 AF3Rpt19 A. flavicollis Bélcice
H5 E. nieschulzi - Rattus sp. -
H6 AF122ML kaunensis A. flavicollis Litvinov
H7 AFSONET26, AFSONET78 A. flavicollis Cisatsky Mlyn,
Komarov
H8 AF3V apionodes 11 A. flavicollis Vojkovice
H9 E. apionodes, AF19Jal, AF12V, A. flavicollis Jachymov,
AFSONETS5, AF12J, AF2Jal9, Vojkovice,
AFSONET18, AFRpt43, AFRpt28 Podmokly,
Volenice
H10 CG30ZL19, MASONETSS, apionodes | C. glareolus, M. arvalis Brlozec, Béléice,
CGSONET39, CG22, MARpt58, + Cisatrsky Mlyn,
CG31ZL19, MA2Rpt19 Isospora spp. Komarov, Kfely
H1l E. falciformis, E. kaunensis, AF7J, apionodes 11 A. flavicollis Jachymov,
21Rpt, 12Rpt, SONET3 + Bél¢ice,
kaunensis Podmokly
H12 MA20M - M. arvalis Mofticov




H13 E. burdai - Heliophobius argenteocinereus -

H14 E. sevilletensis - Onychomys sp. -

H15 E. alorani - A. agrarius -

H16 MA14KLES - M. arvalis Krasny Les
H17 CG25 Isospora sp. C. glareolus Kfely
H18 AFSONET17 uptoni A. flavicollis Podmokly
H19 AF18Zd19 jerfinica A. flavicollis Dolni Zd’ar
H20 E. ferrisi - Mus musculus -

H21 E. separata - Rattus sp. -

H22 E. caviae - Cavia porcellus -

H23 E. flavescens - Oryctolagus cuniculus -

H24 E. papillata - Mus musculus -

H25 E. myoxi - Eliomys quercinus -

H26 E. langerbarteli - Reithrodontomys sp. -

H27 E. albigulae - Neotoma sp. -

H28 E. onychomysis - Onychomys sp. -

H29 E. arizonensis - Peromyscus sp. -

H30 E. reedi - Perognathus sp. -

(modte-zapadni oblast, fialové-oblast samotné ,kontaktni zony“, Cerven&-vychodni oblast; Cerné-lokality v hrani¢ni oblasti-tzn. tyto lokality zatim nelze s jistotou zafadit do jedné

z uvedenych oblasti)



Tab. VIII: Piehled sekvenci pouzitych v analyzach COI.

Accession number | Kéd vzorku Druh/linie kokcidie Hostitel Lokalita

KU215486 AA21655 E. alorani A. agrarius Rozhanovce, SK

KU215488 AA21668 E. alorani A. agrarius Rozhanovce, SK

KU215499 AA81PL54 E. alorani A. agrarius Gierzwald, PL

KU215507 AA10HRG67 E. alorani A. agrarius Lupoglav, HR

KU215521 AANJ77 E. alorani A. agrarius Pusté Jakartice, okr. Opava
KU215451 CG5CZ17 E. apionodes | C. glareolus LuzZnice, okr. Jindfichuv Hradec
KU215460 MA98 E. apionodes | M. arvalis Tymakov, okr. Plzei-mésto
KU215462 MA120 E. apionodes | M. arvalis Tymaékov, okr. Plzen-mésto
KU215471 CGPPL2 E. apionodes | C. glareolus Litvinov, okr. Most

MH698546 CGCJ1 E. apionodes | C. glareolus Litvinov, okr. Most

MT934375 MA101 E. apionodes | M. arvalis Tymakov, okr. Plzeni-mésto
MT934378 MAG2LV80 |E. apionodes | M. agrestis Kikuri, LV

MT934379 MAML3 E. apionodes | M. arvalis Litvinov, okr. Most

MT934380 MAG2CZ4 E. apionodes | M. agrestis Litvinov, okr. Most

MT934382 CG44 E. apionodes | C. glareolus LuzZnice, okr. Jindfichiv Hradec
MT934383 CG112 E. apionodes | C. glareolus Litvinov, okr. Most

MT934384 CG130 E. apionodes | C. glareolus Litvinov, okr. Most

MT934385 CG184 E. apionodes | C. glareolus Litvinov, okr. Most

MT934388 CG5/15 E. apionodes | C. glareolus LuZnice, okr. Jindfichiiv Hradec
n. a. MA2Rpt19 E. apionodes | M. arvalis Bél¢ice, okr. Strakonice

n. a. MARpt58 E. apionodes | M. arvalis Bél¢ice, okr. Strakonice

n. a. MA7Zd19 E. apionodes | M. arvalis Dolni Zd’ar, okr. Karlovy Vary
n. a. CGSONET39 |E. apionodes | C. glareolus Cisarsky Mlyn, okr. Plzen-sever
KU215519 AANJ49 E. apionodes Il A. agrarius Puste Jakartice, okr. Opava
KU215932 AF1CZ6 E. apionodes |1 A. flavicollis Solany, okr. Litométice




