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1. Uvod

1. 1. Obecné charakteristika kmene Apicomplexa

Zastupci kmene Apicomplexa jsou jednobunééni intraceluldrni paraziti, jejichz
pohybliva stadia (zoiti) se vyznacuji pfitomnosti unikatniho Utvaru zvaného apikalni
komplex (Morrison 2008). Apikalni komplex je tvotfen spirdlovitym konoidem slozenym
z mikrofibril, polarnim prstencem (centrum organizace mikrotubuli) a dvéma typy
sekre¢nich Zlazek (rhoptriemi a mikronémami). Tento soubor organel se vyskytuje pouze
u zoita, slouzi k pohybu a k pronikani do hostitelské buiiky. S organelami apikélniho
komplexu také funkéné souvisi denzni granula (neprithledna v elektronovem mikroskopu).
Granula jsou kulovitého tvaru, rozptylena v cytoplasmé buniky (Perkins et al. 2000,
Hausmann a Hilsmann 2003) (Obr. 1.).

Zoiti se pfemist'uji klouzavym pohybem beze zmény tvaru diky aktin-myozinovému
komplexu svazanému se substratem. Mohou tak aktivné vyhledédvat cilové buniky hostitele
a zanofit se do nich (Gregarinasina), nebo se uplné uzavfit do vnitrobunééné komirky,
tzv. ,,parazitoforni vakuoly* (Cryptosporidium, Coccidia, Haemospororida). Povrch zoitu
tvofi struktura zvand pelikula sloZend ze tfi membran, formujici plochy méchyiek zvany
alveolus. Funkci bunéénych ust plni mikropor, vznikly vchlipeninou plazmatické membrany.
(Morrissette a Sibley 2002, Hausmann a Hilsmann 2003).

V cytoplasmé vétSiny apikomplex se nachazi nefotosyntetizujici plastid — apikoplast,
obaleny tfemi az ¢tyfmi membranami, v zavislosti na druhu (Obr. 1.). Vznikl pravdépodobné
sekundarni endosymbidzou plastidu fasy. Ma vlastni kruhovy genom o velikosti pfiblizné
35 kb. Tento plastid m& pro buniku zasadni vyznam (syntéza lipidovych komponent
bunéénych membran) a jsou pro néj toxické nékteré chemické latky, napt. herbicidy (blokuji
déleni apikoplastu). ProtoZe je pro Zivot parazita nezbytny, je povazovan za vhodnou cilovou
organelu pro terapii onemocnéni, zpusobenych zastupci kmene Apicomplexa (Lim
a McFadden 2010).
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Obr. 1. Z&kladni morfologie zoita paraziti kmene Apicomplexa

(dle Morrissette a Sibley 2002, upraveno).

Dalsim specifickym rysem kmene jsou tfi stfidajici se faze vyvojového cyklu
parazita: sporogonie, merogonie a gamogonie (Leander at al. 2003). K nepohlavni
sporogonii a tvorbé sporozoitti dochazi v oocysté po vzniku zygoty. Merogonie (nepohlavni
mnozeni) probihd v cytoplazmé bunék hostitele, infikovanych sporozoitem nebo
merozoitem. Gamogonie (pohlavni rozmnoZovani) je tvorba mikro- a makrogamet, které
nasledné splyvaji v zygotu (jediné diploidni stadium zivotniho cyklu). Zygota se obaluje

a méni na oocystu (Perkins et al. 2000, Hausmann a Hulsmann 2003).



1. 2. Fylogeneze a taxonomické ¢lenéni kmene Apicomplexa

S néstupem a rozvojem metod molekularni biologie a sekvenénich dat se vyrazné
zvysil pocet znakti vhodnych pro analyzy mezidruhovych i vnitrodruhovych vztaht
parazitickych protist. Molekularni data nam pomahaji pochopit evoluéni historii a sestavit
tak taxonomicky ramec, ktery by odrazel historické vztahy téchto paraziti a urcil jejich
spolecného predka. Molekularni pfistupy jsou pouzivany pro testovani evoluc¢nich hypotéz,
které byly v minulosti formulovany vyhradné na zakladé morfologickych znakid (Sogin
a Silberman 1998). Zatazovani méné znamych paraziti do fylogenetickych schémat pomaha
urcit jejich Zivotni historii a evolu¢ni vztahy k jinym druhtim ¢i skupinam parazitt (Barta
2001).

Monofylie kmene Apicomplexa byla opakované prokézana (Barta 1989, Barta et al.
1991, Leander et al. 2003). Rekonstrukce mezidruhovych vztaht v ramci jednotlivych
skupin kmene jsou zalozeny zejména na sekvencich malé jaderné podjednotky (18S rDNA),
ktera ptedstavuje nejCastéji pouzivany gen pro fylogenetické analyzy vétSiny zastupcii tohoto
kmene (Perkins a Keller 2001, Morrison et al. 2004, Kopecna et al. 2006, Leander et al.
2006).



Béhem poslednich desetileti bylo publikovano né€kolik nazori na klasifikaci kmene
(napf. Levine et al. 1980, Barta 1989, Ellis et al. 1998, Perkins et al. 2000). Na zaklad¢

recentni obsahlé monografie (Adl et al. 2012) je kmen Apicomplexa rozd¢len nasledovné:

Super-group: Sar (Burki et al. 2007)
Alveolata Cavalier-Smith 1991
Apicomplexa Levine 1980, emend. Adl et al. 2005
Aconoidasida Mehlhorn et al. 1980 [= Hematozoa Vivier 1982]
Haemospororida Danilewsky 1885
Piroplasmorida Wenyon 1926
Conoidasida Levine 1988
Coccidia Leuckart 1879
Adeleorina Léger 1911
Eimeriorina Léger 1911
Gregarinasina Dufour 1828
Archigregarinorida Grassé 1953
Eugregarinorida Léger 1900
Neogregarinorida Grassé 1953
Incertae sedis Gregarinasina
Cryptosporidium

Incertae sedis Apicomplexa

Skupina Aconoidasida je charakterizovana absenci konoidu v nepohlavnich zoitech,
samostatn¢ se tvoficimi mikro- a makrogametami, a heteroxennim Zivotnim cyklem. Krevni
paraziti Haemospororida a Piroplasmorida se vyznacuji dixennim (dvouhostitelskym)
zivotnim cyklem s merogonii v obratlovcich a sporogonii v ¢lenovcich. Zastupci skupiny
Haemospororida vyuzivaji jako mezihostitele (vektora) hmyz z fadu Diptera, jehoz slinami
jsou pienaseni. Jejich zygota je pohybliva (tzv. ookinet) a ve stfevni sténé vektora se méni na

oocystu. U skupiny Piroplasmorida tvoti zygota pohyblivé stadium (kinet) k rozmnozovani,



ne vSak oocystu. Vektorem zde neni hmyz, ale klist'ata ¢eledi Ixodidae a Argasidae (Adl
etal. 2012).

Paraziti skupiny Conoidasida maji kompletni apikalni komplex véetné konoidu
u v8ech nepohlavnich fazi svého vyvoje. Gregariny jsou monoxennimi parazity bezobratlych
i obratlovcid. Dospéli gamonti jsou vétSinou lokalizovani extracelularné a k pruniku
do traviciho traktu hostitele vyuZzivaji ptichytny Otvar zvany mukron, ¢i epimerit
(modifikovanad apikalni ¢ast zoitu). Kokcidie mohou mit zivotni cykly monoxenni
i heteroxenni, intracelularn¢ lokalizovani gamonti mukron ani epimerit nemaji. Jejich
hostiteli byvaji zejména obratlovci (Hausmann a Hilsmann 2003, Adl et al. 2012).

Cryptosporidia jsou paraziti gastrointestinalniho traktu obratlovci (véetné ¢loveka),
ale mohou napadat i epitel dychaci soustavy, ¢i zluénik a zluéovody. Vyvojovy cyklus,
detailn¢ prostudovany u stievniho parazita Cryptosporidium parvum, zahrnuje excystaci
oocyst (otevieni oocysty a uvolnéni sporozoiti), invazi hostitelskych bunék sporozoity,
merogonii (nepohlavni déleni), gametogonii (pohlavni rozmnozovani), tvorbu oocyst
a sporogonii (Fayer et al. 1998). Na =zakladé morfologie (pfedevsim podobnosti
ve vyvojovych stadiich) byli diive zastupci této skupiny fazeni mezi kokcidie (Levine 1984),
avSak nasledné fylogenetické analyzy prokazaly jejich piibuznost ke gregarinam (Carreno
1999). Toto zjisténi potvrdilo i vysledky ptedchozich studii, popisujicich epicelularni
lokalizaci téchto parazitd (Current a Reese 1986), nebo sdileni antigennich epitopt (Bull
et al. 1998).

