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1 Úvod 

V minulosti byly organismy popisovány a identifikovány na základě morfologických 

znaků, což se mnohdy ukazovalo jako problematické, zejména na úrovni druhů nebo u 

organismů s jednoduchou morfologickou strukturou (Schneider, 1881; Long a Reid, 1982; 

Barta a kol., 1997; Gubbels a kol., 1999). Následné objevení DNA markerů způsobilo 

revoluční změny ve vědě a výzkumu, a umožnilo analýzy nezávislé na morfologických 

znacích. Již první použití allozymů v 70. letech 19. století odstartovalo dramatický rozvoj 

molekulární genetiky, díky kterému se výzkum zaměřil například i na lidský genom (Liu a 

Cordes, 2004). Vědci se zprvu zaměřovali na jaderné geny, jako jsou ribozomální rRNA a ITS 

oblasti (Collins a Allsopp, 1999). 

Jaderná rDNA byla nejprve používána pro molekulární analýzy za účelem odhalení 

evolučních vztahů a genetických diverzit mezi taxony (Hillis a Dixon, 1991; Olsen a Woese, 

1993; Tenter a Johnson, 1997; Daugbjerg a kol., 2000). Je složena z tandemových repetic 

tvořených jednotkami bazí, které obsahují transkripční kódující geny, jako například 18S, 5.8S 

a 28S rDNA, a z nekódujících úseků ITS 1 a 2 (internal transcribed spacers 1 a 2). Individuální 

kódující a nekódující oblasti rDNA mají různou míru sekvenční variability, která se liší 

vhodností pro zjišťování příbuzenských vztahů na vyšších nebo nižších taxonomických 

úrovních (Adachi a kol., 1996). 

Postupem času se však ukázalo, že se ribozomální markery poměrně pomalu vyvíjejí 

(Eickbush a Eickbush, 2007), což může zapříčinit nedostatek fylogenetického signálu v 

analýzách, jak naznačuje například studie Collins a Allsopp (1999) zabývající se třemi 

poddruhy parazita Theileria parva (Apicomplexa: Piroplasmorida). Amplifikací rRNA genů 

se jim nepodařilo poddruhy T. parva zcela rozlišit. Zaměřili se proto na ITS oblasti, ve kterých 

prokázali vyšší variabilitu než u konzervativních rRNA genů. ITS oblasti jsou sice 

variabilnější než rDNA, jejich nevýhodou je ale velká náchylnost k homoplaziím a vysoký 

počet kopií (Álvarez a Wendel, 2003). Později se tedy pozornost zaměřila na mitochondriální 

DNA (mtDNA), která má oproti rDNA několik výhod. Molekula mtDNA je díky své struktuře 

stabilnější, a vzhledem k vyššímu výskytu mutací má rychlejší vývoj a vyšší variabilitu 

(Bannikova, 2004; De Salle a kol., 2017). 
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1.1  Ribozomální markery  

Ribozomální RNA je hlavní strukturní komponent ribozomu a obsahuje 

komplementární sekvence k mRNA oblastem, se kterými může interagovat. Ribozomy jsou 

komplexy složené až z 80 ribozomálních proteinů, které jsou syntetizovány v cytoplazmě, a 

poté transportovány do jádra ke složení (Avise, 2004; Eickbush a Eickbush, 2007; Lodish a 

kol., 2007; Alberts a kol., 2008; Bhagavan a Ha, 2015). Součástí ribozomálního RNA 

genového clusteru u eukaryot je celkem sedm komponentů: 5´external transcribed spacer, 18S 

rDNA exon, internal transcribed spacer 1 (ITS 1), 5.8S rDNA exon, internal transcribed spacer 

2 (ITS 2), 28S rDNA exon, a 3´external transcribed spacer. 18S rDNA lze také označit jako 

malou ribozomální podjednotku (SSU), 5.8S rDNA a 28S rDNA jsou součástí velké 

ribozomální podjednotky (LSU), a dohromady se obě podjednotky opakují v ribozomální 

RNA v tandemových repeticích (Obr. 1) (Wheeler a Honeycutt, 1988; Fisher a Bellows, 1999; 

Eickbush a Eickbush, 2007; Alberts a kol., 2008). Z historických důvodů je každý z exonů 

charakterizován sedimentačním koeficientem, který představuje určitou velikost. U prokaryot 

najdeme sedimentační koeficienty (v závorkách je uveden průměrný počet nukleotidů) 5S 

(120), 16S (1550) a 23S (2900), které jsou standardizovány podle bakterie Escherichia coli. 

U eukaryot jsou molekuly rRNA obecně větší, a jejich koeficienty jsou standardizovány podle 

rRNA molekul z krysích jater. Patří sem následující sedimentační koeficienty s průměrným 

počtem nukleotidů uvedeným v závorkách: 18S (2100), 5.8S (150) a 28S (5050) (Bhagavan a 

Ha, 2015). 

Obr. 1: Organizace ribozomálních RNA (rRNA) genů u eukaryotních organismů (převzato z 

Eickbush a Eickbush, 2007). 
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1.1.1 18S rDNA 

Malá ribozomální podjednotka (18S) je dobře známý gen, velmi často používaný 

k molekulárním analýzám a rekonstrukcím fylogenetických vztahů nejrůznějších organismů. 

Je organizována do transkripčních jednotek s ostatními ribozomálními geny a obecně u 

eukaryot existuje více kopií tohoto genu, uspořádaných v tandemových repeticích (Vrba a 

kol., 2011). 18S rDNA je často používána i k rekonstrukcím fylogenetických vztahů u různých 

skupin protist, včetně parazitů skupiny Apicomplexa (Morrison a kol., 1997; Carreno a kol., 

1998; Gleeson, 2000; Zhao a Duszynski 2001a, b, c; Matsubayashi a kol., 2005).  

Tento gen je také používán pro analýzy polymorfismu délky restrikčních fragmentů 

(restriction fragment length polymorphism (RFLP) analýzy), též označované jako 

riboprinting, během kterých lze pomocí PCR amplifikace RNA genů – jako je například 18S 

rDNA – s následným použitím restrikčních enzymů studovat taxonomii, fylogenezi a 

genetickou diverzitu různých eukaryotických organismů, detekovat kryptické druhy, 

sekvenční polymorfismus, či hodnotit genetické vzdálenosti mezi druhy (Clark, 1997). 

Výhodou riboprintingu je potřeba jen malého množství rRNA pro PCR amplifikaci, bez 

nutnosti klonování či sekvenování (Clark, 1997). U kokcidií představuje riboprinting efektivní 

metodu, jak získat molekulární data i ze vzorků obsahujících pouze malé množství oocyst 

(Hnida a Duszynski, 1999a). 

Bylo opakovaně prokázáno, že jaderná 18S rDNA není kvůli své vysoké 

konzervativnosti vhodná pro analýzy vnitrodruhových vztahů, ani vztahů blízce si příbuzných 

druhů organismů (Hnida a Duszynski, 1999a; Zhao a Duszynski, 2001b, c; Aktas a kol., 2007; 

Tian a kol., 2013). Rovněž bylo prokázáno, že se nehodí ani pro fylogenetické analýzy 

morfologicky si podobných oocyst kokcidií, jak bylo potvrzeno u rodu Eimeria, kde dva druhy 

kokcidií nebyly rozlišeny i přesto, že odchyty jejich hostitelů proběhly na místech od sebe 

vzdálených tisíce kilometrů (Hnida a Duszynski, 1999a). 

Jelikož se však u kokcidií jednalo o jeden z prvních genů, který se začal používat pro 

fylogenetické analýzy, je stále – víceméně z historického hlediska či z jakési setrvačnosti – 

používán i v současnosti. Nemalou roli přitom hraje i skutečnost, že pro kokcidie se v databázi 

GenBank zatím stále nachází největší počet sekvencí právě tohoto genu 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov1). Tudíž je poměrně snadné vytvořit alignment zahrnující 

různé rody a druhy kokcidií z různých druhů hostitelů. Analýzy tohoto genu jsou pak vhodné 
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k hodnocení evolučních vztahů mezi jednotlivými druhy eimerií (tj. k hodnocení 

mezidruhových vztahů). 

U kokcidií byl tento marker úspěšně použit například pro klasifikaci a zjištění 

mezidruhových vztahů u nově popsaných druhů (např. Šlapeta a kol., 2001; Matsubayashi a 

kol., 2005), dále pro objasnění taxonomického zařazení některých rodů (například příbuznost 

rodu Cyclospora ke kokcidiím rodu Eimeria – Relman a kol., 1996; příbuznost savčích isospor 

(dnes rod Cystoisospora) kokcidiím čeledi Sarcocystidae – Carreno a kol., 1998; Franzen a 

kol., 2000), či k prokázání monofylie kmene Apicomplexa (Barta a kol., 1991). 

Fylogenetické analýzy založené pouze na tomto genu však odrážejí fylogenezi pouze 

tohoto genu, nikoliv nutně fylogenezi daného organismu. Proto již Tenter a kol. (2002) 

navrhovali kombinovat 18S rDNA analýzy s analýzami dalších markerů, například 

mitochondriálních nebo plastidových. 

1.1.2 5.8S rDNA 

Ribozomy eukaryot a prokaryot jsou si podobné, avšak u eukaryot najdeme navíc 

několik dalších proteinů, větší molekuly rRNA, a také, jak se zdá, evoluční novinku 5.8S 

rDNA (Walker a Pace, 1983). Je to nekódující RNA komponent velké podjednotky 

eukaryotických ribozomů, který je důležitý při proteinové translaci, a také při ribozomální 

translokaci (Elela a Nazar, 1997). Nachází se ve všech eukaryotických cytoplazmatických 

ribozomech a studie naznačují, že je vysoce konzervativní; například nukleotidové sekvence 

5.8S si jsou velmi podobné u myší, krys, želv, a dokonce i u člověka. Přibližně 75 % sekvencí 

je také homologních s kvasinkami (Rubin, 1973; Nazar a kol., 1975, 1976; Nazar a Roy, 1978; 

Nazar, 1980). 5.8S lze využít ve fylogenetických analýzách, kde může poskytnout užitečné 

informace o příbuznosti mezi různými řády uvnitř kmene, jako tomu bylo například ve studii 

Chilton a kol. (1996), kteří porovnávali vztahy řádu Strongylida s řády Rhabditida a 

Tylenchida v rámci kmene Nematoda (hlístice). 

1.1.3 28S rDNA 

28S rDNA je největší rDNA-kódující oblast. Skládá se z několika informačních 

jednotek, které patří do dvou oblastí. První se označuje jako „core“, je nezbytná pro funkce 

ribozomu a je relativně konzervativní, druhá obsahuje dvanáct D domén, které jsou 

divergentní a vysoce variabilní (Hassouna a kol., 1984; Lenaers a kol., 1989; Raué a kol., 

1990).  
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28S rDNA je často používána k analýzám fylogenetických vztahů mezi vzdálenými 

druhy, vzhledem k její relativně pomalé evoluční rychlosti. Současně bylo zjištěno, že se u ní 

vyskytuje četné množství delecí a inzercí bazí (tzv. indely), čímž je komplikovanější vytvořit 

alignment z těchto sekvencí (Okamoto a kol., 2009). 

Ki (2009) porovnával výsledky 18S rDNA a 28S rDNA analýz u řas Noctiluca 

scintinallis (Dinophyceae; Noctilucales). Z této studie vyplynulo, že 28S rDNA poskytla větší 

rozlišení, a také byla více variabilní. Další studie (Okamoto a kol., 2009) uvádí, že 28S rDNA 

je účinnější například ve vnitrodruhových analýzách vybraných druhů roupů z rodu Syphacia 

(Nematoda: Oxyurida) než cytochrom c oxidáza podjednotky 1. Obě studie se ale shodují 

v tom, že by se měl k fylogenetickým analýzám 28S rDNA přidat ještě další marker, aby byly 

analýzy robustnější. 

1.1.4 Internal transcribed spacers 1 a 2 (ITS 1 a ITS 2) 

ITS 1 je první a ITS 2 je druhá nekódující oblast ribosomálního genového clusteru, 

složeného ze tří genů (18S rDNA, 5.8S rDNA a 28S rDNA), které jsou transkribovány do 

RNA, ale nejsou translatovány do proteinu. Česky bývají nazývány jako „mezerníky“. Úsek 

tří genů je transkribován jako samostatný transkript oddělený dvěma regiony ITS 1 a ITS 2, 

které jsou následně vystřiženy (spliced out) a dále neslouží žádnému účelu. Z tohoto důvodu 

na ně působí velmi slabý selekční tlak a mohou u nich velmi rychle nastat substituční mutace, 

což může být velmi užitečné pro fylogenetické analýzy zabývající se příbuzností blízkých 

druhů (Cruickshank, 2002). 