KU215938 AF2CZ3 E. apionodes |1 A. flavicollis Vykmanov, okr. Karlovy Vary
KU215949 AF9CZ3 E. apionodes |1 A. flavicollis Vykmanov, okr. Karlovy Vary
KU215951 AF11CZ12 E. apionodes |1 A. flavicollis Chotéborky, okr. Trutnov
KU215952 AF12CZ1 E. apionodes 11 A. flavicollis Struzna, okr. Karlovy Vary
KU215969 AFOBI173 E. apionodes Il A. flavicollis Litvinov, okr. Most
KU215970 AFR196 E. apionodes Il A. flavicollis Litvinov, okr. Most
KU215972 AF6CZ8 E. apionodes 11 A. flavicollis Plesnice, okr. Plzen-sever
KU215975 AF16CZ8 E. apionodes 11 A. flavicollis Plesnice, okr. Plzen-sever
KU215976 AF17CZ8 E. apionodes 11 A. flavicollis Plesnice, okr. Plzen-sever
KU215977 AF25CZ8 E. apionodes Il A. flavicollis Plesnice, okr. Plzen-sever

n. a. APO19Jal E. apionodes Il Apodemus sp. Jachymov, okr. Karlovy Vary
n. a. AFRpt43 E. apionodes Il A. flavicollis Volenice, okr. Pfibram

n. a. AFRpt28 E. apionodes Il A. flavicollis Volenice, okr. Pfibram

n. a. AF2Jal9 E. apionodes Il A. flavicollis Jachymov, okr. Karlovy Vary
n. a. AFSONET?26 |E. apionodes Il A. flavicollis Cisaisky Mlyn, okr. Plzen-sever
n. a. AF12] E. apionodes 11 A. flavicollis Jachymov, okr. Karlovy Vary
n. a. AFSONET5 E. apionodes 11 A. flavicollis Podmokly, okr. Plzen-sever

n. a. APOSONET18 | E. apionodes Il Apodemus sp. Podmokly, okr. Plzen-sever

n. a. AFSONET78 |E. apionodes Il A. flavicollis Komarov, okr. Karlovy Vary
n. a. AF32Z1.19 E. apionodes Il A. flavicollis Brlozec, okr. Karlovy Vary
KU215468 MAG6CZ16 E. apionodes Il1 M. arvalis Ceské Budéjovice

KU215524 AS45CZ18 E. apionodes Il1 A. sylvaticus Zaji¢kov, okr. Pelhfimov
MT934390 CG82 E. apionodes Il1 C. glareolus Litvinov, okr. Most
MT934391 MAStr26 E. apionodes I11 M. arvalis Struznd, okr. Karlovy Vary
MT934392 CG106 E. apionodes Il1 C. glareolus Litvinov, okr. Most

n. a. AF21Rpt19 E. apionodes IlI A. flavicollis Bél¢ice, okr. Strakonice
KU215527 AS184 E. apionodes IV A. sylvaticus Bystiice pod Lopenikem
KU215933 AF1CZ10 E. apionodes IV A. flavicollis Kftivoklat, okr. Rakovnik




KU215934 AF1CZ3 E. apionodes IV A. flavicollis Vykmanov, okr. Karlovy Vary

KU?215936 AF2CZ10 E. apionodes IV A. flavicollis Kftivoklat, okr. Rakovnik

KU215937 AF2CZ19 E. apionodes IV A. flavicollis Ttebi¢ ]
BorSov nad Vltavou, okr. Ceské

KU215940 AFACZ15 E. apionodes IV A. flavicollis Bud¢jovice

KU215941 AF4AVM E. apionodes 1V A. flavicollis Pastyiské kameny, okr. Kladno

KU215944 AF5pau E. apionodes IV A. flavicollis Ceské Budéjovice ]
Borsov nad Vltavou, okr. Ceské

KU215946 AF6CZ15 E. apionodes IV A. flavicollis Bud¢jovice

KU215947 AF8CZ7 E. apionodes IV A. flavicollis Lestkov, okr. Tachov

KU215948 AF8CZ1 E. apionodes IV A. flavicollis Struzna, okr. Karlovy Vary

KU215953 AF14CZ1 E. apionodes IV A. flavicollis Struzna, okr. Karlovy Vary

KU215954 AF15CZ7 E. apionodes IV A. flavicollis Lestkov, okr. Tachov

KU215957 AF28CZ1 E. apionodes IV A. flavicollis Struzna, okr. Karlovy Vary

KU215958 AF29CZ1 E. apionodes IV A. flavicollis Struzna, okr. Karlovy Vary

KU215959 AF31CZ22 E. apionodes IV A. flavicollis Sedlonov, okr. Rychnov nad KnéZnou

KU215961 AF46CZ18 E. apionodes IV A. flavicollis Zajickov, okr. Pelhfimov

KU215964 AF166 E. apionodes IV A. flavicollis Police nad Metuji, okr. Nachod

KU215966 AFSB3 E. apionodes IV A. flavicollis Litvinov, okr. Most

KU215967 AFSB5 E. apionodes IV A. flavicollis Litvinov, okr. Most

KU215974 AF15CZ8 E. apionodes IV A. flavicollis Plesnice, okr. Plzen-sever

KU215978 AF9CZ8 E. apionodes IV A. flavicollis Plesnice, okr. Plzen-sever

KU215981 AF4x1 E. apionodes IV A. flavicollis Ktis, SK

KU215982 AF5x8 E. apionodes IV A. flavicollis Kti§, SK

KU215983 AF6x3 E. apionodes IV A. flavicollis Kti§, SK

n. a. AF189ML E. apionodes IV A. flavicollis Litvinov, okr. Most

n. a. AFSONET84 | E. apionodes IV A. flavicollis Komarov, okr. Karlovy Vary

n. a. AF4Jal9 E. apionodes 1V A. flavicollis Jachymov, okr. Karlovy Vary




n. a. AFSONET40 |E. apionodes IV A. flavicollis Cisarsky Mlyn, okr. Plzen-sever
n. a. AF3Rpt19 E. apionodes IV A. flavicollis BélCice, okr. Strakonice

