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Abstrakt

Predpoklada se, Ze kontaktni zona ptakli funguje jako bariéra pro rozsifujici se populace
paraziti. Studoval jsem Haemosporida (rodi Plasmodium, Haemoproteus a Leucocytozoon)
dvou druht slaviki, jejichz kontaktni zona lezi v Evropé€. Celkem jsem detekoval 20 linii
paraziti. Oba druhy slavika sdilely vSechny hlavni linie hemosporid. Celkova prevalence se
velmi liSila mezi dvéma druhy hostielt (slavik tmavy byl vice parazitovan nez slavik obecny),
ale pfili§ se neménila v rznych zoénach uvnitt jednoho druhu. Parazitémie nejbéznéjsi linie
linie LULU1 z rodu Haemoproteus, zjisténa pomoci kvantitativni PCR, se neliSila vyznamné
mezi dvéma druhy hostitelli. Bylo parazitovano Sest z deviti odchycenych hybrida. Genetické
linie v nich nalezené byly stejné jako bézné linie u rodiCovskych druhl. Zda se, Ze kontaktni
z6na ma maly (nebo zadny) vliv na rozsifeni parazitli ze skupiny hemosporida.

Abstract

Avian contact zones were suggested to act as barriers to parasite expansions. I studied
haemosporidian parasites (genera Plasmodium, Haemoproteus, and Leucocytozoon) of two
Nightingale species which meet in a contact zone in Europe. In total 20 lineages of parasites
were detected. Surprisingly, all common lineages were shared by the two host species. The
parasite prevalence vary between species (Trush Nightingales were more often parasitized
than Common Nightingales.) but did not vary to a large extent within zones inside species
Parasitemia of the most frequent Haemoproteus LULUI1 lineage assessed by Real-Time PCR
method did not differ significantly between the two host species. Six out of nine hybrids of
the nightingale species were parasitized. Haemosporidian lineages found in hybrids were also
frequent in the parental species. In conclusion, the nightingale contact zone seems to have
only little (if any) effect on the distribution of haemosporidian parasites.
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I UVOD A CILE PRACE

I.1 UVOD

Hybridni (nebo kontaktni) zony jsou oblasti, kde se vyskytuji dvé populace odlisitelné
na zéklad¢ jedné nebo vice dédi¢nych vlastnosti. Ty se zaroven asove i prostorove piekryvaji
a kitizi. Poskytuji pfi tom Zivotaschopné a alespon ¢aste¢né plodné potomstvo (Arnold 1997).
Jejich studium dlouhou dobu probihalo jen na rostlinnych systémech a to z nékolika divodi.
Tim nejzékladn&j$im byl asi fakt, Ze se lidé domnivali, Zze k hybridizaci (kfizeni dvou
pfibuznych druhli) u zivocichli dochazi malo, a tak neni dllezité tento fenomén sledovat.
Pozdéji se ovSem ukazalo, Ze i v zivociSnych systémech je to pomérné Casty jev, kterému je
tieba se vénovat. I ztéchto divoda byly prvni studie zaméfené na parazity v hybridnich
zonach rostlin, pozdéji zivocichi, ze kterych miize mit ¢lovek néjaky (prevazné ekonomicky)
uzitek a aZ pozdéji se védci zaméfili na volné zijici Zivocichy a jejich parazity (Moulia 1999).

Pfirozené¢ kontaktni zoény jsou dobrym modelem pro studium, protoze ukazuji
pfirozenou situaci bez experimentalnich zasaht. Nejvice studii bylo provedeno v hybridni
zoné mySi Mus musculus musculus a M. m. domesticus a jejich parazitickych helmintech i
prvocich (Sage et al. 1986, Moulia et al. 1993, Derothe et al. 1997, Derothe et al. 1999,
Derothe et al. 2001).

My jsme si pro tuto praci zvolili kontaktni zonu dvou blizce piibuznych hostitelskych
druhti, slavika obecného (Luscinia megarhynchos) a slavika tmavého (L. luscinia). Jedna se o
tazné ptaky z fadu pevcii (Passeriformes) a Celedi lejskovitych (Muscicapidae). Oba druhy
zimuji v Africe a hnizdi v Evrop¢ (Hudec et al. 1983). K jejich divergenci doslo podle
sekvence mitochondridlniho cytochromu b béhem pleistocénu pred 3,3 miliony let (Wink et al.
2002). Po skonceni doby ledové nésledoval navrat z refugii kolem Stfedomoti do ptivodnich
arealt rozsiteni, kde se druhy opét setkaly. K tomuto kontaktu doSlo ve stfedni a vychodni
Evropé. Zde se pak vytvofila kontaktni hybridni zona téchto druhi (Sorjonen et al. 1986).

Stejné jako dalsi zivocichové jsou i ptaci hostiteli spousty paraziti. Takovou velkou
skupinou paraziti jsou i1 Haemosporida. Jednd se o monofyletickou skupinu obligatné
dixennich (dvouhostitelskych) protist (Perkins et al. 2002). Patii do kmene Apicomplexa a
jsou typi€ti tim, Ze se jejich merogonie a tvorba gametocytli odehrava v obratlovéim hostiteli
a transformace gametocytl v gamety a pohlavni rozmnozovani probiha ve vektorech

(definitivnich hostitelich), kterymi jsou rGzni zéstupci krevsajicicho dvoukiidlého hmyzu


http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8929/

(Diptera). Haemosporida maji pohyblivou zygotu, zoitim chybi konoid a pocet mikrogamet je
relativné maly (Valkiunas 2005).

Pta¢i hemosporida byla studovdna v mnoha systémech. Jednalo se o prace, které se
zabyvaly bud’ velkym mnozstvim hostitelskych druhtli, pfevazné ze skupiny pévci (napf.
Bensch et al. 2000, Richard et al. 2002, Pérez-Tris et al. 2007), nebo jednim konkrétnim
druhem pévce (napf. Rintamédki et al. 1998, Hatchwell et al. 2000, Waldenstrom et al. 2004).
Hlavnim cilem védct bylo zjistit prevalenci, diverzitu a specificitu hemosporid (pfevazné
rodl Plasmodium a Haemoproteus) u svych hostiteld.

Dalsi rozmér studia ptac¢ich hemosporid nastinili ve svych pracich Reullier et al. 2006 a
Wiley et al. 2009. Tito autofi se vénovali hemosporidim v kontaktnich zénach dvou druht
pévcl. V prvnim piipad¢ se jednalo o sedmihlaska hajniho a sedmihldska Svitofivého, kdy
autofi na zaklad€ nested PCR a nésledné sekvenace objevili osm unikétnich genetickych linii
hemosporid. VétSina z nich vykazovala vysokou hostitelskou specificitu a hlavni podil
prevalence tvofil rod Haemoproteus. Také zjistili, Ze dochdzi k pfeskoku parazitli mezi druhy
hostitelll v kontaktni zoné& (Reullier et al. 2006). V druhém ptipadé $lo o kontaktni zénu lejska
cernohlavého a lejska béelokrkého. Autofi pro urceni prevalence pouzili pouze metodu
pozorovani krevnich roztéri svételnym mikroskopem. Na jejim zékladé byli schopni urcit jen
prevalenci (zabyvali se pouze rodem Haemoproteus). Podatfilo se jim odchytit nékolik
hybridnich jedinct, takZe byli schopni porovnat, jak se li§i prevalence u kifiZzencl a jejich
rodict (Wiley et al. 2009).

Obé tyto studie maji na jednu stranu své velké klady, ale na druhou stranu i1 nékolik
podstatnych nedostatki, kterym bych se ve své préci rad vyvaroval. V obou sice byli autofi
schopni urcit hodnotu prevalence, ale ani v jednom piipad¢ se nezabyvali mirou nakazeni
hostiteli, tedy parazitémii. Ve druhé studii dokonce nepouzili k ur€eni prevalence zadné
molekuladrni metody, takze neodhalili nic o diverzité ani specificit¢ jednotlivych genetickych
linii hemosporid.

Dtivodu, pro¢ jsem si vybral pravé krevni hemosporida je n€kolik. Daji se jednoduse
detekovat z krve napfiklad pomoci metody nested PCR (Hellgren et al. 2004), proto neni
nutné hostitele zabijet a navic se vyskytuji ve velké spousté unikatnich genetickych linii,
takZe poskytuji mnoho informaci o diverzité a hostitelské specificité.

Tym Radky Reifové shromazdil v letech 2006-2009 krevni vzorky zobou druht
slavikl a jejich hybridi naptic¢ celym hnizdnim areélem z Evropy (i nékolik vzorki ze severni
Afriky). Dohromady jsem poté analyzoval DNA z 370 ptdka ze zon daleké alopatrie, blizké

alopatrie a sympatrie. Doposud bylo u slavika obecného a slavika tmavého nalezeno osm



genetickych linii hemosporid (tfi z rodu Haemoproteus a pét z rodu Plasmodium) (Bensch et

al. 2009). Diky této studii jsem objevil dalSich 14 linii rodu Plasmodium a tfi linie rodu

Leucocytozoon, které mohou parazitovat v téchto hostitelskych druzich.

Il. 2 CiLE PRACE

Diplomova prace si klade za cil:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

urc¢it celkovou prevalenci ptacich hemosporid u dvou blizce piibuznych druht
slavikl (Luscinia luscinia a L. megarhynchos) a jejich hybridu,

porovnat prevalenci rodi hemosporid u hostitelskych druhi na jednotlivych
odchytovych lokalitach (daleka alopatrie, blizka alopatrie a sympatrie),

urcit genetické linie (unikatni haplotypy) ptacich hemosporid u téchto hostitelt a
tim zjistit jejich diverzitu,

porovnat hostitelskou specificitu nalezenych paraziti,

vytvotit fylogenetické stromy pro jednotlivé rody hemosporid (Haemoproteus,
Plasmodium a Leucocytozoon) pro ilustraci genetické piibuznosti k definovanym
druhtim (morfospecies) a

porovnat pomoci kvantitativni PCR hodnotu parazitémie rodu Haemoproteus u
vybranych jedinct slavika obecného, slavika tmavého a jejich hybridi ze zony

sympatrie.



IIl LITERARNI PREHLED
Ill. 1 PARAZITI V HYBRIDNICH ZONACH

Hybridni zéna je oblast, kde jsou dvé populace odlisitelné na zakladé jedné nebo vice
dédi¢nych vlastnosti, zaroven se ¢asove i prostorové prekryvaji a kiizi se. Pfi tom poskytuji
zivotaschopné a alesponi ¢astecné plodné potomstvo (Arnold 1997).

Proto je tato oblast velmi zajimava i z parazitologického pohledu — v hybridnich
(kontaktnich) zdénach lze pomérné jednoduSe sledovat hostitelskou specificitu parazitii i
prevalence u rodicovskych druhti a hybridnich jedinct.

Na zéklad¢ pozorovani ,Cistych® druhli a jejich kiiZenci byly publikovany Cctyii
hypotézy, které se pokousi tuto velmi sloZitou problematiku zhodnotit a porovnat (Fritz a kol.,
1994). Se studiem hybridnich z6n se ovSem zacalo u rostlinnych systémi, a proto i tyto
hypotézy byly ptivodné aplikovany na rostliny (Moulia 1999). Hypotézy popisuji rezistenci
hybridnich rostlin vii¢i herbivoriim pomoci srovnani vyskytu herbivort u rodicovskych druht
a hybridi. Hybridy jsou zde pfevazné minéni jedinci F1 generace, ale autofi popisuji, Ze tyto
hypotézy plati i pro komplexnéjsi systémy pii zpétném kiizeni (Fritz et al. 1994). Pozdéji se
ukdzalo, Ze se hypotézy mohou uplatnit i u Zivoc¢ichi.

ADITIVNI HYPOTEZA

Aditivni hypotéza ptredpoklada, Ze rezistence hybridii se nebude liSit od priméru
rezistenci rodi¢d. To znamend, Ze pocet paraziti u hybridniho jedince bude niz$i nez u
jednoho a vyssi nez u druhého rodicovského druhu (obr. 1) (Boecklen and Spellenberg 1990).
V Zivocisnych systémech ji podporuje napiiklad studie z hybridni zony slavky jedlé (Mytilus
edulis) a slavky stifedomoiské (M. galloprovincialis) a jejich motolice Prosorhynchus
squamatus (Coustau et al. 1991).

HYPOTEZA DOMINANCE

Hypotéza dominance tvrdi, Ze se Uroven rezistence hybridnich potomkl vyznamné lisi
od priiméru rezistenci rodici, ale neli$i se vyznamné od rezistence jednoho z nich. Rezistence
hybridnich potomkii se miize podobat rezistenci bud’ odolngjsiho nebo nachylnéjsiho rodice
(obr. 1) (Fritz et al. 1994).

HYPOTEZA NACHYLNOSTI

Tato hypotéza predpokladd vyssi hustotu paraziti u hybridniho hostitele nez u

rodi¢ovskych druht a to i v mistech, kde se vyskytuji pohromadé¢. Hybridi budou mnohem

nachylngjsi k parazitaci nez jejich rodice (obr. 1) (Whitman 1989). U zivocichl se s ni



muzeme setkat napf. vsystému kachna tmavéa (Anas rubripes), kachna divokd (4.
platyrhynchos) a jejich hybridi, parazitovaném Sarcocystis ze skupiny Apicomplexa (Mason
and Clark 1990).
HYPOTEZA REZISTENCE

Podle posledni hypotézy budou hybridi odolné&jsi proti parazitim nez oba rodiCovské
druhy, takze budou parazitovani nejméné ze vSech tfi skupin (prvni rodi¢, druhy rodi¢ a
hybrid) (obr. 1) (Boecklen and Spellenberg 1990). Tato hypotéza byla podpofena studii
provedenou na skokanovi kratkonohém (Pelophylax lessonae) a skokanovi skiehotavém (P.

ridibundus), kteti jsou parazitovani motolici Haplometra cylindracea (Joly et al. 2007).

ADITIVNI HYPOTEZA HYPOTEZA DOMINANCE
0T

b}

Hustota parazith
Hustota parazitQ

Druh 1 Hybaid Druh 2

HYPOTEZA NACHVINGSTI HYPOTEZA RETISTENCE
50 B —

== b b= 401

R B
x# 2
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£ n E=»
@ W
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Obr. 1. Hypotézy popisujici parazitaci v systému rodi¢ovskych druhti a hybridi.
(Upraveno dle Fritz et al. 1994)

Vlastnost rezistence proti danému parazitovi mize byt kodovéna riznymi geny
u ,Cistych rodi€ovskych druht. Pii jejich kiizeni dojde k rekombinaci alel, takze se u
hybridi miZze ztratit vyhoda odolnosti proti parazitovi. Nové vznikly jedinec — hybrid, bude
pak k ndkaze timto parazitem nachylngjsi (Sage et al. 1986).

Pokud dojde ke kfizeni druhli obyvajicich rozdilné habitaty miiZze nastat nasledujici
situace — jeden z rodi€i Zije v misté vysokého vyskytu parazita a druhy se s nim naopak témét
nesetkd. Pak zalezi na tom, jaky z habitatl si pro sviij Zivot hybridni jedinec vybere (Le Brun

et al. 1992).
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IIl. 2 STUDOVANI HOSTITELE

Slavici (Luscinia spp.) jsou drobni pévci vyskytujici se v palearktické oblasti. Rod

Luscinia obsahuje 11 druhli a mé nésledujici systematické zatrazeni:
Rise: Animalia

Kmen: Chordata

Ttida: Aves

Rad: Passeriformes

Celed: Muscicapidae

Pro mou praci jsou podstatné dva druhy, a to konkrétné slavik tmavy (Luscinia luscinia)
a slavik obecny (Luscinia megarhynchos).

lll. 2. 1 Slavik tmavy (Luscinia luscinia)

Slavik tmavy (Linnaeus 1758) je monotypicky druh zbarveny méné vyrazné nez
pitibuzny slavik obecny. Ma skvrnitou hrud’ a olivové Sed€ zbarvené pefi (obr. 2). Je to tazny
ptak zimujici jizn€ od rovniku v Etiopii, Keni, Tanzanii, Zambii, Malawi, Zimbabwe,
Mozambiku, Namibii, Botswan¢ a Nigerii (Cramp et al. 1988). Z Evropy ze zapadnich kraja
aredlu tahnou ptéci jihovychodnim smérem nad Egyptem, také kolem Rudého moie a pies
zapadni okraj Arabie (tato vychodni cesta je nejspiSe uzivana pii zpétném jarnim tahu — od
bfezna do dubna). Podzimni tah probiha od konce cervence do zafi. Potrava je Zivoci$na,

koncem Iéta i rostlinna. Sbira hmyz, pavouky nebo plze (Hudec et al. 1983).

Obr. 2. Slavik tmavy.
(Upraveno dle del Hoyo et al. 2005)
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Béhem hnizdéni (obr. 3) obyva vlhké listnaté lesy, zejména pobiezni a podmacené
podrosty vrb, olsi, jasand, biiz, topoll a lisek s hustym bylinnym patrem. Hnizdi v koptivach
a ostruzini (Cramp et al. 1988). Na prltahu se vyskytuje pfevazné rovnéz kolem vodnich toka
s husté zarostlymi biehy, také vSak i na susSich mistech (staré zahrady, parky...) (Hudec et al.
1983). Na zimovisti je lokalizovan v kiovi vétSinou pod 1500 m n. m. V jizni Africe byva

nalézan v prostiedi husté pokrytém houstim z prySct nebo libor (Cramp et al. 1988).

Obr. 3. Geografické rozsiteni slavika tmavého Luscicia luscinia béhem hnizdéni.
(Upraveno dle Cramp et al. 1988)

Pary hnizdi jednotliv€. Samec pfilétd o nckolik dni diive. Hnizdo stavi jen samice
zpravidla na zemi, jen vyjimecné az do vysky 1,5 metru . Zaklad hnizda je ze suchého
lofiského listi, hluboké kotlinka vystlana drobné&jSim listim, kofinky, mechem... (Hudec et al.
1983). Hnizdi jednou ro¢né, kladou 4 — 5 vajec od poloviny do konce kvétna, stavba trva Ctyfi
dny. Mlad’ata opousti hnizdo 11 — 12 dni po vylihnuti. N&kteti samci se mnoZzi uz v prvnim

roce, samice a vétSina samct ale az pozdéji (Cramp et al. 1988).

lll. 2. 2 Slavik obecny (Luscinia megarhynchos)

Slavik obecny (Brehm 1831) je polytypicky druh se 3 poddruhy (L. m. megarhynchos —
slavik obecny evropsky, hnizdici v Evropé az po Krymsky poloostrov, v severni Africe a na
Stfednim vychodé¢ az v centralnim Turecku; L. m. africana — slavik obecny kavkazsky, ktery
hnizdi od vychodniho Turecka az po oblast mezi Kaspickym a Cernym motem a L. m. hafizi —

slavik obecny stfedoasijsky z oblasti kolem Aralského jezera az po Mongolsko).
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Objevuje se zde geografickd proménlivost — ptaci jsou smérem k vychodu svétlejsi a
vetsi (obr. 4). Zimuji v tropické Africe, nejcastéji v savanach ve vysoké travé nebo v trnitém
kiovi. L. m. megarhynchos zimuje mezi Saharou a deStnym lesem od zapadni Afriky po
Ugandu, Senegal, Gambii, Mali, Nigerii a Sudan; L. m. africana a L. m. hafizi odlétaji na
zimu hlavné do Keni a Tanzanie, ale také do Omanu, Stdanu, Ugandy, Somalska a Etiopie

(Cramp et al. 1988). Nékteti ptaci mohou prezimovat 1 ve Stfedozemi (Hudec et al. 1983).

Obr. 4. Slavik obecny.
1 — Luscinia megarhynchos megarhynchos; 2 — Luscinia megarhynchos hafizi.
(Upraveno dle del Hoyo et al. 2005)

L. m. megarhynchos hnizdi v zapadnim palearktu v mirngj$im a teplejSim klimatu nez
slavik tmavy (Cramp et al. 1988) (obr. 5). Obyva Casto sussi pisCité pidy a slunné svahy
kopct. Velmi ¢asto se vyskytuje v fidkych listnatych lesich nebo v kiovinach ¢i mezi stromy
s kfovinatym podrostem v oteviené krajin¢ Hlavné ho lze nalézt v nizindch, méné pak
v pahorkatinach. Zije i na rozlehlych starych hibitovech, v zahradach a v sadech (Hudec et al.
1983).

k)

Obr. 5. Geografické rozsiteni slavika obecného Luscicia megarhynchos béhem hnizdéni.
(Upraveno dle Cramp et al. 1988)
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Hnizdi jednotlivé. Nejdiive pfilétaji ncktefi samci, nasledovani hlavni vinou pfiletu
samci a samic. Hnizdo je nej¢astéji na zemi, ukryto v hustém kfovi nebo Casto v koptivach.
Velmi ziidka az do vysky 4,5 metru. Vnéjsi Cast je postavena ze suchého listi, které tvori
hlubokou polokouli. Vnittek je vyloZen listky, travinami a kofinky. Hnizdi jednou v roce (jen
ve Stfedozemi nepravidelné dvakrat) (Hudec et al. 1983). Hnizdo stavi jen samice po dobu tii
dnt. Po nakladeni vajec trva inkubace 13 dni. Mlad’ata jsou krmena obéma rodici (Cramp et
al. 1988). Mladi slavici opousti hnizdo po 11 dnech, kdy nejsou jeste schopni letu (Hudec et al.
1983).