Mezi výhody ITS regionů patří intergenomická variabilita, díky které mohou být 

využity pro fylogenetické analýzy na úrovni čeledí, rodů, i druhů (Baldwin, 1992; Baldwin a 

kol., 1995); dále jsou oproti ostatním jaderným markerům snadněji izolovány díky 

tandemovým repeticím (Álvarez a Wendel, 2003).  

Nevýhodou ITS regionů je jejich vysoká náchylnost k homoplaziím. Dále vysoký 

počet tandemových repetic, a tím pádem i kopií genů. U některých kopií se mohou vyskytnout 

degenerace, a celá kopie genu se tak přemění v tzv. pseudogen. Takto přeměněné kopie jsou 

buď odstraněny z genomu, nebo tam zůstávají, nelze je amplifikovat, a mohou se samovolně 

vyvíjet nezávisle na funkčních protějšcích. Pseudogeny tak mohou negativně ovlivňovat 

výsledky fylogenetických analýz (Álvarez a Wendel, 2003). 
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ITS 1 sekvence již v minulosti prokázaly, že mohou poskytnout užitečné informace 

v analýzách na úrovni rodu (nebo i druhu) u širokého spektra organismů (Baldwin, 1993; 

Bowles a kol., 1995; Messner a kol., 1995; Okamoto a kol., 1997; Hnida a Duszynski, 1999b). 

Hnida a Duszynski (1999b) využili ITS 1 pro fylogenetické analýzy několika druhů kokcidií 

z rodu Eimeria, jejichž oocysty byly morfologicky téměř nerozlišitelné. Z jejich výsledků je 

patrné, že ITS 1 lze použít pro taxonomické a fylogenetické analýzy morfologicky si 

podobných druhů. Stejně tak jsou ITS 1 sekvence vhodné, pokud není dostatek oocyst pro 

některé molekulární metody, jako je například RAPD-PCR. 

 Navajas a kol. (1999) porovnali sekvence ITS 1 a ITS 2 u několika druhů roztočů 

z čeledi Phytoseiidae (Acari: Mesostigmata), a došli k závěru, že ITS 1 sekvence jsou více 

variabilní, ale také se hůře alignují. ITS 1 oblasti byly také jediné, které vykazovaly známky 

polymorfismu, ačkoliv jen v malé míře. 

ITS 2 oblasti byly zřejmě prvně použity v molekulární fylogenetice Navajasem a kol. 

(1992) u roztočů z čeledi Tetranichidae (Acari: Prostigmata). Jednalo se o amplifikaci ITS 2 

pomocí primerů amplifikujících úseky 5.8S a 28S rDNA. Výsledky studie ukázaly, že ITS 2 

oblasti jsou vhodné pro zkoumání fylogenetických vztahů na úrovni rodů. Později Navajas a 

kol. (1998) použili ITS 2 sekvence v kombinaci s cytochrom c oxidázou podjednotky 1 

k analýzám vnitrodruhové variability u roztočů druhu Tetranychus urticae a zjistili, že 

sekvence ITS 2 byly značně homogenní oproti polymorfismu u cytochrom c oxidázy 

podjednotky 1. Naopak heterogenita ITS 2 sekvencí byla prokázána u klíšťat (Rich a kol., 

1997). Navajas a kol. (2000) poté rozšířili dataset o další taxony, a odhalili tak velmi nízkou 

variabilitu ITS 2 oblastí, což potvrzují i jiné studie (Zahler a kol., 1998; Essig a kol., 1999). 

Cruickshank (2002) jako nevýhody ITS 2 uvádí nemožnost amplifikace ITS 2 oblastí 

u některých druhů univerzálními ITS 2 primery (Fenton a kol., 1997; Yli-Mattiala a kol., 

2000). ITS 2 oblasti by se podle něj měly používat pouze u velmi příbuzných druhů, vzhledem 

k jejich charakteru (viz. odstavec nad).  

1.2 Mitochondriální markery  

Pro účely molekulárně-fylogenetických analýz patří mezi nejčastěji používané 

mitochondriální markery cytochrom c oxidáza (CcO) (Cruickshank, 2002; Lodish a kol., 2007; 

Alberts a kol., 2008; Patwardhan a kol., 2014). CcO je terminální respirační enzym, který 

katalyzuje redukci molekulárního kyslíku na vodu, a zároveň umožňuje pumpování protonů 

přes vnitřní mitochondriální membránu (Wikstrom, 1977). Rozděluje se do tří evolučních linií: 
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typ A (mitochondriální oxidázy), typ B (ba3 oxidázy) a typ C (cbb3 oxidázy) (Pereira a kol., 

2001), přičemž tři největší membránové podjednotky (COX 1-3) jsou zařazeny do evoluční 

linie typu A. Podjednotky 1 a 2 zajišťují všechny nezbytné komponenty, potřebné ke katalýze 

redukce kyslíku a pohonu protonové pumpy. Podjednotka 3 neobsahuje žádná redoxní centra, 

pouze specifické lipidy, a zajišťuje tak celkovou stabilitu enzymu (Hosler, 2004).  

1.2.1 Cytochrom c oxidáza podjednotka 1 (COX 1) 

Již Besansky a kol. (2003) naznačili, že by COX 1 mohla být vhodným markerem pro 

fylogenetické analýzy zabývajícími se evolučními vztahy u blízce příbuzných parazitů, jako 

například u zástupců skupiny Apicomplexa, a morfologicky si podobných kokcidií. Lane 

(2009) prokázal její informativnost ve fylogenetických analýzách na úrovni druhu, a také 

zjistil, že může být vhodným doplněním k analýzám jaderných genů. Mitochondriální COX 1 

gen získal v poslední době více pozornosti díky rozvíjejícímu se DNA barcodingu, jenž se stal 

nástrojem pro rychlou a přesnou identifikaci různých taxonů, a pomocí COX 1 byl použit i k 

určení několika nezařazených druhů (Dawney a kol., 2007; Arif a Khan, 2009; Teletchea, 

2010). Vznikl tak „Barcode of Life Data System“, do kterého bylo vloženo více než jeden 

milion sekvencí COX 1, a který je využíván k identifikaci systémů zvířat, včetně parazitů 

(Ogedengbe a kol., 2011). 

 COX 1 má podobné využití jako ITS 2, ale vyvíjí se rychleji. Navzdory vysoké 

frekvenci substitučních mutací se ale doporučuje používat tento marker jen na nižších 

taxonomických úrovních, jelikož se zdá, že na něj blízká příbuznost druhů nemá vliv 

(Cruickshank, 2002). Například u organismů, jako jsou někteří zástupci řádu Diptera, kteří 

mají nízkou vnitrodruhovou i mezidruhovou genetickou variabilitu, se nepodařilo pomocí 

COX 1 rozlišit přibližně 70 % ze 449 zástupců (Meier a kol., 2006).  

1.2.2 Cytochrom c oxidáza podjednotka 3 (COX 3) 

Gen COX 3 kóduje podjednotku 3 cytochromu c oxidázy v mitochondriálním genomu. 

COX 3 polypeptid byl původně identifikován z izolátu Polytomella sp. (Chlorophyceae: 

Chlorophyta), a N-terminální sekvence byly determinovány podle Edmanovy degradace 

(Pérez-Martínez a kol., 2000). Předpokládalo se, že by se COX 3 mohla podílet na tvorbě 

COX 1 (Barrientos a kol., 2004), na regulaci kyslíku (Brunori a kol., 1987), nebo v modulaci 

přenosu elektronů a funkcí protonové pumpy (Lincoln a kol., 2003). Nyní je známo, že COX 3 

stabilizuje aktivní centra v podjednotkách 1 a 2, a funguje jako iniciální akceptor protonů 

(Haltia a kol., 1991; Hosler, 2004; Varanasi a Hosler, 2012). Podjednotka 3 cytochromu c 
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oxidázy je silně hydrofobní (Alnajjar a kol., 2015), neobsahuje prostetické skupiny (Soto a 

kol., 2012), a je tvořena strukturními doménami s fosfolipidovými vazebnými místy. Mutace 

uvnitř těchto domén způsobují úbytek vazebných fosfolipidů, což souvisí s poklesem aktivity 

přenosu elektronů v podjednotce 3 (Alnajjar a kol., 2015). 

COX 3 se používá k fylogenetickým analýzám proto, že má značné evoluční tempo, 

které vede k větší variabilitě sekvencí, a tím je oproti COX 1 více divergentní (Hikosaka a 

kol., 2010). Tento fakt také potvrzuje studie Tian a kol. (2013), ve které byly provedeny 

fylogenetické analýzy pomocí COX 3 k rozlišení několika druhů protist rodu Babesia 

(Apicomplexa: Piroplasmorida). V porovnání s 18S rDNA a cytochromem b výsledky 

naznačují, že COX 3 je vhodný marker pro vnitrodruhové analýzy, díky své vysoké 

divergenci. 

1.3 Cytochrom b 

Cytochrom b je mitochondriální protein eukaryotických buněk. Je součástí 

elektronového transportního řetězce a je hlavní podjednotkou transmembránového 

cytochromu bc1 (Esposti a kol., 1993; Lodish a kol., 2007; Alberts a kol., 2008; Patwardhan 

a kol., 2014). Cytochrom b je považován za jeden z nejužitečnějších genů a je běžně 

používaným mitochondriálním markerem k determinaci fylogenetických vztahů zejména mezi 

mnohobuněčnými organismy (Irwin a kol., 1991; Meyer, 1994; Johns a Avise, 1998; 

Castresana, 2001). Analýzy na základě sekvencí cytochromu b mohou také pomoci při 

klasifikaci rodů u nově objevených druhů (Giao a kol., 1998). 

Variabilita sekvencí cytochromu b z něj činí velmi užitečný marker pro analýzy vztahů 

mezi druhy v rámci stejného rodu nebo čeledi (Irwin a kol., 1991; Castresana, 2001). Proto 

jeho použití ve fylogenetických analýzách způsobilo změny v klasifikačních systémech, které 

lépe vystihují evoluční příbuznost mezi jednotlivými druhy (Arnason a kol., 1995, Lara a kol., 

1996; LeDuc a kol., 1999). Zároveň má cytochrom b i několik nevýhod, mezi které patří 

například rozdílné evoluční tempo vývoje jednotlivých linií, saturace na třetí pozici kodonu a 

omezené množství změn na první a druhé pozici kodonu, což vede k nedostatku fylogenetické 

informace pro rozlišení fylogenetických vztahů na hlubších úrovních (Mayer, 1994; Farias a 

kol., 2001).  
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1.4  Plastidové markery 

Plastidy jsou semiautonomní organely, které se nacházejí v buňkách rostlin a řas. 

Vyskytují se ale i u několika taxonů mořských měkkýšů, nebo také u kmene Apicomplexa ve 

formě tzv. apikoplastu. Jednotlivé typy plastidů mají důležité funkce, mezi které patří 

například tvorba aminokyselin a lipidů, zásoba škrobu a olejů, dále udávají zbarvení rostlin, a 

jsou důležité při fotosyntéze (Bogorad a Vasil, 1991; Lewin, 1993; Bock, 2007; Wise a 

Hoober, 2007).  

Apikoplast je organela typická pro parazity z kmene Apicomplexa. Obsahuje vlastní 

genom a předpokládá se, že vznikl sekundární endosymbiózou z chloroplastu. První pokusy o 

popsání apikoplastu, jakožto nově objevené organely, která se lišila od mitochondrie, proběhly 

již v 60. letech 20. století (Gleeson, 2000; Ralph a kol., 2004). Prvně byl apikoplast 

morfologicky identifikován u organismu Eimeria perforans (Apicomplexa: Conoidasida: 

Coccidia) a pojmenován jako „spherical bodies“ (Kheysin, 1972). 

Apikoplast je svými jedinečnými vlastnostmi populárním cílem výzkumů, zejména 

kvůli vlastnímu genomu, částečnému metabolismu, proteinovému importnímu mechanismu, 

ale také kvůli svému nejasnému evolučnímu původu a možnému cíli pro antiparazitické léky 

(McFadden a Roos, 1999; Roos a kol., 1999; Wilson, 2002; Foth a McFadden, 2003; Singh a 

kol., 2003; Williams a Keeling, 2003; Ralph a kol., 2004). 