n. a. AF5] E. apionodes IV A. flavicollis Jachymov, okr. Karlovy Vary
n. a. AFSONET59 | E. apionodes IV A. flavicollis Cisarsky Mlyn, okr. Plzen-sever
n. a. AF297L.19 E. apionodes IV A. flavicollis Brlozec, okr. Karlovy Vary

n. a. AF20ML E. apionodes IV A. flavicollis Litvinov, okr. Most

n. a. AF17ML E. apionodes IV A. flavicollis Litvinov, okr. Most

n. a. AFSONET?20 |E. apionodes IV A. flavicollis Podmokly, okr. Plzen-sever

n. a. AFSONET13 |E. apionodes IV A. flavicollis Podmokly, okr. Plzen-sever

n. a. AF11Rpt19 E. apionodes IV A. flavicollis Bél¢ice, okr. Strakonice
KU215450 CG2614RU E. coahuliensis C. glareolus Pskov, RU

MT934395 CG12CZ3 E. coahuliensis C. glareolus Vykmanov, okr. Karlovy Vary
MT934396 CG2x18 E. coahuliensis C. glareolus Tymakov, okr. Plzefi-mésto
MT934398 CG23669 E. coahuliensis C. glareolus Kosice, SK

MT934399 CG39D E. coahuliensis C. glareolus Strehla, DE

KU215480 AA21439 E. jerfinica A. agrarius Rozhanovce, SK

KU215518 AANJ23 E. jerfinica A. agrarius Bartosovice, okr. Novy Ji¢in
KU215520 AANJ70 E. jerfinica A. agrarius Puste Jakartice, okr. Opava
KU215522 AF12CZ7 E. jerfinica A. flavicollis Lestkov, okr. Tachov
KU215523 AS42CZ8 E. jerfinica A. sylvaticus Plesnice, okr. Plzen-sever
KU215525 AS53Ple E. jerfinica A. sylvaticus Plesnice, okr. Plzen-sever
KU215526 AS69CZ24 E. jerfinica A. sylvaticus Cvilin, okr. Bruntal

KU215935 AF2CZ6 E. jerfinica A. flavicollis Solany, okr. Litoméfice
KU215955 AF17CZ7 E. jerfinica A. flavicollis Lestkov, okr. Tachov
KU215956 AF19CZ3 E. jerfinica A. flavicollis Vykmanov, okr. Karlovy Vary
KU215960 AF36CZ20 E. jerfinica A. flavicollis Jimramov, okr. Zd’ar nad Sazavou
KU215963 AF97CZ27 E. jerfinica A. flavicollis Rajnochovice, okr. Kroméiz
KU215971 AFLN12 E. jerfinica A. flavicollis Litvinov, okr. Most




KU215979 AF59CZ8 E. jerfinica A. flavicollis Plesnice, okr. Plzen-sever

n. a. AF197d19 E. jerfinica A. flavicollis Dolni Zd’ar, okr. Karlovy Vary
n. a. AF11 E. jerfinica A. flavicollis Kfely, okr. Karlovy Vary

n. a. AFSONET57 | E. jerfinica A. flavicollis Cisarsky Mlyn, okr. Plzen-sever
n. a. AF7Rpt19 E. jerfinica A. flavicollis BélCice, okr. Strakonice

n. a. AF29VvOJ E. jerfinica A. flavicollis Vojkovice, okr. Karlovy Vary
n. a. AF187d19 E. jerfinica A. flavicollis Dolni Zd’ar, okr. Karlovy Vary
n. a. APORpt46 E. jerfinica Apodemus sp. Volenice, okr. Piibram

n. a. AFSONET49 |E. jerfinica A. flavicollis Cisarsky Mlyn, okr. Plzen-sever
n. a. AFSONETS E. jerfinica A. flavicollis Podmokly, okr. Plzen-sever

n. a. AFSONETS87 |E. jerfinica A. flavicollis Komarov, okr. Karlovy Vary

n. a. AFRpt45 E. jerfinica A. flavicollis Volenice, okr. Pfibram

n. a. AFRpt29 E. jerfinica A. flavicollis Volenice, okr. Pfibram

n. a. AFSONET45 | E. jerfinica A. flavicollis Cisaisky Mlyn, okr. Plzen-sever
KU215453 MA2CZ16 E. kaunensis M. arvalis Ceské Budé&jovice

KU215454 CG7JA E. kaunensis C. glareolus Jachymov, okr. Karlovy Vary
KU215536 AS0853 E. kaunensis A. sylvaticus Ashford, UK

KU215931 AF1JCZ2 E. kaunensis A. flavicollis Jachymov, okr. Karlovy Vary
KU215950 AF10CZ7 E. kaunensis A. flavicollis Lestkov, okr. Tachov
KU215962 AF47CZ9 E. kaunensis A. flavicollis Tymakov, okr. Plzei-mésto
KU215968 AFSB11 E. kaunensis A. flavicollis Litvinov, okr. Most

KU215984 AF8x3 E. kaunensis A. flavicollis Ktis, SK

MH698543 MA23469 E. kaunensis M. arvalis Hrhov, SK

MT934370 CG137 E. kaunensis C. glareolus Litvinov, okr. Most

MT934373 CG70DE46 E. kaunensis C. glareolus Sollichau, DE

n. a. AF122ML E. kaunensis A. flavicollis Litvinov, okr. Most

n. a. CGSONET37 | E. kaunensis C. glareolus Cisarsky Mlyn, okr. Plzen-sever
KU215942 AF5CZ28 E. uptoni A. flavicollis Nesyt, okr. Breclav