Potrava je témét vyhradné zivociSna (hmyz, pavouci, zizaly, m&kkysi), jen na podzim

sbiraji obc¢as i1 bobule (Hudec et al. 1983)

lll. 2. 3 Genetické analyzy

vvvvvv

k oddéleni dvou druhii slavikt (Luscinia luscinia a L. megarhynchos) béhem pleistocénu pied
3,3 miliony let (Wink et al. 2002). Po skonceni doby ledové nésledoval navrat z refugii kolem
Stfedomoii do pivodnich arealt rozsiteni, kde se druhy opét setkaly. K tomuto kontaktu doslo
ve stiedni a vychodni Evropé. Zde se pak vytvofila kontaktni hybridni zona téchto druht

(Sorjonen et al. 1986) (obr. 6).

Obr. 6. Kontaktni zéna druhti Luscicia luscinia a Luscicia megarhynchos.
Svétle Seda — hnizdisté slavika tmavého, tmavé Seda — hnizdisté slavika obecného.
(Upraveno dle Storchova et al. 2009)
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V sympatrickych populacich je mozné rozeznat zhruba pét procent hybridnich jedinct
na zékladé¢ morfologickych znakii (Becker 2007). Mezi druhy diky odlouceni vznikla
nekompletni prezygotickd izolace a hybridni samice jsou sterilni narozdil od hybridnich
samct (Stadie 1991).

Tento fakt dokazuje i prvni odchycend hybridni samice, ktera nevykazovala Zadné
znamky reprodukéni aktivity. To naznacuje, Ze sterilita hybridnich samic hraje diileZitou roli
v reprodukéni izolaci slavika tmavého a slavika obecného. Necekané méla tato samice velké
tukové zdsoby a byla jiz v procesu pelichani (které u ,,Cistych® druhii nastavd az o mésic
pozdéji) (obr. 7). Tyto nezvyklé vlastnosti mohou poukazovat na sniZzenou hladinu fitness u

hybridnich samic a vést ke speciaci slavikll (Reifova et al. 2011a).

Obr. 7. Hybridni samice odchycena v ¢ervnu 2009 pobliz Mladé Boleslavi.
(Upraveno dle Reifova et al. 2011a)

U druht, kde mlze dojit k vzdjemnému kiizeni byla sledovéana i postzygoticka izolace
na zakladé¢ pohlavnich chromozomii — u drosofily byla zjisténa rychlejsi evoluce X
chromozomi nad autozomy (Betancourt et al. 2002). Diky tomuto poznatku Ritchie v roce
2007 tvrdil, ze tato skuteCnost mize vést ke speciaci druhli na zékladé pohlavniho vybéru
(Ritchie 2007).

Z tohoto diivodu se Storchova et al. 2009 zamétili na pohlavni chromozomy u slaviki .
Ptaci se tfadi do chromozomadlniho typu abraxas — samci jsou homogameticti a maji dva
pohlavni chromozomy Z, samice jsou naopak heterogametické s pohlavnimi chromozomy Z a
W. Zvysledkii sekvenace osmi autozomalnich lokusti a c¢tyf lokusi na chromozomu
Z vyplynulo, Ze k divergenci slavika tmavého a slavika obecného doslo podle Z chromozomu

pfed 2,2 miliony let, kdezto podle autozomt pfed 1,3 miliony lety (autofi si tento rozdil
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vysvétluji rozdilnou efektivni velikosti populace pro pohlavni chromozomy a autozomy).
Populace se nejspiSe nerozdélili na striktni alopatrii, ale vyména gend probihala i béhem
speciace v sympatrii nebo parapatrii). Z chromozomy (narozdil od autozoml) jsou vice
diferencovany mezi druhy slaviki a hraji tak dilezitou roli ve speciaci (jejich role se
uplatniuje v prezygotické 1 postzygotické izolaci. Také zjistili, Ze zde probiha silny genovy tok
mezi obéma druhy slavikii i po jejich vzdjemné izolaci. Tento pienos je siln¢jSi na
autozomech nez na pohlavnich chromozomech a probihd Castéji ze slavika obecného smérem

ke slaviku tmavému (Storchova et al. 2009).
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IIl. 3 ZIVOTNi CYKLY A ZPUSOBY PRENOSU PTACICH
HEMOSPORID

Zivotni cykly ptagich hemosporid jsou komplikované a vzdy vice(dvou)hostitelské.
Béhem svého vyvoje tito paraziti méni hostitele, zplisob reprodukce i podobu své buiky.
Hemosporida se vyviji ve dvou typech hostiteli- obratlovec (ptdk) a bezobratly vektor
(krevsajici dvoukiidly hmyz, Diptera). ProtoZe k pohlavnimu mnozeni dochézi v pfenaseci, je
hmyz povazovan za definitivniho hostitele a ptak za mezihostitele.

Béhem sani krve pfenase¢ inokuluje sporozoity spolu se slinami do hostitele. Tato
morfologicka stddia poté invaduji do fixnich tkani ptdka, kde umoznuji vznik
exoerytrocytarnich jednojadernych merontii (schizontl). Tyto buiiky se né¢kolikrat asexudlné
mnozi (merogonie=schizoginie) a slouzi k distribuci po hostitelském téle. Exoerytrocytarni
merozoiti indukuji bud’ opakovani merogonidlniho cyklu nebo vyvoj sexudlnich stadii
(gametocyti=gamonttll) v krevnich buiikdch. Pohlavni stadia jsou sam¢i (mikrogametocyty) a
samici (makrogametocyty). Gametocyty jsou infek¢éni pro prenasSece.

Infekce v pta¢im hostiteli zahrnuje pét hlavnich fazi: a) prepatentni, kdy dochazi
k vyvoji parazita mimo krev, b) akutni s vyvojem v krevnich buiikach a rychlym vzestupem
parazitémie, c) kritickd, kdy hladina parazitémie dosahuje svého vrcholu, d) chronicka (v této
fazi se v krevnich bunikach vyskytuje jiz minimum paraziti) a e) latentni, kdy zcela mizi
zkrve z divodu odpovédi imunitniho systému hostitele. Nakazeny hostitel se z infekce
ziidkakdy vyléci. Parazitémie se vétSinou udrZzuje na minimalni hladin¢ a k jejimu zvySeni
(relapsu ndkazy) dochdzi béhem reprodukcni sezony vektort, kdy je tak usnadnén pienos
prvoki na dalsi generaci mezihostitelt.

Kratce po nasati gametocytli dojde ve stfevé pienaSece ke gametogenezi (hlavnimi
stimuly pro jeji zaCatek jsou zmény v koncentraci kysliku a oxidu uhli¢it¢ho béhem pifenosu
krve zobratlovce do vektora) a gametocyty jsou uvolnény =z hostitelské bunky.
Makrogametocyty produkuji jednu kulatou makrogametu, zatimco produktem exflagelace
mikrogametocyti je osm vladknitych mikrogamet. Kopulace probiha v extracelularnim
prostiedi. Zygota (jako jediné vyvojové stadium je diploidni) je transformovéna do protahlého
pohyblivého ookinetu, ktery penetruje peritrofickou matrix a epitelidlni membranu stfeva.
Zustava pod bazdlni laminou a vyviji se ve stddium oocysty, kterd je obalena sténou
vytvoienou z materidlu hostitele. Béhem sporogonie vzniké uvnitt oocysty spousta protdhlych

sporozoitli. Po dozrani oocysty se sporozoiti ptesouvaji do hemocélu hostitele a vnikaji do
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jeho slinnych 7laz. Tato infek¢ni stddia jsou bchem sani vektora vpravena do krve

mezihostitele a cely cyklus se opakuje (Valkiunas 2005).

lll. 3. 1 Haemoproteidae

Sporozoiti injikovani do krve b&hem sani vektora zahajuji vyvoj exoerytrocytarnich
merontl (obr. 8). Tato faze cyklu se nejcastéji vyskytuje v plicich, méné pak v ledvinach,
slezin€, kosternim svalstvu, srdci a dalSich organech. Béhem vyvoje se meronty mohou
rozpadnout na cytomery obsahujici n€kolik jader. Pocet generaci exoerytrocytarnich merontt

pfedchazejicich gametogenezi neni nikdy niz$i nez dvé (Atkinson et al. 1986).

vektor - definitivni hostitel
ptak - mezihostitel

Obr. 8. Zivotni cyklus rodu Haemoproteus.

1 — sporozoit v endotelialni burce; 2, 3 — exoerytrocytarni meronti prvni generace s merozoity; 4 — merozoit v
endotelialni burice; 5, 6 — rst a dospivani megalomerontti v kosterni svaloving; 7 — merozoiti v erytrocytech; 8 —
zralé gametocyty; 9 — merozoit v retikuloendotelidlni bunce sleziny; 10, 11 — rist a dospivani merontd ve slezing;
12 — merozoiti v erytrocytech; 13 — zralé gametocyty; 14 — makrogameta; 15 — exflagelace mikrogamet; 16 —
oplozeni makrogamety; 17 — ookinet penetrujici peritrofickou matrix; 18 — mlada oocysta; 19, 20 — sporogonie;
21 — sporozoiti ve slinnych zlazah vektora.

(Upraveno dle Valkiunas 2005)

Prvni generace merontll se vyviji v endotelu kapildr a v myofibroblastech. Protahlé

merozoity zahajuji sekundarni merogonii v endotelidlnich buiikach kapilar a myofibroblastii a
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také davaji vzniknout merontim v retikularnich bunikach sleziny (podle nékterych autorii je
pravé zde misto, odkud probihd poté vétSina relapst, Atkinson et al. 1988). 17 dni po infekci
meronty dospivaji a produkuji mnoho merozoitd, které napadaji cervené krvinky (v nichz
7adna jind ¢ast cyklu neprobihd), kde se méni v gametocyty. Ty jsou infekcni pro prenasece.
V ptipadé rodu Haemoproteus jsou témito definitivnimi hostiteli Diptera ze skupin
Ceratopogonidae a Hippobiscidae (obr. 11). Par minut po nasati zralé gametocyty unikaji
z cervenych krvinek. Dalsi vyvoj probihd podle obecného schématu pro ptaci hemosporida

(Valkiunas 2005).

lll. 3. 2 Plasmodidae

Ze sporozoitl injikovanych do pta¢i krve vznikd prvni generace primarnich
exoerytrocytarnich merontdl (kryptozoitt) (obr. 9). Ty se vyviji v retikularnich bunkach
mnoha organi a tkani (nejcastéji ve slezing€). Merozoiti, ktefi se tvofi v kryptozoitech indukuji
vznik druhé generace primarnich exoerytrocytarnich merontt (metakryptozoitll). Ty se vyviji
v makrofazich mnoha organti. Merozoiti z metakryptozoitii jsou jiz schopni infikovat Cervené
krvinky rizného stari (n€kteti merozoiti se dale mnozi v metakryptozoitech a vzniké tak dalsi
generace metakryptozoitii, kdezto jini unikaji do Cervenych krvinek, kde dochéazi k vyvoji
v gametocyty). Doba od nakaZeni po vznik prvnich gametocytli nepfesdhne 120 hodin.
Merozoiti, ktefi prodélali dalS$i vyvoj v metakryptozoitech, poté pronikaji do cervenych
krvinek, kde se méni na trofozoity a pozdé¢ji na erytrocytarni meronty (v nich asexudlnim
délenim vznikaji merozoiti). Cast té&chto merozoitl pokratuje ve vyvoji az do stadia
gametocytli (dal$i cast penetruje opét endotelidlni bunky organti a indukuje sekundarni

exoerytrocytarni merogonii za vzniku fanerozoitii, které jsou zodpovédné za nasledné relapsy).
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vektor - definitivni hostitel
ptak - mezihostitel
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Obr. 9. Zivotni cyklus rodu Plasmodium.

I, I — primarni exoerytrocytarni merogonie; III — erytrocytarni merogonie; IV — sekundarni exoerytrocytarni
merogonie; 1 — sporozoit v retikuloendotelialni buiice; 2, 3 — kryptozoiti; 4 — merozoit v makrofagu; 5, 6 —
metakryptozoiti; 7 — merozoiti v erytrocytech; 8 — gametocyty; 9 — merozoit v makrofagu; 10, 11 — erytrocytarni
meronti; 12 — merozoit v endotelialni bunice kapilar; 13, 14 — fanerozoity; 15 — merozoity v erytrocytech; 16 —
gametocyty; 17 — makrogameta; 18 — exflagelace mikrogamet; 19 — oplozeni makrogamety; 20 — ookinet
penetrujici peritrofickou matrix; 21 — mlada oocysta; 22, 23 — sporogonie; 24 — sporozoiti ve slinnych zlazah
vektora.

(Upraveno dle Valkiunas 2005)

Po nasiti gametocytli spole¢né skrvi, dochazi v ptenaseCi (Diptera ze skupiny
Culicidae, hlavné rody Culex, Aedes a Culiseta, obr. 11). ke stejnému vyvoji, ktery je popsan

v obecném schématu (Valkiunas 2005).

lll. 3. 3 Leucocytozoidae

Injikovani sporozoiti se mohou vyvijet pouze v parechymatickych butikach jater, poté
pronikaji do hepatocytl, kde znich vznikaji meronti prvni generace (obr. 10). Jejich
cytoplasma invaginuje a ¢leni buiiku na nékolik ¢asti obsahujich velké mnozstvi jader. Tyto
Casti se nazyvaji cytomery. Invaginace cytoplasmy pokracuje aZz do rozdé¢leni buiiky na

jednojaderné merozoity (zbytek cytoplasmy s nékolika jadry je obklopen plasmatickou
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membranou a nazyva se syncytium). Merozoiti, ktefi se dostanou z jater penetruji do mladych
1 zralych erytrocytl, kde se znich tvoii gametocyty. Néktefi merozoiti nejspi§ indukuji
v jaternich bunikach sekundarni exoerytrocytdrni merogonii.

Syncytia se dostavaji zjater a vnikaji do mnoha organd, kde jsou fagocytovany
makrofagy a dal$imi bunkami retikuloendotelidlniho systému. Zde se znich stavaji velci
meronti druhé generace (megalomeronti). Megalomeronti se vyskytuji pfedev§im v ptaci
slezing ¢i lymfatickych uzlindch a davaji vzniknout tisicim jednojadernych merozoitd.

Merozoiti penetruji do lymfocytl a dalSich leukocytl a tvoii zde gametocyty.

vektor - definitivni hostitel
g ptak - mezihostitel

Obr. 10. Zivotni cyklus rodu Leucocytozoon.

1 — sporozoit nebo merozoit v buiice jater; 2 — 4 — jaterni meronti; 5 — merozoiti v erytrocytech; 6 — gametocyty;
7 — syncytium nebo merozoit v retikuloendotelidlni bunice; 8, 9 — megalomeronti; 10 — merozoiti v leukocytech;
11 — gametocyty ve fuziformnich hostitelskych burikach; 12 — makrogameta; 13 — exflagelace mikrogamet; 14 —
oplozeni makrogamety; 15 — ookinet penetrujici peritrofickou matrix; 16 — mlada oocysta; 17, 18 — sporogonie;
19 — sporozoiti ve slinnych zlazah vektora.

(Upraveno dle Valkiunas 2005)

Gametocyty jsou nasaty vektorem (Diptera: Simulidae, obr. 11), kde se vyviji stejnym

zpusobem jako ostatni ptac¢i hemosporida (Valkiunas 2005).
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Obr. 11. Pfenaseci ptac¢ich hemosporid.

I — prenaseci rodu Haemoproteus, 1 — Culicoides spp., 2 - Hippoboscidae; II — penase¢ rodu Plasmodium, Culex
spp.; II — pienase¢ rodu Leucocytozoon, Similium spp.

(Upraveno dle Chinery 2007)
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lll. 4. PREVALENCE A SPECIFICITA PTACICH HEMOSPORID

Prevalence je podil (procento) nakazenych hostitelll v populaci (Volf and Hordk et al.
2007) a jeji zjisténi u slavika tmavého a slavika obecného byl jeden z hlavnich cil mé prace.
Proto se vtéto kapitole zaméfim na studie, které se pravé prevalenci (a specificite)

hemosporid u riznych druhti pévci vénuji.

lll. 4. 1 Studie na vétSim poctu hostitelskych druhu

Pted objevem molekuldrnich metod byla prevalence jednoduse studovana pozorovanim
obarvenych krevnich roztéri svételnym mikroskopem. Greiner et al. vroce 1975 naptiklad
zjistili, Ze u 57 026 ptaki z 388 druht (zastupujicich 55 ¢eledi) hnizdicich v Severni Americe
je celkova prevalence ptacich hemosporid 36,9 % (konkrétné pro rod Haemoproteus 19,5 %,
Plasmodium 3,8 % a Leucocytozoon 17,7 %). Hodnoty se také liSily v zavislosti na
geografickém rozsifeni a Celedi ptaka (Greiner et al. 1975).

Po rozmachu molekuldrnich metod Bensch et al. 2000 na zakladé publikovanych
sekvenci cytochromu b ze 17 druhti plasmodii (Escalante et al. 1998) navrhli sadu primert,
kterd by béhem PCR reakce byla schopna amplifikovat ¢ast tohoto genu u hemosporid, ale
zaroven by neamplifikovala nespecifické tiseky pta¢i DNA. Pro studii pouzili 12 druhti pévet,
ve kterych se jim diky citlivé PCR reakci podatilo odhalit 17 linii z rodd Haemoproteus a
Plasmodium. Vzorky krve ze sykory modfinky a rékosnika velkého pouzili i k porovnani
s metodou svételné mikroskopie. Zjistili tak, ze parazitémie se pohybovala mezi 0,04-7,9 %.
Navic se ukézalo, Ze pomoci PCR se podafilo odhalit tii pozitivni jedince, ktefi se na krevnim
roztéru jevili jako negativni (Bensch et al. 2000).

Tato metodika byla posléze pouzita v n€kolika studiich, jako napiiklad u africkych
pével a taznych pévcl z Evropy (Waldenstrom et al. 2002). Jak ukazuje tabulka (tab. I),
prevalence se zna¢n€ 1i§i mezi jednotlivymi druhy hostiteldl 1 sezonni variabilitou. Naslednou
sekvenaci pozitivnich vzorki bylo odhaleno velké mnozstvi genetickych linii hemosporid

(Waldenstrom et al. 2002).
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Tab. 1. Prevalence u africkych a evropskych taznych pévct.
(Upraveno dle Waldenstrom et al. 2002)

jaro podzim
hostitel vySetieno nakaieno U linie vysetieno nakaZeno % linie
Acrocephalus
Creat reed warbler 44 2 45 GEWI1 B 1 125 GEW1
Greater swamp warbler 1 1 100 LSW1 — — —
Lesser swamp warbler 11 3 273 LSWi 13 9 692 GRW2 GEW4, L5W1, LSW2
African reed warbler & 4 e6.7  MWI, ARW1 14 4 28.6 GRW4, MW1,5W1
Eurasian reed warbler 30 5 167 MWI, SW1, ARW1 24 3 125 SW1,5GS51, Rw2
Sedge warbler 44 13 295 GEW4, 5W1,5W2, 54 0 370 SW1, 5W2, 5W3, 5Wb5, 5G51
SW3, SW5
Marsh warbler — - - 2 ] —
Hippolais
Icterine warbler 1 1 100 HIICT2 20 9 450 HICT1
Olivaceous warbler (laeneni) 10 4 0.0  HIP2 11 2 182 GEW4, HIF?
Olivaceous warbler (opact) 8 2 250  HIFZ, HIP4 3 ] —
Cisticola
Winding cisticola 11 ] — 9 ] —
Zitting cisticola 4 0 = 4 ] =
Prinia
River prinia 5 0 — 5 ] =
Phylloscopus
Willow warbler — — — b ] =
Bonelli's warbler — — — 1 ] —
Wood warbler o = = 2 2 100 PHSIB1
175 55 175 50

Vroce 2002 Richard et al. porovnavali dosud publikované metody PCR detekce
hemosporid. Vybrali si ¢tyfi sady primert — dvé pro amplifikaci podjednotky 18S ribozomalni
DNA (Feldman et al. 1995, Li et al. 1995) a dvé pro amplifikaci cytochromu b (Bensch et al.
2000 a nova sada vytvofend autory). Po prvnich analyzich bylo zifejmé, ze sady pro
ribozomalni podjednotku nejsou pro dané vzorky vhodné (amplifikovaly i nespecifické useky
nebo se hodily jen pro rod Plasmodium). Primery pro amplifikaci cyt b se naopak jevily jako
velmi dobré a obé sady mély velmi podobné vysledky. Fale$né pozitivni vysledky byly
odhaleny pfi druhém bchu PCR. K analyze bylo pouzito 189 africkych pralesnich ptaka
celkem z29 druhi a celkova prevalence méla hodnotu 40 % (75 nakaZenych jedinci)
(Richard et al. 2002).

Rozsahlou a velmi zajimavou studii, kterd se zabyvala poctem genetickych linii
hemosporid u jednoho druhu hostitele provedli v roce 2007 Peréz-Tris et al. Jejich vyzkum
zahrnoval 4470 jedinct z 47 druhli evropskych pévci. Celkem odhalili 1911 parazitarnich
infekci (na zédkladé PCR reakce amplifikujici ¢ast cytochromu b). Diky sekvenaci objevili 92
linii nalezicich do rodu Haemoproteus 45 linii k rodu Plasmodium. Pro kazdy druh hostitele
urcili celkovy pocet linii a pocet linii, které jsou specifické pouze pro onen sledovany druh.
Pro druhy, kde méli velky pocet jedinct, urcili Rys index poctu linii. Tento index vyjadiuje

pocet linii u 25 ndhodné vybranych jedinct hostitelského druhu. Tim umoziuje omezit vliv
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velmi vzacnych linii parazith 1 rozdilnou velikost vzorki hostitelskych druht (Pérez-Tris et al.