1.4.1 Open reading frame 470 (ORF 470) 

Open reading frame (ORF) 470 je plastidový gen, který se podle všeho podílí na 

syntéze proteinů. Zároveň je součástí odpovědi na oxidativní stres, a také se účastní 

hospodaření se železem (Wilson a kol., 1996; Law a kol., 2000; Ellis a kol., 2001; Wilson a 

kol., 2003). Je to poměrně nedávno objevený genom a různé studie předpokládají, že je široce 

rozšířený nebo dokonce univerzální u kmene Apicomplexa (Kilejian, 1975; Gleeson a 

Johnson, 1999; Gleeson, 2000). Poprvé byl použit ve fylogenetických analýzách spolu 

s jadernou 18S rDNA na začátku 21. století a výsledky prookázaly, že jej lze použít jako 

vhodný marker k odvozování vztahů mezi druhy rodu Eimeria (Hnida a Duszynski, 1999a). 

Zhao a Duszynski (2001c) jako první použili sekvence ORF 470 u kokcidií, a to ke 

zjištění evoluční příbuznosti různých druhů rodu Eimeria parazitujících u hlodavců, přičemž 

průměrná délka jimi získaných sekvencí činila ~ 700 bp. Zároveň ve své studii porovnávali 

vhodnost použití plastidového ORF 470 s jadernou 18S rDNA a došli k závěru, že sekvence 
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ORF 470 jsou vhodné k analýzám mezidruhových fylogenetických vztahů u kokcidií rodu 

Eimeria. V porovnání s 18S rDNA obsahuje ORF 470 díky častějším nukleotidovým 

substitucím více fylogenetické informace, zároveň je však i dostatečně konzervativní 

pro vytvoření alignmentu zahrnujícího velkou škálu taxonů. Autoři také například na základě 

fylogenetických analýz ORF 470 prokázali, že různé druhy kokcidií rodu Eimeria získané z 

10 severoamerických hlodavců ze tří čeledí klastrovaly do dvou jasně oddělených linií, které 

se vzájemně lišily přítomností či absencí residua oocysty (OR) (více k této problematice viz 

kapitola 1.5.1 Fylogeneze). 

1.4.2 23S rDNA 

23S rDNA je plastidový gen, který je lokalizován ve stroma apikoplastu. Nedávné 

studie naznačují, že si 23S rDNA ponechala část prokaryotických funkcí a podílí se na 

translaci proteinů při jejich průchodu membránami. Zároveň se podle všeho také účastní post-

translačního transportu proteinů do membrán (Bogorad a Vasil, 1991; Dünschede a kol., 2015; 

Ahmed a kol., 2016; Maréchal, 2018). 

Studie Zhao a kol. (2001a, b) dokazují, že 23S rDNA lze použít pro fylogenetické 

analýzy. Ve své studii (2001b) porovnávali příbuznost netopýří kokcidie druhu Eimeria 

antrozoi s několika jinými druhy rodu Eimeria, parazitujícími u netopýrů a hlodavců. Zároveň 

bylo také cílem porovnat výsledky 23S rDNA s ribozomálním markerem 18S rDNA. Autoři 

došli k závěru, že sekvence 23S rDNA jsou vhodné měřítko ke stanovení příbuznosti 

vybraných druhů z rodu Eimeria. U ribozomální 18S rDNA se projevila její konzervativní 

povaha, čímž se rovněž potvrdilo tvrzení, že není vhodná pro fylogenetické analýzy blízce 

příbuzných druhů. 23S rDNA se v této studii ukázala jako vhodnější marker. 
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1.5 Kokcidie jako modelový organismus 

Kokcidie jsou jednobuněční obligátně intracelulární paraziti z kmene Apicomplexa. 

Jsou schopny infikovat široké spektrum hostitelů včetně savců, ještěrů, obojživelníků a ptáků. 

V rámci třídy Aves se dokonce vyskytují téměř u všech známých řádů ptáků (Kheysin, 1972; 

Levine, 1988; Duszynski a kol., 2000). Charakteristickým znakem této skupiny parazitů je 

apikální komplex, který je tvořen rhoptriemi, mikronemy, polárním prstencem z mikrotubulů, 

a konoidem, který leží uvnitř polárního prstence. Apikální komplex je důležitý při interakci 

parazita s hostitelem, jelikož umožňuje invazi parazita do buňky hostitele. Zároveň také slouží 

k uchycení parazita na povrchu hostitelské buňky (Levine, 1988). Dalším typickým znakem 

této skupiny je apikoplast, který vznikl pravděpodobně sekundární endosymbiózou zelené, 

nebo červené řasy prokaryotním organismem, který se podobal cyanobakteriím. Skládá se ze 

čtyř membrán a obsahuje sférická tělíska, která těsně spolupracují s mitochondrií. Apikoplast 

napomáhá metabolickým procesům, DNA replikaci, transkripci i translaci, a zároveň také 

kóduje přibližně 50 proteinů. Pro tyto vlastnosti je cílem vývoje léčiv, která mají za úkol 

vyřadit tuto organelu z provozu, a tím zamezit následnému šíření parazitární infekce (Lim a 

McFadden, 2010). Kokcidie představují značně různorodou skupinu parazitických protist. 

Některé druhy jsou monoxenní, to znamená, že se vyvíjejí jen přes jednoho hostitele, a mohou 

tak být vysoce hostitelsky specifické. Naproti tomu heteroxenní druhy mají ve svém 

vývojovém cyklu několik různých hostitelů (Tenter a kol., 2002). Proniknutí kokcidie do 

buněk hostitele a jejich následné namnožení může vyvolat infekční onemocnění, které se 

obecně nazývá kokcidióza. Kokcidie tak mohou mít negativní ekonomický dopad, zejména v 

chovech hospodářských zvířat (Williams, 1999; Chapman, 2014). V poslední době se zvyšuje 

zájem o kokcidie volně žijících zvířat, a to z důvodu studia jejich vlivu na populace, ekologii 

a evoluci jejich hostitelů (Knight a kol., 2018). 

1.5.1 Fylogeneze  

Tvrzení, že je kmen Apicomplexa monofyletický, nasvědčovalo již v minulosti několik 

studií (například Johnson a kol., 1987, 1990). Avšak až Barta a kol. (1991) tuto skutečnost 

potvrdili pomocí molekulárních metod. Další studie zároveň ukazují, že skupiny tvořící kmen 

Apicomplexa již monofyletické nejsou; jedná se o skupiny Aconoidasida a Conoidasida, ale i 

o skupinu Coccidia (Conoidasida), do které patří kokcidie rodu Eimeria (Adl a kol., 2012). 

Většina molekulárně-fylogenetických studií v rámci kmene Apicomplexa je zaměřena 

zejména na lékařsky či veterinárně významné taxony (Barta a kol., 1997; Kvičerová a kol., 

2008; Pakandl, 2009; Wellehan, 2016; Clark a kol., 2017; Knight a kol., 2018). 
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Pro monoxenní kokcidie rodu Eimeria je typické, že se dělí na několik hostitelsky 

specifických linií, které parazitují například u hlodavců, králíků, skotu nebo drůbeže (Barta a 

kol., 1997; Matsubayashi a kol., 2005; Kvičerová a kol., 2008; Knight a kol., 2018). 

Příbuzenskými vztahy hlodavčích kokcidií rodu Eimeria se dosud zabývalo několik studií. Již 

práce Reduker a kol. (1987), která studovala vztahy mezi vybranými druhy eimerií u hlodavců 

čeledi Muridae na základě morfologických znaků oocyst a isozymových dat naznačila, že tvoří 

dvě linie, ve studii pojmenované jako typ A a typ B. Ve výsledku se příbuznost obou typů 

zakládala spíše na morfologické podobnosti vysporulovaných oocyst než na podobnosti v 

hostitelských spektrech. Zhao a Duszynski (2001c) použili ve fylogenetických analýzách 

plastidový gen ORF 470 a jaderný gen 18S rRNA ke zjištění fylogenetické příbuznosti 10 

druhů hlodavčích eimerií, a došli k podobnému závěru jako předchozí studie. V další studii 

zvolili Zhao a Duszynski (2001a) opět jadernou 18S rDNA a nově také plastidový gen 23S 

rRNA. Výsledky tentokrát rozdělení hlodavčích eimerií na dvě linie nepotvrdily, vzhledem 

k většímu počtu analyzovaných eimerií a větší variabilitě v morfologii analyzovaných oocyst. 

Pro eimerie typu A byla charakteristická malá variabilita ve velikosti a tvaru vysporulovaných 

oocyst, jejichž součástí bylo také reziduum oocysty a přítomnost jedné nebo dvou polárních 

granul. Naopak vysporulované oocysty eimerií typu B byly více variabilní ve velikosti a tvaru. 

Zároveň jim také chybělo reziduum oocysty, které se ukázalo být hlavním znakem pro 

rozdělení hlodavčích eimerií na tyto dvě linie. Srovnatelné výsledky získali také Kvičerová a 

kol. (2008) u eimerií parazitujících u králíků na základě jaderné 18S rDNA. Podobně jako u 

výše zmíněných studií, fylogenetické analýzy rozdělily eimerie králíků na dvě linie, přičemž 

u jedné se opět vyskytovalo reziduum oocysty, u druhé nikoli. Hypotéza existence dvou linií 

hlodavčích eimerií byla překonána až zařazením dalších druhů eimerií z různých rodů a čeledí 

hlodavců do analýz, kdy došlo k vytvoření ještě třetí linie (Kvičerová a kol., 2011), nebo 

dokonce několika samostatných linií (Kvičerová a Hypša, 2013; Mácová a kol., 2018). 

Na předchozí výzkumy navazuje recentní rozsáhlá studie Mácová a kol. (2018), která 

se zabývala vlivy hostitelské specifity a fylogenetickými vztahy kokcidií rodu Eimeria 

parazitujících u hlodavců z čeledí Muridae (rod Apodemus) a Arvicolidae (rody Microtus a 

Myodes). Pro účely tohoto výzkumu probíhaly odchyty hlodavců v různých oblastech Evropy 

po několik let. Fylogenetické analýzy byly provedeny na základě jaderné 18S rDNA, a 

mitochondriálního genu COX 1. Eimerie získané z hlodavčích čeledí Muridae a Arvicolidae 

klastrovaly v několika dobře podpořených skupinách, což dalo vzniku třem hlavním jasně 

odděleným monofyletickým liniím, které byly pojmenovány na základě morfologické 
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podobnosti s dosud popsanými druhy eimerií z myšic rodu Apodemus – E. apionodes, E. 

jerfinica a E. uptoni (Obr. 2). Linie E. apionodes byla dále rozdělena na podlinie E. apionodes 

I-IV a na parafyletické morfotypy E. alorani a E. kaunensis. Jednotlivé linie se od sebe lišily 

stupněm hostitelské specifity. Vyšší hostitelská specifita byla zaznamenána u podlinie E. 

apionodes I, která zahrnovala pouze hlodavce z čeledi Arvicolidae. Podlinie E. apionodes III 

a morfotyp E. kaunensis měly hostitelskou specifitu nižší, a byly tvořeny vzorky z čeledí 

Muridae i Arvicolidae; u E. apionodes IV ale převládaly vzorky z rodu Apodemus. Linie E. 

jerfinica a E. uptoni zformovaly samostatné monofyletické skupiny, fylogeneticky vzdálené 

od linie E. apionodes, které byly striktně hostitelsky specifické k rodu Apodemus. Hostitelskou 

specifitu k rodu Apodemus prokázaly také podlinie E. apionodes II a morfotyp E. alorani, 

přičemž morfotyp E. alorani byl hostitelsky specifický výhradně pro myšici temnopásou, 

Apodemus agrarius (Mácová a kol., 2018). 
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Obr. 2: Fylogenetický strom získaný analýzou BI na základě sekvencí COX 1 kokcidií rodu 

Eimeria, která byla zaměřena na eimerie myšovitých a hrabošovitých hlodavců (převzato 

z Mácová a kol., 2018). 
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1.5.2 Taxonomie  

Kmen Apicomplexa představuje různorodou skupinu protozoí, pro které je typická 

přítomnost apikálního komplexu ve vývojovém stadiu zoitů (Levine, 1970; Cox, 1994; Tenter 

a Johnson, 1997; Tenter a kol., 2002). S narůstajícími znalostmi v oblasti morfologie, 

životních cyklů a hostitelské specifity organismů se postupně začal ke klasifikaci protozoí 

používat širší rozsah fenotypových znaků (Cox, 1991; Tenter a kol., 2002). Proto bylo během 

druhé poloviny 20. století navrženo několik klasifikačních systémů protozoí, včetně kokcidií. 

Rozvoj metod molekulární biologie vedl začátkem 21. století k velké taxonomické revizi 

protozoí, která byla založena na kombinaci fenotypových a molekulárních znaků. V červenci 

roku 2001 se konala debata o klasifikaci protozoí zaměřená zejména na kokcidie rodu Eimeria, 

které představují jednu z nejpočetnějších skupin parazitických protozoí (Tenter a kol., 2002). 