Taxonomie kmene Apicomplexa byla zpocatku =zalozena na fenotypovych
vlastnostech (napf. morfologie, hostitelska, tkanova, vektorova specifita), nicméné
S nejasnymi evoluénimi vztahy uvnitt kmene (Barta 1989, Ellis et al. 1998). Zvysujici se
mnozstvi dostupnych sekvenci zastupci vradmci kmene poskytuje nové prilezitosti
k pochopeni fylogeneze téchto vyznamnych patogeni (Kuo et al. 2008). Taxony s nejasnym
fylogenetickym postavenim jsou nyni prozatim fazeny mezi ,,Incertae sedis Apicomplexa“
(Adl et al. 2012).



1. 3. Haemogregariny sensu lato

Podskupina Adeleorina zahrnuje krom¢ monoxennich krevnich paraziti také parazity
s heteroxennim  vyvojovym cyklem, znichz tii celedi byvaji oznadovany jako
,haemogregariny sensu lato“. Celed” Haemogregarinidae je reprezentovana rody Cyrilia,
Desseria a Haemogregarina. Druha celed - Hepatozoidae - obsahuje jediny rod,
Hepatozoon. Do tieti, Karyolysidae, fadime rody Hemolivia a Karyolysus. S vyjimkou
zastupct rodu Hepatozoon existuje pro tuto skupinu pouze omezené mnozstvi molekularnich
dat, a vSechny uvedené rody byly popsany a zafazeny do celedi na zakladé rozdilu
ve vyvojovych cyklech a spektra hostitelt (Barta 1989, 2000).

Nepohlavni rozmnozovani (merogonie) probiha v krevnich bufikach nebo tkanich
mezihostiteld (obratlovct). Zde dochdzi ke wvzniku dvou morfologicky odlisnych
mnohojadernych meronta vyplnénych jednojadernymi merozoity. Meronti obsahuji v prvnim
ptipadé velké merozoity, v druhém piipadé jsou vyplnéné mensimi merozoity, ze kterych
nasledné vznikaji gamonti. Gamonti se v této fazi nachazeji uvnitié krevnich bunék
mezihostitele, a na zakladé¢ jejich morfologickych znakd rozliSujeme jednotlivé rody a druhy
haemogregarin. Gamogonii kon¢i vyvoj parazita v mezihostiteli (Barta 1989).

Po merogonii nastava syzygie (tvorba gamet), kdy se gametocyty spojuji do dvojic
a dochazi k jejich oplozeni. Syzygie je nasledovana nepohlavni sporogonii, pficemz obé
probihaji jiz v definitivnich hostitelich - vektorech. Rozdily v pribéhu sporogonie
predstavuji dalsi kritérium pro taxonomii haemogregarin (Barta 2000).

1. 3. 1. Rod Hemolivia

Rod Hemolivia predstavuje haemogregariny napadajici studenokrevné obratlovce
(plazy, obojzivelniky). Vyvojovy cyklus zahrnuje erytrocytarni gamogonii, erytrocytarni
a extra-erytrocytarni merogonii a cystogonii. Sporogonie zahrnuje dvé faze a probiha
Vv epitelu stiev definitivniho hostitele a zaroven vektora, kterym jsou klist'ata ¢eledi Ixodidae.
V prvni fazi dochazi ke spojeni makrogamet a oplodnéni mikrogametami. Nasleduje tvorba
oocyst s pohyblivymi sporozoity (bez tvorby sporocysty). Ve druhé fazi sporozoiti opoustéji
oocystu a pronikaji do nové bunky, aby vytvofily sporocystu, kterd pozdéji obsahuje
sporozoity, infikujici mezihostitele (obratlovce) (Obr. 2.). Zatim vSak neexistuje zadny

dukaz o ptenosu haemogregarin mezi klistaty samotnymi (Petit et al. 1990).



Typovy druh, Hemolivia stellata, napada ropuchy Bufo marinus a klist'ata
Amblyomma rotundatum. Cirkulujici gamonti jsou pozieni klistétem a Vv jeho stfevnim
epitelu probéhne syzygie. B&hem tohoto procesu se gamety rozpadnou a zformuji
do neobvyklych oocyst ve tvaru hvézdy, které obsahuji Cetné sporozoity. Sporozoiti
se dostavaji ven z bun¢k a infikuji dalsi stfevni bunky klistéte, kde vytvati sporocysty
(obsahujici dal$i sporozoity). Ropucha se nakazi pozienim klistéte (obsahujiciho
sporocystu), ¢i pozienim samotné sporocysty, kterou klist¢ vyloucilo do prostredi. (Barta
2000, Lainson et al. 2007).

Dva z dosud tii popsanych druht rodu Hemolivia parazituji u plazt, ackoliv jejich
hostitelska specifita neni patrné striktni. Hemolivia mariae, tradi¢né nachazena u scinka
Tiliqua rugosa, byla experimentalné pienesena do dvou dalSich plazti — scinka Mabuya
vittata a agamy Laudakia stellio (Paperna a Smallridge 2001). Hemolivia mariae je také
pfenasena dvéma riznymi vektory - klistaty Amblyomma limbatum a Bothriocroton
hydrosauri (Smallridge a Bull 1997).

Treti druh, Hemolivia mauritanica, parazituje u suchozemskych Zelv Testudo graeca
a Testudo marginata, vektorem jsou klistata Hyalomma aegyptium (Paperna 2006). Parazit
se vyviji pfedev§im v jatrech a ledvinach zelv, vyvojova stadia se dostanou do sajiciho
klistéte krvi. Patogenita je nizka a dosud malo prostudovand, s pfedpokladanym negativnim

vlivem na parenchym jater a ledvin (Siroky et al. 2007).
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Obr. 2. Mikrofotografie vyvojovych stadii Hemolivia mauritanica (métitko

10 pm u vSech mikrofotografii; dle Paperna 2006, upraveno).
a) gametocyty v krvi Testudo graeca.
b) schizont v krvi T. graeca.
C) sporocysty v roztéru stiev klistéte Hyalomma aegyptium.

d) sporocysty, fixované a obarvené Giemsovym c¢inidlem.

1. 4. Rod Haemoproteus

Haemoproteus (Apicomplexa: Aconoidasida: Haemospororida) je parazit, napadajici
Cervené krvinky svych hostitelt, V jejichz cytoplazmé St€penim hemoglobinu produkuje
charakteristicky pigment, tzv. hemozoin. Infekénim stddiem je sporozoit, ptitomny po nasati
ve slinnych Zlazach vektora. V prubéhu séni infikuje vektor (krevsajici hmyz) nového
hostitele, sporozoiti se dostavaji do krevniho fe¢isté a endotelovych bunék. Merogonie
probihda nejéastéji v jatrech, plicich, ledvinach a slezin€. V endotelovych buiikach

se sporozoiti nepohlavné mnoZzi a méni ve schizonty. Schizonti produkuji velké mnozstvi



merozoitu, ti pronikaji do erytrocytli, kde zraji v sami¢i a sam¢i gametocyty. Gametocyty
mohou byt pozieny dal§im krevsajicim hmyzem, v jehoz stfevech se pohlavné rozmnozi
a vytvoii oocysty. Oocysty nasledné¢ prasknou a uvolni sporozoity, infikujici slinné zlazy,
a cely proces se tak mtze znovu opakovat (Perkins 2000).

Hostiteli tohoto parazita jsou ptaci, plazi a obojzivelnici (Lainson a Naiff 1998). Rod
Haemoproteus je rozdélen podle druhu vektora (krevsajici hmyz fadu Diptera) do dvou
podrodt, Parahaemoproteus (vektorem jsou tiplici rodu Culicoides) a Haemoproteus
(vektorem jsou klosi ¢eledi Hippoboscidae) (Krizanauskiene et al. 2013, Orkun a Giiven
2013). Jelikoz sporozoiti parazita byli nalezeni i ve slinnych zlazach bzikavky Chrysops
callidus (ovadoviti), diskutuje se o existenci tieti vektorové skupiny. Kromé rozdila
ve vektorové specifité je v poslednich letech vyzkum zaméten na vyvojova stadia (zejména
na rozdily ve sporogonii a vyvoj oocysty v hmyzich pienaseéich), a ptedev§im na nové
informace ziskané prostiednictvim molekularnich metod (Orkun a Giiven 2013).