2007) (obr. 12).
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Obr. 12. Zobrazeni R,s indexu vybranych ptacich hostiteld.
(Upraveno dle Pérez-Tris et al. 2007)

Nejvyssi pocet linii (26) byl zaznamenan u 415 jedincii pénice Cernohlavé (Sylvia
atricapilla). Stejné tak bylo u tohoto druhu nalezeno nejvétsi mnozstvi exkluzivnich linii
(73,1 % vSech infekci u S. atricapilla), které jsou typické pouze pro tuto pénici, a proto mél
jeji Ras index nejvyssi hodnotu — 9,6 (s prevalenci 53,5 %). U ostatnich dalSich druht pénic
(pénice slavikova a pénice hnédokiidla) nenasli autofi tak vysoky pocet linii, ale hodnoty
jejich Rys indexi byly ptesto velmi vysoké (8,6, respektive 6,8; a prevalence 30 %, respektive
70 %). Druh sdruhym nejvy$Sim poctem linii byl rakosnik velky (Acrocephalus
arundinaceus), ktery byl zastoupen 858 jedinci. Odhaleno v ném bylo 22 linii (z toho 31,8 %
exkluzivnich) a Rys index se dostal na hodnotu 6,8 (a prevalence 41,6 %). Nejvice jedincii
(943) autofi shromazdili z budnicka vétSitho (Phylloscopus trochilus). Objevili v nich 9
parazitarnich linii (33,3 % exkluzivnich) a Rys index mél hodnotu 3, s prevalenci 22,16 %

(Pérez-Tris et al. 2007).
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lll. 4. 2 Studie na jednom hostitelském druhu

Vroce 1998 byla provedena studie zaméifend na budnicka vétsSiho (Phylloscopus
trochilus) z Finska. Pro krevni analyzy bylo vybrano 312 ptaki. Celkem objevili na zédkladé
krevnich roztéri 51 infikovanych jedinci (prevalence 16,3 %) a dva druhy ptacich
hemosporid (Haemoproteus belopolskyi, 66,6 % vSech infekci, a Leucocytozoon phylloscopus,
33,3 % infekci). Zastupce rodu Plasmodium nebyl nalezen stejné jako nedoSlo k odhaleni
zadnych smiSenych infekci (Rintamiki et al. 1998).

V roce 2000 Hatchwell et al. zjistovali prevalenci u evropské populace kosa ¢erného
(Turdus merula) z Velké Britdnie. V 82 jedincich identifikovali celkem Sest druhil
hemosporid. V této studii zjistili, Ze prevalence pro rod Haemoproteus (dva morfospecies) je
37,8 %, pro Plasmodium (dva morfospecies) 37,8 % a pro Leucocytozoon (dva morfospecies)
57,3 %. Dulezitym vystupem také bylo, ze hladina prevalence se ménila béhem roc¢niho
obdobi (obr. 13) (Hatchwell et al. 2000).
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Obr. 13. Prevalence u kosa ¢erného v zavislosti na ro¢nim obdobi.
(Upraveno dle Hatchwell et al. 2000)

Vyhodou metody svételné mikroskopie je jeji nizkd cena a mozZnost spocitat pifimo
parazitémii (obecny termin vyjadifujici mnoZstvi parazita v krvi hostitele, Horak and Volf et al.
2007). Naopak jeji nevyhody jsou hlavné ty, Ze pro spravnou identifikaci paraziti je tieba
dobfe Skoleny persondl. Navic pii pozorovani svételnym mikroskopem se nedaji odliSit

jednotlivé genetické linie paraziti (kromé morfologicky rozliSitelnych morfospecies). Také
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Casto dochazi k podcenéni hodnoty prevalence, protoze pfi slabé parazitémii lze nékteré
infekce prehlédnout (Waldenstrom et al. 2004). Z téchto diivodl védci hledali nové zpiisoby,
jak zjistit prevalenci ptac¢ich hemosporid.

Ptelom ve studiu ptaci malarie ptisel v roce 2004, kdy Waldenstrom et al. vymysleli
metodu nested PCR, ve které dochdzi k pouziti dvou sad primeri ve dvou za sebou
nasledujicich PCR reakcich (vnéj$i a vnitini sada, amplifikuje se ¢ast mitochondridlniho
cytochromu b). Tim se vyrazné zvysi citlivost metody a dojde i k odhaleni velmi slabych
infekci (obr. 14).
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Obr. 14. Porovnani metod na uréeni prevalence ptac¢ich hemosporid.
(Upraveno dle Waldenstrom et al. 2004)

Jako modelovy druh byl vybran rdkosnik velky ze Svédské populace. Celkem testovali

283 ptakl z nékolikalet¢ho odchytového souboru. K porovnéni citlivosti nové metody byla
pouzita klasickd mikroskopie i dfive publikovana metoda PCR od Bensche et al. 2000.
Z grafu (obr. 14) jednoznatné vyplyva, Ze metoda nested PCR je nejcitlivéjsi z dosud
publikovanych metod. Ovsem pii tak vysoké citlivosti je zde jiz velké riziko kontaminaci, a
proto je nutnost pouzivat negativni kontroly. Autofi u 80 vybranych vzorkl chtéli otestovat,
zda metoda poskytuje shodné vysledky i1 pifi nckolika opakovanich. S témito 80 vzorky
vyzkouseli tfi nezavislé behy nested PCR a pouze u dvou vzorkl dostali odlisné vysledky. Na
zakladé fedici fady také zjistili, Ze jsou schopni odhalit i velmi nizké parazitémie — az do
jedné nakazené Cervené krvinky ze sta tisic nenakazenych (Waldenstrom et al. 2004).

Velka studie byla provedena v roce 2006 na 17 populacich majny opecné (Acridotheres
tristis). Autofi chtéli porovnat prevalenci u 11 nativnich populacich v Indii a u Sesti populaci
introdukovanych do riznych ¢asti svéta (tab. II.). Celkova prevalence u 297 ptakii méla
hodnotu 45,5 % (pro rod Haemoproteus 9 % a pro Plasmodium 36,4 %). K samotnému uréeni

prevalence pouZili tii sad primert (dvé pro amplifikaci riznych ¢asti mitochondrialni DNA —
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cyt b a COIII (Beadell et al. 2004) a tfeti pro amplifikaci ¢asti DNA s vhodnymi restrikénimi
misty pro odhaleni smiSenych infekci (Beadell and Fleischer 2005). Celkem objevili 16
riznych linii rodu Plasmodium a pét linii rodu Haemoproteus v nativnich indickych
populacich (s pfipoctenim introdukovanych populaci se pocet navysil na 26, respektive sedm)
(Isthiaq et al. 2006).

Tab. II. Porovnani prevalence u nativnich a introdukovanych populaci majny obecné.
(Upraveno dle Isthiaq et al. 2006)

Plasmodium Haemoproteus
ohlast doba introdukce velikost vzorku podet s podet ap
introdukované populace
Australia 1862-1872 26 12 46 5 19
Fin 1890-1900 10 0 0 ] 0
Hawaii 1865 0z ] 10 0 0
New Zealand 1895 41 22 54 3 7
South Africa 1888-1900 10 8 80 0 0
Cook Idlands 1920 (from NZ) 22 G 40 4 18
nativni populace
India 06 48 50 15 1
Haryana 15 10 66 3 20
Uttar Pradesh 10 3 30 ] 0
Gujarat 1 0 ] 1 100
Madhya Pradesh g 5 63 2 25
Maharashtra 8 5 63 1 13
West Bengal 9 3 a7 0 0
Orissa 10 &4 40 1 10
Andhra Pradesh 10 5 50 1 10
Karnataka 10 8 B0 4 40
Tamil Nadu 10 4 40 1 10
Assam b 1 20 1 20

Doposud pouzivané¢ molekularni metody k detekci ptacich hemosporid mély jednu
velkou nevyhodu, a to tu, Ze byly zaméfeny jen na rody Haemoproteus a Plasmodium, kdezto
infekce rodem Leucocytozoon byly opomijeny. Proto Hellgren et al. 2004 navrhli sadu
primerti, kterd by byla schopna v druhé c¢éasti nested PCR (Waldenstrom et al. 2004)
amplifikovat i ¢ast cytochromu b prave paraziti rodu Leucocytozoon. Ke studiu si vybrali 86
jedincti slavika modracka (Luscinia svecica) odchycenych ve stiednim a jiznim Svédsku.
Celkem detekovali 22 linii ptacich hemosporid (Ctyti z rodu Haemoproteus, prevalence 1,2 %;
osm linii z rodu Plasmodium, prevalence 24 % a deset linii rodu Leucocytozoon, prevalence
48 %). Celkova prevalence téchto krevnich paraziti u slavika modracka byla 59 %. Diky
fedéni zjistili, ze jsou touto metodou schopni detekovat parazitarni infekci s vyssi nez 50%
uspésnosti 1 pfi jedné nakazené krvince zjednoho milionu nenakazenych (Hellgren et al.
2004).

Podobnou studii zaméfenou na mnoho populaci lesndcka zlutohrdlého (Geothlypis
trichas) ze Severni Ameriky provedli v roce 2008 Pagenkopp et al. Celkem odchytili 552
ptakli a prevalenci ur€ili diky nested PCR (Hellgren et al. 2004) urcili jako 52,7%.

Identifikovali 18 linii ptacich hemosporid, tfi z rodu Haemoproteus (prevalence 3 %), 13
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z rodu Plasmodium (prevalence 43 %) a 2 z rodu Leucocytozoon (prevalence nizsi nez jedno
procento (Pagenkopp et al. 2008).

Pérez-Tris and Besch se v roce 2005 vénovali vice populacim pénice ¢ernohlavé (Sylvia
atrycapilla) z mnoha lokalit v zdpadni Evropé€. Jejich vzorek hostitelii odchycenych v letech
1999-2003 m¢l velikost 361 jedinct. K odhaleni prevalence byla pouzita metoda nested PCR
publikovand Waldenstromem et al. 2004 (nezabyvali se tudiz infekcemi rodem
Leucocytozoon). Spolecnad prevalence pro oba rody hemosporid byla 51 %. Objevili 24
parazitarnich linii (20 linii rodu Haemoproteus, prevalence 39 % a 4 linie rodu Plasmodium,
prevalence 8 %) (Pérez-Tris and Besch 2005a).

Nejrozsahlejsi studii zaméfenou na jeden hostitelsky druh (sykora modfinka —
Cyanistes caerulus) provedli Wood et al. v roce 2007. Celkem odchytili 997 sykor béhem ctyt
sezon (2001, 2003-2005) z jedné populace v jizni Anglii. Diky nested PCR (Waldenstrom et
al. 2004) zjistili, Ze celkova prevalence ma hodnotu 28,4 % (pro rod Haemoproteus se ttemi
genetickymi liniemi a prevalenci 0,8 % a pro rod Plasmodium s 8 liniemi a prevalnci 27,8 %).
Prevalence se mezi jednotlivymi identifikovanymi liniemi velmi lisily (tab. III) (Wood et al.

2007).

Tab. III. Prevalence jednotlivych genetickych linii hemosporid v populaci sykor.
(Upraveno dle Wood et al. 2007)

parazit linie pocet infikovanych prevalence (%)
Plasmodinm relictum pSGS] 102 0.2
Plasmodium sp. pTURDUSI 97 97
Plasmodium sp. pBT7 46 46
Plasmodium relictum pGREW 13 1.3
Plasmodium sp. pBLUTI 6 0.6
Plasmodium sp. pBLUTIZ 1 0.1
Plasmodium sp. pBLUTI4 1 0.1
Plasmodium sp. pBLUTIS 1 0.1
spoleéné Plasmodinm 277 278
Haemoproteus sp. hwi i 0.3
Haemoprotews minntus hTURDUS2 2 02
Haemoproteus sp. hBLUTII 1 0.1
spoledné Haemoproleus 9 0.9
Plasmodium + Haemoproteus 283 284

Studii zamétenou na mnoho populaci lesnacka lejskovitého (Setophaga ruticilla) ze
Severni a stfedni Ameriky (obr. 15) publikovali v roce 2008 Durrant et al. Odchyt ptaki
probéehl v letech 2001-2006. Celkem analyzovali krevni vzorky z 437 jedinct. Prevalence pro
hemosporida byla 28,4 %. Identifikovali 15 linii z rodu Haemoproteus (prevalence 17 %) a 10

linii rodu Plasmodium (prevalence 11 %). Prevalence rodu Leucocytozoon byla tak nizka, ze
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ho z dalSich analyz vytadili. Zastoupeni rodii ve tfech z péti oblasti bylo velmi podobné, u

dvou (NW a SE, obr. H) se lisilo (Durrant et al. 2008).
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Obr. 15. Odchytové lokality a zastoupeni ptac¢ich hemosporid v nakazenych jedincich 1. lejskovitého.

I — odchytové lokality; II — graf ukazujici zastoupeni jednotlivych rodti hemosporid v nakazenych ptacich, P —
Plasmodium spp.; H — Haemoproteus spp., L — Leucocytozoon spp., M — smiSené infekce, U — neznama linie
(pozitivni infekce, ale neurcené linie), NW — severozapad, MW — stiedozapad, NE — severovychod, CE —
sttedovychod, SE — jihovychod.

(Upraveno dle Durrant et al. 2008)

Studiii, kterou publikovali v roce 2007 Pérez-Tris et al. (Pérez-Tris et al. 2007) se
nechal ve své diplomové préaci zroku 2009 inspirovat Petr Synek, ktery své pozorovani
zaméfil na &tyfi populace (dvé z CR, jedna zPamiru a jedna ze Svédska) hyla rudého
(Carpodacus erythrinus). Celkem bylo mikroskopicky i metodou nested PCR (Hellgren et al.
2004) vysetieno 279 dospélych ptakti. Spole¢na prevalence tii rodti hemosporid byla 61,7 %.
Nejvice odhalenych genetickych linii (12) patiilo k rodu Plasmodium (prevelance 15 %), Sest
linii bylo zrodu Haemoproteus (prevalence 55,1 %) a Sest linii rodu Leucocytozoon

revalence 10 %) (tab. IV). Byl vypoditdn i R,s index s hodnotou 5,97 linie (Synek 2009).
(p ) ( )- Byl vyp 25 , (Sy )
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Tab. IV. Prevalence genetickych linii ptacich hemosporid ve vzorku 279 jedinci h. rudého.
(Upraveno dle Synek 2009)

- odet
nazey linie rod parazita JrF':Tﬂkci prevalence
56351 17 5,3%
Plas.sp. | 9 2,8%
W3 5 1,6%
PADOMD2 5 1,6%
EANTAILO1 E a 0.9%
BT6 = 2 0.8%
__BT8 £ 1 0.3%
ROFI4 | o i 0.3%
LKOS S 1 0.3%
ROFIS 1 0,3%
ROFI8 1 0.3%
GRWOS 1 0,3%
ROFI7 1 0.3%
ROFI2 154 48,0%
CCF2 ! 5 1,6%
Haem.sp. £ 5 1.6%
ROFI a 4 1,2%
SISKINI E 4 1,2%
ROFI3 a 3 0,9%
FYER1 2 0,6%
BTZ € 25 7.6%
ROFI& g 2 0,6%
ROFI9 g2 2 0,6%
BT1 g 1 0,3%
BTS § 1 0,3%
EMSPO0S5 — 1 0,3%

lll. 4. 3 Studie podobné nasemu vyzkumu

Vyse zminované studie se vénovaly detekci prevalence u jednoho druhu hostitele nebo
naopak porovnani prevalence u vétsiho mnoZzstvi hostitelskych druhli. Nase prace je ovSem
zamefena na krevni parazity ze skupiny hemosporida v kontaktni zoné¢ dvou blizce
pfibuznych druht slavikli (slavik tmavy a slavik obecny). Proto jsem v literatufe hledal
podobné piipady, kdy se autofi vénovali 1 interakci mezi dvéma hostitelskymi druhy nebo

dokonce jejich hybridim. V nésledujici ¢asti tyto studie podrobnéji rozeberu.

SEDMIHLASEK HAINI (Hippolais icterina) a S. SVITORIVY (H. polyelotta)

Oba sedmihlésci jsou drobni evropsti pévci z Celedi Sylviidae (pénicoviti). Jsou to tazni
ptaci zimujici v Africe (Hudec et al. 1983) a k jejich divergenci ze spole¢ného predka doslo
stejn¢ jako v pfipadé slavika tmavého a slavika obecného podle cytochromu b pied tfemi
miliony lety (Helbig and Seibold 1999). Kontaktni zéna téchto druhli je umisténa v zépadni

Evropé.
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Celkem bylo ve studii vySetfeno 286 jedincl (179 sedmihlaskli Svitofivych a 106
sedmihlaskii hajnich) z 22 lokalit mezi Spanélskem a Ruskem (obr. 16), coz zahrnuje cely

hnizdni areal sedmihlaska Svitofivého a zdpadni ¢ast aredlu sedmihlaska hajniho.

Lo
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<

Obr. 16. Mista odchytu sedmihlaskt s naznacenou linii kontaktni zony.

Cisla — odchytové lokality; prazdné symboly — populace sedmihlaska hajniho; plné symboly — populace
sedmihlaska Svitofivého; ctverce — dalekd alopatrie; kruhy — blizka alopatrie; trojuhelniky — sympatrie;
teckovana linie — kontaktni zéna obou druht.

(Upraveno dle Reullier et al. 2006)

Ptaci byli chytdni v hnizdni sezoné (kvéten az cervenec) v letech 2001 a 2002 a
k detekci krevnich parazitl byla pouzita metoda nested PCR vynalezena Hellgrenem et a.
2004. Celkova prevalence byla ohromna, na 12 z 22 lokalit dosahovala 100 % (tab. V).
Primérné prevalence byla 92,6 % u sedmihléaska Svitotivého a 90,7 % u sedmihlaska hajniho.
Pievazna Cast prevalence byla tvofena rodem Haemoproteus, naproti tomu rod Plasmodium (s
prevalenci 2,5 %) se vlibec nevyskytoval u slavika hajniho. Diky sekvenaci pozitivnich
vzorkil odhalili autofi osm parazitarnich linii (Sest zrodu Haemoproteus a dvé zrodu
Plasmodium). Také objevili 13 smiSenych infekci, z nichZ deset tvofily infekce dvéma liniemi

rodu Haemoproteus.
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Tab. V. Prevalence na jednotlivych lokalitach u sedmihlaski.

Cislo populace — viz obr. Q; popis lokalit — A — daleka alopatrie, RA — blizka alopatrie, S — sympatrie; popis
druhtt — MW — sedmihlasek $vitotfivy, IW — s. hajni; genetické linie SGS1 a GRW?2 patii k rodu Plasmodium,
kdezto zbytek k rodu Haemoproteus.

(Upraveno dle Reullier et al. 2006)

Prevalence (poéet nakazenych ptakd)

genetické linie parazitd

HIFOL 1 HICT1 ACDUM?2 HIICT 3 HICT 4 HIPOL2 SGS1 GRW2

populace lokalita druh n inf. smis. inf.
1. Madrid A MW 19 11 1 9 1] > 0 0 0 0 1
2. Chizé A MW 1212 4 12 [} 2 0 0 0 0 0
3. Tours A MW 10 10 0 10 0 0 0 0 0 0 0
4. Caen A MW 10 10 ] 10 [} 0 0 1] [} 0 0
5 C'teaux A MW ) b 1 o 0 3 0 0 0 1 0
6. Auxonne RA MW 11 10 1 8 [} 0 0 0 1 i 0
7. Conflans s w 11311 1 1 10 0 1 0 [} 0 0
MW T 2 11 0 .o 0 0 0 0 0
8. Mulhouse ] w 2 5 ] 0 5 0 0 [} [} 0 0
MW 15 13 1 13 1] 0 0 (1] ] 0 1
9. Strasbourg A W 11 10 1 0 10 0 1 0 0 0 0
10. Saarlouis RA MW 11311 ] 11 [} 0 0 0 0 0 0
11. Trier RA MW 10 10 0 10 0 0 0 0 0 0 0
12. Bingen ] Iw 4 3 ] 1 = 0 0 [} [} 0 0
MW >3 17 1 15 1 ¥ 0 0 [} 0 0
13. Amiens RA MW 4 4 0 4 [} 0 0 0 [H 0 0
14. Le Quesnoy S Iw 11 11 0 1 9 0 1 0 0 0 0
MW o R | 0 21 [} 0 0 0 [} 0 0
15. Hazebrouck S I'w 3 @A (1] 0 3 0 0 0 [H 0 0
MW B 7 0 7 0 0 0 0 0 0 0
16. Gembloux 5 I'w 6 6 0 0 [} 0 0 0 [} 0 0
MW T 4 0 1 [} 0 0 0 0 0 0
17. Liége A Iw 10 10 0 1 9 0 0 0 [H 0 [
18. Kiln A I'w T B (1] 0 2 0 0 0 [H 0 0
19. Magdeburg A W 10 10 1 0 10 0 0 1 H 0 0
20. Rostock A I'w 11 10 1 0 9 0 2 0 [H 0 [
21. Oland A I'w 2 0 0 11 0 0 0 0 0 0
22, Rybachy A 'w 10 3 0 0 3 0 0 0 0 0 0

Velmi zajimavym vysledkem této studie byla i zjiSténa vysoka hostitelska specificita
parazitarnich linii. Dvé hlavni genetické linie HIPOL1 a HIICT1 zrodu Haemoproteus (obr.
17) se vyskytovaly (i kdyz snepomérnym zastoupenim) jako jediné u obou druhil
sedmihlaskt. Linie HIPOL1 naprosto pievazovala, a tvofila hlavni podil na prevalenci, u
sedmihléaska Svitotivého, zatimco linie HIICT1 dominovala u sedmihlaska hajniho. Navic tyto

dve linie se lisi pouze jedinou substituci v sekvenci cytochromu b (Reullier et al. 2006).
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Obr. 17. Prevalence osmi parazitarnich linii u sedmihlaska.
(Upraveno dle Reullier et al. 2006)
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BohuzZel v celém odchytovém souboru byl identifikovan pouze jeden hybridni jedinec
(a to navic bez parazitarni infekce), coZ neumoznilo zjistit nic o tom, jak se chovaji kiiZenci
dvou druhii sedmihlaski pti setkani s krevnim parazitem. Nevyhodou je i to, Ze se autofi
nepokusili urcit parazitémii a nezjistili tak, jak vysokou mirou jsou jednotlivi ptaci nakazeni a

zda se tato vlastnost 1i$i mezi druhy.