Klasifikace druhů kokcidií je často považována za nepřesnou, protože mnohdy jsou 

k dispozici jen vzorky trusu hostitelů, které obsahují exogenní vývojová stádia ve formě 

oocyst. Endogenní stádia, která se vyvíjejí v nejrůznějších tkáních hostitele, většinou nebývají 

k dispozici, protože hostitele lze jen těžko vyhledat nebo podrobit pitvě, v některých případech 

může být také ohrožený nebo zákonem chráněný (Williams a kol., 2010; Chapman a kol., 

2013). Vzhledem k taxonomickým komplikacím a k existenci velkého množství zdrojů a dat 

byla založena internetová stránka „The Coccidia of the World“ (biology.unm.edu2), která má 

za cíl zaznamenávat a řešit problematiku a platnost dosud popsaných druhů kokcidií. Stránku 

spravují prof. Donald Duszynski a Lee Couch z Nového Mexika v USA. Momentálně největší 

část této databáze představuje skupina Eimeriorina. 

Ve své práci jsem se zabýval především monoxenním rodem Eimeria, který je jednou 

z taxonomicky nejkontroverznějších skupin protozoí. Do současnosti proběhlo několik 

taxonomických revizí mezinárodní komisí (Commitee on Systematics and Evolution of the 

Society of Protozoologists) (Cox, 1991, 1994; Tenter a kol., 2002). Já jsem vycházel z recentně 

uznávané klasifikace dle Adl a kol. (2012), která uvádí zařazení kokcidií rodu Eimeria 

následovně: 
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Eukaryota (Whittaker a Margulis, 1978) 

Super-skupina: Sar (Adl a kol., 2012) 

Skupina: Alveolata (Cavalier-Smith, 1991) 

Skupina: Apicomplexa (Levine, 1980) 

Skupina: Conoidasida (Levine, 1988) 

Skupina: Coccidia (Leuckart, 1879) 

Skupina: Eimeriorina (Léger, 1911) 

1.5.3 Morfologie oocyst a determinace kokcidií rodu Eimeria 

Jednotlivé rody kokcidií se mezi sebou liší počtem sporocyst v oocystě a počtem 

sporozoitů ve sporocystě. Kokcidie rodu Eimeria mají 4 sporocysty, přičemž v každé se 

nacházejí 2 sporozoiti. Většina druhů eimerií byla popsána pouze na základě morfologie 

vysporulovaných oocyst. Některé druhy nemají všechny morfologické znaky, uvedené 

na Obr. 3, a tak přítomnost nebo absence těchto znaků napomáhají rozpoznání či určení 

konkrétního druhu. Pro determinaci je důležitá délka, šířka, a poměr délky a šířky (tzv. shape-

index, SI) u oocyst a sporocyst kokcidií. Oocysty se mezi sebou liší tvarem, charakterem stěny 

a strukturami uvnitř oocysty. Často se pro popis tvaru oocysty nepřesně používá termín 

„oválná“, přičemž pokud je jeden pól kulatější než druhý, je tento tvar označován jako 

„vejcovitý“. Jestliže je oocysta na obou pólech stejná, označuje se jako „elipsoidní“. Vnější 

stěna oocysty je nejčastěji jedno-, nebo dvouvrstvá, výjimečně třívrstvá. Může být hladká nebo 

drsná. Některé druhy mají ve vnější stěně pigment, který udává zbarvení oocysty. Často jde 

o hnědou a žlutou barvu, která může být u různých druhů intenzivnější, nebo naopak světlejší. 

Na jednom pólu oocysty se může nacházet ztenčení, tzv. micropyle, které může být kryto 

čepičkou. Při procesu excystace (viz kapitola 1.5.4) tudy z oocysty unikají sporozoity. Uvnitř 

oocysty se mohou nacházet reziduální tělíska, jejichž velikost a charakter (např. kompaktní, 

difuzní, vakuolární) se mezi druhy liší. Jedná se o nahromaděné lipidy, které nebyly 

spotřebovány během procesu sporogonie. Sporocysty se také vyznačují několika klíčovými 

determinačními znaky. Obvykle se liší tvarem, přičemž i jejich stěna může mít různou 

tloušťku. Dalším určovacím znakem je Stiedovo tělísko, konkrétně jeho přítomnost či absence, 

tvar a rozměry; toto tělísko je umístěno na jednom z pólů sporocysty a umožňuje vypuštění 

sporozoitů během procesu excystace. Ve sporocystě se může nacházet reziduum sporocysty, 



17 
 

které je buď kompaktní, nebo je složeno z několika roztroušených granulí. Konečným stádiem 

sporogonie jsou sporozoity. Tyto útvary jsou nejčastěji protáhlé, a na jednom pólu se rozšiřují. 

Tvarem však mohou být značně různorodé – popsány jsou například válcovitý, hruškovitý, 

banánovitý či dokonce i špendlíkovitý tvar. Součástí sporozoitu je velké a malé refraktilní 

tělísko, která jsou bílkovinného původu. Velké refraktilní tělísko se nachází v rozšířené části 

sporozoitu, malé refraktilní tělísko na druhém pólu v zúžené části sporozoitu; mezi nimi je 

obvykle uloženo jádro sporozoitu (Levine a Ivens, 1965; Kheysin, 1972; Duszynski a Wilber, 

1997). 

 

Obr. 3: Morfologické determinační znaky u vysporulované oocysty eimerie (převzato z 

Levine a Ivens, 1965).  

1.5.4 Životní cyklus  

Životní cyklus kokcidií lze rozdělit podle počtu hostitelů na monoxenní, u kterého 

figuruje pouze jeden hostitel a na heteroxenní, jejichž životní cyklus zahrnuje několik 

hostitelů. Dále lze životní cyklus rozdělit na nepohlavní a pohlavní část. Životní cyklus 

skupiny Eimeriorina je monoxenní, a je rozdělen do čtyř fází: sporogonie, excystace, 

merogonie, a gametogonie (Levine a Ivens, 1965; Kheysin, 1972; Duszynski a Upton, 2001; 

Allen a Fetterer, 2002). 

Oocysty kokcidií čeledi Eimeriidae jsou vylučovány do vnějšího prostředí ve výkalech 

hostitele, přičemž v tomto stádiu obsahují pouze jednu buňku označovanou jako sporont. 

Za přítomnosti kyslíku, a při vhodné vlhkosti a teplotě, se sporont diferencuje a vytváří 

sporocystu, která obsahuje infekční sporozoity. Tento proces se označuje jako sporulace; trvá 

hodiny až několik dnů, a jeho délka trvání je důležitá pro druhovou determinaci kokcidií. 
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Pozřením vysporulovaných oocyst vhodným hostitelem dojde k jejich rozpadu, což vede 

k uvolnění sporozoitů, které napadají epiteliální buňky gastrointestinálního traktu, nejčastěji 

tenkého střeva, a mění se v první generaci schizontů. Schizonty rostou, dělí se, a přibližně po 

36 hodinách zformují první generaci merogonie čítající 20 až 36 merozoitů (Levine a Ivens, 

1965; Kheysin, 1972; Allen a Fetterer, 2002). 

Merozoity následně opouštějí epiteliální buňky a vstupují do dalších buněk, kde 

zformují druhou generaci schizontů, které rostou a produkují 10-14 merozoitů druhé generace 

přibližně do dvou dnů po infekci. Tento proces se může ještě několikrát opakovat (počet cyklů 

merogonie se zdá být pro různé druhy fixní, a tudíž charakteristický), kdy generační 

merozoity, které následně vstupují do pohlavní fáze životního cyklu, jsou produkovány jako 

poslední, přibližně po třech až čtyřech dnech po infekci. Merozoity poslední generace vstupují 

do nových epiteliálních buněk, kde tvoří samčí mikrogametocyty, nebo samičí makrogamety 

(Levine a Ivens, 1965; Kheysin, 1972; Duszynski a Upton, 2001). 

Během gametogonie produkují mikrogametocyty vícenásobným dělením velké 

množství bičíkatých mikrogamet. Makrogamety rostou a obsahují plastické granule (tzv. wall-

forming bodies), které se během zrání přesouvají k obvodu buňky. Po oplození makrogamety 

mikrogametou tyto granule splynou, a vytvoří stěnu oocysty. Oocysta poté opouští 

hostitelskou buňku, vstupuje do lumenu střeva, a spolu s výkaly se pak dostává do vnějšího 

prostředí. Tímto je životní cyklus uzavřen. Prepatentní perioda (interval od pozření 

vysporulované oocysty hostitelem do opuštění nové oocysty z téhož hostitele do vnějšího 

prostředí) trvá několik dní, a je rovněž pro jednotlivé druhy kokcidií specifická. Interval, po 

který jsou oocysty vylučovány v trusu hostitele do vnějšího prostředí, se nazývá patentní 

perioda, a je rovněž charakteristický pro jednotlivé druhy kokcidií. Některé sporozoity 

nevstupují do hostitelských buněk ihned, a mohou přečkávat v lumenu střeva po několik dnů 

(Kheysin, 1972; Knight a kol., 2018). 

Pokud není hostitel znovu infikován, je kokcidióza limitovaná. Po průchodu sexuální 

fází životního cyklu a vytvoření oocyst, které opustí hostitele, je infekce u konce. Reinfekce 

je možná, závisí však na imunitě hostitele vytvořené během primární infekce. Dále závisí na 

podmínkách vnějšího prostředí, ve kterém se oocysta nachází. V některých případech, jako 

jsou hromadné chovy zvířat, dochází k reinfekcím hostitele často, a to zejména z důvodu 

kontaminace podestýlky, nástrojů a ploch oocystami (Duszynski a Upton, 2001; Allen a 

Fetterer, 2002; Knight a kol., 2018). 
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1.5.5 Hostitelská specifita 

Za hostitelskou specifitu se považuje schopnost parazita infikovat určitou škálu 

hostitelů a dokončit v nich svůj vývoj, a představuje jednu ze základních charakteristik 

parazitických taxonů. V parazitologii byla tato vlastnost tradičně považována za vysoce 

konzervativní, což vedlo k rozvoji studií zabývajících se koevolucí a kospeciací mezi 

hostitelem a parazitem. Vlivy, na nichž závisí stupeň hostitelské specifity, nejsou příliš známé. 

Některé studie naznačují, že mezi hlavní faktory patří vitalita, fekundita a genetika parazita a 

habitat, ve kterém se zrovna vyskytuje. Dále hraje významnou roli ekologie a imunitní systém 

hostitele (Adamson a Caira, 1994; Duszynski a Upton, 2001; Chapman a kol., 2013; Kvičerová 

a Hypša, 2013). 

Monoxenní kokcidie bývají často značně hostitelsky specifické. Znamená to, že 

k dokončení svého vývoje musí infikovat konkrétní druh/y hostitelů (Tenter a kol., 2002). 

Striktní hostitelská specifita, kdy se kokcidie vyvíjí pouze v jednom jediném druhu, je celkem 

neobvyklá, nicméně ji najdeme například u rodu Choleoeimeria, který striktně infikuje 

konkrétní druhy ještěrů (Jirků a kol., 2009; Szczepaniak a kol., 2016). Pro rod Eimeria je 

typická vyšší hostitelská specifita. Například Eimeria agrarii je striktně hostitelsky specifická 

a parazituje u myšice temnopásé, naopak nižší specifitu najdeme u Eimeria uptoni, která je 

schopná infikovat minimálně čtyři druhy myšic (Higgs a Nowell, 1991; Hůrková a kol., 2005). 

1.5.6 Hlodavci jako hostitelé kokcidií 

Hlodavci (Rodentia) jsou řazeni do skupiny placentálních savců. Jsou druhově 

nejpočetnější a evolučně nejúspěšnější z řádů savců. Se svými více než 2000 druhy tvoří 

hlodavci téměř polovinu řádu savců (Hutchins a kol., 2003; Merritt, 2010). Většina hlodavců 

je drobné až střední velikosti, s podobnou anatomickou stavbou těla. Jejich hmotnost se 

obvykle pohybuje pouze kolem několika desítek gramů, výjimkou je například kapybara, 

dosahující hmostnosti až 70 kg. Pro hlodavce jsou charakteristické dva páry řezáků (hlodáků), 

oddělené od zbytku zubů mezerou (diastémou). Společným znakem této skupiny je také krátká 

doba březosti, přičemž samice mívá obvykle několik vrhů do roka. Fylogeneze hlodavců je 

považována za velmi složitou, vzhledem k jejich rychlému evolučnímu tempu, což komplikuje 

i samotnou taxonomii (Hutchins a kol., 2003; Merritt, 2010). Ta se neustále mění, protože i 

recentně jsou stále objevovány a popisovány nové druhy či dokonce rody (například Rowe a 

kol., 2016). 
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Již Levine a Ivens (1965) zaznamenali ve své review existenci 204 druhů kokcidií rodu 

Eimeria a jen 10 druhů rodu Isospor, parazitujících u hlodavců. O 25 let později Levine a Ivens 

(1990) zaznamenali již 374 eimerií a 39 isospor parazitujících u hlodavců. Duszynski a Upton 

(2001) ve své rešeržní práci uvádějí, že kokcidie rodu Eimeria jsou u hlodavců zastoupeny 

415 druhy, a kokcidie rodu Isospora 40 druhy.  