KU216004 AF97PL54 E. uptoni A. flavicollis Gierzwald, PL
n. a. AF16Zd19 E. uptoni A. flavicollis Dolni Zd’ar, okr. Karlovy Vary
n. a. AF30V0J2 E. uptoni A. flavicollis Vojkovice, okr. Karlovy Vary
n. a. AFRpt35 E. uptoni A. flavicollis Volenice, okr. Piibram
n. a. AFSONET17 |E. uptoni A. flavicollis Podmokly, okr. Plzen-sever
n. a. AF7KLES Isospora sp. A. flavicollis Krasny Les, okr. Karlovy Vary
n. a. CG31ZL19 Isospora sp. C. glareolus Brlozec, okr. Karlovy Vary
n. a. AF3ZL19 Isospora sp. A. flavicollis Brlozec, okr. Karlovy Vary
n. a. CG30ZL19 Isospora sp. C. glareolus Brlozec, okr. Karlovy Vary
n. a. CG6Rpt19 Isospora sp. C. glareolus Bél¢ice, okr. Strakonice
n. a. CGSONET33 |Isospora sp. C. glareolus Cisaisky Mlyn, okr. Plzen-sever
n. a. CG25 Isospora sp. C. glareolus Kfely, okr. Karlovy Vary
n. a. AF117d19 Isospora sp. A. flavicollis Dolni Zd’ar, okr. Karlovy Vary
n. a. MASONETS82 | Isospora sp. M. arvalis Komarov, okr. Karlovy Vary
n. a. MAL14KLES - M. arvalis Krasny Les, okr. Karlovy Vary
KC346360 - Eimeria adenoeides Meleagris sp. Kanada
KT184373 - Eimeria ahsata Ovis aries Kanada
MK631867 - Eimeria alorani Apodemus agrarius Slovensko
MK631868 - Eimeria apionodes Apodemus flavicollis Francie
KT184372 - Eimeria bovis Bos taurus Kanada
JQ993709 - Eimeria burdai Heliophobius argenteocinereus | Ceska republika
JQ993686 - Eimeria cahirinensis Acomys dimidiatus Jordansko
JQ993688 - Eimeria callospermophili | Spermophilus citellus Ceska republika
JQ993689 - Eimeria caviae Cavia porcellus Ceska republika
- Gallus gallus domesticus
FJ236433 Eimeria cf. mivati (broiler) USA
JQ993690 - Eimeria coecicola Oryctolagus cuniculus Ceska republika
MH777589 - Eimeria falciformis Mus musculus Némecko




MH777593 Eimeria ferrisi Mus musculus Némecko
JQ993692 Eimeria flavescens Oryctolagus cuniculus Ceska republika
MF774036 Eimeria furonis Mustela putorius furo Kanada
KX857469 Eimeria hirci Capra aegagrus hircus Australie
LC508121 Eimeria christenseni Capra aegagrus hircus Myanmar
JQ993693 Eimeria intestinalis Oryctolagus cuniculus Ceska republika
KU215525 Eimeria jerfinica Apodemus sylvaticus Ceska republika
KU215536 Eimeria kaunensis Apodemus sylvaticus Velka Britanie
KT361042 Eimeria lancasterensis Sciurus carolinensis Italie

JQ993695 Eimeria magna Oryctolagus cuniculus Ceska republika
HM771684 Eimeria maxima Gallus gallus Kanada
HG793047 Eimeria meleagridis Meleagris sp. Non specified
MN586864 Eimeria mitis Anser albifrons Non specified
JQ993696 Eimeria myoxi Eliomys quercinus Ceska republika
JQ993708 Eimeria nafuko Heliophobius argenteocinereus | Ceska republika
JQ993697 Eimeria nkaka Phataginus tricuspis Angola
KT184377 Eimeria papillata Mus musculus USA
KT184378 Eimeria praecox Gallus gallus Kanada
MN657229 Eimeria sciurorum Sciurus sp. Italie
MH350859 Eimeria syrichta Carlito syrichta Filipiny
KT184375 Eimeria tamiasciuri Tamiasciurus hudsonicus Kanada
MN586863 Eimeria tenella Anser albifrons Non specified
KU215489 Eimeria uptoni Apodemus agrarius Slovensko
JQ993699 Eimeria vejdovskyi Oryctolagus cuniculus Ceska republika
MK257111 Eimeria vermiformis Apodemus flavicollis Némecko
HM771687 Eimeria zuernii Bos taurus Kanada

n. a. —not available (sbéry v rdmci této diplomové prace)




Tab. IX: Piehled sekvenci pouzitych v analyzach ORF470.

Accession

number Kdéd vzorku Druh/linie kokcidie Hostitel Lokalita

n. a. CG22 E. apionodes | C. glareolus Kfely, okr. Karlovy Vary

n. a. MA2RpT19 E. apionodes | M. arvalis Bél¢ice,okr. Strakonice

n. a. MARpPT58 E. apionodes | M. arvalis Bél¢ice,okr. Strakonice
CGSONET39 _ Cisarsky Mlyn,okr. Plzen -