LEJSEK BELOKRKY (Ficedula albicollis) a L. CERNOHLAVY (F. hypoleuca)

Lejsci jsou drobni pévci z ¢eledi lejskovitych (Muscicapidae). Zimuji v subsaharské
Africe a hnizdi od Evropy aZ po stfedni Asii. Zona sympatrie je ve stiedni a vychodni Evropé
(Svenson et al. 2004). Oba druhy jsou morfologicky odliSitelné a pti vzdjemném setkdni jsou
schopni kiizeni. Hybridni jedinci maji smiSené morfologické znaky (Satre et al. 2003).

Odchyt probihal v letech 1992-1994 a 2002-2007. Celkem bylo odchyceno 1282 ptaka
(1231 lejskt bélokrkych, 36 lejskli cernohlavych a 15 hybridd) v prvnim obdobi a 136 (72
lejski bélokrkych, 49 lejskii Cernohlavych a 15 hybridi) v druhém. VSichni jedinci byli

vySetieni pomoci mikroskopie na ptitomnost rodu Haemoproteus (obr. 18).

0.5 , (1992-1994) 0.5 - (2002-2007)
0.4 - 0.4 -
$ 031 2 0.3
@ =2
E d
s 0.2/ ¢ 0.2-
o o
0.1 - 0.1 4
4] 0
1. bélokrky hybridi 1. éernohlavy 1. bélokrky hybridi 1. éernohlavy

Obr. 18. Prevalence rodu Haemoproteus u dvou druhii lejskti a jejich hybridd ve dvou odchytovych obdobich.
(Upraveno dle Wiley et al. 2009)

Z grafi (obr. 18) jednoznacné vyplyva, ze prevalence rodu Haemoproteus je u lejska
cernohlavého vyrazn€ vyssi nez u lejska bélokrkého. Pfi secteni prevalenci z obou sezon
vySlo najevo, Ze tato hodnota u hybridnich jedinci se nachdzi mezi hodnotami obou
rodicovskych druhti (Wiley et al. 2009).

Narozdil od pfedchozi studie provadéné na sedmihlascich, soubor vzorki obsahuje vice
hybridnich jedinct, ale kvili tomu, Ze Wiley et al. 2009 neprovadéli molekularni detekci
parazitl, nebyli schopni urCit genetické¢ linie hemosporid a stim délezitou vlastnost

hostitelské specificity.
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IV METODIKA
IV. 1 ODCHYT PTAKU, IZOLACE DNA A IDENTIFIKACE DRUHU

K odchytu slavikli doslo v letech 2006-2009. Celkem bylo chyceno 370 ptékd, z toho
196 slavikli obecnych, 165 slaviki tmavych a devét hybridnich jedincii. Ptaci byli chytani ve
tfech zonach: dalek4 alopatrie [slavik obecny (n=38) — Spanélsko, Francie, Tunisko; slavik
tmavy (n=35) — Lotyssko, Finsko, Estonsko], blizka alopatrie [slavik obecny (n=55) — Ceska
republika; slavik tmavy (n=36) — Polsko] a v sympatrii v Polsku [slavik obecny (n=103);

slavik tmavy (n=94)]. Hybridi byli odchyceni v polské sympatrii (obr. 19).

L 3

Obr. 19. Lokality odchytu slaviki.

Cerveny ¢tverec — slavik obecny; modry kruh — slavik tmavy; zeleny trojuhelnik — hybridi; 1 — daleké alopatrie
(Spanélsko, Francie, Tunisko) slavika obecného; 2 — blizka alopatrie (Ceska republika, JZ Polsko) slavika
obecného; 3 — blizka alopatrie (SV Polsko) slavika tmavého; 4 — daleka alopatrie (Finsko, Lotyssko, Estonsko)
slavika tmavého; 5 — sympatrie obou druhti (Polsko).

Vsem jedincim byla odebrana z brachidlni zily krev, kterd byla uloZena v Cistém
ethanolu pro pozd¢jsi izolaci DNA. K izolaci DNA z krve doSlo pomoci DNeasy Blood &
Tissue Kit (QIAGEN). Druhy byly rozliSeny na zaklad¢ genotypti ve dvou lokusech na
chromozomu Z (ADAMTS a SPINZ), F1 hybridi jsou heterozygoti na obou téchto lokusech
(Reifova et al. 2011b). Tato prvni ¢ast metodiky (odchyt ptakd, izolace DNA a identifikace

druh@) byla provedena Radkou Reifovou a jejim tymem. Do svych pokusl jsem tedy pouzil
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jiz vyizolovanou DNA (vSe od méfeni koncentrace na spektrofotometru az po tvorbu
fylogenetickych stromil jsem jiz provadé¢l sam).

Koncentrace a Cistota vyizolované DNA byla zmétena na spektrofotometru NanoDrop
ND-1000). Koncentrace se pohybovala v rozmezich 2-15 ng/ul a tyto vzorky byly pouzity
piimo do PCR reakce.

IV.2 NESTED PCR

K detekci paraziti byla pouzita vysoce citlivd metoda nested PCR reakce, ktera
umoziiuje rozlisit nakazy rodem Leucocytozoon od zbylych dvou rodi Haemoproteus a
Plasmodium (viz obr. 20). Hellgren et al. 2004 potvrdili, Ze touto metodou je mozné zachytit
jeden nakazeny erytrocyt ze 100 tisic nenakaZenych.

Jedna se o dvoustupiiovou reakci PCR se dvéma sadami primert pro amplifikaci ¢asti

mitochondrialniho genu pro cytochrom b.

HaemFL' —
SEATGOTOTTTTAGATACT TACATT-3

HaemF’ T

SATGGTGOTTTCGATATATGOATG-Y

HaemNFI' <

O Ly o e
Haem NR3'

SLGOATTATCTGGATGIGATAATGG -3
T Haem RI‘

SLOATTATOTGGATGAGATAATGGIGE-3
T~ HaemR2L'

Obr. 20. Znazornéni kombinace primerd.

1 — primery pro pocatecni fazi nested PCR reakce; 2 — sada primert pro amplifikaci rodt Plasmodium a
Haemoproteus; 3 — sada primerd pro amplifikaci rodu Leucocytozoon; podtrzené baze — rozdily mezi primery
pro Plasmodium + Haemoproteus a Leucocytozoon.

(Upraveno dle Hellgren et al 2004)
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V prvni, inicialni reakci, dochazi k amplifikaci 566 bazového useku (vcetné primertt)
genu pro cyt b viech tfi zminénych rodi hemosporid. Tato reakce probiha v objemu 10 pl
s vn¢j$imi primery HaemNFI (5°-CATATATTAAGAGAAITATGGAG-3¢), I je univerzalni
baze pro inosin, a HaemNR3 (5“ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC-3%) podle
nasledujiciho protokolu:

5 nl QTAGEN Multiplex Master Mixu (Qiagen, Hilden, Némecko),
0,5 ul (10 uM) kazdého primeru
4 ul DNA.

Z dtvodu pouziti Multiplex Master Mixu obsahujicimu 7ag DNA polymerazu byla na
pocatku reakce inkubovana pii teplote¢ 95°C 15 minut. Vlastni cyklus poté sestaval z 20
opakovani, denaturace probihala pii teploté¢ 94°C 30 sekund, nasedani primert (anneling) pti
teploté 50°C 90 sekund a syntéza fetézce DNA pfi teploté 72°C 45 sekund. Po skonceni cyklu
byla teplota udrzovéna na hodnoté 72°C po dobu 10 minut.

V nasledujici PCR reakci, kdy byla jako templat pouzita DNA z reakce inicialni, doSlo
na zéklad¢ pouziti dvou sad primeri k odliSeni rodu Leucocytozoon od dvou zbyvajicich roda
hemosporid. Tato reakce probiha v objemu 30 pl bud s primery spoleCnymi pro rody
Haemoproteus a Plasmodium HaemF (5°-ATGGTGCTTTCGATATATGCATG-3°) a
HaemR2 (5°-GCATTATCTGGATGTGATAATGGT-3%), kdy se amplifikuje usek dlouhy
480 bp (bez primerl) nebo specidlnimi primery pro rod Leucocytozoon HaemFL (5°-
ATGGTGTTTTAGATACTTACATT-3‘) a HaemR2L (5*-CATTATCTGGATGAGATAAT
GGIGC-3%) a délkou amplifikovaného tseku 478 bp (bez primertt). Reakce pro odliSeni rodi
byly provadény vzdy samostatné podle protokolu:

3 ul PCR pufru Dynex

0,2 mM kazdého deoxyribonukleotid trifosfatu (Fermentas, Burlington, Kanada),
2 ul (10 uM) kazdého vnitiniho primeru,

0,1 pul (1U rekombinantné vyrobené) DNA polymerdzy Dynex,

1,5 ul DNA z ptedchozi inicialni PCR reakce,

zbytek objemu do 30 pl byl doplnén deionizovanou vodou.

Podminky této reakce byly stejné jako u reakce inicidlni, jen chybéla 10 minutova
pocatecni taze inkubace pti 95°C a pocet cyklil byl stanoven na 35.

Vsechny PCR reakce byly provadény v termocyklerech iCycler (Biorad, Hercules,
USA) a MIResearch, Waltham, USA).
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IV. 3 AGAROZOVA ELEKTROFOREZA A SEKVENACE

5 pl kone¢ného PCR produktu bylo spole¢né s 5 ul nanaseciho pufru naneseno na 2%
agarozovy gel (Invitrogen, Carlbad, USA), pro kazdy béh byl také pouzit standard (Fermentas,
Burlington, Kanada). Po 40 minutach elektroforézy pti napéti 100 V byla stanovena pozitivita
¢i negativita vzorkl. Na kazdych 8 vzorkt byla pouzita negativni kontrola (deionizovana voda
misto DNA produktu z PCR reakce), aby nedoslo k chybnému urceni faleSné pozitivnich
vysledkll z divodu kontaminace b&hem prace (obr. 21). VSechny detekce pomoci PCR a
elektroforézy byly provedeny minimaln¢ dvakrat, v ptipadé problematickych vzorkl (velmi

slaby signal ¢i nesouhlasné vysledky jednotlivych behi) 1 vicekrat.

Obr. 21. Vysledek elektroforézy po nested PCR.
1 — devét pozitivnich infekci rody Haemoproteus nebo Plasmodium; 2 — tfi pozitivni infekce rodem
Leucocytozoon; 3 —negativni kontroly (deionizovana voda misto DNA); vpravo tfikrat nanesen standard.

Vsechny pozitivni vzorky (vzdy zbylych 25 pul DNA z PCR reakce) byly zaslany na
sekvenaci do Macrogenu (Korea) spole¢né s primerem (10 uM) HaemF pii ndkaze rody
Haemoproteus a Plasmodium ¢i primerem (10 pM) HaemFL pifi ndkaze rodem

Leucocytozoon.
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IV. 4 URCENI GENETICKYCH LINIi PARAZITU A SMISENE INFEKCE

Vysledné sekvence byly alignovany a editovany v programu BioEdit (Hall 1999), ktery
vyuziva ClustalW Multiple Alignment. Unikatni haplotypy, které se liSily alesponi o 1 zaménu
v sekvenci cyt b od sekvenci uvedenych v GenBank, byly osekvenovany od 3¢ konce
primerem HaemR2 (pro rod Leucocytozoon HaemR2L). Pomoci programu BioEdit byly
z téchto sekvenci vytvoreny kontigy.

Smisené¢ infekce byly odhalovany vizudlné pomoci programu CodonCode Aligner

(CodonCode Corporation, Dedham, Velkd Britanie) (obr. 22) na zdklad¢ dvojitych peakil
v sekvenci (Perez-Tris and Bensch 2005b).

z1o 220 220 Z40 jag-1u} Zel

Z1o 220 230 240 “5I:I ZE

AJJ\J\ J\“f\«\f\fJ\A«/\ﬂM ﬂ, M\ il mv\

“lI:I ZZEI ESD Z40 jad-qn}

Obr. 22. VySetfovani smisenych infekci v programu CodonCode Aligner.

1, 2 — sekvence piedstavujici infekci jednou linii parazita (unikatnim haplotypem); 3 — smiSena infekce
haplotypu 1 a 2; Sipky naznacuji pozice, kde se ,,Cisté* linie 1 a 2 1isi, tyto pozice jsou u smiSené infekce napadné
dvojitymi peaky.
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IV. 5 KVANTITATIVNi PCR

Na zéklad¢ kvantitativni PCR jsem chtél zjistit relativni parazitémii u nakazenych
jedincti. Rozhodl jsem se spocitat pomér mezi mnozstvim kopii ¢asti intronu jaderného genu
ptaka (18S) a ¢asti mitochondridlniho genu parazita (cyt b) v daném vzorku.

Po zalignovani nami nalezenych sekvencich cyt b (a dalSich hlavnich linii ptaich
hemosporid nalezenych v GenBank) jsem pomoci programu Primer3Plus navrhl primery,
které by mohly byt vhodné pro amplifikaci hlavnich rodi hemosporid. Stejnou operaci jsem
provedl i pro ptaci intron 18S (sekvence jen z GenBank).

Celkem byly navrzeny Cctyfi sady primerd pro amplifikaci Casti genu pro

mitochondridlni cytochrom b parazita, které se mély liit specificitou pro rizné rody/linie:

1) LULU1gPCRF: CTGGGGTGCAACCGTTATTA
LULU1gPCRR: GGGCTATAAAAGGGAATATAAAATGC
Délka produktu 137 bp (v€etné primerl), tato sada méla byt specifickd pro nejbéznéjsi

linii (LULU1 z rodu Haemoproteus).

2) UNIgPCRF: CCTTGGGGTCAAATGAGTTT
UNIgPCRR: TCCTCCACAAATCCATGAAA
Délka produktu 90 bp (v€etné primertl), sada méla byt univerzalni pro vSechny tfi rody

hemosporid.

3) HPqPCRF: TTTCATGGATTTGTGGAGGA
HPgPCRR: TCCTAAAGGATTAGAGCTACCTTG
Délka produktu 149 bp (v€etné primerti), sada méla byt vhodna pro amplifikaci roda

Haemoproteus a Plasmodium.

4) SGSI1qPCRF: ACAGCTTTTATGGGTTACGTATTACC
SGS1qPCRR: ACAGATATCCACCACATATCCA
Délka produktu 121 bp (v€etné primeril), tato sada meéla specificky amplifikovat

nejbeéznéjsi linii rodu Plasmodium (SGS1).
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A dvé sady primert pro amplifikaci ¢asti ptaciho jaderného intronu 18S:

1) 18S1qPCRF: CTCCCGCTCCTTGGATAACT
18S1qPCRR: TCACCATGGTAGGCACAGAC
Délka produktu 228 bp (véetné primeri), tato sada méla amplifikovat ¢ast intronu 18S

vSech pévcll a neméla nasedat na lidskou DNA.

2) 18S2qPCRF: GCGTGCATTTATCAGACCAA
18S2qPCRR: CACCATGGTAGGCACAGACA
Délka produktu 157 bp (v€etné primert), usek amplifikovany touto sadou mél byt kratsi

variantou pfedchozi sady.

Pro optimalizaci metody jsem vybral vhodné vzorky (ptdky nakaZené rliznymi liniemi
paraziti i ptdky nenakazené). Pro vSechny zminéné sady jsem se pokusil na zdkladé
gradientové PCR urcit idedlni teplotu pro nasedani primerd. Protokol pro tuto PCR byl
shodny jako u druhé reakce v nested PCR, jen teplota nasedani primert se lisila vzdy v kazdé
z osmi jamek PCR desticky, kde byl nanesen stejny vzorek (teplota byla v rozmezich 58-63°C
nebo 60-64°C) a pocet cykli byl stanoven na 39. Reakce jsem provadél v termocykleru
iCycler (Biorad, Hercules, USA). Na kazdych 8 vzorkil byla pouzita negativni kontrola
(deionizovana voda misto DNA).

Poté jsem provedl agar6zovou elektroforézu podle stejného protokolu (obr. 23) a jiz
zde jsem se u nekterych sad primerti pfesvédcili, Ze amplifikuji i nespecificky usek DNA nebo

nerozliSuji jednotlivé rody parazitli, proto byly z nasledujich pokust vyfazeny.

Obr. 23. Vysledek elektroforézy po gradientové PCR.

Se zvysujici se teplotou (Sipka naznacuje smér ristu teploty) jsou jasné patrné slabsi bandy (hor$i nasedani
primert na templatovou DNA). Proto byla pro kvantitativni PCR zvolena teplota 63°C, kterd byla vhodna nejen
pro zde zobrazené primery HPqPCR ale i pro sadu 18S1qPCR pro amplifikaci pta¢iho genu. Vlevo nanesen
standard.

Ukéazalo se, ze nebudu schopen nalézt vhodné primery, pro amplifikovani rodi
Plasmodium a Leucocytozoon kvili jejich velké variabilité a pfitomnosti vysokému poctu linii

(hlavné u rodu Plasmodium) zjisténych na zakladé nested PCR. Proto byl jako nejvhodné;jsi
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kandidat pro kvantitativni PCR vybran rod Haemoproteus, ktery byl u mych vzorkl nalezen
jen ve dvou liniich (LULU1 a ROBIN1) zato vSak s nejvyssi prevalenci.

Pro porovnani parazitémie mezi dvéma druhy slavik jsem vybral nakazené jedince
slavika obecného ze zony sympatrie (n=11), doplnil jsem je 15 nakazenymi slaviky tmavymi
(kazdy z jiné lokality ze zony sympatrie; prevalence u tohoto druhu byla mnohem vyssi) a
pfidal jsem hybridy nakazené rodem Haemoproteus (n=4). Jako negativni kontrola pro
kvantitativni PCR byla pouZita deionizovana voda misto DNA a pro ujiSténi, ze zvolena sada
primertt (HPqPCR) amplifikuje jen cyt b rodu Haemoproteus byly k pokusu ptidany vzorky
s potvrzenou ndkazou rtiznymi liniemi rody Plasmodium 1 Leucocytozoon. Pro amplifikaci
jaderného intronu ptéka byla zvolena sada primer 18S1qPCR.

Kvantitativni PCR byla provadéna v objemu 10 pl na jednu reakci podle nasledujiciho
protokolu:

5 ul SYBR green supermix (Biorad, Hercules, USA),
I ul (5 uM) od kazdého primeru

2 ul deionizované vody

1 ul DNA

Podminky reakce byly nasledujici: pre-inkubace probihala pii teplot¢ 95°C 10 minut.
Vlastni cyklus poté sestaval z 50 opakovani, denaturace probihala pii teploté 95°C 10 sekund,
anneling pfi teploté 63°C 12 sekund a syntéza fetézce DNA pfi teploté 72°C 15 sekund, kdy se
méii signal SYBR greenu. Melting teploty byly nastaveny na 97°C 10 sekund — 65°C 60
sekund — 97°C continous (k zaznamenani melting curves, které ukazuji, jestli se tvofi jen 1
pozadovany produkt). Reakci uzaviralo chlazeni pii 40°C po dobu 10 sekund. Pro zvySeni
pravdépodobnosti spravného vysledku byly pro vSechny vzorky pouzity triplikaty (jak pro
sadu primert pro amplifikaci cyt b tak pro sadu pro 18S) (obr. 24).
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Amplifikaéni kiivky
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Obr. 24. Ukazka amplifikacnich kiivek po kvantitativni PCR.
1, 2 — triplikaty dvou vzorkt s primery pro amplifikaci ptaciho genu 18S; 3 — triplikat vzorku s primery pro
amplifikaci parazitarniho genu pro cytochrom b; 4 — triplikaty negativni kontroly (deionizovana voda misto

DNA) s primery pro amplifikaci ptac¢iho genu 18S i parazitarniho genu pro cytochrom b a triplikat vzorku, ktery
je negativni pro infekci LULUI (primery pro cyt b).

Vysledkem kvantitativni PCR jsou amplifikaéniho kiivky, vyjadiujici grafické
znazornéni flourescencniho signalu proti hodnoté cyklu PCR. V prvnich cyklech je zména
fluorescence zanedbatelnd. V ur¢itém cyklu v kterém kiivka zaCne exponencidlné rist se
nechd prolozit Threshold, cozZ je linie definujici CT. Hodnota CT (Threshold cycle) se poté
pouziva ke kvantifikaci exprese. Kiivky negativnich kontrol mély bud’ zanedbatelnou hodnotu
fluorescence nebo zacaly exponencialné stoupat az ve velmi pozdnich cyklech (42+) oproti
vzorklim. Ke kontrole produkti PCR a negativnich kontrol byla pouzita analyza disocia¢nich
kiivek, kterd vyhodnocuje teplotu tani produkti PCR a umozZiiuje rozpoznani primer dimer
artefaktli. Z jednotlivych triplikatt pak byl vypocitan aritmeticky pramér.

Pro vypocet relativni parazitémie byla pouZzita metoda delta/delta CT. Kvantitativni

PCR probihala v LightCycleru 480 II (Roche, Germany).
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IV. 6 TVORBA FYLOGENETICKYCH STROMU

Fylogenetické stromy nebyly hlavnim vystupem této prace. Slouzily jen pro ilustraci
ptibuzenskych vztahi mezi nami nalezenymi liniemi, dal§imi liniemi zachycenymi
v predeslych studiich o slavicich a zndAmymi morfospecies ptac¢ich hemosporid.