Kokcidie rodu Eimeria jsou častými parazity myšovitých hlodavců rodu Apodemus. 

Doposud různé morfologické a molekulární studie naznačovaly komplexnost vztahů mezi 

eimeriemi a jejich hlodavčími hostiteli, přičemž některé druhy eimerií jsou schopny infikovat 

až několik druhů hlodavců z rodu Apodemus (viz kapitola 1.5.5). Nedávné studie zároveň 

odhalily, že některé eimerie byly schopny hostitelského přeskoku právě u těchto hlodavců. 

Jako příklad lze uvést nezávislý hostitelský přeskok kokcidií E. alorani a E. apionodes II 

z Apodemus flavicollis a A. sylvaticus na A. agrarius (Kvičerová a Hypša, 2013; Mácová a 

kol., 2018). 

U myšic rodu Apodemus bylo dosud popsáno více než 30 druhů kokcidií rodu Eimeria 

(Higgs a Nowell, 1991). Některé z nich mají nižší hostitelskou specifitu, a tak mohou 

parazitovat na širším spektru hostitelů (viz. kapitola 1.5.5). Mezi takové řadíme například E. 

apionodes, E. apodemi a E. arkutinae. Všechny tři mohou parazitovat u třech druhů myšic 

rodu Apodemus – A. agrarius, A. flavicollis a A. sylvaticus. Vyšší hostitelskou specifitu 

vykazují například E. sylvatica parazitující u A. sylvaticus, nebo E. agrarii parazitující 

výhradně u A. agrarius (Levine, 1990; Hůrková a kol., 2005). 

1.6 Myšice temnopásá jako modelový organismus 

Rod Apodemus (Rodentia: Muridae: Murinae) tvoří 14 druhů rozdělených do dvou 

podrodů – Apodemus a Sylvaemus (Wilson a Reeder, 2005). Tato klasifikace je založena 

zejména na stavbě zubů, kostry, měkkých tkání, a na tělesných rozměrech. Myšice temnopásá 

(Apodemus agrarius) je spolu s A. flavicollis, A. sylvaticus a A. microps/uralensis jedním ze 

čtyř druhů myšic rodu Apodemus, které se vyskytují na území České republiky. 

Myšice temnopásá je drobný hlodavec z čeledi myšovitých. Váží 15-50 g a jeho tělo 

dorůstá délky až 13 cm. Celková barva srsti se pohybuje v odstínech šedi a hnědi, často se 

žlutými až rezavými místy. Spodek těla je světlý nebo našedivělý, s bílou srstí na končetinách. 

Unikátním poznávacím znakem je černý pruh vprostřed hřbetu, 2-3 mm široký, který se táhne 
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od hlavy až k ocasu. Na ocasu, který je dlouhý až 14 cm, má 120-140 kroužků zrohovatělé 

kůže. Pro myšice je typické, že je kůže ocasu křehká, snadno praská a stahuje se, a slouží tak 

jako obranný mechanismus při napadení predátorem. Myšice temnopásá je všežravá, živí se 

plody, semeny, kořeny, a zelenými částmi rostlin. Výjimkou nejsou ani larvy hmyzu nebo 

drobní živočichové, jako pavouci a žížaly. Rozmnožuje se od začátku dubna do konce září. 

Samice obvykle mívá v této době dva až tři vrhy po třech až devíti mláďatech. Březost trvá 

obvykle 21-22 dní a jednotlivé porody mají mezi sebou přibližně 50 denní pauzu. Sedmý den 

po narození jsou mláďata již osrstěná, a za další čtyři dny otevírají oči. Jejich pohlavní 

dospělost nastává mezi 7. a 8. týdnem života. V průměru se dožívá 2-4 let (Nowak, 1999; 

Dungel a Gaisler, 2002; Anděra a Horáček, 2005; Velenská, 2007). 

Myšice temnopásá obvykle tráví svůj život v areálu o rozloze kolem 180 m2, přičemž 

hustota osídlení je přibližně 54 myšic na hektar. Na rozdíl od jiných druhů myšic se vyznačuje 

denní aktivitou. Výborně šplhá, dobře skáče a plave. Typické jsou pro ni vlhčí stanoviště podél 

řek s bujnou vegetací, lesní okraje a křovinami porostlé stráně. Na podzim a v zimě má 

tendenci se stahovat do blízkosti lidských sídel, ale převážně hloubí hluboké nory, kde poté 

přečkává. Systém nor je složen z cirkulárních tunelů, uspořádaných obvykle kolem stromu, 

s jedním hlavním hnízdem a vedlejšími vstupními tunely. Zároveň si v síti tunelů buduje 

zásobárny jídla (Nowak, 1999; Velenská, 2007). 

Vyskytuje se ve dvou izolovaných oblastech. První oblast tvoří Korea, Čína, Taiwan, 

a ruský Dálný východ. Druhou oblastí jsou střední Asie, Kavkaz až střední Evropa, konkrétně 

po Severoněmeckou nížinu a severní Itálii (Obr. 4 a 5). K jejímu intenzivnějšímu pronikání 

do evropského vnitrozemí brání zalesněná horstva karpatského systému (Anděra a Horáček, 

2002). Na Slovensku je výskyt myšice temnopásé rozdělen na dvě větve, které obě začínají na 

východním Slovensku. První větev, severní, vede podtatranskými kotlinami a pokračuje dále 

na severní Moravu. Druhá větev, jihovýchodní, kopíruje jižní obvod Karpat (Ambros a kol., 

2010). V České republice se myšice temnopásá vyskytuje v odlesněných oblastech, které 

navazují na severní větev jejího rozšíření. Najdeme ji například na Šluknovsku, Frýdlantsku, 

Děčínsku, Chebsku, Českolipsku, a také na hřebenech Krušných hor. V některých oblastech 

Česka se vyskytuje jen ostrůvkově a její populace tam v nepravidelných intervalech zaniká a 

znovu se obnovuje (jde o tzv. pulzování hranic areálu). Na Moravě a ve Slezsku se myšice 

temnopásá vyskytuje hojněji. V nedávné době došlo k posunu její hranice blíže na střední 

Moravu (Olomoucko, Brno, Kroměřížsko a Prostějovsko), některé nové studie uvádějí její 

výskyt ještě dále na Hodonínsku a Znojemsku (Anděra a Horáček, 2005; Velenská, 2007). 
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Celkově nejvíce nálezů myšice temnopásé pochází z poloh do 300 m. n. m. Některé další 

nálezy zejména na horách (Krušné hory, Hrubý Jeseník) datují její výskyt do 800 m. n. m. 

V Krkonoších se výjimečně objevuje i v nadmořské výšce 1000-1400 m. n. m. (Obr. 6) 

(Anděra a Horáček, 2005). 

 

Obr. 4: Výskyt myšice temnopásé ve světě (převzato z www.iucnredlist.org3). 

 

Obr. 5: Výskyt myšice temnopásé v Evropě (převzato z www.iucnredlist.org3). 
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Obr. 6: Mapa výskytu myšice temnopásé v České republice (převzato z Anděra a Beneš, 

2002). Prázdné kolečko znázorňuje oblasti výskytu do roku 1950; plné kolečko znázorňuje 

oblasti výskytu, které byly potvrzeny po roce 1950; trojúhelník znázorňuje data od Farského 

(1965). 
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2 Cíle práce 

Cílem této práce bylo rekonstruovat na základě sekvencí genu pro cytochrom c oxidázu 

III (COX 3) fylogenetické vztahy kokcidií rodu Eimeria parazitujících u myšice temnopásé 

(Apodemus agrarius: Muridae, Murinae) z různých oblastí Evropy, a zhodnotit využitelnost 

tohoto genu jako vhodného markeru pro analýzy a interpretaci mezidruhových a 

vnitrodruhových fylogenetických vztahů u kokcidií rodu Eimeria. 

Zvolený hostitelský druh, myšice temnopásá, pochází narozdíl od ostatních druhů 

myšic žijících na evropském území z východní Asie. Postupně se rozšířila i do Evropy. Je 

zajímavým modelovým organismem pro studium kokcidií u volně žijících zvířat, jelikož tým 

naší laboratoře recentně prokázal, že u kokcidií došlo k hostitelským přeskokům na tento druh 

myšice z myšic pocházejících z Evropy (Apodemus flavicollis a Apodemus sylvaticus). 

Recentně existuje tlak, aby fylogenetické vztahy byly interpretovány na základě analýz 

dvou či více genů. V současné době je pro analýzy fylogenetických vztahů kokcidií používán 

zejména gen pro 18S rRNA a gen pro cytochrom c oxidázu I (COX 1). První zmíněný je 

vysoce konzervativní a nelze jej použít pro rekonstrukce vnitrodruhových vztahů či vztahů 

blízce příbuzných druhů. COX 1 gen již je pro takové analýzy vhodný. Rozpačité výsledky 

podávají plastidové geny pro ORF 470 a 23S rRNA. Proto by bylo vhodné najít ještě další 

gen, který podpoří výsledky získávané analýzami COX 1 genu. V této bakalářské práci byl 

vůbec poprvé u kokcidií použit a testován gen pro COX 3. 

 

Pro splnění cílů své práce jsem použil zejména metody molekulární biologie, a analýzy 

dat pomocí počítačových programů. 

K dosažení cílů práce jsem provedl následující dílčí kroky: 

• Příprava vzorků pro PCR 

• Amplifikace COX 3 genu kokcidií metodou PCR 

• Zpracování PCR produktů elektroforézou a jejich vyhodnocení na UV 

transiluminátoru 

• Enzymatické čištění PCR produktů 

• Odeslání přečištěných PCR produktů na sekvenaci Sangerovou metodou 
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• Zpracování sekvencí pomocí počítačových programů 

• Tvorba fylogenetických stromů a rekonstrukce fylogenetických vztahů mezi 

eimeriemi z myšice temnopásé 

• Porovnání fylogenetických vztahů získaných na základě analýz COX 3 genu 

s informací obsaženou v analýzách COX 1 genu pro tentýž dataset, a pro tytéž 

morfotypy eimerií 

 

Práce je dílčí součástí širšího projektu laboratoře prof. Hypši, a byla finančně 

podpořena grantovým projektem GA ČR č. 17-19831S. 
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3  Metodika 

3.1 Původ studovaných vzorků, jejich odběr a vyšetření 

Vzorky, které jsem zpracovával, byly získány školitelkou a jejími studenty při 

odchytech hlodavců v různých oblastech Evropy (Tab. 2; Obr. 13, 14 v příloze). Odchyty byly 

prováděny do klasických pérových sklapovacích pastí vnaděných knotem napuštěným sádlem 

s hovězím bujonem, případně pomazaným játrovou paštikou. Odchyceným jedincům byl 

odebrán tračník s trusem, a konzervován ve 4% vodném roztoku dichromanu draselného 

(K2Cr2O7). Vzorky trusu byly následně vyšetřeny standardní flotační metodou s použitím 

Sheatherova cukerného roztoku o hustotě 1,30 (Zajac a Conboy, 2006; Modrý a kol., 2015). 

Vzorky pozitivní na oocysty kokcidií byly podrobeny morfologické analýze a byla z nich 

komerčním kitem FastDNA® SPIN for Soil Kit (MP Biomedicals, LLC, Santa Ana, California, 

USA) izolována genomová DNA. Já jsem pracoval až s takto vyizolovanou DNA. V dalších 

kapitolách se tedy podrobněji věnuji metodám, které jsem používal přímo já. 

3.2 Molekulární analýzy 

3.2.1 Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

Polymerázovou řetězovou reakci jsem použil k amplifikaci genu pro cytochrom c 

oxidázu III (COX 3). Primery mi byly poskytnuty školitelkou, a jejich sekvence byly získány 

od Johna R. Barty (University of Guelph, Ontario, Kanada) na základě osekvenovaných 

mitochondriálních genomů některých kokcidií. 