n. a. E. apionodes | C. glareolus Sever

n. a. AF3V E. apionodes 11 A. flavicollis Vojkovice,okr. Karlovy Vary

n. a. AF12V E. apionodes 11 A. flavicollis Vojkovice,okr. Karlovy Vary

n. a. AF2Jal9 E. apionodes Il A. flavicollis Jachymov,okr. Karlovy Vary

n. a. AF12] E. apionodes Il A. flavicollis Jachymov,okr. Karlovy Vary

n. a. AFRpT28 E. apionodes Il A. flavicollis Volenice,okr. Pfibram

n. a. AFRpT43 E. apionodes |1 A. flavicollis Volenice,okr. Pfibram

n. a. AFSONETS5 | E. apionodes Il A. flavicollis Podmokly,okr. Plzen - sever

n. a. ASSONETI18 | E. apionodes Il A. sylvaticus Podmokly,okr. Plzen - sever
AFSONET26 ' o Cisarsky Mlyn,okr. Plzen -

n. a. E. apionodes 11 A. flavicollis sever

n. a. AFSONET/8 |E. apionodes Il A. flavicollis Komaérov,okr. Karlovy Vary

n. a. AF19Jal E. apionodes |1 A. flavicollis Jachymov,okr. Karlovy Vary

n. a. AF21RpT19 E. apionodes Il1 A. flavicollis Bélc¢ice,okr. Strakonice

n. a. AF18Voj01 E. apionodes IV A. flavicollis Vojkovice,okr. Karlovy Vary

n. a. AF6V E. apionodes IV A. flavicollis Vojkovice,okr. Karlovy Vary

n. a. AF4Jal9 E. apionodes IV A. flavicollis Jachymov,okr. Karlovy Vary

n. a. AF29ZL.19 E. apionodes IV A. flavicollis Brlozec,okr. Karlovy Vary

n. a. AF3RpT19 E. apionodes IV A. flavicollis Bél¢ice,okr. Strakonice

n. a. AF17ML E. apionodes IV A. flavicollis Litvinov, okr. Most




. . AF20ML E. apionodes IV A. flavicollis Litvinov, okr. Most
a AF189ML E. apionodes IV A. flavicollis Litvinov, okr. Most
AFSONET13 |E. apionodes IV A. flavicollis Podmokly,okr. Plzen - sever
AFSONET40 _ o Cisarsky Mlyn,okr. Plzen -
n. a. E. apionodes IV A. flavicollis sever
AFSONET59 _ o Cisarsky Mlyn,okr. Plzen -
. a. E. apionodes IV A. flavicollis sever
.a. AFSONET84 |E. apionodes IV A. flavicollis Komarov,okr. Karlovy Vary
AF187d19 o o Dolni Zd'ar,okr. Karlovy
n. a. E. jerfinica A. flavicollis Vary
n. a. AF122ML E. kaunensis A. flavicollis Litvinov, okr. Most
n. a. AFSONET17 |E. uptoni A. flavicollis Podmokly,okr. Plzen - sever
n. a. CG25 Isospora sp. C. glareolus Kfely, okr. Karlovy Vary
n. a. CG30ZL19 Isospora sp. C. glareolus Brlozec,okr. Karlovy Vary
n. a. CG31ZL19 Isospora sp. C. glareolus Brlozec,okr. Karlovy Vary
Krasny Les,okr Karlov
n. a. MALAKLES - M. arvalis Vary ’ ’
n. a. AF7] - A. flavicollis Jachymov,okr. Karlovy Vary
n. a. AS12RpT19 - A. sylvaticus Bél¢ice,okr. Strakonice
n. a. AFSONET3 - A. flavicollis Podmokly,okr. Plzen - sever
n. a. MASONETS88 - M. arvalis Komarov,okr. Karlovy Vary
n. a. MA20M - M. arvalis Mofticov,okr. Karlovy Vary
MK631884 - Eimeria apionodes Apodemus flavicollis Finsko
AF311630 - Eimeria albigulae Neotoma sp. USA
MK631879 - Eimeria alorani Apodemus agrarius Slovensko
AF311631 - Eimeria arizonensis Peromyscus sp. USA
HQ173858 - Eimeria brunetti Gallus gallus domesticus Brazilie
JQ993682 - Eimeria burdai Heliophobius argenteocinereus | Ceské republika




JQ993672 Eimeria caviae Cavia porcellus Ceska republika
HQ173859 Eimeria coecicola Oryctolagus cuniculus Ceska republika
MK257115 Eimeria falciformis Apodemus flavicollis Némecko
MH755342 Eimeria ferrisi Mus musculus Némecko
HQ173861 Eimeria flavescens Oryctolagus cuniculus Ceska republika
HQ173862 Eimeria intestinalis Oryctolagus cuniculus Francie
MK631870 Eimeria kaunensis Apodemus flavicollis Slovensko
AF311639 Eimeria langebarteli Reithrodontomys sp. USA
HQ173864 Eimeria magna Oryctolagus cuniculus Francie
HQ173865 Eimeria maxima Gallus gallus domesticus Ceska republika
HQ173866 Eimeria media Oryctolagus cuniculus Francie
HQ173867 Eimeria mitis Gallus gallus domesticus Ceska republika
JF304151 Eimeria myoxi Eliomys quercinus Ceska republika
HQ173868 Eimeria necatrix Gallus gallus domesticus Brazilie
AF311633 Eimeria nieschulzi Rattus sp. Non specified
JQ993677 Eimeria nkaka Phataginus tricuspis Angola
AF311634 Eimeria onychomysis Onychomys sp. USA
AF311635 Eimeria papillata Mus musculus USA
HQ173871 Eimeria praecox Gallus gallus domesticus USA
AF311636 Eimeria reedi Perognathus sp. USA
AF311637 Eimeria separata Rattus sp. USA
AF311638 Eimeria sevilletensis Onychomys sp. USA
MH350861 Eimeria syrichta Carlito syrichta Filipiny
HQ173873 Eimeria tenella Gallus gallus domesticus Velka Britanie
HQ173874 Eimeria vejdovskyi Oryctolagus cuniculus Ceska republika
MK257125 Eimeria vermiformis Mus musculus Némecko

n. a. —not available (sbéry v rdmci této diplomové prace)




Tab. X: Piehled sekvenci pouzitych v analyzach 18S rRNA.