K sestaveni stromil byly pouzity nase sekvence a sekvence uloZzené v databdzi MalAvi
(Bensch et al. 2009), které jsou zpétné dohledatelné podle ndzvu linie i v databazi GenBank.
Editaci sekvenci a tvorbu alignmentu byla provedena v programu BioEdit (Hall 1999).
K samotné tvorbé fylogenetickych stromil byly pouZzity programy MEGA4 (Tamura et al.
2007) a MrBayes (Huelsenbeck & Ronquist 2001) s vyuzitim metod Neighbour-joining a
Baesyansk4 analyza (10 milioni generaci, model GTR+I+G, 2 konvergentni béhy, 4 fetézce,
burn-in 2,5 milionu stromtl). Grafickd uprava a editace stroml do findlni podoby byl pouZzit

program Dendroscope (Huson 2007).

IV. 7 STATISTITICKE ANALYZY

Pro srovnani diverzity ptac¢ich hemosporid jsem pouZzil metodu molekularni variance
(AMOVA). Jedna se o hierarchickou analyzu rozptylu, pomoci které jsem chtél zjistit, kolik
procent variability vysvétli dvé skupiny (dva druhy hostitelil), kolik procent vysvétli zony
kazdého druhu (daleka alopatrie, blizka alopatrie, sympatrie) a kolik procent variability zbyde
na vnitfek jedné zony (Excoffier et al. 1992). Do analyzy jsem vkladal sekvence a pocital
jsem s jejich rozdily. Vlozenou jednotkou byla vzdy jedna sekvence z jednoho nakazeného
ptaka (v pfipadé smiSenych infekci se vkladaly samostatné obé sekvence). Zohlediiuje se tu
jen pomér detekovanych linii a jejich diverzita, nikoliv prevalence. Prilkaznost byla
zjiStovana pomoci deseti tisic permutaci.

Pro porovnani prevalence mezi dvéma druhy hostiteld jsem pouzil zobecnéné linearni
modely (GLM) v prostfedi R. ProtoZe vstupni data nemaji normalni, ale binomické rozdéleni.
Pouzil jsem tedy binomicky model a logit link.

Data binomického charakteru vznikaji vzdy, kdyz sledujeme vyskyt néjakého jevu a
hodnotime jen zda nastal nebo nenastal. Kromé c¢asto sledované umrtnosti to miZze byt i
narozeni, konzumace (kofisti predatorem) nebo pravé napadeni (tfeba hostitele parazitem).
Binomicka data nemaji opakovani, jaké se vyskytuje u dat z normalniho rozdéleni. Je to tak

proto, Ze v ramci jednoho pokusu se vyskyt vSech udalosti secte a vyjadri jako prevalence.
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Volbou binomického rozdéleni ve funkci glm se pouzije funkce logit link. Pracuje se
zde s transformaci teoretické pravdépodobnosti, a nikoli s transformaci prevalence. Linearni
prediktor se vztahuje k link transformovanym stifednim hodnotdm pravdépodobnosti (Pekar

and Brabec 2009).
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V VYSLEDKY
V.1 PREVALENCE HEMOSPORID U SLAVIKU

V. 1.1 Celkové prevalence u slavika obecného a slavika tmavého

Celkem bylo diagnostikovano 370 ptakl, ztoho 196 jedinci slavika obecného, 165
jedinct slavika tmavého a devét hybridi (jejichz vysledky budou zminény pozdéji) na
ptitomnost ptacich hemosporid. Vzorky byly nasbirdany na péti lokalitich — pro oba druhy
v dalekych a blizkych alopatriich a v misté spolecného vyskytu, v sympatrii. Urceni
prevalence prob¢hlo metodou nested PCR.

Celkova prevalence u slavika obecného byla 35,71 % (70 nakazenych jedincii).
Detekoval jsem tii rody hemosporid — Haemoproteus, Plasmodium a Leucocytozoon.
Prevalence rodu Haemoproteus byla 12,24 % (zplsobena dvéma genetickymi liniemi), rodu
Plasmodium 22,96 % (11 linii) a rodu Leucocytozoon 1,53 % (dvé€ linie). Byly odhaleny dvé
smisené infekce (obr. 25).

Celkova prevalence u slavika tmavého byla 86,06 % (142 nakazenych jedincii).
Detekovany byly tfi stejné rody. Prevalence rodu Haemoproteus byla 74,55 % (zplsobena
dvéma genetickymi liniemi), rodu Plasmodium 20,00 % (11 linii) a rodu Leucocytozoon

4,85 % (tfi linie). Bylo odhaleno 22 smiSenych infekci (obr. 25).

Slavik obecny Slavik tmavy

o nenakazeni

m LULLH m Haemoproteus spp. + Flasmodium spp.
o ROEIM1 m Haemoprokeus Spp. + Leucocyiozoon spp.
m Flasmodium spp. @ Plasmodium spp. + Leucocytozoon spp.
m Leucocytbzoon Spp. m Plasmodium SPp. + Flasmodium spp.

@ smisené infekce

Obr 25. Celkova prevalence u dvou druhti slaviki.
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V. 1. 2 Detekované genetické linie u slavika obecného a slavika tmavého

Nejvyssi prevalenci u slavika obecného vykazovala linie LULU1 (z rodu
Haemoproteus), jejiz podil na prevalenci byl 30 %, velmi podobnou prevalenci ovSem
vykazovala 1 linie SGS1 zrodu Plasmodium. Jeji podil na prevalenci byla 27 %. Obé¢

detekované linie rodu Leucocytozoon mély velmi nizkou prevalenci (tab. VI).

Tab. VI. Detekované genetické linie a jejich prevalence u slavika obecného.
Soucet prevalenci pfevysujici hodnotu 100 % je zptisoben smiSenymi infekcemi.

. podil podil .

nazev linie rod parazita _pocet' prevalence na prevalenci na prev_alenm

infekci (%) %) v ramci rodu
(% (%)
LULU1 Haemoproteus 21 10,71 30,00 87,50
ROBIN1 (n=24) 3 1,53 4,29 12,50
SGSH1 19 9,69 27,14 42,22
LINN1 12 6,12 17,14 26,67
AFTRUS 1 0,51 1,43 2,22
AEMOO01 1 0,51 1,43 2,22
WWwW3 Plasmodium 1 0,51 1,43 2,22
RTSR1 (n=45) 5 2,55 7,14 11,11
ACCTACO1 2 1,02 2,86 4,44
GRWO06 1 0,51 1,43 2,22
GRWO09 1 0,51 1,43 2,22
GRW10 1 0,51 1,43 2,22
AFTRU4 1 0,51 1,43 2,22
RS4 Leucocytozoon 1 0,51 1,43 33,33
SFC8 (n=3) 2 1,02 2,86 66,67
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Nejvyssi prevalenci u slavika tmavého (stejné jako u piedchoziho druhu) vykazovala
linie LULUL, jejiZz podil na prevalenci byl v tomto pfipadé témét 74 %. Této hodnoté se

prevalence zadné dalsi linie nepfibliZila a dokonce nikdy nepfesdhla ani 5 %. (tab. VII).

Tab. VII. Detekované genetické linie a jejich prevalence u slavika tmavého.
Soucet prevalenci prevysujici hodnotu 100 % je zptisoben smiSenymi infekcemi.

. podil

. podil .

nazev linie rod parazita _pocet’ prevglence na prevalenci na r’)rev_alenc|

infekci (%) o v ramci rodu
(%) (%)
LULU1 Haemoproteus 105 63,64 73,94 85,37
ROBIN1 (n=123) 18 10,91 12,68 14,63
SGSH1 8 4,85 5,63 24,24
LINN1 3 1,82 2,11 9,09
AEMOO01 7 4,24 4,93 21,21
WWwW3 4 2,42 2,82 12,12
RTSR1 Plasmodium 3 1,82 2,11 9,09
GRW10 (n=33) 2 1,21 1,41 6,06
GRW11 3 1,82 2,11 9,09
SYBORSY 1 0,61 0,70 3,03
LULU2 1 0,61 0,70 3,03
LULU3 1 0,61 0,70 3,03
RS4 Leucocytozoon 6 3,64 4,23 75,00
SFC8 (n=8) 1 0,61 0,70 12,50
LULU4 1 0,61 0,70 12,50
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V. 1. 3 Prevalence u slavikt v dalekych alopatriich

V dalekych alopatriich bylo odchyceno 73 ptaki, ztoho 38 slavikd obecnych ve
Spanélsku, Francii a Tunisku a 35 slavikii tmavych v Lotyssku, Finsku a Estonsku.
Prevalence u slavika obecného v této zon¢ byla 36,84 % (14 nakazenych jedincii). Pro rod
Haemoproteus méla hodnotu 5,26 % (zplsobena jednou genetickou linii), pro rod
Plasmodium 28,95 % (pét linii) a pro rod Leucocytozoon 5,26 % (jedna linie). Byly odhalena
jedna smiSend infekce (obr. 26).

Prevalence u slavika tmavého méla hodnotu 97,14 % (34 nakazenych jedinci).
Prevalence rodu Haemoproteus byla 88,57 % (zplsobena dvéma genetickymi liniemi) a rodu
Plasmodium 20,00 % (5 linii). Zastupci rodu Leucocytozoon v daleké alopatrii slavika

tmavého detekovani nebyli. Odhalil jsem ¢Etyfi smiSené infekce (obr. 26).

Daleka alopatrie

Slavik obecny Slavik tmavy

O nenakazeni

m UL m Haemoprokeus spp. + Plasmodivm spp.
o ROBIM1 B Haemoproteus Spp. + Leucocyiozoon sSpp.
B Flasmodium spp. @ Plasmodium spp. + Lelcocyiozoon Spp.
B leucocyiozoon Spp. m Plasmodium Spp. + Flasmodium spp.

B smigené infekee

Obr. 26. Prevalence v dalekych alopatriich u dvou druhii slavikd.
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V. 1. 4 Detekované genetické linie u slavikli v dalekych alopatriich

Nejvyssi prevalenci u slavika obecného vykazovala linie LINN1 (z rodu Plasmodium),
jejiz podil na prevalenci byl skoro 36 %, nasledovala ji linie SGS1 ze stejného rodu

s hodnotou ptes 21 %. (tab. VIII).

Tab. VIII. Detekované genetické linie a jejich prevalence u slavika obecného v daleké alopatrii.
Soucet prevalenci prevysujici hodnotu 100 % je zptisoben smiSenymi infekcemi.

odil podil
. - . pocet prevalence P . | na prevalenci
nazev linie rod parazita . . o na prevalenci L.
infekci (%) o v ramci rodu
(%) 0
(%)
LULUA Hae’;’rf’fz“)’te“s 2 5,26 14,29 100,00
SGS1 3 7,89 21,43 27,27
LINN1 . 5 13,16 35,71 45,45
RTSR1 i ’aa”l?f;“m 1 2,63 7,14 9,09
ACCTACO1 1 2,63 7,14 9,09
GRWO06 1 2,63 7,14 9,09
SFC8 Leucz’rffz‘;zo"” 2 5,26 14,29 100,00

V daleké alopatrii slavika tmavého zcela dominoval rod Haemoproteus. Obé jeho
detekované linie (LULU1 a ROBIN1) mély podil na prevalenci pfevysujici 40 %. Prevalence

zadné linie rodu Plasmodium nepiesahla 10 % (tab. IX).

Tab. IX. Detekované genetické linie a jejich prevalence u slavika tmavého v daleké alopatrii.
Soucet prevalenci prevysujici hodnotu 100 % je zptisoben smiSenymi infekcemi.

odil podil
. - . pocet prevalence P . | na prevalenci
nazev linie rod parazita . . o na prevalenci ..
infekci (%) o v ramci rodu
(%) (%)
LULUA1 Haemoproteus 17 48,57 50,00 54,84
ROBIN1 (n=31) 14 40,00 41,18 45,16
SGSH1 1 2,86 2,94 14,29
LINN1 Plasmodium 1 2,86 2,94 14,29
AEMOO01 (n=7) 1 2,86 2,94 14,29
RTSR1 3 8,57 8,82 42,86
SYBORSY 1 2,86 2,94 14,29
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V. 1. 5 Prevalence u slavikt v blizkych alopatriich

V blizkych alopatriich bylo odchyceno 91 ptakil, z toho 55 slavikii obecnych v Ceské
republice a 36 slavikii tmavych v Polsku.

Prevalence u slavika obecného v blizké alopatrii byla 43,63 % (24 nakazenych jedincit).
Rod Haemoproteus vykazoval prevalenci 18,18 % (dvé genetické linie) a rod Plasmodium
25,45 % (pé&t linii). Zastupce rodu Leucocytozoon zde nebyl nalezen (obr. 27).

Prevalence u slavika tmavého méla hodnotu 80,56 % (29 nakazenych jedinci).
Prevalence rodu Haemoproteus byla 75,00 % (zptlsobena dvéma genetickymi liniemi), rodu
Plasmodium jen 2,78 % (jedina linie) a rodu Leucocytozoon také 2,78 % (jedna linie) (obr.
27).

V této z6n€ nebyla ani u jednoho hostitelského druhu detekovdna Zadna smiSena

infekce.

Blizka alopatrie

Slavik obecny Slavik tmavy

o nenakaZeni

m LU

o ROBIMN1

B Flasmodium spp.

B LeucocyZzoon Spp.

Obr. 27. Prevalence v blizkych alopatriich u dvou druhi slavikd.
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V. 1. 6 Detekované genetické linie u slavikti v blizkych alopatriich

Nejvyssi prevalenci u slavika obecného v blizké alopatrii méla linie LULUI (z rodu
Hemoproteus), jejiz podil na prevalenci byl pfes 33 %, nasledovala ji linie SGS1 zrodu

Plasmodium s hodnotou ptes 25 %. (tab. X).

Tab. X. Detekované genetické linie a jejich prevalence u slavika obecného v blizké alopatrii.

. odil
. - . pocet prevalence podil . | na p‘r)evalenci
nazev linie rod parazita . . o na prevalenci .
infekci (%) (%) v ramci rodu
(%)
LULUA Haemoproteus 8 14,55 33,33 80,00
ROBIN1 (n=10) 2 3,64 8,33 20,00
SGS1 6 10,91 25,00 42,86
LINN1 Plasmodium 2 3,64 8,33 14,29
RTSR1 (n=14) 4 7,27 16,67 28,57
ACCTACO1 1 1,82 4,17 7,14
GRW10 1 1,82 4,17 7,14

V blizké alopatrii slavika tmavého dominoval opét rod Haemoproteus. Podil na

prevalenci linie LULUI pfevySoval 82 %.

Leucocytozoon byly zcela zanedbatelné (tab. XI).

Tab. XI. Detekované genetické linie a jejich prevalence u slavika tmavého v blizké alopatrii.

Prevalence linii

zroda Plasmodium

odil podil
. - . pocet prevalence P . | na prevalenci
nazev linie rod parazita . . o na prevalenci ..
infekci (%) o v ramci rodu
) (%)
LULU1 Haemoproteus 24 66,67 82,76 88,89
ROBIN1 (n=27) 3 8,33 10,34 11,11
AEMOO01 i ’a?’;g‘];’“m 1 2,78 3,45 100,00
RS4 Le"’cz’rfﬁ‘;zo"” 1 2,78 3,45 100,00
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V. 1. 7 Prevalence u slavika v sympatrii

V z6né sympatrie v Polsku bylo odchyceno 197 ptakd, z toho 103 slavikii obecnych 94
slavikli tmavych.

Prevalence hemosporid slavika obecného v sympatrii byla 31,07 % (32 nakazenych
jedincti). Rod Haemoproteus vykazoval prevalenci 11,65 % (dvé genetické linie), rod
Plasmodium 19,42 % (sedm linii) a rod Leucocytozoon 0,97 % (1 linie). Byla zde detekovana
jedna smiSena infekce (obr. 28).

Prevalence u slavika tmavého méla hodnotu 84,04 % (79 nakazenych jedinci).
Prevalence rodu Haemoproteus byla 69,15 % (zplsobena dvéma genetickymi liniemi), rodu
Plasmodium 26,60 % (osm linii) a rodu Leucocytozoon 7,45 % (tfi linie). V sympatrii jsem u

slavika tmavého odhalil 18 smiSenych infekci (obr. 28).

Sympatrie

Slavik obecny Slavik tmavy

nenakazeni

o
m UL m Hasmoproteus spp. + Plasmodium spp.
o ROBINA B Hasmoproteus spp. + Ledcocyiozoon Spp.
B Flasmodium Spp. Flasmodium spp. + Lelcocyiozoon spp.
B Leucocytozoon Spp. m Flasmodium spp. + Plasmodium spp.

@ smisené infekce

Obr. 28. Prevalence v sympatrii u dvou druhti slaviki.
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V. 1. 8 Detekované genetické linie u slavikti v sympatrii

Nejvyssi prevalenci u slavika obecného v sympatrii méla linie LULUL (z rodu
Hemoproteus), jejiz podil na prevalenci byl pfes 34 %, nasledovala ji linie SGS1 zrodu

Plasmodium s hodnotou ptes 31 %. Prevalence vétSiny zbylych linii neptesdhla 5 % (tab. XII).

Tab. XII. Detekované genetické linie a jejich prevalence u slavika obecného v sympatrii.
Soucet prevalenci prevysujici hodnotu 100 % je zptisoben smiSenymi infekcemi.

. podil
. - . pocet prevalence podil . | na prevalenci
nazev linie rod parazita . . o na prevalenci L.
infekci (%) o v ramci rodu
(%) (%)
LULU1 Haemoproteus 11 10,68 34,38 91,67
ROBIN1 (n=12) 1 0,97 3,13 8,33
SGSH1 10 9,71 31,25 50,00
LINN1 5 4,85 15,63 25,00
AFTRUS . 1 0,97 3,13 5,00
aEmMo0t | F /a(srggg’)“m 1 0,97 3,13 5,00
WWwW3 1 0,97 3,13 5,00
GRWO09 1 0,97 3,13 5,00
AFTRU4 1 0,97 3,13 5,00
RS4 Leucz’rfﬁ‘;zoo” 1 0,97 3,13 100,00

Nejvyssi podil na prevalenci v sympatrii slavika tmavého méla opét linie LULU1

s hodnotou ptes 81 %. Prevalence dalSich linii byla nizka a nikdy nepiesahla 10 % (tab. XIII).

Tab. XIII. Detekované genetické linie a jejich prevalence u slavika tmavého v sympatrii.
Soucet prevalenci prevysujici hodnotu 100 % je zptisoben smiSenymi infekcemi.

. odil
. - . pocet prevalence podil . | na p?evalenci
nazev linie rod parazita . . o na prevalenci .
infekci (%) %) v ramci rodu
(% (%)
LULUA Haemoproteus 64 68,09 81,01 98,46
ROBIN1 (n=65) 1 1,06 1,27 1,54
SGS1 7 7,45 8,86 28,00
LINN1 2 2,13 2,53 8,00
AEMOO01 5 5,32 6,33 20,00
WWwW3 Plasmodium 4 4,26 5,06 16,00
GRW10 (n=25) 2 2,13 2,53 8,00
GRW11 3 3,19 3,80 12,00
LULU2 1 1,06 1,27 4,00
LULU3 1 1,06 1,27 4,00
RS4 Leucocytozoon 5 5,32 6,33 71,43
SFC8 (n=7) 1 1,06 1,27 14,29
LULU4 1 1,06 1,27 14,29

54




V. 2 POROVNANI DIVERZITY A PREVALENCE MEZI DRUHY

Nejprve jsem se zaméfil na porovnani variability (diverzity) mezi hostitelskymi druhy.

Vysledkem analyzy byla nasledujici tabulka.

Source of Sum of Variance Percentage
variation d.f. squares components of variation
Among groups 1 331.361 2.97642 Va 18.02
Among populations

within groups 4 123.037 0.51219 Vb 3.10
Within populations 230 2997.331 13.03187 Vc 78.88
Total 235 3451.729 16.52048

Fixation Indices
FSC: 0.03782 (p =0.01644+-0.00119)
FST: 0.21117 (p <0.00001)
FCT: 0.18017 (p=10.10109+-0.00302)

Na zaklad¢ téchto vysledkl 1ze konstatovat, Ze se mezi druhy vysvétli 18 % variability,
ovSem test pro tuto skutec¢nost nebyl prikazny (FCT), uvnitf jednoho druhu mezi zénami
dalekd alopatrie, blizka alopatrie a sympatrie jsou vysvétlena 3 % variability (dostatecné
prikazné, FSC) a témét 79 % variability zbyva na populaci v jedné odchytové zon€ (hodnota
FST potvrdila, Ze je to prikazné a Ze se ve vzorku objevuje struktura dana populaci).

V metodice bylo ovSem zminéno (kap. IV. 7), Ze vySe uvedena analyza nezohlediuje
prevalenci, a proto bylo nutné pouzit i jiné testy (linedrni modely GLM). Polozil jsem si

nasledujici otazky, které jsem chtél otestovat:

1) Celkova prevalence se neli$i mezi dvéma druhy hostitela.
Coefficients:
Estimate Std. Error  t value Pr(>|t))
(Intercept)  -1.00654 0.08361 -12.038  <2e-16 ***
druhST 1.00046  0.10030 9.974 <2e-16 ***
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2) Prevalence nejbézngjsi linie LULUI se neli$i mezi dvéma druhy hostiteld.

Coefficients:

Estimate Std. Error zvalue  Pr(>|z|)
(Intercept)  -2.1260  0.2309 -9.209 <2e-16 ***
druhST 2.6856  0.2819 9.526 <2e-16 ***

3) Prevalence linie ROBINI1 se nelisi mezi dvéma druhy hostiteld.

Coefficients:

Estimate Std. Error zvalue  Pr(>|z|)
(Intercept)  -4.1692  0.5818 -7.166 7.71e-13 ***
druhST 2.0692  0.6331 3.268 0.00108 **

4) Prevalence nejbéznéjsi rodu Haemoproteus se nelis§i mezi dvéma druhy hostiteld.