Rod Haemoproteus vyuziva jako svého hostitele také zelvy. Tti druhy byly popsany
ze zelv nalezenych v Asii. Haemoproteus metchnikovi byl popsan z indické zelvy Chitra
indica (Testudines: Testudinidae). Haemoproteus caucasica byl identifikovan v Gruzii
u zelvy Testudo graeca (Testudines: Testudinidae). V roce 2009 byl v Turecku objeven
a popsan novy druh, Haemoproteus anatolicum, parazitujici u zelv Testudo graeca (Orkun
a Gliven 2013).

1. 5. Interakce parazit-vektor-hostitel, modelové organismy bakalaiské

préace

1. 5. 1. Parazit, Hemolivia mauritanica

Hemolivia mauritanica byla poprvé popsana v roce 1904 z alzirskych vzorku zelv
Testudo graeca a puavodné pojmenovéna jako Haemogregarina mauritanica (Sergent
a Sergent 1904). V nésledujicich letech studovali Laveran a Negre (1905) a Brumpt (1938)
vyvojovy cyklus parazita v klistéti Hyalomma aegyptium a zptsob jeho pfenosu na Zelvu
T. graeca, ktera byla krmena infikovanymi klistaty. Michel (1973) piezkoumal ptvodni
materiadly a na zakladé merogonie a sporogonie parazita ,,Haemogregarina mauritanica“
zafadil do rodu Hepatozoon. Vroce 1997 nakonec Landau a Paperna pirehodnotili

taxonomické postaveni do souc¢asného rodu Hemolivia.



Od doby, kdy byla Hemolivia mauritanica popsana, byla sriaznou prevalenci
zjistovana u populaci zelv T. graeca v Bulharsku, Turecku (Siroky et al. 2005), Izraeli
(Paperna 2006), a také u populaci zelv Testudo marginata v Recku (Siroky et al. 2005).
Dalsi studie prokazaly geografickou zavislost mezi klistétem a infekci, tedy ze vyskyt této
haemogregariny lze piedpokladat na celém spole¢ném Uzemi Zelv rodu Testudo a klistat

Hyalomma aegyptium (Harris et al. 2013).

1. 5. 2. Parazit, Haemoproteus

Taxonomie skupiny Haemospororida byla donedavna zalozena pouze
na morfologickych znacich. V poslednich letech se sou¢asné s morfologickymi analyzami
pouzivaji molekularni techniky, zaloZzené na analyzdch sekvenci vybranych
reprezentativnich genti. Novy druh, Haemoproteus anatolicum, byl izolovén z turecké zelvy
T. graeca a popsan na zakladé morfologie vyvojovych stadii v krvi hostitele a ¢asti sekvence
mitochondrialniho genu pro cytochrom b (cyt b). Sekvence tohoto genu se dnes vyuziva
pro mezidruhovou identifikaci parazitd celé skupiny Haemospororida. Fylogenetické
analyzy prokazaly, ze H. anatolicum je nejvice pfibuzny druhiim Haemoproteus ptyodactylii
a Haemoproteus kopki, parazitujicim u jestérek (Rich a Xu 2011, Orkun a Giiven 2013).

1. 5. 3. Vektor, klisté Hyalomma aegyptium

Zelvy mohou byt infestovany riznymi rody a druhy klistat, pficemz néktera klistata
nemaji vyhranéného hostitele (Zelvu) a né€ktera se naopak vyznacuji vysokou hostitelskou
specifitou. Zelvy rodu Testudo mohou byt napadeny i klistaty, kterd normalné infikuji savce
(napt. Haemaphysalis sulcata ¢i Haemaphysalis inermis), ale z velké vétSiny jde pravé
o druh Hyalomma aegyptium. Vzhledem k tomu, ze toto klist¢ nema velky hospodarsky
vyznam, neexistuje prozatim dostatek informaci o jeho biologii; nicméné jeho
charakteristickd morfologie umoziuje snadné rozpoznani druhu Hyalomma (Siroky et al.
2006).

Klist¢ H. aegyptium stiida téi hostitele: zelvy, plazy a savce. Jeho hlavnim hostitelem
jsou vsak palearktické zZelvy rodu Testudo, u ostatnich obratlovci Se vyskytuje ziidka.
Geograficka distribuce klistéte je tedy omezena na rozsifeni hlavniho hostitele. Nejéastéji

byva popisovano na zelvach z oblasti severni Afriky (Maroko, Tunisko, Alzirsko, Libye),
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Balkanu, blizkého a stfedniho vychodu (Libanon, Syrie, Irdk), v kavkazskych oblastech
a stepich stiedni Asie (vychodn& od Afghanistanu a Pakistanu) (Siroky et al. 2009).

1. 5. 4. Hostitel, suchozemské Zelvy rodu Testudo

Rod Testudo zahrnuje 5 druhti suchozemskych zelv (T. graeca, T. hermanni,
T. horsfieldii, T. kleinmanni, T. marginata), obyvajicich lesostepi, pousté a polopousté
zapadni palearktické oblasti, vcetn¢ jizni Evropy. V poslednich letech byla zna¢né
diskutovéna jejich taxonomie. Vysledky zaloZzené na morfologickych analyzach ale nebyly
podpofeny genetickymi metodami. Nejpravdépodobngjsi vztahy vypadaji takto:
T. marginata + T. kleinmanni tvoii sesterskou skupinu k T. graeca. T. hermanni +
T. horsfieldii jsou povazovany za sesterskou skupinu k (T. marginata + T. kleinmanni +
T. graeca) (Fritz a Bininda-Emonds 2007).

T. graeca je nejrozsifenéj$im druhem, vyskytuje se v Africe, Evropé i Asii.
T. horsfieldii se vyskytuje ve stepich sttedni Asie. T. kleinmanni obyva jihovychodni oblasti
Stredozemniho mote (Libye, Izrael). Dva druhy ziji pouze v Evrop¢; T. hermanni ve vétsiné
zemich jizni Evropy, zatimco T. marginata se vétSinou vyskytuje jen v Recku. Vsichni

zastupci rodu Testudo jsou vylu¢né nebo ptevazné bylozravci (Fritz et al. 2009).
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2. Cile prace

e Rekonstrukce fylogenetickych vztaht krevniho parazita Hemolivia mauritanica
u suchozemskych zelv rodu Testudo.

e Vyhodnoceni popula¢ni struktury druhu H. mauritanica ve vztahu ke geografickému
roz$iteni a hostitelské specifite.

e Objasnéni evolu¢nich vztahi mezi ,haemogregarinami sensu lato“ a rodem
Hemolivia; pokus o klasifikaci ,,haemogregarin® na zakladé fylogeneze.

e Rekonstrukce fylogenetickych vztahti krevnich parazitt rodu Haemoproteus.

Préce je v t&sné vazbé na grant GA CR, P506/11/1738 (Vaclav Hyp3a).
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3. Material a metodika

3. 1. Piivod vzorki studovanych krevnich paraziti

Vzorky krve zelv T. graeca pochazeji z n¢kolika lokalit na tzemi osmi statl,
T. marginata pouze z Recka. Vzorky krve shromazdil b&hem terénnich sbéra v letech
2001-2012 a poskytl doc. MVDr. Pavel Siroky, Ph.D. (Ustav biologie a chorob volné
Zijicich zvifat, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie, Veterinarni a farmaceuticka univerzita
Brno). Izolaci DNA provedla MVDr. Jana Kvic¢erova, Ph.D. K dispozici jsem méla DNA
ze 168 krevnich vzorki zelv T. graeca (53 vzorkti DNA z Alzirska, 3 z Bulharska, 6 z Iraku,
25 z Iranu, 3 z Libanonu, 3 z Rumunska, 45 ze Syrie a 24 z Turecka), a 6 vzorkii DNA krve
zelv T. marginata z Recka. U vzorkil uvedenych v piiloze (Tab. 1.) byla provedena PCR
se specifickymi primery pro amplifikaci gent 18S rRNA a cytb.

Krev zelv byla odebirdna punkci hibetni kokcygedlni zily pomoci tenké injekcni
jehly. Poté byly Zelvy vypustény zpét do volné piirody, na lokalitu jejich odchytu. Z ¢asti
odebrané krve byly ihned zhotoveny krevni natéry na mikroskopicka skli¢ka, které byly
nasledn¢ vysuseny a fixovany Giemsovym cinidlem. V laboratofi byly natéry vySetfeny
pod svételnym mikroskopem na piitomnost krevnich paraziti a zhodnoceni intenzity
parazitémie (provedeno doc. Sirokym a jeho studenty v Brné). Zbytek odebrané krve byl
smichan s absolutnim ethanolem (v poméru krev:ethanol 1:9) a uchovavan pfi teploté 4 °C

pro nasledné molekularni analyzy.