Nejprve byla napipetována reakční směs o celkovém objemu 25 µl. Jednotlivé složky 

byly zastoupeny v následujícím množství: 

• 2,5 µl pufru (10× PCR buffer, 1,5 mM MgCl2; Qiagen®, Hilden, Německo) 

• 2,0 µl vyizolované DNA 

• 1,0 µl nukleotidů (dNTPs; 10mM roztok – 2,5 mM každé báze) 

• 0,5 µl primeru forward 799R (25 pmol/µl; Generi Biotech s.r.o., Hradec Králové, ČR) 

• 0,5 µl primeru reverse 172F (25 pmol/µl; Generi Biotech s.r.o., Hradec Králové, ČR) 

• 0,2 µl HotStarTaq® Plus DNA polymerázy (5 U/µl; Qiagen®, Hilden, Německo) 

• 18,3 µl PCR H2O 
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Tab. 1: Sekvence primerů použitých pro PCR amplifikaci mitochondriálního genu COX 3. 

Gen 
Primer 

Forward (172F) Reverse (799R) 

COX 3 
5´-AGAAAACCTAAAATCATCATGT-3´ 

(22 bází) 

5´-AAGTGAGTTCGCATGTTTAC-3´ 

(20 bází) 

 

Polymerázová řetězová reakce probíhala za standardních podmínek v termocykleru 

Mastercycler® Nexus značky Eppendorf. Nejprve byla zahájena iniciální denaturace DNA při 

teplotě 95 °C po dobu 5 minut, při níž byla aktivována HotStarTaq® Plus DNA polymeráza. 

Poté následoval cyklus tří kroků, který se opakoval celkem 30×. Prvním krokem cyklu byla 

denaturace DNA při teplotě 94 °C po dobu 45 sekund. Poté následoval druhý krok cyklu, 

annealing, tedy navázání primerů na DNA podle principu komplementarity, a to při teplotě 

48 °C po dobu 45 sekund. Nejvhodnější teplotu annealingu jsem zjistil provedením 

gradientové PCR při rozmezí teplot 46-51 °C. Třetím krokem cyklu byla elongace, tedy 

nasednutí Taq polymerázy a syntéza nových vláken DNA. Tento krok proběhl při teplotě 

72 °C po dobu jedné minuty. Posledním krokem programu byla finální elongace, která 

probíhala při 72 °C po dobu 10 minut. 

3.2.2 Elektroforéza 

Výsledky polymerázové řetězové reakce byly následně zpracovány elektroforetickou 

metodou. Jednotlivé vzorky byly smíchány s kapkou barviva SYBR Green (přibližně 1 µl na 

1 vzorek) a poté přeneseny na 1% agarózový gel. Do samostatné jamky byly napipetovány 4 

µl velikostního standardu GeneRuler 1kB DNA Ladder (0,1 µg/µl; Thermo Scientific, 

Waltham, Massachusetts, USA).  

Elektroforéza probíhala v elektroforetických vanách MiniRun GE-100 nebo Advance 

Mupid®-One při 100 až 135 V po dobu přibližně 25 minut. Vizualizace výsledků poté proběhla 

na UV transiluminátoru a programu Alliance Uvitec Cambridge. Pozitivní PCR produkty byly 

následně enzymaticky přečištěny. 

3.2.3 Enzymatické čištění produktů 

K jednotlivým PCR produktům bylo napipetováno 0,2 µl enzymu Exonuclease I (Exo 

I, 20 U/µl; Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) a 0,2 µl enzymu 

Thermosensitive Alkaline Phosphatase (FastAp, 1 U/µl; Thermo Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA). Produkty smíchané s enzymem byly opět vloženy do termocykleru 

s přednastaveným programem pro čištění. Tento program zahrnoval dva kroky a trval 30 
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minut. První krok probíhal při teplotě 37 °C po dobu 15 minut, druhý krok probíhal při teplotě 

80 °C, také po dobu 15 minut. Takto přečištěné PCR produkty byly následně odeslány 

společností FedEx© na Sanger sekvenaci do firmy Macrogen, Inc. (Amsterdam, Holandsko). 

3.2.4 Úprava a zpracování sekvencí 

Získané sekvence byly zkontrolovány v programu Sequence Scanner Software 2 

(Thermo Fisher Scientific, Inc.; verze 2.0). U vzorků, ze kterých nebyly získány čisté 

sekvence, byla znovu zopakována PCR, a pokud ani po třetím pokusu nebyla sekvenace 

úspěšná, vzorek byl vyřazen. Identita úspěšně získaných sekvencí byla dále ověřena v databázi 

GenBank pomocí algoritmu BLAST (blast.ncbi.nlm.nih.gov4). Sekvence byly poté uloženy do 

potřebného formátu v programu EditSeq (DNASTAR, Inc.; verze 5.05), a forward a reverse 

části následně složeny pomocí programu SeqMan (DNASTAR, Inc.; verze 5.05) v celek, tzv. 

consensus. Čtecí rámce výsledných celkových sekvencí byly zkontrolovány v programu 

EditSeq, a pokud bylo zapotřebí (tj. pokud byly posunuty), byly manuálně upraveny. 

3.3 Fylogenetické analýzy 

3.3.1 Alignment 

V databázi GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov1) byly vyhledány sekvence genů pro 

COX 3 dalších kokcidií rodů Cyclospora, Caryospora, Eimeria a Isospora (Tab. 3 v příloze). 

Následně byl z nich a z vlastních získaných sekvencí (Tab. 2) vytvořen dataset v textovém 

formátu FASTA. Z něj byl pomocí algoritmu ClustalW (Thompson a kol., 1994) sestrojen 

alignment v programu BioEdit (Hall, 1999; verze 7.0.5). Alignment byl poté manuálně 

upraven a ořezán. Stejným způsobem byl vytvořen alignment sekvencí genu COX 1, který 

poté v analýzách sloužil k porovnání s výsledky analýz COX 3 genu. 

3.3.2 Rekonstrukce fylogenetických vztahů 

Alignment byl uložen ve formátech FASTA, PHYLIP a NEXUS. Pro Maximum 

likelihood (ML) analýzu byl použit formát PHYLIP a spočítán nejvhodnější evoluční model 

pomocí programu SMS: Smart Model Selection (www.atgc-montpellier.fr/sms5) jako GTR + 

Γ + I. Poté proběhl výpočet fylogenetického stromu programem PHYML (Guindon a Gascuel, 

2003; verze 2.4.3). Bootstrapové hodnoty byly počítány pro 1000 replikací. Stejně byl 

zpracován také alignment pro sekvence genu COX 1. 
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Pro Bayesovskou analýzu byl použit formát NEXUS a program MrBayes 

(SourceForge, 2003; verze 3.2.2). Evoluční model byl nastaven na GTR + Γ + I. Mcmc byl 

nastaven pro 10 milionů generací s frekvencí sběru každých 500 generací, a burn-in na 25 %. 

Stejným způsobem byla zpracována analýza genu COX 1. 

V rámci zhodnocení informativnosti COX 3 genu a jeho využitelnosti pro 

fylogenetické analýzy jsem rovněž sestrojil a analyzoval i konkatenát COX 1 a COX 3 genů. 

Alignment konkatenovaného datasetu byl vytvořen v programu SeaView (Galtier a kol., 1996; 

Gouy a kol., 2010; verze 4.6.3). Stanovení nejvhodnějšího evolučního modelu a následné 

fylogenetické analýzy proběhly stejným způsobem jako u výše popsaných analýz COX 1. 

Výsledné fylogenetické stromy ze všech analýz byly vizualizovány v programu 

TreeView (Page, 2001; verze 1.6.6) a poté graficky upraveny pomocí programu Adobe 

Illustrator CC (Adobe, Inc.; verze 23.0.2). 
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4 Výsledky 

4.1 Sekvenace 

Celkový počet vzorků DNA kokcidií z myšice temnopásé, který jsem měl k dispozici, 

byl 123, přičemž pouze u 74 vzorků se mi podařilo získat čisté sekvence COX 3 o celkové 

délce 753 bp pro fylogenetické analýzy. Vzorky analyzované v této práci jsou uvedeny 

v Tabulce 2, spolu se zemí a lokalitou odchytu, a na základě morfologie zjištěným 

druhem/morfotypem kokcidie. Lokality odchytů jsou orientačně zaznamenány na obrázcích 

13 a 14 v kapitole Přílohy. 

Tab. 2: Seznam vzorků použitých pro fylogenetické analýzy genu COX 3 (referenční vzorky 

použité pro analýzy genu COX 1, které se nevyskytují v COX 3 analýzách, jsou označeny 

v závorce). 

Země Lokalita Kód vzorku 
Druh/Morfotyp 

kokcidie 

ČR 

Křečov (okr. Louny) CSua_54STR Eimeria sp. 

Křivoklát (okr. Rakovník) AF_1Kri (COX 1) E. apionodes IV 

Litvínov (okr. Most) AF_SB11 E. kaunensis 

Solany (okr. Litoměřice) AF_1Sol (COX 1) E. apionodes II 

Solany (okr. Litoměřice)  AF_2Sol (COX 1) E. jerfinica 

Vykmanov  

(okr. Karlovy Vary) 
AF_1Vyk (COX 1) E. apionodes IV 

Vykmanov  

(okr. Karlovy Vary) 
AF_2Vyk (COX 1) E. apionodes II 

Varnsdorf (okr. Děčín) AA_3VARN Isospora sp. 

Bartošovice (okr. Nový Jičín) AA_NJ23 E. jerfinica 

Staříč (okr. Frýdek-Místek) 

AA_1STAR E. alorani 

AA_2STAR E. apionodes II 

AA_5STAR E. apionodes II 

Pusté Jakartice (okr. Opava) AA_NJ77 E. alorani 

Slovensko 

Rozhanovce 

AA_21364 E. alorani 

AA_21369 E. alorani 

AA_21649 
E. alorani,  

E. apionodes II 

AA_21650 E. alorani 

AA_21655 
E. alorani,  

E. jerfinica 

AA_21657 
E. apionodes II,  

E. alorani 

AA_21668 E. alorani 

Košice – Botanická záhrada 
AA_21805 E. jerfinica 

AA_21831 E. uptoni 
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AA_21847 E. alorani 

AA_21848 
E. alorani,  

E. apionodes II 

Košice – Anička AA_21882 E. alorani 

Košice – Botanická záhrada 

AA_21914 E. jerfinica 

AA_22072 E. alorani 

AA_22087 E. alorani 

Nižné Kapustníky 

AA_22088 E. alorani 

AA_22094 E. jerfinica 

AA_22101 E. uptoni 

AA_22104 E. jerfinica 

AA_22105 E. jerfinica 

Hrhov AA_23473 E. alorani 

Šebastovce AA_23503 E. jerfinica 

Komárno AA_23SK16 E. jerfinica 

Bulharsko 

Mohyla Kosmatka 

AA_B2AGR2 E. alorani 

AA_B2AGR4 
E. alorani,  

E. jerfinica 

Studena (Bjala) 
AA_B3AA1 E. alorani 

AA_B3AGR3 E. alorani 

Chorvatsko 

Lupoglav 

AA_CH1E7AGR7 E. alorani 

AA_CH1V3AA14 E. apionodes II 

AA_CH1V7AGR13 E. jerfinica 

AA_CHAA16 E. alorani 

AA_CH1V14AGR11 E. apionodes II 

AA_CH1V15AGR10 E. alorani 

Jamarica AA_CH3E12AGR37 E. jerfinica 

Sunja 

AA_CH4E7AGR57 E. jerfinica 

AA_CH4E9AGR59 E. jerfinica 

AA_CH4E11AGR58 E. uptoni 

Kazachstán 
Poperechnoe 

AA_KAZ27 E. apionodes II 

AA_KAZ28 E. alorani 

AA_KAZ35 E. jerfinica 

AA_KAZ45 E. alorani 

Sekisovka AA_KAZ66 E. jerfinica 

Litva Zeimai 
AA_1Li2 E. alorani 

AA_9Li2 E. apionodes II 

Lotyšsko 

Livani/Rožupe AA_1LO3 E. alorani 

Riga 
AA_22LO2 E. uptoni 

AA_29LO2K E. jerfinica 

Maďarsko Kovacsicstanya u Nyírbogát AA_3HU3 E. jerfinica 
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AA_H3A2 E. alorani 

Debrecen AA_4HU3 E. alorani 

Bugyi AA_HUB14AAGR2 E. jerfinica 

Kecskeméti Utca AA_HUD14AA28 E. jerfinica 

Polsko 

Gant AA_40PL E. jerfinica 

Gierzwald 

AA_63PL E. alorani 

AA_64PL E. alorani 

AA_65PL E. jerfinica 

AA_100PL E. alorani 

AA_105PL Isospora sp. 