Coefficients:

Estimate Std. Error zvalue  Pr(>|z|)
(Intercept)  -1.9752  0.2178 -9.068 <2e-16 ***
druhST 3.0498  0.2818 10.824  <2e-16 ***

Na zaklad¢ vysledkil testi mtizu s vysokou podporou fici, ze se signifikantné mezi
druhy hostiteli 1iSi celkova prevalence, prevalence linie LULUI a ROBINI i prevalence rodu

Haemoproteus.
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Po analyzach pro cely odchytovy aredl jsem se zaméfil na rozdily mezi jednotlivymi
z6énami odchytu — daleka alopatrie, blizka alopatrie a sympatrie. Interakce tika, zda je pattern
ve vztahu k oblasti stejny u obou druht, ¢i ne. Pokud ano, Ize testovat zvlast slavika tmavého

a slavika obecného.

1) Nejprve jsem se zaméfil na linii LULU] a pomoci uvednych modelti jsem zjistili, Ze
interakce nebyla prikazna:

Analysis of Deviance Table

Model 1: LULUI ~ oblast + druh + oblast:druh

Model 2: LULUI ~ oblast + druh

Resid. Df Resid. Dev Df Deviance P(>|Chi))
1 356 343.56
2 358 344.00 -2 -0.44 0.802

2) Podobné jsem se podival i na interakce u linie ROBINI.
Analysis of Deviance Table
Model 1: ROBINI ~ oblast + druh + oblast:druh
Model 2: ROBIN1 ~ oblast + druh

Resid. Df Resid. Dev Df Deviance P(>|Chi|)
1 356 107.301
2 358 115.677 -2 -8.376 0.01518 *

Zde je ovSem interakce jednoznacné prikaznd (ROBINI se chova ve vztahu k oblasti
jinak u obou druhtl), takZe kdyZ se jsem se zaméfil samostatné na jednotlivé druhy, vysledek

je nasledujici:

Slavik obecny:
Coefficients:
Estimate Std. Error zvalue  Pr(>|z|)
(Intercept)  -3.2771  0.7203 -4.550 5.38e-06 ***
oblastDA -17.2889 2876.2459 -0.006 0.995
oblastSYM  -1.3576  1.2364 -1.098 0.272

57



Slavik tmavy:

Coefficients:

Estimate Std. Error zvalue  Pr(>|z|)
(Intercept)  -2.3979  0.6030 -3.976 Te-05 #**
oblastDA 1.9924  0.6948 2.868 0.00413 **
oblastSYM  -2.1347 1.1723 -1.821 0.06862

Z vysledkl je jednoznac¢né, Ze u slavika obecného co se tyka nakazy linii ROBINI,
neni zadny pattern, naopak u slavika tmavého je tento pattern jasny. Je zde hezky vidét, Ze
daleka alopatrie se uplné 1isi od alopatrie blizké (0.00413). V sympatrii je to jinak na opacnou
stranu (viz zaporné znaménko u Estimate) se signifikanci 0.06862 od blizké alopatrie. Obecné
je v sympatrii nejméné ROBINTI (-2.1347 rozdill oproti blizké alopatrii), pak v blizké alopatrii
(to je v Interceptu) a nejvice nakazenych je v daleké alopatrii (+1.9924). Tyto vysledky jsou

uvedeny v logaritmické Skéle.
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V. 3 DETEKOVANE SMISENE INFEKCE

K detekci smiSenych infekei jsem pouzil metodu odecitani dvojitych peakli v sekvenci
cytochromu b v programu CodonCode Aligner. Celkem jsem odhalil 24 smiSenych infekci,
dvé u slavika obecného a 22 u slavika tmavého. Ve vSech piipadech se jednalo o infekci
zpiisobenou dvéma riznymi liniemi hemosporid.

V ptipad¢ slavika obecného $lo v jednom piipadé o infekci liniemi SGS1 a AEMOI
(obé Plasmodium spp.) a v druhém piipad¢ se vyskytly smiSené linie LINN1 (Plasmodium
spp.) a SFC8 (Leucocytozoon spp.).

U slavika tmavého se jednalo vzdy o smiSenou infekci linie LULU1 (Haemoproteus
spp.) a dalsi linie — pétkrat se vyskytla kombinace s linii SGS1, pétkrat s AEMOI, ttikrat
s RTSR1, dvakrat s WW3, jednou s GRW11 (vSechny tyto linie nalezi do rodu Plasmodium),
dale ctyrikrat s RS4, jednou s SFC8 a jednou s LULU4 (vSechny tti z rodu Leucocytozoon).
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V. 4 FYLOGENETICKE STROMY

Naésledujici fylogenetické stromy pro jednotlivé rody ptacich hemosporid byly
vytvofeny pomoci Bayesianskych metod (obr. 29-31). Do stromil byly zahrnuty vzdy zndmé
morfologické druhy pfitazené ke konkrétni genetické linii, poté vSichni zastupci hemosporid
detekovani diive u slavika obecného, slavika tmavého a slavika modracka (Bensch et al. 2009)
a nami zachycené linie ze slavika obecného a slavika tmavého.

Stromy slouzi hlavné k tomu, aby se ukédzala vzajemnéd geneticka pfibuznost mnou
detekovanych linii a také téchto linii k jiz definovanym morfospecies (morfologicky

odliSitelnym druhtim hemosporid).
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V. 4. 1 Haemoproteus spp.

.01 0 5";'“'2

0go — H. majoris (CCFS)
H. enucleatar (ALCLEUO)
0.1 H. vacuolatus (ANLATOZ)
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Obr. 29. Fylogeneticky strom rodu Haemoproteus.
Do stromu jsou zahrnuty znamé morfologické druhy rodu pfifazené ke konkrétni linii, dale zastupci hemosporid
jiz diive nalezené u slavika obecného (tucné), slavika tmavého (kurzivou) a ndmi nalezené linie ze slavika

obecného (Zluty obdélnik) a slavika tmavého (Cerveng). K zakotfenéni stromu doslo pomoci Plasmodium
relictum (SGS1).
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V. 4. 2 Plasmodium spp.
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Obr. 30. Fylogeneticky strom rodu Plasmodium.

Do stromu jsou zahrnuty znamé morfologické druhy rodu pfifazené ke konkrétni linii, dale zastupci hemosporid
jiz dfive nalezené u slavika obecného (tucné), slavika tmavého (kurzivou), slavika modracka (modré podtrzeni) a
nami nalezené linie ze slavika obecného (zluty obdélnik) a slavika tmavého (Cervené). K zakofenéni stromu
doslo pomoci Haemoproteus attenuatus (ROBIN1).
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V. 4. 3 Leucocytozoon spp.
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Obr. 31. Fylogeneticky strom rodu Leucocytozoon.

Do stromu jsou zahrnuty znamé morfologické druhy rodu pfifazené ke konkrétni linii, dale zastupci hemosporid
jiz dfive nalezené slavika modracka (modré podtrzeni) a nami nalezené linie ze slavika obecného (zluty obdélnik)
a slavika tmavého (Cerveng). K zakofenéni stromu doslo pomoci Plasmodium relictum (SGS1).
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V. 5 HOSTITELSKA SPECIFICITA GENETICKYCH LINIi

Nasledujici tabulka (tab. XIV) uvadi pfehled mnou detekovanych genetickych linii
ptacich hemosporid u studovanych druhti hostitell (slavik obecny a slavik tmavy). U kazdé
linie je vZdy uvedeno, k jakému druhu hemosporid patfi, v jakych hostitelich (se zatfazenim do
Celedi a fadu) byla nalezena pied naSi studii a oblast, kde byli dani hostitelé odchyceni.
V tabulce nejsou zaznamenany linie LULU2, LULU3 a LULU4, které byly poprvé
detekovany v mé studii a jsou tudiz zndmy jen z jednoho hostitele (ve vSech tfech ptipadech

se jedna o slavika tmavého).

Tab. XIV. Tabulka uvadi nami detekovanych 17 genetickych linii pta¢ich hemosporid.
Kazda linie je pfifazena k druhu parazita, hostitelim, ve kterych byla nalezena a oblasti, kde byli hostitelé
odchyceni. Data vychazi z databaze MalAvi (Bensch et al. 2009).

Linie Morfospecies Hostitel Celed’ Rad Lokalita
LULUI H. balmorali Luscinia luscinia Muscicapidae Passeriformes Evropa
Luscinia megarhynchos,
Luscinia luscinia, L . Evropa,
ROBINI H. attenuatus Saxicola rubetra, Muscicapidae Passeriformes Afrika
Erithacus rubecula
Passeriformes,
ACCTACO1 P. spp. 13 druhti hostitel 9 &eledi Accipitriformes, Afrika,
Piciformes, Evropa
Coraciiformes,
Aegypius monachus, Accipitridae, e
AEMOO01 P. spp. Terpsiphone viridis, Monarchidae, Acc1p1tr.1f0rmes, Evrqpa,
. .. . Passeriformes Afrika
Ficedula albicollis Muscicapidae
AFTRU4 P. spp. Turdus pelios Turdidae Passeriformes Afrika
Luscinia svecica, Muscicapidae, . JZ Asie,
AFTRUS P. spp. Turdus pelios Turdidae Passeriformes Afrika
Ciconiiformes,
Passeriformes,
GRWO06 P. elongatum 24 druhti hostitelt 18 Celedi Columbiformes, | celosvétove
Coraciiformes,
Strigiformes
GRWO09 P. spp. 39 druhti hostitel 12 Celedi Passeriformes Evrqpa,
Afrika
GRW10 P. spp. Acrocephalus arundinaceus Sylviidae Passeriformes Evropa
Evropa,
. e " , Passeriformes, Afrika,
GRWI11 P. spp. 20 druhu hostitelt 9 Celedi Galliformes, Japonsko, JZ
Asie
Carduelis cannabina, Fringillidac,
Parus caeruleus, Paridac Evropa
LINNI P. spp. Turdus merula, L Passeriformes Tops,
. Turdidae, Novy Zéland
Turdus philomelos, . .
. Meliphagidae
Anthornis melanura
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http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8496/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8801/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8498/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id29823/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8929/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8496/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8814/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8862/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8814/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8929/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8862/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8814/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8389/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8814/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8730/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8801/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8750/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8892/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8814/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8553/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8997/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8942/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8862/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id29567/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8814/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8929/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8814/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8496/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8785/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8730/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8814/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8814/

Cercotrichas galactotes,

Acrocephalus arundinaceus, | Muscicapidae,
Falco naumanni, Sylviidae, Passeriformes, Evropa,
RTSRI P. spp. Quelea quelea, Falconidae, Accipitriformes Afrika
Ficedula hypoleuca, Ploceidae
Sylvia borin
Passeriformes,
Gruiformes,
SGSI1 P. relictum 47 druhti hostitelt 15 Celedi Galliformes, celosvetove
Procellariiformes,
Sphenisciformes
Sylvia borin, Sylviidae, . Evropa,
SYBORY P. spp. Stiphrornis erythrothorax | Muscicapidae Passeriformes Afrika
Severni
Ww3 P. spp. 9 druhti hostiteld 8 Celedi Passeriformes Amerika,
Evropa,
Afrika
Phoenicurus phoenicurus, .. )
RS4 L. spp. Sylvia atricapilla Muscicapidae Passeriformes Evropa
SFC8 L. spp. Muscicapa striata Muscicapidae | Passeriformes Afrika
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http://www.biolib.cz/cz/taxon/id8892/
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v 7w

V. 6 GEOGRAFICKE ROZSIRENi VYBRANYCH LINIi

Na nasledujicich mapach bude zaznamenano geografické rozsifeni vyranych genetickych
linii (té€ch, kde je patrny né&jaky trend) ptacich hemosporid u slavika obecného a slavika

tmavého.

Prvni mapa (obr. 32) zobrazuje celkovy ptehled odchycenych nakazenych (jakymkoliv

rodem ptacich hemosporid) a nenakazenych ptaki napfi¢ celym odchytovym aredlem.

Obr. 32. Nakazeni a nenakaZeni ptaci.
Cerveny trojuhelnik — nakazeny slavik obecny; cerveny kruh — nakazeny slavik tmavy; zeleny trojuhelnik —
nenakazeny slavik obecny; zeleny kruh — nenakazeny slavik tmavy;
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Na dalsich dvou mapach (obr. 33 a obr. 35) je zobrazen vyskyt nejbéznéjsi genetické
linie LULU1 (z rodu Haemoproteus). Prvni ukazuje vyskyt v celém arealu a druhd zaostieni
na zonu sympatrie a blizkych alopatrii obou druhti slavikti. Jsou zde vyznaceni i nenakazeni

jedinci. Jednoznacné vyssi prevalenci této linie u slavika tmavého dokazuje i graf. (obr. 34).

Obr. 33. Vyskyt linie LULUI v celém odchytovem arealu.
Cerveny trojuhelnik — LULUI u slavika obecného; cerveny kruh — LULUT u slavika tmavého; zeleny trojuhelnik
— nenakazeny slavik obecny; zeleny kruh — nenakazeny slavik tmavy.

LULU1
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70
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40 1
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20 ~
10 1
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W slavik tmavy

Prevalence

daleka alopatrie blizka alopatrie sympatrie

Obr. 34. Porovnani prevalence linie LULU1 v daleké alopatrii, blizké alopatrii a sympatrii u dvou druhti slaviki.
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Polsko

Obr. 35. Vyskyt linie LULUI v sympatrii a blizkych alopatriich.
Cerveny trojuhelnik — LULUI u slavika obecného; cerveny kruh — LULUI u slavika tmavého; zeleny trojihelnik
— nenakazeny slavik obecny; zeleny kruh — nenakazeny slavik tmavy.
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Posledni mapa (obr. 36) zobrazuje vyskyt linie ROBIN1 (z rodu Haemoproteus), kde je
jasné patrné rozsifeni prevazné v severni ¢asti hnizdniho areélu, coZ ukazuje 1 graf (obr. 37)
s prevalencemi této linie ve vSech tfech odchytovych zénéach slavika obecného a slavika

tmavého.

= : . e TS -
Obr. 36. Vyskyt linie ROBINT v celém odchytovém aredlu.

Cerveny trojihelnik — ROBIN1 u slavika obecného; ¢erveny kruh — ROBINI u slavika tmavého; zeleny
trojuhelnik — nenakazeny slavik obecny; zeleny kruh — nenakazeny slavik tmavy.
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Obr. 37. Porovnani prevalence linie ROBIN1 v daleké alopatrii, blizké alopatrii a sympatrii u dvou druhd slavika.
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V.7 PARAZITEMIE

Hodnota parazitémie byla méfena pomoci kvantitativni PCR reakce, kdy jsem zjiSt'oval
relativni pomér mezi mnozstvim kopii jaderného genu (18S) ptaciho hostitele a mnoZstvim
kopii mitochondrialniho genu (cyt b) parazita.

Pro porovnani parazitémie mezi dvéma druhy slavikli a jejich hybridy jsem zvolil
nejbeznéjsi rod hemosporid Haemoproteus a navrhl jsem primery, které amplifikuji ¢ast cyt b
obou jeho nalezenych linii (LULU1 a ROBINI1), které se 1i§i pouze jedinou substituci
v sekvenci tohoto genu.

Vybral jsem nakaZené jedince slavika obecného ze zony sympatrie (n=11) a doplnil
jsem je 15 nakaZenymi jedinci slavika tmavého (kazdy z jiné lokality v sympatrii) a vSemi
¢tyfmi nakazenymi hybridy.

Namétené hodnoty parazitémie byly velmi nizké, jak ukazuje obrazek (obr. 38) a
pohybovaly se vrozmezi 1*10%-1,98%10, coz odpovidd jedné nakazené krvince ze sta

miliont az zhruba dvéma nakazenym krvinkdm z deseti tisic nenakazenych.

0.00020
|

0.00015
|

Parazitémie
0.00010
|

0.00005
1

L=l _?_ =]
@ —y
g L I T T
hybridi slavik obecny  slavik tmavy

Obr. 38. Boxplot a konkrétni hodnoty vyjadtujici parazitémiii linii LULUI a ROBIN1 u dvou druht slavikt a
jejich hybridu.

Slavik tmavy vykazoval jednozna¢né vyssi prevalenci, nabizely se tedy dvé moznosti,
které by vysvétlovaly hodnotu parazitémie — zda se k vy3si prevalenci poji i1 vyssi parazitémie
nebo vyssi prevalence znamend nizsi parazitémii (imunitni systém hostitele je na parazita Iépe

pfipraven, a proto je hodnota parazitémie nizsi).
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Na zékladé Man-Whitney testu jsem zjistil, ze rozdily v parazitémii mezi dvéma druhy
slavikli nejsou prukazné (W=87; p-value=0.8384). U slavika obecného se objevily dvé

odlehlé hodnoty parazitémie, stejn¢ tak tomu bylo i u jednoho hybridniho jedince.

V. 8 HYBRIDI

Celkem bylo odchyceno devét hybridnich jedincl v polské zon€ sympatrie. Celkova
prevalence hemosporid méla hodnotu 66,67 % (Sest nakazenych jedinci). Byla u nich
odhalena jedna smisSena infekce. Nejcastéjsi linie byla stejné jako u slavika tmavého LULU1

z rodu Haemoproteus, jejiz prevalence pievySovala 44 % (tab. XV).

Tab. XV. Detekované genetické linie a jejich prevalence u hybridt slavika tmavého a slavika obecného.

Soucet prevalenci prevysSujici hodnotu 100 % je zptisoben smiSenou infekei.

. podil
nazev linie rod parazita pocet prevalence na p'::\?al:enci na prevalenci
infekci (%) A v ramci rodu

(%) o
(%)

LULU Hae’?ﬁfi‘)’te"s 4 44,44 66,67 100,00

SGS1 Plasmodium 2 22,22 33,33 66,67

AEMOO01 (n=3) 1 11,11 16,67 33,33

V ptipad€ smiSené infekce se u hybridnich jedincii jednalo o kombinovanou infekci

linii LULU1 (rod Haemoproteus) a AEMOO1 (rod Plasmodium).

Diky kvantitativni PCR jsem zjistil, Ze hodnota parazitémie u hybridi se vyrazné nelisi
od hodnoty parazitémie ani jednoho z rodicovskych druhii, i kdyz ¢tyfi nakaZeni jedinci jsou

pro n¢jakou podrobné&jsi analyzu maly vzorek.
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VI DISKUZE

VI. 1 PREVALENCE A DETEKOVANE LINIE

Béhem nasi studie jsem vySetfoval 370 ptakt (196 slavikli obecnych, 165 slavika
tmavych a devét hybridll) na pfitomnost hemosporid. Zjistil jsem celkovou prevalenci 36 % u
slavika obecného, 86 % u slavika tmavého a 67 % u hybridnich jedincii. Prevalence u slavika
obecného je pomérné shodnd v porovnani s mnoha studiemi provedenymi na jednotlivych
hostitelskych druzich pévci — hylovi mexickém (Kimura et al. 2006), rakosnikovi velkém
(Bensch et al. 2007) nebo lesnackovi zlutohrdlém (Pagenkopp et al. 2008), naopak
prevalence u slavika tmavého je vySSi nez ve vétSin€ ostatnich studii a blizi se témét studii
provedené v kontaktni zoné€ sedmihlaskd, kde prevalence u sedmihldska hajniho i sedmihlaska
Svitorivého meéla hodnotu nad 90 % (Reullier et al. 2006).

Celkové prevalence se signifikatné liSily mezi obéma druhy hostitelli, stejné tomu bylo
1 v ptipadé prevalence rodu Haemoproteus i jeho dvou detekovanych linii LULUI a ROBINI.
Ve vSech téchto statistikach jednoznacné vede slavik tmavy. KdyZ se zaméfim na porovnani
prevalence v jednotlivych zondch odchytu hostitelli, tak jsem nejvyssi hodnotu u slavika
obecného zjistil v blizké alopatrii (skoro 44 %). U slavika tmavého je vtomto ohledu na
prvnim misté dalek4 alopatrie, s prevalenci ptes 97 % a pouze jednim nenakazenym jedincem.
V této zon€ k tomu velmi ptispiva vysoky vyskyt linie ROBINI z rodu Haemoproteus, a jak
bylo ukdzano, vyskyt této linie bude nejspise geograficky omezen na severni Cast aredlu,
protoze v dalSich zénach je jeji abundance velmi nizka. V tomto ohledu mohou hrat velkou
roli vhodni pifenase¢i. Pfedchozi studie podporuji hypotézu, ze ptitomnost odpovidajich
vektorl je jednim z hlavnich diivodl geografické distribuce paraziti. Dalsim divodem muze
byt hostitelska specificita (v tomto ptipad¢ specificita na mezihostitele — ptaka), kterd muize
hrat roli v globalnim rozsifeni parazita (nikoliv ov§em uvnitt aredlu jednoho druhu) (Jenkins
and Owens 2011).

Ovsem jak bylo ukézano, prevalence u jednotlivych druhii mezi riznymi populacemi je
velmi variabilni vlastnosti a mize nabyvat vSech hodnot od 0 do 100 % (Scheuerlein and
Ricklefs 2004). Ve své praci jsme ale ukazal, ze prevalence uvnitt jednoho hostitelského
druhu 1 mezi rGznymi populacemi miize byt velmi stald, od tohoto faktu vybocovala jen
prevalence linie ROBINI1, jak bylo zmineno vyse. Je ale mozné, Ze se prevalence jednotlivych
linii miZze ménit v kratkodobém métitku napiiklad diky koevoluci parazita a hostitele

(Richner 1998), kompetici mezi jednotlivymi druhy parazit (Paul et al. 2002) nebo diky
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ptitomnosti ¢i nepfitomnosti vhodnych ptfenasecii (Sol et al. 2000, Yohannes et al. 2009). Je
tedy patrné, Ze se muize liSit v rdmci hostitelského druhu (Ishtiaq et al. 2005) 1 v ramci jedné
populace obyvajici rizné habitaty (Wood et al. 2007).