Accession number | Kod vzorku | Druh/linie kokcidie Hostitel Lokalita

KU192914 AFACZ23 E. apionodes 11 A. flavicollis Slatinky, okr. Prostéjov

n. a. AF196MLR |E. apionodes Il A. flavicollis Litvinov, okr. Most

n. a. AF2Jal9 E. apionodes |1 A. flavicollis Jachymov, okr. Karlovy Vary
n. a. AFRpt43 E. apionodes Il A. flavicollis Volenice, okr. Piibram

n. a. APO19Jal E. apionodes 11 Apodemus sp. Jachymov, okr. Karlovy Vary
KU215952 AF12CZ1 E. apionodes 11 A. flavicollis Struzna, okr. Karlovy Vary

n. a. CG22R E. apionodes Il1 C. glareolus Kfely, okr. Karlovy Vary
KU174482 CGC40 E. apionodes IlI C. glareolus Litvinov, okr. Most
KU174486 CG22L E. apionodes IlI C. glareolus LuZnice, okr. Jindfichiiv Hradec
MT921798 MA101T E. apionodes Il1 M. arvalis Tymakov, okr. Plzen-mésto

n. a. CG48P E. apionodes Il1 C. glareolus Faszcze, PL

KU174460 CG35L E. apionodes Il1 C. glareolus LuZnice, okr. Jindfichiv Hradec
KU174457 CG10P E. apionodes Il1 C. glareolus Plesnice, okr. Plzen-sever

n. a. MAG6MSTr | E. apionodes Il M. arvalis Struzna, okr. Karlovy Vary
KU174473 MAS8CB E. apionodes IlI M. arvalis Ceské Budé&jovice

MHG698565 CG181LIP E. apionodes IlI C. glareolus Litvinov, okr. Most
MHG698568 CG112CLI E. apionodes IlI C. glareolus Litvinov, okr. Most
KU174481 MAGD2814 |E. apionodes Il M. agrestis Litvinov, okr. Most
KU174478 MA7CB E. apionodes I11 M. arvalis Ceské Budgjovice

KU174476 CG121T E. apionodes Il1 C. glareolus Tymakov, okr. Plzei-mésto
KU192925 AF46CZ18 | E. apionodes Il A. flavicollis Zaji¢kov, okr. Pelhifimov
KU192973 AF45CZ18 | E. apionodes Il A. flavicollis Zaji¢kov, okr. Pelhifimov
MT921436 CG2TYM18 |E. apionodes IV C. glareolus Tymakov, okr. Plzen-mésto

n. a. AFSONET40 | E. apionodes IV A. flavicollis Cisarsky Mlyn, Plzen-sever
KU192927 AF166 E. apionodes IV A. flavicollis Police nad Metuji, okr. Nachod




KU192930 AFSB3CZ4 |E. apionodes IV A. flavicollis Litvinov, okr. Most

n. a. AF18Vv0J01 |E. apionodes IV A. flavicollis Vojkovice, okr. Karlovy Vary

n.a AF29Z1.19 |E. apionodes IV A. flavicollis Brlozec, okr. Karlovy Vary

n. a AF4Jal9 E. apionodes IV A. flavicollis Jachymov, okr. Karlovy Vary

n. a AFSONET13 | E. apionodes IV A. flavicollis Podmokly, okr. Plzen-sever

n.a AF6V E. apionodes IV A. flavicollis Vojkovice, okr. Karlovy Vary

n.a AF12V E. apionodes IV A. flavicollis Vojkovice, okr. Karlovy Vary

n. a. AF3Rpt19 E. apionodes IV A. flavicollis BélCice, okr. Strakonice

KU192912 AF2CZ10 E. apionodes 1V A. flavicollis Ktivoklat, okr. Rakovnik

KU192911 AF1CZ3 E. apionodes IV A. flavicollis Vykmanov, okr. Karlovy \{ary
BorSov nad Vltavou, okr. Ceské

KU192915 AF6CZ15 E. apionodes IV A. flavicollis Bud¢jovice

KU192916 AF8CZ1 E. apionodes IV A. flavicollis Struzna, okr. Karlovy Vary

n. a. AFSONETH59 | E. apionodes 1V A. flavicollis Cisaisky Mlyn, Plzen-sever

KU192920 AF14CZ1 E. apionodes IV A. flavicollis Struzna, okr. Karlovy Vary

KU192928 AF175CZ11 |E. apionodes IV A. flavicollis Police nad Metuji, okr. Nachod