3. 2. lIzolace DNA

Celkovd DNA byla extrahovana z ethanolem-konzervovanych krevnich vzorku
pomoci komercniho kitu (DNeasy Blood & Tissue Kit, Qiagen). Vzorek byl nejprve zbaven
ethanolu odsatim pomoci pipety a ,,vysusenim® pfes noc v oteviené mikrozkumavce. Poté
probihala izolace DNA podle navodu vyrobce (zkracené: lyzovani proteindzou K, opakované
promyvani v komer¢né dodavanych pufrech a centrifugace, izolace DNA na Mini spin
kolonce). Prehled vsech vzorkd s vyizolovanou DNA, hostitel a lokalita jsou uvedeny

v piiloze (Tab. L.).
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3.3. Geny pouzité pro fylogenetické analyzy, PCR, primery,
zpracovani PCR produkti

Prvnim genem testovanym pro vyuziti v ndsledujicich analyzach byl mitochondrialni
gen pro cytochrom b (cytb). Na reprezentativnim vzorku bylo ovéfeno, Ze pro tento gen
specificky navrzené primery amplifikovaly pouze sekvence paraziti rodu Haemoproteus.
Cytb byl proto vyuzit k rekonstrukci fylogeneze tohoto rodu, zatimco pro rod Hemolivia byl
ovéfen jako vhodny a amplifikovatelny marker gen pro malou jadernou podjednotku
(18S rRNA). Tento gen byl proto pouzit v molekularné-fylogenetickych analyzach parazitt
rodu Hemolivia.

Polymerazova fetézova reakce (PCR) probihala v celkovém objemu 25 pl

za standardnich podminek, s nasledujicim objemem jednotlivych slozek:

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

e 2.0 ul vyizolované DNA

e 1,0 pl nukleotida (ANTPs; 10 mM roztok - 2,5 mM kazdé baze)
e 0,5 ul forward primeru (20 pmol/ul; Generi Biotech)

e 0,5 ul reverse primeru (20 pmol/ul; Generi Biotech)

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

e 18,3 ul PCR H,O

Pro PCR byly pouzity nésledujici sekvence primera:
Primery pro amplifikaci genu pro malou jadernou podjednotku (18S rRNA) hemolivii:
e Forward primer: 5-GAAACTGCGAATGGCTCATT-3’
e Reverse primer: 5-CTTGCGCCTACTAGGCATTC-3"
Primery pro amplifikaci genu pro cytochrom b (cytb) haemoprotet:
e Forward primer: 5-TCAACAATGACTTTATTTGG-3"
e Reverse primer: 5-GGGAGCTGTAATCATAATGTG-3’

Pro spravné nastaveni PCR programu (piedevsim teploty annealingu) byla nejprve

provedena metoda gradientové PCR. Oproti standardni PCR doslo ke zméné objemu slozek

pouze u vyizolované DNA (1,0 ul) a PCR vody (19,3 ul). Optimalni se ukéazalo rozpéti teplot
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51,8 °C - 53,6 °C pro 18S rRNA a 51,7 °C - 52,8 °C pro cyth. Byly zvoleny hodnoty 53 °C
a 52 °C, které se nasledn¢ osvéd¢ily jako vhodné.

Pribéh PCR programu pro amplifikaci 18S rRNA:

1. Denaturace 95 °C 15 min

2. Denaturace 95°C 45s

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

5. Extenze 72°C 10 min

Prabéh PCR programu pro amplifikaci cytb:

1. Denaturace 95 °C 15 min

2. Denaturace 95°C 45

3. Annealing 52°C 45s 30 cykla
4. Elongace 72°C 1 min 30s

5. Extenze 72°C 10 min

Vysledek PCR reakce byl vizualizovan elektroforézou na 1% agarézovém gelu
pfi napéti 100 V, s pouzitim barviva Sybr Green a 1 kb ladderu (GeneRuler 1kb DNA
Ladder, Thermo Scientific). Pozitivni PCR produkty o pozadované velikosti byly nasledné
enzymaticky piecistény pomoci enzymu FastAP (Thermosensitive Alkaline Phosphatase)
a Exo | (Exonuclease | z E. coli) (Thermo Scientific). Ke kazdému pozitivnimu PCR
produktu bylo pfidano 0,2 pl kazdého enzymu a vlastni pie¢istovani probihalo

na termocycleru za nasledujicich podminek:

37°C 15 min
80 °C 15 min
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3. 4. Sekvenace, Uprava a zpracovani sekvenci

Pozitivni, enzymaticky pfecisténé PCR produkty o pozadované velikosti byly
osekvenovany na automatickém kapilarnim sekvendtoru ABI PRISM 3730XL DNA
analyzer v ramci servisniho pracovisté Macrogen v Amsterdamu
(http://www.macrogen.com/eng/business/seq_service.html).  Ziskané  sekvence  jsem
kontrolovala a upravovala V programu Sequence Scanner v. 1.0
(https://products.appliedbiosystems.com). Pomoci algoritmu BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov), ktery je soucasti databaze GenBank, jsem identifikovala ziskané
sekvence, a zde je také porovnala s ostatnimi dostupnymi sekvencemi. Program SeqMan
(DNASTAR, Inc.) byl pouzit pro zkompletovani/skladani sekvenci. Pomoci programu
EditSeq (DNASTAR, Inc.) jsem zkontrolovala a ptipadné wupravila ¢&teci ramce
protein-kddujicich sekvenci cytb. Se sekvencemi genu 18S rRNA jsem pracovala jako

s nukleotidy.

3. 5. Alignment, fylogenetické analyzy

Ziskané sekvence genu pro 18S rRNA parazitti rodu Hemolivia z zelv rodu Testudo,
spolu s nekolika dalsimi sekvencemi 18S rRNA jinych krevnich protist, dostupnych
z databaze GenBank (Tab. 1.), byly zkopirovany ve formatu FASTA do spole¢ného
textového souboru. Tim byl vytvofen dataset pro fylogenetické analyzy. Dataset byl vlozen
do programu BioEdit (Hall 1999), a sekvence byly alignovany jako nukleotidy algoritmem
ClustalW Multiple Alignment (Thompson et al. 1994). Vysledny alignment byl manualné

ofezan na jednotnou délku.
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Tab. 1. Ziskané sekvence genu 18S rRNA (tu¢né) a sekvence vybrané z databaze GenBank,

pouzité pro fylogenetické analyzy.

Oznaceni vzorku
/Ptistupovy kéd z Parazit Mezihostitel Lokalita
GenBank
1Q-1-10 Hem_ol|v_|a Testudo graeca Irék
mauritanica
1Q-4-10 H. mauritanica T. graeca Irdk
IR-20-11 H. mauritanica T. graeca Iran
IR-32-11 H. mauritanica T. graeca Iran
TR-21-08 H. mauritanica T. graeca Turecko
TR-25-08 H. mauritanica T. graeca Turecko
SY-10-10 H. mauritanica T. graeca Syrie
SY-45-10 H. mauritanica T. graeca Syrie
SY-68-10 H. mauritanica T. graeca Syrie
SY-41-07 H. mauritanica T. graeca Syrie
GR-9-04 H. mauritanica Testudo marginata Recko
KC512766 Hemolivia sp. T. graeca Alzirsko
JN211118 Hemolivia mariae Tiliqua rugosa Austrélie
EF157822 Hepatozoon ayorgbor Python regius Ghana
AY600626 Hepatozoon sp. Clethrionomys | & <lsko
glareolus
DQ439540 Hepatozoon canis Canis familiaris Venezuela
AY628681 Hepatozoon felis Felis catus Spanélsko
Hepatozoon cf. . Kanada
HQ224954 cgtesbianae Rana catesbeiana (Ontario)
JN181157 Hepatozoon sipedon Nerc;(ijpl)g dscl)pr)]edon (gﬁ?:r?g)
KF257925 Haemogregarina sp. | Pelusios subniger Mosambik
KF257929 Haemogrega_r iha Mauremys leprosa Alzirsko
stepanowl
. : Chelyd_ra Kanada
HQ224959 Haemogregarina balli serpentina .
serpentina (Ontario)
Pelophylax Francie
HQ224957 Dactylosoma ranarum escuﬁ)er){tus (Korsika)
KF499115 Babesia canis canis Canl_s _Iup_us Turecko
familiaris

Stejnym zpusobem byl vytvofen také dataset ze sekvenci cytb parazitd rodu
Haemoproteus z zelv rodu Testudo a sekvenci cytb ptibuznych krevnich paraziti dostupnych
z databaze GenBank (Tab. 2.). Sekvence zde byly alignovany jako aminokyseliny a vysledny

alignment ofezan na jednotnou delku.
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Tab. 2. Ziskané sekvence genu cytb (tuéné) a sekvence vybrané z databdze GenBank,

pouzité pro fylogenetické analyzy.