Zajimav¢jSim Udajem by tedy mohl byt pocet genetickych linii, které lze u
hostitelského druhu nalézt. V naSem piipad€ se jednalo o 20 linii ptacich hemosporid (dvé
linie rodu Haemoproteus, 15 linii rodu Plasmodium a tfi linie rodu Leucocytozoon). Obecné
se predpoklada, ze se u taznych ptaka vyskytuje vétsi pocet linii — mohou se u nich totiz
objevit linie pfendSené na zimovisti i ty, k jejichZ ptenosu dochazi v misté hnizdéni (Smith et
al. 2004). Tento fakt potvrdilo jiz mnoho studii (Krizanauskiene et al. 2006, Hellgren et al.
2007a, Synek 2009). Metodika pouzita k detekci parazitli byla ovSem velmi citliva a byla tedy
schopné odhalit i velmi malé mnozstvi paraziti. To mize byt problém u vzacnych linii, kdy
neni jisté, zda v hostiteli dokoncuji sviij vyvoj nebo se do jeho krve dostaly jen pii ndhodném
sani vektora a dal se nevyviji. Proto by bylo nejlepsi citlivou metodu nested PCR kombinovat
s mikroskopickou detekci, kterd je schopna odhalit gametocyty v periferni krvi. Ty jsou
dokladem toho, ze parazit v hostiteli dokoncil vyvoj a je pfipraven na pienos do vektora
(Valkiunas et al. 2009).

Nejbéznéjsi detekovanou linii u obou druhii slaviki byla linie LULUI zrodu
Haemoproteus (u slavika obecného prevalence pres 10 %, u slavika tmavého vice jak 63 %).
Tato linie byla poprvé objevena u slavika tmavého odchyceného v Kaliningradu (Hellgren et
al. 2007b) a byla pfifazena k morfologickému druhu Haemoproteus balmorali, ktery
sjednocuje jesté dalsi tii genetické linie (Hellgren et al. 2007b, Valkiunas et al. 2008).

Druhou linii z rodu Haemoproteus, velmi Castou hlavné u slavika tmavého (prevalence
témeét 11 %), byla linie ROBINT1, kterou detekoval Hellgren v roce 2005 ve §védské populaci
cervenky obecné (Hellgren 2005). Linie ROBIN1 je jedinou znamou genetickou linii, ktera
patii k druhu Haemoproteus attenuatus.

Zajimavosti je, ze v sekvenci cytochromu b se tyto dva morfologicky odlisitelné druhy
(H. balmorali ma vyrazng $ir$i gametocyty, vytlacuje jadro erytrocytu k okraji krvinky, chybi
mu protéhle rostouci mikrogamety, Valkiunas 2005) 1i8i jedinou zdménou nukleotidi.

Detekovanych linii zrodu Plasmodium bylo sice o mnoho vic nez linii rodu
Haemoproteus, ale prevalence vétSiny z nich nepfesdhla 5 % a Zadnd se nedostala nad
hodnotu 10 %. Této hranici se bliZila jen prevalence linie SGS1. Tato linie byla detekovéana a
pojmenovana v roce 2002 z vrabce hnédohtbetého odchyceného v Nigerii (Waldenstrom et al.
2002). Je to nejbéznéjsi linie ptacich plasmodii pattici k morfologickému druhu Plasmodium

relictum, do kterého spadd jest¢ jedna dal§i linie (Valkiunas et al. 2007). Podle
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fylogenetického stromu rodu Plasmodium se zda, ze velmi blizce ptibuznou linii bude i nami
detekovand GRW11, kterou popsali Pérez-Tris et al. v roce 2005 z pénice ¢ernohlavé (Pérez-
Tris et al. 2005).

Dal§imi zajimavymi detekovanymi liniemi byly LINNI a AFTRUS, které se lisi
jedinou substituci v sekvenci cytochromu b. Obé linie popsali Hellgren et al. z konopky
obecné, respektive z drozda afrického (Hellgren et al. 2007a). Podobna byla 1 situace u linii
AEMOO01, WW3 a SYBORO, které se téz lisi jen jedinou zdménou v sekvenci cyt b. WW3
popsali Waldenstrom et al. vroce 2002 z budni¢ka vétSitho (Waldenstrdm et al. 2002), line
SYBORY byla popséna z pénice slavikové v roce 2007 (Pérez-Tris et al. 2007) a AEMOO1
detekovali Szollosi et al. vroce 2009 zlejska bélokrkého (Szollosi et al. 2009). Podle
fylogenetického stromu se zd4, ze vSech téchto pét linii je pfibuznych morfologickému druhu
Plasmodium elongatum, ktery jsem detekoval diky linii GRWO06 (poprvé objevena
v rakosnikovi velkém, Pérez-Tris et al. 2007).

Jasny klastr ve fylogenetickém stromu utvofily linie GRW10, RTSR1 a LULU2.
GRWI10 popsali jako prvni Pérez-Tris et al. z rakosnika velkého (Pérez-Tris et al. 2007),
RTSRI1 byla zaznamenéna z pévce rysavého (Waldenstrom et al. 2002) a linie LULU2 je nova
linie, kterou jsem detekoval ze slavika tmavého. LiSi se jedinou zdménou v sekvenci
cytochromu b od jiz znamé linie COLL9 z lejska bélokrkého (Szollosi et al. 2009).

Pomérné dobte definovany klastr utvofily i linie AFRTU4 a LULU3. AFTRU4 popsali
Hellgren et al. z drozda afrického (Hellgren at al. unpubl.) a linie LULU3 je nové objevenou
linif u slavika tmavého. Lisi se jen dvéma zaménami v sekvenci cytochromu b od definované
linie COLL11 z lejska bélokrkého (Kulma and Qvarnstrom submit. 2010).

Linie GRW09, poprvé detekovana z rakosnika velkého (Hellgren et al. 2007a), se fadi
do blizkosti morfologického druhu Plasmodium circumflexum.

Jedina linie, ktera zlstala ve fylogenetickém stromé rodu Plasmodium zcela osamocena,
je ACCTACO1. Tato linie byla objevena v jestfabovi tachiro v Gabonu (Beadell et al. 2009).

U vSech tii zachycenych linii rodu Leucocytozoon je zcela patrné, Ze geneticky patii
velmi blizko k liniim (BT1-BT5) jiz diive zachycenym ve slaviku modrackovi (Hellgren et al.
2004). Jedna se konkrétn¢ o linie RS4 detekované vrehkovi a SFC8 v lejskovi Sedém
(Hellgren et al. 2007a). Posledni linie rodu Leucocytozoon LULU4 je nové objevenou linii
tohoto rodu. Byla detekovana ve slavikovi tmavém.

Jak vyplyva z vySe uvedenych informaci, dva morfologicky odliSitelné druhy se mohou
liSit 1 jedinou zdménou v sekvenci genu pro cytochrom b, jak dokazuje ptiklad Haemoproteus

balmorali a H. attenuatus. Hellgren et al. vroce 2007 pomoci porovnavani sekvenci
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morfologicky odliSitelnych druhti ptac¢ich hemosporid stanovili, ze u téchto paraziti je
bezpecnou hranici pro odliSeni druhlt 5 % zadmén v sekvenci genu pro cytochrom b. Tento
rozdil by mél zarucovat, ze k jejich divergenci doslo jiz pied dlouhou dobou. Do jednoho
druhu lze tedy zatadit linie, jejichz rozdil v sekvenci cytochromu b nepiesahne 5 % a nejsou u
nich pfitomny zaddné morfologické rozdily (Hellgren et al. 2007b). Piedpoklada se, Ze
k akumulaci zdmén v genu pro cytochrom b ptacich hemosporid dochazi asi tfikrat pomaleji,
nez je tomu v sekvenci cytochromu b hostiteld, to odpovida ptiblizné 0,67 % divergenci za

milion let (Ricklefs and Fallon 2002), u ptaki je to 2 % za milion let (Lovette 2004).

v 7 v

VI. 2 SPECIFICITA A GEOGRAFICKE ROZSIRENI HEMOSPORID

Hostitelska specificita rodu Haemoproteus se zda byt uzsi nez u rodi Plasmodium i
Leucocytozoon (Valkiunas 2005), n¢které studie ukazaly ale i opak (Isthiaq et al. 2007,
Beadell et al. 2009). Naptiklad Fallon et al. detekovali jednu linii rodu Haemoproteus, ktera je
schopna napadnout ptaky ze az tfi celedi pévcl (strnadovité, zelenackovité a banakitovité)
(Fallon et al. 2003).

To, Ze linie rodu Haemoproteus jsou hostitelsky pomérné striktné specifické, potvrdila i
tato studie. Nejbézné€jsi linie LULUI byla diive detekovdna ve slavikovi tmavém
v Kaliningradu (Hellgren et al. 2007b). I druha linie t¢hoz rodu, ROBIN1, byla zaznamenana
jen v hostitelich z ¢eledi lejskoviti (Hellgren 2005, Hellgren et al. 2007a, Dimitrov et al.
2010). VSichni zaznamenani hostitelé¢ téchto dvou linii jsou evropsti tazni ptaci, a proto je
velmi slozité rozhodnout, zda k jejich pfenosu dochdzi béhem hnizdéni v Evropé nebo na
africkém zimovisti. Je ovSem jisté, ze ob¢ linie jsou hostitelsky vysoce specifické a omezené
pouze na pévcee z Celedi lejskovitych. Tato skute¢nost vynikne jesté 1épe u linie LULUI, ktera
doposud byla nalezena jen ve slavikovi tmavém (Hellgren et al. 2007b). Z dat, které jsem
béhem nasi studie nashromazdil vyplyva, Zze linie LULU1 je roz$ifena v celé Evropé, kdezto
linie ROBIN1 ma4 jasné¢ severnéjsi areal.

Predpoklada se, ze hostitelské specificita linii z rodu Plasmodium je velmi nizké a Ze
vétSina z nich jsou generalisti, tedy vyskytuji se u velkého mnoZzstvi hostiteli z riznych celedi
nebo dokonce i adt (Valkiunas 2005). To potvrdili i rizné studie (Waldenstrom et al. 2005,
Krizanauskiene 2006, Beadell et al. 2009). Teorii o Uplném generalismu celého rodu
nepodporuje jen velmi malo studii (Isthiaq et al. 2007). Podobné vysledky poskytla i nase
prace. Z celkového poctu 13 znamych detekovanych linii rodu Plasmodium (zbylé dvé byly

nové objevené) jich Sest infikuje ptaci hostitele z vice fadi (Bensch et al. 2009). Tato
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skute¢nost je nejvice patrnd na piikladu linii SGS1, GRW06 a ACCTACO1. SGS1 a GRW06
maji celosvétové rozsifeni , jak ukdzalo mnoho studii (Beadell et al. 2006, Hellgren et al.
2007a, Ejiri et al. 2009; respektive Szymanski and Lovette 2005, Hellgren et al. 2007a,
Santiago-Alarcon et al. 2010). Linie ACCTACO1 je patrné pouze africkou linii, byla
zaznamenana v mnoha hostitelich v Gabonu (Beadell et al. 2009), jen jednou se ji podafilo
detekovat v Evropé, v mad’arské populaci lejska bélokrkého (Szollosi et al. 2009), coz je
ovSem ptak zimujici v Africe, takze k ndkaze doslo patrn¢ tam.

Dalsi tfi linie byly jiz zaznamenany u dvou ptacich fadi, jedna se o RTSR1, AEMOO1
a GRWI11 (Bensch et al. 2009). Na zdklad¢ lokalit odchytu a nakaZenych hostitelli 1ze
pfedpokladat, Ze k pfenosu linie RTSR1 dochazi na zimovisti ptaki, tedy v Africe. Byla
identifikovana v africkém snovaci rudozobém v Zimbabwe (Durrant et al. 2007), zbylé
identifikace probehly bud’ v Evropé nebo v Africe, ale vzdy se jednalo o tazné ptaky (Bensch
et al. 2007, Hellgren et al. 2007a, Dimitrov et al. 2010). Podobna situace je i u linie AEMOOI1,
kdy africkym ptdkem hosticim tuto linii je lejskovec nadherny (Hellgren et al. 2007a). Linie
GRWI11 se nejspiSe prenasi v Evropé a Asii (v Africe byla zaznamenana jen v tazné pénici
slavikové, Hellgren et al. 2007a), ostatni zdznamy jsou bud’ z Evropy (Zethindjiev et al. 2008,
Dimitrov et al. 2010, Hellgren et al 2007a) nebo z Japonska (Ejiri et al. 2009, Kim et al. 2009)

Zbylych sedm linii je specifickych vyhradné pro pévce (Bensch et al. 2009). GRW09
byla detekovana pfevazné u africkych ptaki (zbytek byly tazni) z 12 Celedi (Beadell et al.
2006, Bensch et al. 2007, Beadell et al. 2009), takze se da predpokladat jeji prenos v Africe.
Linie WW3 byla zaznamenana v Evrop¢, Africe i Severni Americe a byla jiz potvrzena u 8
ptacich celedi, ale jeji pfenos lze predpokladat jen v Africe a Severni Americe, protoze
v piipad¢ evropskych odchytl se jednalo o tazné ptaky (Bensch and Akeson 2003, Hellgren
2005). V Americe byla detekovana naptiklad v lesiiackovi zlutohrdlém (Pagenkopp et al 2008)
nebo sojce zelenavé (Ferrell et al. 2007), vyskyt v Africe potvrdil nalez ve snovaci (Durrant et
al. 2007). Linie LINNI1 byla detekovana v pévcich ze ctyr Celedi. NejspiS se jedna o linii
prendsenou v Evropé (Wood et al. 2007, Hellgren et al. 2007a), jeji vyskyt mimo Evropu byl
zjistén jen u taznych ptaku.

AFTRU4 byla doposud objevena jen v jednom druhu afrického pévce, drozdu zpévném
(Hellgren et al. 2007a, Beadell et al. 2009), podobna situace je i u AFTRUS, ktera byla navic
detekovana i v tazném slaviku modrackovi (Martinsen et al. 2008). Stejné to bude nejspiSe 1
s lintemi GRW10 (dosud identifikovana jen v jednom tazném druhu, rédkosnikovi velkém,

Bensch et al. 2007) a SYBORO9, jejiz detekce probéhla u evropského tazného druhu (pénice
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slavikové), ale 1 striktné afrického pévce Cervenky pralesni (Hellgren et al. 2007a, Beadell et
al. 2009). Tyto linie se tedy pfenasi nejspis§ na africkém kontinentu.

velmi sporadicky, a to vzdy pouze v taznych ptacich (Hellgren et al. 2007a) takze nejsem
schopen urcit, zda k pfenosu dochédzi na hnizdisti v Evropé nebo béhem zimovani v Africe.
Mohlo by se tedy zdat, Ze rod Leucocytozoon je velmi hostitelsky specificky, ale tato
skutecnost je moznd podminéna nedostatkem studii. I kdyz jiné prace potvrzuji alespoii

specificitu co se hostitelskych tadu tyka (Synek 2009).

VI. 3 SMISENE INFEKCE

PrestoZe prevalence ptacich hemosporid byla velmi vysoka, podafilo se mi detekovat
jen 25 smiSenych infekci, dvé u slavika obecného, 22 u slavika tmavého a jednu u hybridnich
jedincii. V prevazné vétsing se jednalo o smiSené infekce rodem Haemoproteus (linie LULU1
a Plasmodium (n€kolik nejcastéjSich linii). Toto Cislo se mlize zdat nizké a jednim z divodi
miZze byt pouzitd metodika. SmiSené infekce rody Haemoproteus/Plasmodium a rodu
Leucocytozoon lze snadno objevit pouzitim specifickych primerd v nested PCR reakci
(Hellgren et al. 2004), ale téchto se v mém vzorku moc nevyskytovalo, protoZe i samotna
prevalence rodu Leucocytozoon byla velmi nizkd. SmiSené infekce rodt Haemoproteus a
Plasmodium jsem detekoval pomoci studia vystupu sekvenatoru, tedy porovnavanim
jednotlivych sekvenci mezi sebou a sledovanim dvojitych peakt (Pérez-Tris and Bensch
2005b).

Diky velkému poctu linii rodu Plasmodium (a jejich nizké prevalenci) a velmi vysoké
prevalenci linie LULU1 jsem upustil od dalSich moznosti odhalovani smiSenych infekei,

protoze by s nejvétsi pravdépodobnosti nepiinesly zadné dalsi zasadni vysledky a byly by

24

VI. 4 PARAZITEMIE

Stale se zlepSujici metody pro zjiStovani prevalence ptacich hemosporid vedou
k zavéru, ze 1 jeji hodnoty budou rist, je proto tedy velmi dulezité¢, zaméfit se na dalsi
vlastnost parazitii — parazitémii, kterd ovliviiuje dopad parazita na zdravi hostitele (Bentz et al.
2006). Jeji hodnota také urcuje, jak je nakaZeny hostitel schopen se s infekci vypotadat

(Fallon and Ricklefs 2008). Navic tato studie zahrnovala i n¢kolik hybridd, a tak parazitémie
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byla dalsi vlastnosti, kterou bylo mozné mezi témito jedinci a jedinci z
,»cistych® rodicovskych druhti porovnat.

Vénoval jsem se méfeni parazitémie linii LULUI a ROBIN1 z rodu Haemoproteus.
Pomoci kvantitativni PCR jsem porovnaval pomér mezi mnozstvim kopii jaderného genu
(18S) ptaciho hostitele a mnozstvim kopii mitochondridlniho genu (cyt b) parazita. Na
zakladé vysledkli se prevalence jevi jako velmi nizkd (dostala se az na hodnotu jedné
nakazené krvinky ze 100 milionli nenakazenych) a neliSila se mezi hostitelskymi druhy.
ProtoZe jsem k méfeni pouzil jen vzorky, u kterych jsem mél potvrzenou infekci na zakladé
nested PCR, je zpétn¢ velmi zajimavé, Ze je tato detekéni metoda schopna odhalit i tak velmi
slabé nakazy.

Je ovSem ziejmé, ze vysi parazitémie ovliviiuje spousta faktord, jako naptiklad pocet
vhodnych vektort (Sol et al. 2000), s ¢imz souvisi 1 moZnost, ze parazitémie se zvySuje
v dobé, kdy je vétsi Sance prenosu parazita na dal§iho hostitele, tedy v dobé€, kdy je nejvyssi
kapacita vektori (Hasselquist et al. 2007). Navic parazitémie souvisi s virulenci a ta se mezi
jednotlivymi druhy parazitt 1i§i (Mackinnon and Read 2004).

Autofti predchozich studii, které se vénovaly méfeni parazitémie pomoci kvantitativni
PCR, si pro svlij vyzkum zvolili hemosporida z rodu Plasmodium (Zehtindjiev et al. 2008,
Knowles et al. 2011). Zehtindjiev et al. zjistili velmi vysoké hodnoty — az 85 %, 1 kdyz zde se
jednalo o ptéky v akutni fazi infekce, €ili se predpokladalo, ze parazitémie bude nabyvat
vyssich hodnot (Zehtindjiev et al. 2008). A jak ukazala studie Knowles et al. z roku 2011,
parazitémie se méni bé&hem ro¢nich obdobi a zda se, Ze roste se staiim hostitele (Knowles et
al. 2011).

U rodu Haemoproteus lze predpokladat, Ze hodnota parazitémie budé¢ mnohem nizsi
nez u rodu Plasmodium. Pti ndkaze rodem Haemoproteus se v krvi totiz vyskytuji jen
gametocyty. Merozoity rodu Haemoproteus lze nalézt pouze v tkanich hostitele, nikoliv
v jeho krvinkach, jak je tomu u rodu Plasmodium (coz je divod jeho vysokych hodnot
parazitémie) (Valkiunas 2005).

VI. 5 KONTAKTNI ZONA

Studium paraziti v kontaktni zon¢ dvou druhti je velmi zajimavou zélezitosti, protoze
prave paraziti mohou ovliviiovat posun zény ve prospéch jednoho druhu a neprospéch druhu
dalsiho (Prenter et al. 2004). Reullier et al. se vroce 2006 zaméfili na kontaktni zoénu

sedmihldska hajnitho a sedmihlaska Svitofivého. Jiz diive bylo zjiSténo, Ze dochazi
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k postupnému posunu kontaktni zény severovychodnim smérem v neprospéch sedmihlaska
hajniho (Secondi et al. 2003). Vysledky parazitarniho vyzkumu této zony dokézaly, Ze i kdyz
jsou linie hemosporid detekovanych u sedmihlaski vysoce hostitelsky specifické, dochazi
k jejich preskoku pravé v sympatrii pti kontaktu druhti. Bylo dokazéano, ze k pteskoku dochazi
mnohem &ast&ji pravé ze sedmihaska §vitofivého do sedmihlaska hajniho. Ustup sedmihlaska
hajniho miZe byt paradoxné zptsoben tim, Ze sedmihlasek Svitofivy hosti vice paraziti. Jeho
imunitni systém je na parazitarni nakazy lépe pfipraven a pii kontaktu s novym parazitem, se
snim 1épe vyrovnd a je tedy schopny ptezit i infekci parazita od sedmihaska Svitofivého
(Reullier et al. 2006).

V této studii se bohuZel podafilo odchytit jen jednoho hybrida, takZe autofi nebyli
schopni definovat, jak se pravé kiizenci chovaji v pfipad¢ parazitarni ndkazy. V tomto ohledu
byla lepsi studie provedena v kontaktni zoné lejska bélokrkého a lejska cernohlavého, kde
sice diky pouzité metodice (zjistili jen, zda jsou ptaci pozitivni ¢i negativni na ndkazu rodem
Haemoproteus) nemohli urcit zadné parazitarni preskoky, ale diky 15 odchycenym hybridim
zjistili, Ze hodnota prevalence u kiizenci je rovna zhruba priméru hodnot prevalenci
,cistych® rodicovskych druhti (Wiley et al. 2009).