KU192931 AFSB5CZ4 | E. apionodes IV A. flavicollis Litvinov, okr. Most

n. a. AFSONETS8 |E. jerfinica A. flavicollis Podmokly, okr. Plzen-sever

n. a. AF19Zd19 E. jerfinica A. flavicollis Dolni Zd’ar, okr. Karlovy Vary

n. a. AF122ML E. jerfinica A. flavicollis Litvinov, okr. Most

KU192972 AF12CZ7 E. jerfinica A. flavicollis Lestkov, okr. Tachov

KU192971 AANJ23 E. jerfinica A. agrarius BartoSovice, okr. Novy Ji¢in

n. a. AFSONETS87 | E. jerfinica A. flavicollis Komarov, okr. Karlovy Vary

n. a. AF7Rpt19 E. jerfinica A. flavicollis Bél¢ice, okr. Strakonice

n. a. AF189ML E. jerfinica A. flavicollis Litvinov, okr. Most

n. a. AF3ZL19 E. jerfinica A. flavicollis Brlozec, okr. Karlovy Vary

n. a. AFSONETA49 | E. jerfinica A. flavicollis Cisarsky Mlyn, Plzen-sever

n. a. AFRpt45 E. jerfinica A. flavicollis Volenice, okr. Pfibram




n. a. AF17TMLR | E. jerfinica A. flavicollis Litvinov, okr. Most

n. a. AFRpt28 E. jerfinica A. flavicollis Volenice, okr. Piibram

n. a. AF15Rpt19 |E. jerfinica A. flavicollis Bél¢ice, okr. Strakonice

n. a. AF196ML E. jerfinica A. flavicollis Litvinov, okr. Most

n. a. AF18Zd19 |E. jerfinica A. flavicollis Dolni Zd’ar, okr. Karlovy Vary
n. a. AFRpt29 E. jerfinica A. flavicollis Volenice, okr. Piibram

n. a. AFSONETA45 | E. jerfinica A. flavicollis Cisatsky Mlyn, Plzen-sever

n. a. AFSONET84 | E. jerfinica A. flavicollis Komarov, okr. Karlovy Vary
n. a. AF6J E. jerfinica A. flavicollis Jachymov, okr. Karlovy Vary
n. a. AFRpt46 E. jerfinica A. flavicollis Volenice, okr. Pfibram

n. a. AF12] E. jerfinica A. flavicollis Jachymov, okr. Karlovy Vary
KU192975 AS69CZ24 | E. jerfinica A. sylvaticus Cvilin, okr. Bruntél
KU192933 AFLN12CZ4 |E. jerfinica A. flavicollis Litvinov, okr. Most
KU192924 AF36CZ20 |E. jerfinica A. flavicollis Jimramov, okr. Zd’ar nad Sazavou
KU192921 AF15CZ7 E. jerfinica A. flavicollis Lestkov, okr. Tachov
KU192922 AF19CZ3 E. jerfinica A. flavicollis Vykmanov, okr. Karlovy Vary
n. a. AFSONETS57 | E. jerfinica A. flavicollis Cisaisky Mlyn, Plzen-sever

n. a. AF11V E. jerfinica A. flavicollis Vojkovice, okr. Karlovy Vary
KU215968 AF SB11CZ4 | E. kaunensis A. flavicollis Litvinov, okr. Most
KU215950 AF10 E. kaunensis A. flavicollis Lestkov, okr. Tachov
KU174459 CG5L E. kaunensis C. glareolus LuzZnice, okr. Jindfichiv Hradec
KU174462 MA120MT | E. kaunensis M. arvalis Tymakov, okr. Plzei-mésto
KU215460 MA98T E. kaunensis M. arvalis Tymakov, okr. Plzei-mésto
KU192919 AF14CZ13 |E. uptoni A. flavicollis Zliv, okr. Ceské Budgjovice

n. a. AFSONET17 | E. uptoni A. flavicollis Podmokly, okr. Plzen-sever

n. a. AFRpt35 E. uptoni A. flavicollis Volenice, okr. Piibram

n. a. AFSONET78 | E. uptoni A. flavicollis Komarov, okr. Karlovy Vary
n. a. AF10KLES | E. uptoni A. flavicollis Krasny Les, okr. Karlovy Vary




n. a. CG30ZL19 |lIsospora sp. C. glareolus Brlozec, okr. Karlovy Vary
MT921453 CG163CLI - C. glareolus Litvinov, okr. Most
MT934370 CG137CLI - C. glareolus Litvinov, okr. Most

n. a. AFSONET5 - A. flavicollis Podmokly, okr. Plzen-sever
n. a. AFSONET?26 - A. flavicollis Cisarsky Mlyn, Plzen-sever

n. a. AF3V - A. flavicollis Vojkovice, okr. Karlovy Vary
n. a. MA2Rpt19 - M. arvalis BélCice, okr. Strakonice

n. a. MARpt58 - M. arvalis BélCice, okr. Strakonice

n. a. AF21Rpt19 - A. flavicollis BélCice, okr. Strakonice

n. a. MA14KLES - M. arvalis Krasny Les, okr. Karlovy Vary
n. a. CG49T - C. glareolus Tymakov, okr. Plzen-mésto
n. a. AF8V - A. flavicollis Vojkovice, okr. Karlovy Vary
n. a. AFSONET?20 - A. flavicollis Podmokly, okr. Plzen-sever
n. a. AF11Rpt19 - A. flavicollis Bé&l¢ice, okr. Strakonice

n. a. AF20ML - A. flavicollis Litvinov, okr. Most
KT037081 - Caryospora neofalconis Falco peregrinus Mexico