Oznaceni vzorku
/PF¥istupovy kéd z Parazit Mezihostitel Lokalita
GenBank
1Q-6-10 Haemoproteus sp. Testudo graeca Irdk
IR-4-11 Haemoproteus sp. T. graeca fran
IR-15-11 Haemoproteus sp. T. graeca fran
IR-16-11 Haemoproteus sp. T. graeca fran
IR-20-11 Haemoproteus sp. T. graeca fran
IR-21-11 Haemoproteus sp. T. graeca fran
IR-24-11 Haemoproteus sp. T. graeca Iran
TR-8-08 Haemoproteus sp. T. graeca Turecko
TR-15-08 Haemoproteus sp. T. graeca Turecko
TR-22-08 Haemoproteus sp. T. graeca Turecko
TR-28-08 Haemoproteus sp. T. graeca Turecko
TR-30-08 Haemoproteus sp. T. graeca Turecko
KE049495 unidentifie_d Podocnemis Peru
Haemosporida expansa
KF049502 unldent|f|e_d Podocnemis unifilis Peru
Haemosporida
KF049503 unldent|f|e_d Podocnemis unifilis Peru
Haemosporida
GQ141560 Plasmodium sp. Bubo virginianus USA
GU252011 Plasmodium sp. Bubo virginianus ?
DQ659572 Plasmodium sp. FOUd'a. . Madagaskar
madagascariensis
JN164734 F_’Iasmodlum Sylvia atricapilla ?
circumflexum
Plasmodium Prasinohaema Papua Nova
EUB34703 minuoviride prehensicauda guinea
AF069611 Plasmodium elongatum | Passer domesticus As\ever_m
merika
GQ141583 Parahaemoproteus sp. Dum_etella_l USA
carolinensis
GU252002 Parahaemoproteus sp. Dum_etella_l ?
carolinensis
AF465572 Haemoproteus sp. Margarops fuscus Indie
DQ630013 Haemoproteus minutus Turdus merula Litva
DQ630004 Haemoproteus pallidus | Ficedula hypoleuca Evropa
AY099045 Haemoproteus majoris | Parus caeruleus Svédsko
HM142922 Leucocytozoon ? ?
buteonis
AY762077 Leucocytozoon sp. ? Madagaskar
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Pro rekonstrukci fylogenetickych vztahi uvedenych taxonl jsem pouzila tfi rizné
metody; maximum parsimony (MP), maximum likelihood (ML) a Bayesian inference (BI).
MP byla vypoctena v programu PAUP v. 4b10 (Swofford 2002). Matice byla analyzovana
heuristickym algoritmem TBR a ze ziskanych stromt byl nasledné vytvoien konsensus.
Bootstrapova podpora vétvi byla vypoétena z 1000 opakovani. ML byla provedena
programem PhyML v. 2.4.3s (Guindon a Gascuel 2003) s pouzitim modelu GTR a bootstrap
byl opét vypocten z 1000 opakovani. Bl byla spoétena v programu MrBayes V. 3.2.
(Huelsenbeck et al. 2001) pro 10 miliont generaci. Vysledné stromy byly vizualizovany
programem TreeView v.1.6.6. (Page 1996) a graficky upraveny v programu Adobe
Illustrator CS5 (Adobe Systems Inc.).
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4. Vysledky

4. 1. PCR, sekvence a alignmenty

Celkem jsem ziskala 18 PCR produktd pro gen 18S rRNA parazitti rodu Hemolivia.
Jejich oznaceni, puvod a lokalita jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tab. 3.). Ze vzorku
z Bulharska, Libanonu a Rumunska vychazela PCR vzdy opakované negativni.
Z uvedenych PCR produktu jsem ziskala 11 sekvenci genu pro 18S rRNA. Dataset jsem
doplnila o dalsich 13 sekvenci z databdze GenBank (www.nchi.nlm.nih.gov), zalignovala
a vysledny alignment byl po upravé dlouhy 1197 bp. Piehled vSech sekvenci tohoto datasetu
je uveden v piedchozi kapitole (Tab. 1.).

Tab. 3. Prehled vzorki DNA z Irdku, Turecka, iranu, Syrie, Recka a Alzirska, ze kterych
vysla pozitivné PCR.

Oznaceni vzorku (krle)\f/“r,‘r(:;iz},ffg;tl;'gle) Lokalita
1Q-1-10 T. graeca Irék (Sulajmanija)
1Q-4-10 T. graeca Irdk (Sulajmanija)

TR-21-08 T. graeca Turecko (Hakkari)
TR-25-08 T. graeca Turecko (Semdinli)
IR-20-11 T. graeca iran (Sultanabad)
IR-32-11 T. graeca fran (Ourumyieh-Sera)
SY-10-10 T. graeca Syrie (Qalat Samaan)
SY-45-10 T. graeca Syrie (Ayn Dara)
SY-68-10 T. graeca Syé'ﬁesll;rﬁjses
SY-41-07 T. graeca Syrie (Cirrus)
GR-9-04 T. marginata Recko (Volos)
AL-154-09 T. graeca Alzirsko
AL-168-09 T. graeca Alzirsko
AL-174-09 T. graeca Alzirsko
AL-131-10 T. graeca Alzirsko
AL-187-10 T. graeca Alzirsko
AL-195-10 T. graeca Alzirsko
AL-198-10 T. graeca Alzirsko

Pozn.: Pfesné lokality vzorkii pochazejicich z Alzirska nejsou znamy (P. Siroky, osobni

sd€leni).
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Amplifikace genu cytb prob¢hla uspésné u 23 vzorkd. Jejich oznaceni, pivod
a lokalita jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tab. 4.). Ze vzorku z Alzirska, Bulharska,
Libanonu, Rumunska, Recka a Syrie vysla PCR vzdy negativné. Z uvedenych PCR produktt
jsem ziskala 12 sekvenci cytb. Dataset jsem doplnila o dalSich 17 sekvenci z databaze
GenBank, vysledny alignment byl po upravé dlouhy 735 bp. Pichled sekvenci tohoto

datasetu je uveden v piedchozi kapitole (Tab. 2.).

Tab. 4. Pfehled vzorkti DNA z Irdku, Turecka a Iranu, ze kterych vysla pozitivné PCR.

Oznaceni vzorku (krl(:\‘/“r’;l)gz},rfg;tlﬁlele) Lokalita
1Q-6-10 T. graeca Irdk (Sulajmanija)
TR-2-08 T. graeca Turecko (Van)
TR-3-08 T. graeca Turecko (Van)
TR-5-08 T. graeca Turecko (Van)
TR-7-08 T. graeca Turecko (Mus)
TR-8-08 T. graeca Turecko (Mus)
TR-9-08 T. graeca Turecko (lgdir)

TR-15-08 T. graeca Turecko (lgdir)
TR-22-08 T. graeca Turecko (Hakkari)
TR-28-08 T. graeca Turecko (Van)
TR-30-08 T. graeca Turecko (Van)
IR-4-11 T. graeca iran (Kermanshah)
IR-15-11 T. graeca iran (Siah Dare)
IR-16-11 T. graeca iran (Siah Dare)
IR-18-11 T. graeca iran (Sultanabad)
IR-20-11 T. graeca iran (Sultanabad)
IR-21-11 T. graeca iran (Sultanabad)
IR-24-11 T. graeca iran (Sultanabad)
IR-29-11 T. graeca iran (Sultanabad)
IR-30-11 T. graeca iran (Sultanabad)
IR-34-11 T. graeca iran (Kuzeh Rash)
IR-36-11 T. graeca iran (Kuzeh Rash)
IR-37-11 T. graeca iran (Kuzeh Rash)

21



4. 2. Fylogenetické analyzy
V tabulce ¢. 5 jsou uvedeny detaily a parametry jednotlivych analyz, které jsem
pouzila pro rekonstrukci fylogeneze studovanych krevnich paraziti na zakladé genu

18S rRNA a cytb.

Tab. 5. Informace o fylogenetickych analyzach a pouzitych parametrech.