Slupno 

AA_113PL E. jerfinica 

AA_115PL E. jerfinica 

AA_117PL E. jerfinica 

Rumunsko Hitiaș, Timiș AA_24RUM16 E. jerfinica 

Srbsko 

Bela Crkva – Banat AA_17SRB E. alorani 

Sremska Mitrovica, Vojvodina AA_68SRB E. jerfinica 

Kikinda, Vojvodina AA_79SRB E. alorani 

Písmena na začátku kódu vzorku označují hostitele: AA, Apodemus agrarius; AF, A. 

flavicollis; CSua, Crocidura suaveolens. 

4.2 Fylogenetické analýzy 

4.2.1 Maximum likelihood analýza sekvencí genu COX 3 

Pro fylogenetickou analýzu maximum likelihood (ML) jsem použil 74 sekvencí genu 

COX 3 kokcidií, které jsem získal z myšice temnopásé, spolu se sekvencí eimerie z bělozubky 

šedé a A. flavicollis (Tabulka 2), a s 25 sekvencemi kokcidií různých rodů (Caryospora, 

Cyclospora, Isospora, Eimeria,) získaných z databáze GenBank, přičemž většina z nich 

parazituje převážně u králíků, drůbeže a dobytka. Z datasetu obsahujícího 101 sekvencí a 

ořezaného na celkovou délku 753 bp byl spočítán fylogenetický strom pomocí programu 

PHYML s parametry uvedenými v kapitole 3.3.2. Za outgroup byla zvolena sekvence 

Caryospora bigenetica. Fylogenetická analýza rozdělila získané sekvence kokcidií z myšice 

temnopásé na celkem čtyři jasně oddělené linie, odpovídající čtyřem morfotypům, dříve 

popsaným v publikaci Mácová a kol. (2018) – E. alorani, E. apionodes II, E. jerfinica a E. 

uptoni. Všechny 4 linie byly dobře podpořeny vysokými bootstrapovými hodnotami, a s 

výjimkou E. alorani, do které se začlenila E. falciformis popsaná z myši domácí, byly 

monofyletické (Obr. 7). 
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Obr. 7: Fylogenetický strom získaný analýzou ML na základě sekvencí COX 3 a parametrů 

uvedených v kapitole 3.3.2. Číselná hodnota u uzlů odpovídá hodnotě bootstrapu; hodnoty 

nižší než 50 % nejsou uvedeny. Strom je zakořeněn taxonem Caryospora bigenetica. 

AA, Apodemus agrarius; kód za zkratkou AA odpovídá kódům vzorků, které jsou uvedeny a 

charakterizovány v Tab. 2. 
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4.2.2 Bayesovská analýza sekvencí genu COX 3 

Pro Bayesovskou fylogenetickou analýzu (BI) sekvencí genu COX 3 jsem opět použil 

74 sekvencí kokcidií získaných z myšice temnopásé, spolu se sekvencí eimerie z bělozubky 

šedé a A. flavicollis, a s 25 sekvencemi kokcidií různých rodů (Caryospora, Cyclospora, 

Eimeria, Isospora) získaných z databáze GenBank. Z datasetu obsahujícího 101 sekvencí a 

ořezaného na celkovou délku 753 bp byl spočítán fylogenetický strom pomocí programu 

MrBayes s parametry uvedenými v kapitole 3.3.2. Analýza byla dokončena s average standard 

deviation of split frequencies o hodnotě 0,005238. Za outgroup byla zvolena sekvence 

Caryospora bigenetica. Na rozdíl od ML analýzy, analýza BI vytvořila několik polytomií. I 

tato fylogenetická analýza však zřetelně rozdělila získané sekvence kokcidií z myšice 

temnopásé na čtyři linie, odpovídající čtyřem morfotypům uvedeným v kap. 4.2.1 (E. alorani, 

E. apionodes II, E. jerfinica a E. uptoni). Všechny 4 linie byly opět dobře podpořeny vysokými 

hodnotami posteriorní pravděpodobnosti, a s výjimkou E. alorani, do které se začlenila E. 

falciformis, byly opět monofyletické (Obr. 8). 
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Obr. 8: Fylogenetický strom získaný analýzou BI na základě sekvencí COX 3 a parametrů 

uvedených v kapitole 3.3.2. Číselná hodnota u uzlů odpovídá hodnotě posterior probabilities; 

hodnoty nižší než 0.50 nejsou uvedeny. Strom je zakořeněn taxonem Caryospora bigenetica. 

AA, Apodemus agrarius; kód za zkratkou AA odpovídá kódům vzorků, které jsou uvedeny a 

charakterizovány v Tab. 2. 
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4.2.3 Maximum likelihood analýza sekvencí genu COX 1 

Pro ML analýzu bylo vybráno 29 sekvencí kokcidií rodu Eimeria z myšice temnopásé, 

získaných v minulosti školitelkou a jejími studenty; jednalo se o vzorky, ke kterým byly 

dostupné i mnou získané sekvence COX 3, aby bylo možné porovnání fylogenetických stromů 

obou genů. Do datasetu byly opět přidány sekvence kokcidií různých rodů (Caryospora, 

Cyclospora, Eimeria a Isospora) z databáze GenBank, a také 4 sekvence referenčních vzorků 

(AF_1Kri, AF_1Sol, AF_1Vyk, AF_2Vyk) získaných z A. flavicollis. Z datasetu obsahujícího 

58 sekvencí a ořezaného na celkovou délku 756 bp byl spočítán fylogenetický strom pomocí 

programu PHYML s parametry uvedenými v kapitole 3.3.2. Jako outgroup byla zvolena 

sekvence Eimeria zuernii. Tato fylogenetická analýza podobně jako analýza COX 3 zřetelně 

rozdělila získané sekvence kokcidií z myšice temnopásé na čtyři linie, odpovídající 

morfotypům E. alorani, E. apionodes II, E. jerfinica a E. uptoni. Všechny 4 linie byly opět 

dobře podpořeny vysokými bootstrapovými hodnotami, a byly monofyletické (Obr. 9). Dvě 

referenční sekvence z A. flavicollis (AF_1Kri a AF_1Vyk) vytvořily samostatnou linii (v 

publikaci Mácová a kol., 2018 odpovídá linii E. apionodes IV), do níž se nyní zařadila i E. 

falciformis. 
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Obr. 9: Fylogenetický strom získaný analýzou ML na základě sekvencí COX 1 a parametrů 

uvedených v kapitole 3.3.2. Číselná hodnota u uzlů odpovídá hodnotě bootstrapu; hodnoty 

nižší než 50 % nejsou uvedeny. Strom je zakořeněn taxonem Eimeria zuernii. 

AA, Apodemus agrarius; AF, Apodemus agrarius; kód za zkratkou AA a AF odpovídá kódům 

vzorků, které jsou uvedeny a charakterizovány v Tab. 2. 
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4.2.4 Bayesovská analýza sekvencí genu COX 1 

BI analýza sekvencí genu COX 1 byla provedena se stejným datasetem jako ML 

analýza (viz kapitola 4.2.3). Z datasetu obsahujícího 58 sekvencí a ořezaného na celkovou 

délku 756 bp byl spočítán fylogenetický strom pomocí programu MrBayes s parametry 

uvedenými v kapitole 3.3.2. Analýza byla dokončena s average standard deviation of split 

frequencies o hodnotě 0,003396. Jako outgroup byla zvolena sekvence Eimeria zuernii. Na 

rozdíl od ML analýz, i tato analýza BI vytvořila několik polytomií. I tato fylogenetická analýza 

však zřetelně rozdělila získané sekvence kokcidií z myšice temnopásé na čtyři linie, 

odpovídající čtyřem výše uvedeným morfotypům. Všechny 4 linie byly opět dobře podpořeny 

vysokými hodnotami posteriorní pravděpodobnosti, a byly monofyletické (Obr. 10). Dvě 

referenční sekvence z A. flavicollis (AF_1Kri a AF_1Vyk) vytvořily samostatnou linii (v 

publikaci Mácová a kol., 2018 odpovídá linii E. apionodes IV), do níž se i v této analýze 

zařadila E. falciformis z myši domácí. 
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Obr. 10: Fylogenetický strom získaný analýzou BI na základě sekvencí COX 1 a parametrů 

uvedených v kapitole 3.3.2. Číselná hodnota u uzlů odpovídá hodnotě posterior probabilities; 

hodnoty nižší než 0.50 nejsou uvedeny. Strom je zakořeněn taxonem Eimeria zuernii. 

AA, Apodemus agrarius; AF, Apodemus flavicollis; kód za zkratkou AA a AF odpovídá 

kódům vzorků, které jsou uvedeny a charakterizovány v Tab. 2. 
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4.2.5 Maximum likelihood analýza konkatenovaného alignemntu sekvencí COX 1 a 

COX 3 

Pro ML analýzu konkatenátu genů COX 1 a COX 3 jsem použil 29 sekvencí kokcidií 

z myšice temnopásé, spolu se sekvencí eimerie z A. flavicollis, a s 25 sekvencemi kokcidií 

různých rodů (Caryospora, Cyclospora, Eimeria, Isospora) získaných z databáze GenBank. 

Z datasetu obsahujícího 55 sekvencí a ořezaného na celkovou délku 1446 bp byl spočítán 

fylogenetický strom pomocí programu PHYML s parametry uvedenými v kapitole 3.3.2. Jako 

outgroup byla zvolena sekvence Eimeria tenella. Fylogenetická analýza opět rozdělila získané 

sekvence kokcidií z myšice temnopásé na celkem čtyři jasně oddělené linie, odpovídající 

čtyřem morfotypům – E. alorani, E. apionodes II, E. jerfinica a E. uptoni. Všechny 4 linie 

byly podpořeny vyššími bootstrapovými hodnotami než původní analýzy (Obr. 11). 
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Obr. 11: Konkatenovaný fylogenetický strom získaný analýzou ML na základě sekvencí 

COX 3 a COX 1 a parametrů uvedených v kapitole 3.3.2. Číselná hodnota u uzlů odpovídá 

hodnotě bootstrapu; hodnoty nižší než 50 % nejsou uvedeny. Strom je zakořeněn taxonem 

Eimeria tenella. 

AA, Apodemus agrarius; AF, Apodemus agrarius; kód za zkratkou AA a AF odpovídá kódům 

vzorků, které jsou uvedeny a charakterizovány v Tab. 2. 
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4.2.6 Bayesovská analýza konkatenovaného alignmentu sekvencí COX 1 a COX 3 

Pro BI analýzu konkatenátu genů COX 1 a COX 3 jsem použil 29 sekvencí kokcidií 

z myšice temnopásé, spolu se sekvencí eimerie z A. flavicollis, a s 25 sekvencemi kokcidií 

různých rodů (Caryospora, Cyclospora, Eimeria, Isospora) získaných z databáze GenBank. 

Z datasetu obsahujícího 55 sekvencí a ořezaného na celkovou délku 1446 bp byl spočítán 

fylogenetický strom pomocí programu MrBayes s parametry uvedenými v kapitole 3.3.2. 

Analýza byla dokončena s average standard deviation of split frequencies o hodnotě 0,002453. 

Jako outgroup byla zvolena sekvence Eimeria tenella. Fylogenetická analýza i v tomto případě 

rozdělila získané sekvence kokcidií z myšice temnopásé na čtyři samostatné linie, odpovídající 

čtyřem morfotypům – E. alorani, E. apionodes II, E. jerfinica a E. uptoni. Všechny čtyři linie 

byly podpořeny vyššími hodnoty posteriorní pravděpodobnosti než původní analýzy (Obr. 12). 
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Obr. 12: Konkatenovaný fylogenetický strom získaný analýzou BI na základě sekvencí 

COX 3 a COX 1 a parametrů uvedených v kapitole 3.3.2. Číselná hodnota u uzlů odpovídá 

hodnotě posterior probabilities; hodnoty nižší než 0.50 nejsou uvedeny. Strom je zakořeněn 

taxonem Eimeria tenella. 