MN893894 - Cyclospora cayetanensis Macaca mulatta Cina

KX808495 - Cystoisospora suis Sus scrofa domesticus Cina

FR745914 - Eimeria adenoeides Meleagris sp. Non specified

KT184334 - Eimeria ahsata Ovis aries Kanada

AF307880 - Eimeria albigulae Neotoma sp. USA

KU192970 - Eimeria alorani Apodemus agrarius Bulharsko

GU479633 - Eimeria anguillae Anguilla anguilla Mad’arsko

KU192973 - Eimeria apionodes Apodemus sylvaticus Ceska republika

AF307878 - Eimeria arizonensis Peromyscus sp. USA

AY613853 - Eimeria arnyi Diadophis punctatus arnyi USA

JQ993644 - Eimeria banffensis Ochotona hyperborea Rusko

MN306562 - Eimeria bovis Ovis aries Irdk




JQ993666 Eimeria burdai Heliophobius argenteocinereus | Ceska republika
JQ993647 Eimeria cahirinensis Acomys dimidiatus Jordansko
JQ993648 Eimeria callospermophili Spermophilus citellus Ceska republika
JQ993649 Eimeria caviae Cavia porcellus Ceska republika

Gallus gallus domesticus
FJ236378 Eimeria cf. mivati (broiler) USA
HQ173828 Eimeria coecicola Oryctolagus cuniculus Ceska republika
GU479669 Eimeria cylindrospora Alburnus alburnus Mad’arsko
MK?246860 Eimeria falciformis Apodemus flavicollis Némecko
MH752036 Eimeria ferrisi Mus musculus Némecko
HQ173830 Eimeria flavescens Oryctolagus cuniculus Ceska republika
MF774680 Eimeria furonis Mustela putorius furo Némecko
LC507796 Eimeria hirci Capra aegagrus hircus Myanmar
JQ993650 Eimeria chinchillae Chinchilla lanigera Ceska republika
LC507793 Eimeria christenseni Capra aegagrus hircus Myanmar
KF856284 Eimeria intestinalis Oryctolagus cuniculus Cina
KU192975 Eimeria jerfinica Apodemus sylvaticus Ceska republika
KU192937 Eimeria kaunensis Apodemus flavicollis Slovensko
ABB849922 Eimeria krijgsmanni Mus musculus Japonsko
KT368144 Eimeria lancasterensis Sciurus carolinensis Italie
AF311640 Eimeria langebarteli Reithrodontomys sp. USA
JQ392577 Eimeria macropodis Macropus eugenii Australie
HQ173833 Eimeria magna Oryctolagus cuniculus Francie

Gallus gallus domesticus
FJ263947 Eimeria maxima (broiler) USA
KT184348 Eimeria meleagridis Meleagris gallopavo USA
JF304148 Eimeria myoxi Eliomys quercinus Ceska republika
JQ993665 Eimeria nafuko Heliophobius argenteocinereus | Ceska republika




U40263 - Eimeria nieschulzi Rattus sp. Non specified
JQ993651 - Eimeria nkaka Phataginus tricuspis Angola
AF307879 - Eimeria onychomysis Onychomys sp. USA
KT184350 - Eimeria papillata Mus musculus USA
EU717219 - Eimeria ranae Rana temporaria Ceska republika
AF311642 - Eimeria reedi Perognathus sp. USA
MN650661 - Eimeria sciurorum Sciurus sp. Italie
AF311643 - Eimeria separata Rattus sp. USA
AF311644 - Eimeria sevilletensis Onychomys sp. USA
MH349726 - Eimeria sp. ex Tarsius syrichta | Carlito syrichta Filipiny
KT184353 - Eimeria tamiasciuri Tamiasciurus hudsonicus Kanada
AF246717 - Eimeria telekii Lemniscomys striatus Kena
AF040971 - Eimeria tenella Gallus gallus domesticus USA

FJ829323 - Eimeria trichosuri Trichosurus cunninghami Australie
KU192953 - Eimeria uptoni Apodemus flavicollis Némecko
HQ173838 - Eimeria vejdovskyi Oryctolagus cuniculus Ceska republika
MK246863 - Eimeria vermiformis Apodemus flavicollis Némecko
JQ993653 - Eimeria vilasi Spermophilus elegans USA
KU052230 - Eimeria zuernii Bos taurus Turecko

n. a. —not available (sbéry v rdmci této diplomové prace)




	1 ÚVOD
	1.1 Hostitelská specificita parazitů
	1.2 Vztahy mezi hostiteli a parazity, genetická separace morfologicky podobných linií
	1.3 Systém parazit-hostitel-lokalita v diplomové práci
	1.3.1 Taxonomie kokcidií
	1.3.2 Životní cyklus rodu Eimeria
	1.3.4 Fylogenetické vztahy a populačně-genetická struktura kokcidií čeledi Eimeriidae
	1.3.5 Studovaní hostitelé
	1.3.6 Kokcidie rodu Eimeria u studovaných hostitelů
	1.3.7 Ekologické pozadí
	1.3.8 Historie dvou druhů rodu Apodemus
	1.3.9 ,,Kontaktní zóna“ procházející západem Čech


	2 CÍLE PRÁCE
	3 METODIKA
	3.1 Odchyty hlodavců, odběr vzorků
	3.1.1 Materiál
	3.1.2 Postup práce

	3.2 Koprologické vyšetření (flotace)
	3.2.1 Materiál
	3.2.2 Postup práce

	3.3  Izolace DNA
	3.3.1 Postup práce

	3.4  PCR
	3.4.1 Chemikálie pro PCR
	3.4.2 Postup práce

	3.5 Elektroforéza
	3.5.1 Materiál
	3.5.2 Postup práce

	3.6 Enzymatické čištění PCR produktů, sekvenování
	3.6.1 Chemikálie
	3.6.2 Postup práce

	3.7 Zpracování získaných sekvencí
	3.8 Fylogenetické analýzy a haplotypové sítě

	4 VÝSLEDKY
	5 DISKUZE
	6 ZÁVĚR
	7 Seznam použitých informačních zdrojů
	PŘÍLOHY