Matice MP (PAUP) ML (PhyML) Bl (MrBayes)
Hemolivia hsearch TBR
18S rRNA bootstrap = 1000 GTR+T +1
replikaci, bootstrap = 1000 G?nlir;crj I
24 sekvenci, nejlepsi strom = 394 replikact, -
. . _ 10 000 000
délka krokad, InL= burn-in = 25 %
alignmentu konsensus ze 100 stromt -3654.329270 - °
1197 bp Cl =0,8325
Haemoproteus hsearch TBR
cytb bootstrap = 1000 GTR+T +1
replikaci, bootstrap = 1000 GTHRC;](T_JF I
29 sekvenct, nejlepsi strom = 409 replikact, -
. . _ 10 000 000
délka kroku, InL = burn-in = 25 %
alignmentu konsensus ze 42 stromi -2939.745151 B 0
735 bp Cl=0,6675

Vysledkem fylogenetickych analyz genu pro 18S rRNA s pouzitim vSech tii piistupt
(MP, ML a BI) je monofyleticka skupina tvofena sekvencemi Hemolivia mauritanica
a Hemolivia sp., ziskanymi z zelv rodu Testudo z 5 zemi (Irdku, Irdnu, Recka, Syrie
a Turecka). Tito zastupci tvoii sesterskou skupinu k monofyletickym rodim Hepatozoon
a Haemogregarina. Taxon Babesia canis canis se osvédcil jako vhodné zvoleny outgroup.

Molekularné-fylogenetické analyzy genu cytb prokazaly, ze Haemoproteus sp.,
izolovany z Zelv rodu Testudo ze 3 zemi (Irdku, Iranu a Turecka), tvofi monofyletickou
skupinu. Ta je nejvice piibuzna blize nespecifikované skupin¢ ,,Haemosporida“ (takto
je ndzev uveden v GenBanku; patrné je minéna skupina Haemospororida) a rodim
Parahaemoproteus a Haemoproteus, izolovanych z ptaku. Sesterskou skupinou vSech vyse
zminénych jsou zastupci rodu Plasmodium. Zvoleny outgroup (Leucocytozoon buteonis

a Leucocytozoon sp.) se rovnéz osved¢il jako vhodny.
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Babesia canis canis (KF499115)

— Hemolivia mariae (JN211118)

1.00/99/99

1.00/85/88

0.83/89/85

0.52/%/85

1.00/98/92

0.88/69/67

0.90/66/*

1.00/100/100

Hepatozoon ayorgbor (EF157822)

Hepatozoon sp. (AY600626)

Hepatozoon felis (AY628681)

Hepatozoon cf. catesbianae (HQ224954)
Hepatozoon sipedon (JN181157)

Hepatozoon canis (DQ439540)

Hepatozoidae

Dactylosoma ranarum (HQ224957)

Haemogregarina sp. (KF257925)

Haemogregarina stepanowi (KF257929) Haem ogrega rindae

0.98/100/88

Haemogregarina balli (HQ224959)

r Hemolivia mauritanica 1Q-1-10
Hemolivia mauritanica 1Q-4-10
Hemolivia mauritanica IR-20-11
Hemolivia mauritanica IR-32-11

Hemolivia mauritanica TR-21-08

Hemolivia mauritanica TR-25-08
| 0.64/92/87

Hemolivia mauritanica SY-68-10
k Hemolivia mauritanica SY-41-07
+ Hemolivia mauritanica GR-9-04

Hemolivia sp. (KC512766)

0.51/75/*

Hemolivia mauritanica SY-45-10
0.1

I[ Hemolivia mauritanica SY-10-10
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Obr. 3. Kladogram fylogenetickych vztahii parazitd rodu Hemolivia na zakladé analyzy
sekvenci pro 18S rRNA metodou BIl. U uzlt jsou uvedeny hodnoty posterior probabilities
(PP) vyssi nez 0.50, a pii vétveni zachovaném rovnéz v analyzach MP a ML hodnoty
bootstrapti vyssi nez 50 % (v pofadi BI/ML/MP). Sekvence ziskané v této studii jsou
zvyraznény tucné.

*, PP/bootstrap je nizsi nez 0.50/50 %.
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Leucocytozoon buteonis (HM142922

1.00/100/100

Leucocytozoon sp. (AYZ62077

— Plasmodium minuoviride (EU834703)

. Plasmodium sp. (GQ141560)
1.oo.r-,f1oo|
Plasmodium sp. (GU252011)

Plasmodium circumflexum (JN164734)
0.95/85/84

Plasmodium sp. (DQB59572)
: 0.99/76/78
0.90/-/100 I— Plasmodium elongatum (AF069611)

Haemoproteus majoris (AY099045)
. Parahaemoproteus sp. (GQ141583)
- 1007008 0.85/100/98
0.59/-/- Parahaemoproteus sp. (GU252002)
Haemoproteus sp. (AF465572)
0.51/56/34
= Haemoproteus minutus (DQ630013)
0.87/92/93
- Haemoproteus pallidus (DQ630004)
0.95/+/- — | Jnidentified Haemosporida (KF049502)
%7258 | Unidentified Haemosporida (KF049495)
4[1 .00/100/100
Unidentified Haemosporida (KF049503)
Haemoproteus sp. IR-4-11

0.99/86/64 -15-
1.00/100/100 Haemoproteus sp. IR-15-11

Haemoproteus sp. IR-16-11

Haemoproteus sp. IR-20-11

1.00/90/98 Haemoproteus sp. 1Q-6-10

Haemoproteus sp. TR-8-08

10099es|f Haemoproteus sp. IR-21-11
Haemoproteus sp. IR-24-11

07356-] Haemoproteus sp. TR-15-08

Haemoproteus sp. TR-22-08

At Haemoproteus sp. TR-28-08
0.99/98/88

Haemoproteus sp. TR-30-08
0.1
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Obr. 4. Kladogram fylogenetickych vztahi paraziti rodu Haemoproteus na zakladé analyzy
sekvenci pro cytb metodou BIl. U uzli jsou uvedeny hodnoty posterior probabilities (PP)
vyssi nez 0.50, a pfi vétveni zachovaném rovnéz v analyzach MP a ML hodnoty bootstrapti
vyssi nez 50 % (v potadi BI/ML/MP). Sekvence ziskané v této studii jsou zvyraznény tu¢né.
*, PP/bootstrap je nizsi nez 0.50/50 %.

-, vétveni v MP nebo ML analyze je jiné nez v BL.
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5. Diskuse

Zelvy Testudo graeca, jejichz krev byla pouzita k analyzam, byly odchyceny
na Gzemi osmi statd; jejich areal je vSak mnohem SirSi. Kromé zminénych zemi byl vyskyt
téchto  zelv  prokdzan napi. v Maroku, Tunisku, Libyi, Izraeli, Palesting,
Péakistanu, Afghéanistanu (Siroky et al. 2009), Albanii (Bruno 1989), nebo Italii (Vamberger
2011). Zelvy T. marginata, nalezené v Recku, se v hojném poétu vyskytuji predeviim
na uzemi Recka, ale nékolik jedincti bylo zjisténo i v Turecku. Pokud porovname
geografické rozs§ifeni t€chto dvou druht zelv, vychazi jako areél jejich spole¢ného vyskytu
Turecko (Fritz et al. 2009). Tento spole¢ny areal tak lze povazovat za vhodny pro sbér
krevnich vzorku a jejich nasledné srovnavaci analyzy. Nicméné krevni vzorky T. marginata
z Turecka nebyly dosud ziskany.

Geografické rozsiteni vektora (klistéte Hyalomma aegyptium) je Uzce spjato
s rozsifenim suchozemskych Zelv rodu Testudo (Siroky et al. 2009). Da se piedpokladat,
ze divodem tohoto jevu je snadnd interakce s hostitelem (nizky vzrast zelvy, pomaly pohyb
v travnatych plochéch). Vyskyt v jinych oblastech a vybér jiného hostitele (plazi, savci) je
pravdépodobné zptsoben tim, ze klist€ narozdil od Zelv hife snadsi sucho; extrémné suché
oblasti pfedstavuji nepiiznivé podminky pro zivotni cyklus klistéte (Paperna 2006). Nicméné
niz§i vyvojova stadia vektora (larva, nymfa) nemaji specifického hostitele (Zelvy)
a zivi se krvi riznych druhd obratlovcl (jestérky, ptaci, mali savci a lidé). Naproti tomu
mohou byt Zelvy rodu Testudo infikovany i jinymi druhy klistat, ktera jinak napadaji savce
(napt. Haemaphysalis sulcata ¢ Haemaphysalis inermis). Ztoho vyplyva,
ze interakce klistéte a Zelvy neni druhovée specificka.