AA, Apodemus agrarius; AF, Apodemus flavicollis; kód za zkratkou AA a AF odpovídá 

kódům vzorků, které jsou uvedeny a charakterizovány v Tab. 2. 
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5 Diskuze 

Pro fylogenetické analýzy kokcidií bylo dosud použito několik genů, od jaderných 

(18S rRNA, 5.8S rRNA a 28S rRNA), přes plastidové (23S rRNA), až po mitochondriální 

(COX 1). Největší zastoupení mají fylogenetické analýzy založené na 18S rDNA, která ale 

není vhodná pro analýzy vnitrodruhových vztahů, ani vztahů blízce si příbuzných druhů 

organismů, vzhledem ke své vysoké konzervativnosti (Hnida a Duszynski, 1999a; Zhao a 

Duszynski 2001b, c; Matsubayashi a kol., 2005). Proto se v poslední době čím dál častěji 

využívají mitochondriální geny, například COX 1, která je díky svému rychlejšímu 

evolučnímu tempu vhodnější přinejmenším pro zjišťování evolučních vztahů na úrovni druhu 

(Besanski a kol., 2003; Meier a kol., 2006; Lane, 2009). V této studii jsem se zaměřil na 

možnosti využití mitochondriálního genu COX 3, který byl dosud použit jen v několika málo 

studiích (např. Tian a kol., 2013), přičemž ve fylogenetických analýzách kokcidií nebyl zatím 

použit vůbec. Mezi jeho výhody patří značné evoluční tempo, které vede k větší variabilitě, a 

tím je podle všeho schopen konkurovat výše zmíněnému genu COX 1 (Hikosaka a kol., 2010). 

Nevýhodou je však nedostatek fylogenetických studií, ve kterých byl tento gen použit, tudíž 

nedostatek dat ke srovnání. 

Maximum likelihood analýza (Obr. 7) rozdělila celkem 72 sekvencí genu COX 3 

eimerií získaných z A. agrarius do čtyř linií, které odpovídají morfotypům E. alorani, E. 

apionodes II, E. jerfinica a E. uptoni popsaným v publikaci Mácová a kol. (2018). Výsledky 

ukazují blízkou příbuznost morfotypů E. apionodes II a E. alorani, které spolu s E. kaunensis 

z A. flavicollis tvoří sesterské linie a společný klastr. Naopak morfotypy E. jerfinica a E. uptoni 

jsou vzdálené tomuto klastru, a tvoří samostatné, dobře oddělené linie. Fylogenetické vztahy 

získaných morfotypů jsou v souladu s výsledky COX 1 analýzy publikovanými v Mácová a 

kol. (2018). Bayesovskou analýzou (Obr. 8) jsme získali podobné výsledky jako z ML, s tím 

rozdílem, že analýza BI vytvořila několik polytomií. Tento jev bývá ve fylogenetických 

analýzách BI u kokcidií rodu Eimeria poměrně běžný (např. Mácová a kol., 2018; Trefancová 

a kol., 2018). Nicméně zásadní je, že obě analýzy rozdělily eimerie parazitující u myšice 

temnopásé na 4 linie odpovídající 4 dříve popsaným morfotypům. Tyto linie jsou jasně 

oddělené, vysoce podpořené (bootstrapovými hodnotami 100 v ML, a posteriorní 

pravděpodobností ~ 1.00 v BI), a – s drobnou výjimkou představující taxon E. falciformis, 

diskutovanou níže – monofyletické. 
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Pro porovnání výsledků získaných fylogenetickými analýzami genu COX 3, a tím jeho 

vhodnosti pro budoucí analýzy, byl zvolen gen COX 1. Fylogenetické analýzy COX 1 

provedené se stejným datasetem, do kterého jsem navíc přidal ještě 4 referenční sekvence 

eimerií z A. flavicollis, rozdělily kokcidie eimerií parazitující u A. agrarius opět na 4 linie výše 

uvedených morfotypů (Obr. 9). Linie byly opět jasně oddělené, dobře statisticky podpořené, a 

zcela monofyletické (jelikož z linie E. uptoni byla k dispozici pouze jedna sekvence COX 1, 

monofylii této linie nelze potvrdit). BI analýza opět vytvořila několik polytomií (Obr. 10). Ve 

srovnání s analýzami COX 3 genu byly statistické podpory obou analýz (tj. ML i BI) u COX 1 

nižší. Naopak u COX 1 byla v obou analýzách patrnější vnitřní struktura linií E. alorani, E. 

apionodes II, i E. jerfinica. 

V analýzách COX 3 se do linie E. alorani vmísil druh E. falciformis, původně popsaný 

z myši domácí (Mus musculus), v analýzách COX 1 se tento druh přiřadil do linie E. 

apionodes z A. flavicollis (Obr. 7-10). Tento jev byl u analýz různých datasetů kokcidií občas 

pozorován (např. Mácová a kol., 2018 nebo Heitlinger a kol., rukopis v přípravě). Heitlinger 

a kol. (rukopis v přípravě) dokonce tvrdí, že na základě klasických fylogenetických analýz 1-

3 genů není možné odlišit E. falciformis od E. apionodes, neboť tyto analýzy neposkytují 

dostatečné rozlišení pro posouzení hostitelské specifity. Každopádně se tyto dva druhy 

významně liší minimálně morfologií vysporulovaných oocyst (tvar a velikost oocyst, 

přítomnost rezidua oocysty) (Pellérdy, 1974; Mácová a kol., 2018). 

Vzorky AA_21657 a AA_21848 jsou jediné, které byly v každé z analýz (COX 3 a 

COX 1) zařazeny do různých morfotypů. Vzorek AA_21657 se v COX 3 analýzách zařadil do 

morfotypu E. alorani. V analýzách COX 1 byl ale součástí morfotypu E. apionodes II. U 

vzorku AA_21848 to bylo naopak, v analýzách COX 1 byl zařazen pod morfotyp E. alorani, 

a v COX 3 analýzách do morfotypu E. apionodes II (Obr. 7-10). U obou vzorků byla 

mikroskopicky zjištěna smíšená infekce těmito dvěma morfotypy eimerií, přičemž se 

preferenčně amplifikoval vždy jeden z morfotypů. Tento jev bývá u kokcidií při smíšených 

infekcích obvyklý (Kvičerová a Hypša, 2013; Mácová a kol., 2018; Heitlinger, Hofmannová, 

Kvičerová, Seville, osobní pozorování). Který druh/morfotyp však bude amplifikován a proč, 

není dosud známo. Určujícím faktorem pravděpodobně není množství oocyst jednotlivého 

druhu/morfotypu ve vzorku, jelikož často dochází i k amplifikaci druhu/morfotypu, kterého je 

ve vzorku méně (Hofmannová a Kvičerová, osobní pozorování).  
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Dataset COX 3 obsahoval i dva vzorky (AA_3VARN a AA_105PL), které byly 

fylogenetickými analýzami přiřazeny k ptačím isosporám (Obr. 7, 8). Na základě flotačního 

vyšetření trusu s následnou mikroskopií jsme zjistili, že tyto dva vzorky obsahují kokcidie 

jiného rodu, a to rodu Isospora. Jejich příbuznost ptačím druhům naznačuje, že se skutečně 

může jednat o oocysty isospor ptáků, které pouze prošly jako pasáž trávicím traktem myšice. 

Tento fakt byl diskutován a prokázán v publikaci Trefancová a kol. (2018) u norníků rudých 

(Myodes glareolus; Rodentia: Arvicolidae). 

ML i BI analýza konkatenovaného alignmentu opět potvrdily společné klastrování 

morfotypů E. alorani, E. apionodes II a E. kaunensis, a existenci samostatných, fylogeneticky 

vzdálenějších linií E. jerfinica a E. uptoni. Zde se již E. falciformis vyčlenila zvlášť, a 

nezařadila se do žádného z morfotypů eimerií myšic rodu Apodemus. Konkatenovaný strom 

má ve srovnání s jednotlivými COX 1 a COX 3 stromy nejvyšší jak bootstrapové hodnoty, tak 

hodnoty posteriorní pravděpodobnosti (Obr. 11, 12). 

Z výsledků analýz tedy lze konstatovat, že gen COX 1 vykazuje větší variabilitu 

sekvencí, a má tak lepší rozlišovací schopnost (tj. naznačuje i vnitřní strukturu jednotlivých 

linií) ve fylogenetických analýzách kokcidií rodu Eimeria, než samotný gen COX 3. 

Nejlepších výsledků však dokážeme konkatenací těchto dvou genů, kdy jsou nejvyšší jak 

statistické podpory, tak je dobře patrné i vnitřní členění linií (Obr. 11, 12). 
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6 Závěr 

V této práci jsem se zabýval rekonstrukcí fylogenetických vztahů kokcidií 

parazitujících u myšice temnopásé. Pro fylogenetické analýzy byly použity vzorky získané 

odchytem hlodavců z 11 zemí Evropy a Asie. Molekulárními metodami se mi podařilo získat 

76 sekvencí mitochondriálního genu COX 3 kokcidií (74 sekvencí pro rod Eimeria a 2 

sekvence pro rod Isospora). Výsledné fylogenetické analýzy rozdělily kokcidie parazitující u 

myšice temnopásé na čtyři linie odpovídající čtyřem různým morfotypům/druhům. Tyto linie 

byly jasně oddělené, dobře podpořené, a monofyletické. Fylogenetické vztahy mezi liniemi 

jsou ve shodě s prací Mácová a kol. (2018), která se zabývala studiem fylogenetických a 

populačně-genetických vztahů mezi stovkami eimerií čtyř druhů myšic rodu Apodemus na 

základě sekvencí 18S rRNA a COX 1 genů.  

Pro porovnání vhodnosti genu COX 3 pro fylogenetické analýzy kokcidií byl v mé 

práci zvolen gen COX 1. Výsledky analýz potvrdily, že COX 3 je vhodným markerem pro 

rozlišení druhů i jednotlivých linií kokcidií rodu Eimeria, nicméně COX 1 stále zůstává pro 

tyto analýzy vhodnější. Nejlepší je však použití konkatenátu těchto dvou genů, a to jak z 

hlediska výsledných statistických podpor jednotlivých uzlů, tak z hlediska možnosti zachycení 

i vnitřní struktury jednotlivých linií. 
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8 Přílohy 

Tab. 3: Seznam použitých sekvencí genu COX 3 dalších rodů kokcidií (Caryospora, 

Cyclospora, Eimeria a Isospora) z databáze GenBank ve fylogenetických analýzách. 

Druh kokcidie Hostitel 
GenBank Accession 

Number 

Caryospora bigenetica 
Crotalus horridus 

(chřestýš lesní) 
KP658102 

Cyclospora cayetanensis 
Homo sapiens 

(člověk) 
KP231180 

Eimeria acervulina 
Gallus gallus f. domestica 

(kur domácí) 
HQ702479 

Eimeria adenoeides 
Meleagris gallopavo 

(krocan domácí) 
KJ608415 

Eimeria brunetti 
Gallus gallus f. domestica 

(kur domácí) 
HQ702480 

Eimeria dispersa 
Meleagris gallopavo 

(krocan domácí) 
KJ608416 

Eimeria falciformis Mus musculus (myš domácí) KX495129 

Eimeria flavescens 

Oryctolagus cuniculus f. 

domesticus 

(králík domácí) 

KP025693 

Eimeria gallopavonis 
Meleagris gallopavo 

(krocan domácí) 
KJ608413 

Eimeria intestinalis 

Oryctolagus cuniculus f. 

domesticus 

(králík domácí) 

KP009592 

Eimeria irresidua 

Oryctolagus cuniculus f. 

domesticus 

(králík domácí) 

KP025690 

Eimeria magna 

Oryctolagus cuniculus f. 

domesticus 

(králík domácí) 

KF419217 

Eimeria maxima 
Gallus gallus f. domestica 

(kur domácí) 
HQ702481 

Eimeria media 

Oryctolagus cuniculus f. 

domesticus 

(králík domácí) 

KP025691 

Eimeria meleagrimitis 
Meleagris gallopavo 

(krocan domácí) 
KJ608414 

Eimeria mitis 
Gallus gallus f. domestica 

(kur domácí) 
JN864949 

Eimeria necatrix 
Gallus gallus f. domestica 

(kur domácí) 
HQ702482 

Eimeria praecox 
Gallus gallus f. domestica 

(kur domácí) 
HQ702483 

Eimeria tenella 
Gallus gallus f. domestica 

(kur domácí) 
HQ702484 

Eimeria vejdovskyi Oryctolagus cuniculus f. KP025692 
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domesticus 

(králík domácí) 

Eimeria zuernii Bos taurus (tur domácí) KX495130 

Isospora greineri 
Lamprotornis superbus 

(leskoptev nádherná) 
KR108298 

Isospora manorinae 
Manorina flavigula 

(medosavka australská) 
KX276861 

Isospora serinuse 
Serinus canaria f. domestica 

(kanár domácí) 
KX276860 

Isospora superbusi 
Lamprotornis superbus 

(leskoptev nádherná) 
KT203396 

 

 

Obr. 13: Mapa lokalit původu vzorků kokcidií z myšice temnopásé, které jsem fylogeneticky 

analyzoval. Evropa. 
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Obr. 14: Mapa lokalit původu vzorků kokcidií z myšice temnopásé, které jsem fylogeneticky 

analyzoval. Kazachstán. 