Lze se tedy domnivat, Ze oba studovani krevni paraziti (Hemolivia mauritanica
a Haemoproteus sp.) preferuji jako mezihostitele Zzelvy rodu Testudo. Na vySetfovanych
lokalitach byli vyse uvedeni paraziti detekovani, vici celkovému poétu vysetienych vzorki,
v poméru 41:168, z ¢ehoz 18 tvortili paraziti rodu Hemolivia a 23 Haemoproteus. Tyto dva
rody paraziti zaujimaji spoleéné arealy (Turecko, Irak, fran), nicméné jejich vyskyt se lisil
u lokalit Syrie, Recka a Alzirska, které byly pozitivni pouze pro rod Hemolivia. Z hlediska
koevoluce komplexu parazit — vektor — hostitel (Hemolivia mauritanica — Hyalomma
aegyptium — Testudo graeca), lze potvrdit prozatimni hypotézu, ktera predpoklada vyskyt

rodu Hemolivia na celém spoleéném tzemi zelv rodu Testudo a vektora Hyalomma
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aegyptium (Harris et al. 2013). Tuto hypotézu nejspis nelze aplikovat pro rod Haemoproteus,
na zdkladé odlisnych lokalit sbéru Zelv, ze kterych byli izolovani.

V ramci paraziti skupiny ,,hacmogregarina sensu lato infikuje rod Hemolivia kromé
zelv (H. mauritanica) také scinky, agamy (H. mariae) a ropuchy (H. stellata), nicméné
vektorem pro tento rod jsou vzdy klistata Celedi Ixodidae. Klistata jsou také vektorem
paraziti rodu Hepatozoon. Rod Hepatozoon napada kromé studenokrevnych plazt také
savce, ptaky a obojzivelniky (Paperna 2006), tudiz ma v porovnani s rodem Hemolivia $irsi
spektrum hostiteld. DalSimi parazity skupiny ,haemogregarina sensu lato®, ktefi byli
podobné jako Hemolivia popsani z zelv, jsou napi. Haemogregarina stepanowi (ze Zelvy
bahenni) a Haemogregarina balli (z kajmanky dravé), jejichz definitivnim hostitelem jsou
pijavice (Danilewsky 1885). Pijavice jsou také definitivnimi hostiteli dalSich
,haemogregarina sensu lato®, a to rodt Cyrilia a Desseria, popsanych z ryb (Siddall 1995,
Smit et al. 2003, Smit a Davies 2006, Dvoiakova et al. 2014). Z toho vyplyva, Ze jednotlive
rody celé¢ skupiny ,haemogregarina sensu lato* vykazuji vysokou miru specifity vici
definitivnimu hostiteli.

Haemoproteus vyuzivad jako svého hostitele kromé zelv také plazy, obojzivelniky
a ptaky (Lainson a Naiff 1998). Podrod Parahaemoproteus byl vy¢lenén na zakladé své
vektorove specifity, a morfologickych rozdili ve stadiich sporogonie (Bennett et al. 1965),
ptestoze fylogeneticky pada mezi rod Haemoproteus (Martinsen et al. 2008, Orkun a Gliven
2013). Narozdil od zastupci rodu Haemoproteus (jehoz mezihostitelem jsou holubi
a vektorem Kklosi celedi Hippoboscidae) je Parahaemoproteus pienasen tipliky rodu
Culicoides a je schopen infikovat Sirokou skalu ptac¢ich mezihostitelt (Valkiunas 2005).

Fylogenetické analyzy pro gen 18S rRNA potvrdily dosavadni ¢lenéni skupiny
,haemogregarina sensu lato* do tfi celedi (Barta 1989, 2000, Barta et al. 2012); celed
Hepatozoidae, obsahujici zastupce rodu Hepatozoon, tvoii sesterskou skupinu k ¢eledim
Karyolysidae, zahrnujici rod Hemolivia, a Haemogregarinidae (Obr. 3.). Taxon Dactylosoma
ranarum (Adeleorina: Dactylosomatidae) piedstavuje fylogeneticky nejptibuznéjsiho
zéastupce skupiny ,,haemogregarina sensu lato*“ v ramci nadskupiny Adeleorina. Pro piesné&jsi
klasifikaci uvniti skupiny ,,haemogregarina sensu lato” by bylo tfeba pfidat do analyz jeste
zbylé zastupce této skupiny (Cyrilia, Desseria, Karyolysus), jejichz sekvence zatim nejsou
k dispozici. Chyb¢jici sekvence mohou tvofit zasadni uzly, nebo naopak propojit jednotlivé
skupiny. Pozice Hemolivia mauritanica ve fylogenetickém stromu je podpofena vysokymi
hodnotami bootstrapt (v MP i ML), piestoze posterior probability (BI) je o néco nizsi (0,64)

(Obr. 3.). Hemolivia sp., ktera sdili sH. mauritanica stejného mezihostitele,
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se pravdépodobné z tohoto duvodu zafadila do stejného taxonu. H. mariae (ze scinka Tiliqua
rugosa) se vyclenila samostatné na bazi stromu (Obr. 3.), muzeme tedy piedpokladat, ze rod
Hemolivia klastruje v zavislosti na typu mezihostitele.

Na zakladé fylogenetickych analyz mitochondridlniho genu cytb se ukazuje,
Ze topologie v ramci skupiny Haemospororida (Apicomplexa: Aconoidasida) je relativné
kongruentni s pfedchozimi studiemi (Perkins a Schall 2002, Outlaw a Ricklefs 2009). Tyto
studie vSak nezahrnuji zastupce rodu Haemoproteus parazitujici u zelv. Hlavnim rozdilem
mezi nami ziskanymi vysledky a pfedchozimi analyzami, provedenymi taktéZ na zakladé
cytb, je postaveni a vétveni rodu Plasmodium. Vyse uvedené studie tento rod fadi bud’ jako
sestersky k rodu Haemoproteus (Perkins a Schall 2002), nebo jako monofyleticky, tvofici
zaroven piedka rodu Haemoproteus (Outlaw a Ricklefs 2009). Na zaklad¢ vysledkt nasich
fylogenetickych analyz (Obr. 4.) 1ze celkové skupinu plasmodii definovat jako primitivné
odvozeny taxon v ramci celé skupiny Haemospororida. Tuto ancestralni pozici lze zaroven
podpofit hypotézou pravdépodobné divergentni evoluce jedné z kopii mitochondrialniho
genu plasmodii, vici které byl nami amplifikovany gen pro cytb vysoce homologicky.

Sekvence cytb zastupct rodu Haemoproteus parazitujicich u Zelv jsou na zakladé
nasich analyz v sesterské pozici vic¢i neidentifikovanym druhtim celedi Haemospororida
(v databazi GenBank uvedené jako Unidentified Haemosporida) (viz kapitola 3). Tato pozice
je navic podpofena vysokymi hodnotami bootstrapi i posterior probability. Klastrovani
téchto dvou skupin je z hlediska fylogeneze zalozené na zaklad¢ stejného druhu hostitele,
kterym byly Zelvy. V porovnani s ptedchozimi studiemi neni Haemoproteus sp. infikujici
zelvy v pfimém sesterském vztahu k rodim Haemoproteus a Parahaemoproteus z ptacich
hostitelt. Tyto dva rody (Haemoproteus, Parahaemoproteus) jsou podle vysledkt nasich
analyz ve stejné skuping, coz odrazi homologické systematické c¢lenéni na zakladé
morfologickych dat, které tyto dva podrody Klasifikuji jako jediny rod, Haemoproteus
(Bennett et al. 1965). Na reprezentativnim vzorku taxoni bylo ovéfeno, Ze pro
mitochondridlni gen cytb amplifikovaly specificky navrzené primery pouze sekvence
paraziti rodu Haemoproteus; cytb byl proto vyuzit k rekonstrukci fylogeneze tohoto rodu.
Vyhodou pouziti tohoto genu je zaroven jeho vysokd variabilita oproti genu 18S rRNA.
Dataset byl doplnén sekvencemi vSech piibuznych krevnich parazitl, pro néz byl cytb
v GenBank k dispozici. V této databazi nejsou zadné sekvence 18S rRNA pro rod
Haemoproteus, a zaroven zadné sekvence cytb pro rod Hemolivia. Z tohoto divodu nebylo
mozné porovnat vzajemné vztahy paraziti Hemolivia mauritanica a Haemoproteus sp.

v ramci kmene Apicomplexa.
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Pouze na zéklad¢ analyz genu pro 18S rRNA nelze popsat populacni strukturu
H. mauritanica, jelikoz variabilita tohoto genu je velice nizka. Ackoliv jsem méla k dispozici
vzorky H. mauritanica z raznych lokalit i hostitelt, z vysledného kladogramu neni patrny
zadny pattern (Obr. 3.). Pro objasnéni populacni struktury a genealogie tohoto parazita je
zapotiebi navrhnout fungujici primery pro jiny gen/jiné geny, s vyssi variabilitou. Nicméné
vyhoda pouziti genu pro 18S rRNA spociva v mnozstvi jeho dostupnych sekvenci

pro vétSinu organismu v databazi GenBank.
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6. Zavér

V této préci byla studovéna fylogeneze a popula¢ni struktura krevnich paraziti zelv
rodu Testudo. Podafilo se mi ziskat 11 sekvenci genu 18S rRNA zastupct Hemolivia
mauritanica a 12 sekvenci genu cytb pro Haemoproteus sp., na kterém jsem uspésné
testovala specificky navrzené primery. Analyzy genu 18S RNA zcasti objasnily fylogenezi
tzv. ,,haemogregarin sensu lato” a potvrdily jejich dosavadni ¢lenéni, ale protoze ziskané
mnozstvi sekvenci je zatim malé, nelze tyto vysledky povazovat za kone¢né. Analyzy cytb
odhalily monofylii dal$iho krevniho parazita suchozemskych zelv, Haemoproteus sp.,
a to v ramci celé skupiny Haemospororida. Pro budouci studium ,,haemogregarin sensu lato*
by bylo vhodné nasbirat/ziskat a osekvenovat chybéjici zastupce skupiny (Cyrilia, Desseria,
Karyolysus), a ziskat také vice sekvenci rodu Haemogregarina z riznych hostitelt.
Pro objasnéni vzajemného vztahu dvou studovanych krevnich parazitd (H. mauritanica,
Haemoproteus sp.) je tieba navrhnout nové primery, amplifikujici spole¢ny/né gen/y pro oba

organismy, a vytvofit tak spole¢ny dataset pro fylogenetické analyzy.
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9. P¥ilohy

Tab. I. Prehled vsech vzorktt DNA, které jsem pouzila pro PCR analyzy, jejich mezihostitel

a lokalita.
Oznaceni Oznaceni
vzorku Mezihostitel ~ Lokalita vzorku Mezihostitel Lokalita
1Q-1-10 T. graeca Irak AL-101-09 T. graeca Alzirsko
1Q-2-10 T. graeca Irak AL-104-09 T. graeca Alzirsko
1Q-3-10 T. graeca Irék AL-111-09 T. graeca Alzirsko
1Q-4-10 T. graeca Irék AL-113-09 T. graeca Alzirsko
1Q-5-10 T. graeca Irak AL-116-09 T. graeca Alzirsko
1Q-6-10 T. graeca Irak AL-132-09 T. graeca Alzirsko
TR-1-08 T. graeca Turecko AL-140-09 T. graeca Alzirsko
TR-2-08 T. graeca Turecko AL-142-09 T. graeca Alzirsko
TR-3-08 T. graeca Turecko AL-147-09 T. graeca Alzirsko
TR-5-08 T. graeca Turecko AL-154-09 T. graeca Alzirsko
TR-7-08 T. graeca Turecko AL-156-09 T. graeca Alzirsko
TR-9-08 T. graeca Turecko AL-168-09 T. graeca Alzirsko
TR-11-08 T. graeca Turecko AL-174-09 T. graeca Alzirsko
TR-13-08 T. graeca Turecko AL-179-09 T. graeca Alzirsko
TR-14-08 T. graeca Turecko AL-131-10 T. graeca Alzirsko
TR-17-08 T. graeca Turecko AL-187-10 T. graeca Alzirsko
TR-22-08 T. graeca Turecko AL-188-10 T. graeca Alzirsko
TR-26-08 T. graeca Turecko AL-190-10 T. graeca Alzirsko
TR-28-08 T. graeca Turecko AL-192-10 T. graeca Alzirsko
TR-29-08 T. graeca Turecko AL-195-10 T. graeca Alzirsko
TR-30-08 T. graeca Turecko AL-196-10 T. graeca Alzirsko
TR-1-09 T. graeca Turecko AL-198-10 T. graeca Alzirsko
TR-2-09 T. graeca Turecko AL-201-10 T. graeca Alzirsko
TR-3-09 T. graeca Turecko AL-206-10 T. graeca Alzirsko
TR-5-09 T. graeca Turecko AL-207-10 T. graeca Alzirsko
TR-13-09 T. graeca Turecko AL-214-10 T. graeca Alzirsko
IR-1-11 T. graeca fran AL-215-10 T. graeca Alzirsko
IR-2-11 T. graeca fran AL-217-10 T. graeca Alzirsko
IR-4-11 T. graeca irén AL-219-10 T. graeca Alzirsko
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Oznaceni Oznaceni
vzorku Mezihostitel ~ Lokalita vzorku Mezihostitel Lokalita
IR-8-11 T. graeca fran AL-221-10 T. graeca Alzirsko
IR-14-11 T. graeca fran AL-223-10 T. graeca Alzirsko
IR-15-11 T. graeca fran AL-226-10 T. graeca Alzirsko
IR-16-11 T. graeca fran AL-227-10 T. graeca Alzirsko
IR-18-11 T. graeca fran AL-228-10 T. graeca Alzirsko
IR-20-11 T. graeca fran AL-229-10 T. graeca Alzirsko
IR-21-11 T. graeca fran AL-236-10 T. graeca Alzirsko
IR-22-11 T. graeca fran AL-238-10 T. graeca Alzirsko
IR-23-11 T. graeca fran AL-243-10 T. graeca Alzirsko
IR-24-11 T. graeca fran AL-244-10 T. graeca Alzirsko
IR-25-11 T. graeca fran SY-01-10 T. graeca Syrie
IR-26-11 T. graeca fran SY-03-10 T. graeca Syrie
IR-27-11 T. graeca fran SY-05-10 T. graeca Syrie
IR-28-11 T. graeca fran SY-08-10 T. graeca Syrie
IR-29-11 T. graeca fran SY-10-10 T. graeca Syrie
IR-30-11 T. graeca fran SY-12-10 T. graeca Syrie
IR-31-11 T. graeca fran SY-15-10 T. graeca Syrie
IR-32-11 T. graeca fran SY-16-10 T. graeca Syrie
IR-34-11 T. graeca fran SY-17-10 T. graeca Syrie
IR-35-11 T. graeca fran SY-18-10 T. graeca Syrie
IR-36-11 T. graeca fran SY-20-10 T. graeca Syrie
IR-37-11 T. graeca fran SY-25-10 T. graeca Syrie
B 24/02 T. graeca Bulharsko SY-26-10 T. graeca Syrie
B 53/02 T. graeca Bulharsko SY-28-10 T. graeca Syrie
BG-27-05 T. graeca Bulharsko SY-29-10 T. graeca Syrie
RO 12/05 T. graeca Rumunsko SY-31-10 T. graeca Syrie
RO 16/05 T. graeca Rumunsko SY-33-10 T. graeca Syrie
RO 40/05 T. graeca Rumunsko SY-37-10 T. graeca Syrie
GR-8-04 T. marginata Recko SY-42-10 T. graeca Syrie
GR-9-04 T. marginata Recko SY-44-10 T. graeca Syrie
GR-16-04  T.marginata Recko SY-45-10 T. graeca Syrie
GR-27-04 T. marginata Recko SY-46-10 T. graeca Syrie
GR-28-04 T. marginata Recko SY-47-10 T. graeca Syrie
GR-32-04  T.marginata Recko SY-49-10 T. graeca Syrie
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Oznaéeni
vzorku

LB-383
LB-385
LB-388
TR-8-08
TR-15-08
TR-21-08
TR-25-08
AL-58-09
AL-59-09
AL-62-09
AL-64-09
AL-66-09
AL-67-09
AL-73-09
AL-75-09
AL-76-09
AL-83-09
AL-84-09
AL-89-09
AL-90-09
AL-95-09

Mezihostitel
T.

graeca

T. graeca

-4 4 4 4 4 4 4 44 A4 4 A4 A4 A4 44 4

. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca

Lokalita
Libanon
Libanon
Libanon
Turecko
Turecko
Turecko
Turecko
Alzirsko
Alzirsko
Alzirsko
Alzirsko
Alzirsko
Alzirsko
Alzirsko
Alzirsko
Alzirsko
Alzirsko
Alzirsko
Alzirsko
Alzirsko
Alzirsko

Oznacéeni
vzorku

SY-52-10
SY-53-10
SY-56-10
SY-57-10
SY-59-10
SY-65-10
SY-67-10
SY-68-10
SY-70-10
SY-72-10
SY-73-10
SY-76-10
SY-80-10
SY-81-10
SY-83-10
SY-86-10
SY-89-10
SY-90-10
SY-91-10
SY-92-10
SY-41-07

Mezihostitel
T.

graeca

T. graeca

-4 4 4 4 4 44 4444444444444 4d-d 4

. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca
. graeca

Lokalita
Syrie
Syrie
Syrie
Syrie
Syrie
Syrie
Syrie
Syrie
Syrie
Syrie
Syrie
Syrie
Syrie
Syrie
Syrie
Syrie
Syrie
Syrie
Syrie
Syrie
Syrie
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