Tento vysledek se velmi podobal tomu, co jsem zjistil béhem své studie i ja. Pfi
porovnani prevalenci v zon€ sympatrie, kde bylo odchyceno 103 slavikii obecnych, 94 slavika
tmavych a devét hybridd, jsem doSel k nasledujicimu zavéru. Prevalence rodica je 31 %,
respektive 84 % a prevalence hybridi 67 % a ma tedy zhruba primérnou hodnotu. Lze tedy
fici, ze zjiSténé hodnoty prevalence v kontaktni zon¢ slavikli podporuji aditivni hypotézu, tedy
ze pocet paraziti u hybridniho jedince bude nizs$i nez u jednoho a vy38i nez u druhého
rodi¢ovského druhu (Boecklen and Spellenberg 1990). Diky pomémé nizké hostitelské
specificité¢ detekovanych linii jsem nemohl urcit, zda k dochazi k pieskoku parazitd pfi
kontaktu jejich hostiteld. Hodnota parazitémie se u hybridnich jedincii také neliSila od
parazitémie zjiSténé u slavika obecného ani slavika tmavého.

Celkové lze tedy fici, Ze vytvoreni obecného zaveru je velmi problematické. Na téma
parasitizmu v kontaktni zén¢ ptakid (konkrétné hemosporida u pévcil) byly kromé této studie
provedeny dalsi dvé prace, jejichz metodika byla zcela rozdilnd, stejné¢ tak tomu bylo i
s vysledky. Narozdil od studie o sedmihldscich (Reullier et. al 2006) mnou detekované
nejbéznéjsi linie nebyly hostitelsky piilis specifické (byly pfitomny u slavika obecného i jeho
blizce ptibuzného slavika tmmavého), takZze nemlzu fici, zda v kontaktni zén¢ slavika

dochazi k n¢jaké interakci mezi parazity hostitelskych druhi.
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Jak se v této studii ukazalo, je velky rozdil ve vysi prevalence ptac¢ich hemosporid mezi
slavikem obecnym a slavikem tmavym. Tato skuteCnost plati v celém aredlu a je velmi
zajimavé, Ze se zminény pattern zachovava i v kontaktni zoné¢ obou druh. Divodem muize
byt obyvani riznych habitati a z toho plynouci rozdil v expozici vektoriim. Zatimco slavik
obecny se vyskytuje spiSe na susSich lokalitach, slavik tmavy obyvé vlh¢i habitaty (Hudec et
al. 1983) a mize byt tim padem vystaven vétSimu tlaku prenaseci Druhym divodem by
mohla byt vyssi specificita linie LULUI, kterd tvotila vétSinovy podil prevalence u slavika
tmavého. Také neni jasné, zda k pienosu hlavnich linii dochazi v Evropé pfi hnizdéni nebo
béhem zimovani v Africe, proto by do budoucna bylo velmi dobré zaméfit se na studium

vektort, které by tuto slozitou problematiku mohlo objasnit.
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VIl ZAVERY

Slavik obecny a slavik tmavy se zéasadné li§i v prevalenci ptacich hemosporid roda
Haemoproteus, Plasmodium a Leucocytozoon. Celkova prevalence byla u slavika obecného
témeét 36 %, prevalence rodu Haemoproteus byla 12 %, rodu Plasmodium 23 % a rodu
Leucocytozoon 1,5 %. Celkova prevalence u slavika tmavého byla 86 %, prevalence rodu
Haemoproteus byla 74,5 %, rodu Plasmodium 20 % a rodu Leucocytozoon 5 %. Prevalence

u hybridii méla hodnotu skoro 67 %.

Prevalence na odchytovych lokalitach jednotlivych druht se pfili§ neliSila. V ptipadé¢ slavika
tmavého vyrazn€ vynikala zona daleké alopatrie, kde prevalence pfevysovala 97 % (u slavika
obecného méla v daleké alopatrii hodnotu 37 %). Zajimavé je, Ze vysoky rozdil v prevalenci
mezi druhy byl dodrzen 1 v kontaktni zoné, v sympatrii. Prevalence u slavika tmavého zde

ptesahla 84 %, zatimco u slavika obecného byla v této zon¢ na hodnoté pouhych 31 %.

Kromé daleké alopatrie u slavika obecného vykazovala vzdy nejvyssi prevalenci linie LULUI
zrodu Haemoproteus. Zajimavé geografické rozSifeni jsem pozoroval u linie ROBINI
(Haemoproteus attenuatus) — vyskytovala se prevazné v severni ¢asti hnizdniho arealu slavika

tmavého.

Celkem jsem detekoval 20 unikatnich genetickych linii ptacich hemosporid, dvé zrodu
Haemoproteus, 15 zrodu Plasmodium a tii z rodu Leucocytozoon. Ob¢ linie rodu
Haemoproteus vykazuji pomérné vysokou hostitelskou specificitu. Objevil jsem také tfi zcela

nove linie (dvé z rodu Plasmodium a jednu z rodu Leucocytozoon).

Detekoval jsem 25 smiSenych infekci, znichZz pfevazna vétSina byla objevena u slavika

tmavého a tvofila je infekce linit LULUI a béznych linii z rodu Plasmodium.

Parazitémie linii LULU1 a ROBIN1 z rodu Haemoproteus se vyznamné nelisila mezi druhy

hostitelll a méla vzdy velmi nizkou hodnotu.

Diky zjisténi prevalence a parazitémie u hybridnich jedinci mlzeme fici, Ze se ani jedna
z téchto hodnot nelisi od priamért, které jsem objevil u ,Cistych® rodi€ovskych druhti. Lze

tedy fici, Ze situace v kontaktni hybridni zon€ slavikli podporuje aditivni hypotézu
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parazitismu, tedy ze pocet parazitli (pocet linii a mira ndkazy) u hybridniho jedince bude nizsi

nez u jednoho a vyssi nez u druhého rodi¢ovského druhu.
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VIl PRILOHY

Ptiloha 1. Odchyceni ptaci.

V nasledujici tabulce jsou uvedeni vSichni odchyceni jedinci se zafazenim do druhu (SO — slavik obecny, ST — slavik tmavy, HYB - hybrid). Je
zde vidét oblast (DA — daleka alopatrie, BA — blizka alopatrie, SYM — sympatrie), stat (CZ — Ceska republika, E — Spanélsko, EST — Estonsko, F
— Francie, FIN — Finsko, LV — LotysSsko, PL — Polsko, TN — Tunisko), konkrétni lokalita, GPS soufadnice a rok, kdy byli jednotlivi ptaci
odchyceni. Navic jsou u kazdého infikovaného ptaka vyznaceny detekované linie paraziti zatazené do rodu.

‘ kéd ‘druh‘oblast‘ stét‘ lokalita ‘ GPS_N ‘ GPS_W‘ rok ‘Haemoproteus‘ Plasmodium | Leucocytozoon
1 80013 SO DA E Benaguasil (Valencia) 39,5850 -0,6282 2007 LINN1
2 S0014 SO DA E Benaguasil (Valencia) 39,5850 -0,6282 2007 SGSH1
3 S0016 SO DA E Benaguasil (Valencia) 39,5850 -0,6282 2007 LULU1
4 80023 SO DA E Vilamarxant (Valencia) 39,5593 -0,6082 2007 SGS1
5 S0030 SO DA E Eslida (Valencia) 39,8928 -0,3189 2007 SFC8
6 S0031 SO DA E Eslida (Valencia) 39,8905 -0,3178 2007 LINN1 SFC8
7 S0032 SO DA E Almenara (Valencia) 39,7511 -0,1947 2007 LINN1
8 S0038 SO DA E Campredo (Deltebre) 40,7443 -0,5711 2007 RTSR1
9 S0042 SO DA E Tortosa (Deltebre) 40,8476 -0,5263 2007 ACCTACO1
10 S0043 SO DA E Tortosa (Deltebre) 40,8754 -0,5106 2007 LULU1
11 80272 SO DA TN Djebel Oust (Tunis) 36,4000 10,1433 2007 GRWO06
12 80273 SO DA F Montpellier Les Bois 43,6105  3,8755 2007 LINN1
13 S0274 SO DA F Montpellier Les Bois 43,6105  3,8755 2007 LINN1
14 80277 SO DA F Montpellier Les Bois 43,6105  3,8755 2007 SGS1
15 S0015 SO DA E Benaguasil (Valencia) 39,5850 -0,6282 2007
16 S0017 SO DA E Benaguasil (Valencia) 39,5850 -0,6282 2007
17 S0018 SO DA E Benaguasil (Valencia) 39,5850 -0,6282 2007
18 S0019 SO DA E Marines (Valencia) 39,7405 -0,6282 2007
19 S0020 SO DA E Marines (Valencia) 39,7405 -0,5335 2007
20 S0021 SO DA E Marines (Valencia) 39,7381 -0,5334 2007
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21 80022 SO DA E Vilamarxant (Valencia) 39,5593 -0,6082 2007

22 S0024 SO DA E Vilamarxant (Valencia) 39,5654 -0,6039 2007

23 S0025 SO DA E Vilamarxant (Valencia) 39,5664 -0,6058 2007

24 S80026 SO DA E Vilamarxant (Valencia) 39,5672 -0,6069 2007

25 80027 SO DA E Manises (Valencia) 39,4854 -0,4398 2007

26 S0028 SO DA E Manises (Valencia) 39,4859 -0,4409 2007

27 S0029 SO DA E Eslida (Valencia) 39,8895 -0,3168 2007

28 S0033 SO DA E Almenara (Valencia) 39,7534 -0,1966 2007

29 S0034 SO DA E Almenara (Valencia) 39,7491 -0,1967 2007

30 S0035 SO DA E Amposta (Deltebre) 40,6711 -0,5967 2007

31 S0036 SO DA E Amposta (Deltebre) 40,6715 -0,5960 2007

32 S0037 SO DA E Amposta (Deltebre) 40,6960 -0,5557 2007

33 S0039 SO DA E Campredo (Deltebre) 40,7431 -0,5713 2007

34 S0040 SO DA E Campredo (Deltebre) 40,7422 -0,5719 2007

35 S0041 SO DA E Campredo (Deltebre) 40,7658 -0,5394 2007

36 S0271 SO DA TN Djebel Oust (Tunis) 36,4000 10,1433 2007

37 S0275 SO DA F Montpellier Les Bois 43,6105  3,8755 2007

38 S0276 SO DA F Montpellier Les Bois 43,6105  3,8755 2007

39 S0003 SO BA CZ Lysanad Labem 50,1869 14,8614 2006 ACCTACO1
40 S0045 SO BA CZ Litoméfice 50,5366 14,1005 2007 RTSR1
41 S0046 SO BA CZ Litoméfice 50,5366 14,1011 2007 LINN1
42 S0048 SO BA CZ Roudnice nad Labem 50,4361 14,2443 2007 LULU1

43 S0055 SO BA CZ Borek (Stara Boleslav) 50,2028 14,6580 2007 SGS1
44 S0056 SO BA CZ Novy Vestec (Stara Boleslav) 50,1878 14,7090 2007 SGS1
45 S0057 SO BA CZ Karany (Stara Boleslav) 50,1752 14,7491 2007 SGS1
46 S0058 SO BA CZ Karany (Stara Boleslav) 50,1741 14,7543 2007 LULU1

47 S0059 SO BA CZ Karany (Stara Boleslav) 50,1741 14,7543 2007 LULU1

48 S0060 SO BA CZ Lysanad Labem 50,1869 14,8614 2007 LULU1

49 S0062 SO BA CZ Ostra (Lysa nad Labem) 50,1876 14,8758 2007 LULU1

50 S0063 SO BA CZ Ostra (Lysa nad Labem) 50,1758 14,8928 2007 LULU1

51 S0064 SO BA CZ PrevySov (Chlumec n. Cidl.) 50,1395 15,4077 2007 LINN1
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52 S0065 SO BA CZ PrevySov (Chlumec n. Cidl.) 50,1403 15,4099 2007 LULU1

53 S0066 SO BA CZ Novy BydZov (Chlumecn. C.) 50,2224 15,5014 2007 SGS1
54 S0068 SO BA CZ Novy Bydzov (Chlumec n. C.) 50,2226 15,5015 2007 GRW10
55 80070 SO BA CZ Kopidino 50,3382 15,2484 2007 ROBIN1

56 80072 SO BA CZ Kopidino 50,3387 15,2480 2007 RTSR1
57 80073 SO BA CZ Brezno (Mlada Boleslav) 50,4103 15,0046 2007 SGS1
58 S0074 SO BA CZ Brfezno (Mlada Boleslav) 50,4099 15,0046 2007 RTSR1
59 S0079 SO BA PL Kilianéw (Wroclaw) 51,0131 16,7504 2007 RTSR1
60 S0080 SO BA PL Kilianéw (Wroclaw) 51,0136 16,7495 2007 LULU1

61 S0262 SO BA CZ Bakov n. Jizerou (Mlada Boleslav) 50,4932 14,9438 2007 ROBIN1

62 S0278 SO BA CZ Litoméfice 50,5384 14,1039 2008 SGS1
63 S0001 SO BA CZ Milovice 50,2282 14,8833 2006

64 S0002 SO BA CZ Milovice 50,2282 14,8833 2006

65 S0004 SO BA CZ Litoméfice 50,5366 14,1011 2006

66 S0005 SO BA CZ Litoméfice 50,5366 14,1011 2006

67 S0006 SO BA CZ Litoméfice 50,5366 14,1011 2006

68 S0047 SO BA CZ Litoméfice 50,5363 14,1001 2007

69 S0049 SO BA CZ Roudnice nad Labem 50,4366 14,2428 2007

70 S0050 SO BA CZ Roudnice nad Labem 50,4369 14,2429 2007

71 S0051 SO BA CZ Kyskovice (Roudnice n. L.) 50,4678 14,2966 2007

72 80052 SO BA CZ Kyskovice (Roudnice n. L.) 50,4345 14,2954 2007

73 S0053 SO BA CZ Brzanky (Roudnice n. L.) 50,4660 14,3088 2007

74 S0054 SO BA CZ Brzanky (Roudnice n. L.) 50,4664 14,3092 2007

75 S0061 SO BA CZ Ostra (Lysa nad Labem) 50,1862 14,8772 2007

76 S0067 SO BA CZ Novy Bydzov (Chlumec n. C.) 50,2228 15,5012 2007

77 S0069 SO BA CZ Novy BydZov (Chlumecn. C.) 50,2232 15,4988 2007

78 S0071 SO BA CZ Kopidino 50,3387 15,2480 2007

79 S0075 SO BA CZ Kolomuty (Mlada Boleslav) 50,4078 14,9776 2007

80 S0076 SO BA CZ Kolomuty (Mlada Boleslav) 50,4081 14,9774 2007

81 S0077 SO BA CZ Kolomuty (Mlada Boleslav) 50,4078 14,9776 2007

82 S0078 SO BA PL Kilianéw (Wroclaw) 51,0133 16,7505 2007
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83 S0081 SO BA PL  Brzeg Dolny (Wroclaw) 51,2561 16,7732 2007

84 S0082 SO BA PL  Brzeg Dolny (Wroclaw) 51,2527 16,7529 2007

85 S0083 SO BA CZ Sestajovice (JaroméF) 50,3389 16,0145 2007

86 S0259 SO BA CZ Bakov n. Jizerou (Mlada Boleslav) 50,4932 14,9438 2007

87 S0260 SO BA CZ Bakov n. Jizerou (Mlada Boleslav) 50,4923 14,9459 2007

88 S0261 SO BA CZ Bakov n. Jizerou (Mlada Boleslav) 50,4922 14,9458 2007

89 S0263 SO BA CZ Bakov n. Jizerou (Mlad4 Boleslav) 50,4922 14,9458 2007

90 S0264 SO BA CZ Bakov n. Jizerou (Mlada Boleslav) 50,4932 14,9438 2007

91 S0265 SO BA CZ Bakov n. Jizerou (Mlada Boleslav) 50,4932 14,9438 2007

92 S0360 SO BA CZ Pohofi (Opocno) 50,2948 16,0759 2008

93 S0384 SO BA Ccz 2009

94 S0088 SO SYM PL Debnica (Ostrow Wlkp) 51,5727 17,7942 2007 LINN1
95 S0091 SO SYM PL Debnica (Ostrow Wikp) 51,5703 17,7867 2007 LULU1

96 S0095 SO SYM PL Przygodzice (Ostrow Wikp) 51,5884 17,8180 2007 LINN1
97 S0106 SO SYM PL Olobok, Prosna 51,6366 18,0747 2007 SGS1
98 S0109 SO SYM PL Olobok, Prosna 51,6399 18,0718 2007 LINN1
99 S0112 SO SYM PL Rumin (Konin) 52,1997 18,1692 2007 GRW09
100 S0127 SO SYM PL Slomcyce (Slupca) 52,3177 17,8766 2007 LULU1

101 S0129 SO SYM PL Czolnochow, Prosna 52,0420 17,7259 2007 SGSH1
102 S0130 SO SYM PL Czolnochow, Prosna 52,0427 17,7300 2007 LULU1

103 S0146 SO SYM PL Sroda Wikp. 52,2298 17,2318 2007 LULU1

104 S0160 SO SYM PL Radolinek (Czarnkow) 52,9792 16,5444 2007 LULU1

105 S0161 SO SYM PL Radolinek (Czarnkow) 52,9808 16,5426 2007 RS4
106 S0171 SO SYM PL Trzebicz (Dresdenko), Notec 52,7933 15,7041 2007 LULU1

107 S0174 SO SYM PL Gosciniec (Dresdenko), Notec 52,7857 15,6591 2007 LULU1

108 S0184 SO SYM PL Santok, Warta/Notec 52,7366 15,3994 2007 LULU1

109 S0190 SO SYM PL Koscian 52,1292 16,6321 2007 LULU1

110 S0313 SO SYM PL Chocz 51,9766 17,8598 2008 LULU1

111 S0314 SO SYM PL Chocz 51,9672 17,8725 2008 LULU1

112 S0315 SO SYM PL Chocz 51,9680 17,8718 2008 WW3
113 80316 SO SYM PL Kwilen 51,9808 17,8470 2008 SGS1, AEMOO01
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114 S0320 SO SYM PL Czolnochéw 52,0426 17,7258 2008 LINN1
115 80327 SO SYM PL Czolnochéw 52,0456 17,7224 2008 AFTRUS
116 S0328 SO SYM PL Czolnochéw 52,0480 17,7202 2008 ROBIN1

117 S0331 SO SYM PL Czolnochéw 52,0499 17,7109 2008 SGS1
118 S0338 SO SYM PL Prusinéw 52,0487 17,7035 2008 LINN1
119 80347 SO SYM PL Pogorzelnica 52,1398 17,5904 2008 SGS1
120 S0348 SO SYM PL Pogorzelnica 52,1391 17,5910 2008 AFTRU4
121 80357 SO SYM PL Lisewo 52,0789 17,6639 2008 SGS1
122 S0363 SO SYM PL Chocz 51,9784 17,8479 2009 SGS1
123 S0366 SO SYM PL Kwilen 51,9833 17,8439 2009 SGS1
124 S0369 SO SYM PL Chocz 51,9707 17,8659 2009 SGS1
125 80373 SO SYM PL Chocz 51,9681 17,8710 2009 SGS1
126 S0084 SO SYM PL Zakrzow (Twardogora) 51,4188 17,4800 2007

127 S0085 SO SYM PL Uciechow (Odolanow) 51,5718 17,5931 2007

128 S0086 SO SYM PL Przygodzice (Ostrow Wikp) 51,5783 17,8249 2007

129 S0087 SO SYM PL Raczyce (Ostrow WIkp) 51,5716 17,6027 2007

130 S0089 SO SYM PL Debnica (Ostrow Wikp) 51,5752 17,7908 2007

131 S0090 SO SYM PL Debnica (Ostrow Wikp) 51,5713 17,7873 2007

132 80092 SO SYM PL Bonikow (Odolanow) 51,5508 17,6591 2007

133 S0093 SO SYM PL Bonikow (Odolanow) 51,5512 17,6579 2007

134 S0094 SO SYM PL Bonikow (Odolanow) 51,5534 17,6602 2007

135 S0096 SO SYM PL Przygodzice (Ostrow Wikp) 51,5880 17,8182 2007

136 S0098 SO SYM PL Nowa wes (Gyzalki), Prosna 52,0347 17,7464 2007

137 S0099 SO SYM PL Nowa wes (Gyzalki), Prosna 52,0322 17,7375 2007

138 80100 SO SYM PL Nowa wes (Gyzalki), Prosna 52,0322 17,7375 2007

139 S0107 SO SYM PL Olobok, Prosna 51,6360 18,0748 2007

140 S0110 SO SYM PL Smitow (Nowe Skamierzyce), Prosn 51,6742 18,1105 2007

141 S0111 SO SYM PL Smitow (Nowe Skamierzyce), Prosn 51,6747 18,1132 2007

142 S0128 SO SYM PL Czolnochow, Prosna 52,0424 17,7258 2007

143 S0135 SO SYM PL Kretkow 52,0751 17,6619 2007

144 S0136 SO SYM PL Komorze Przybyslawskie (Pyrzdry) 52,1216 17,6431 2007
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145 S0137 SO SYM PL Komorze Przybyslawskie (Pyrzdry) 52,1223 17,6442 2007
146 S0138 SO SYM PL Komorze Przybyslawskie (Pyrzdry) 52,1223 17,6442 2007
147 S0143 SO SYM PL Pogorzelnica (Pyzdry) 52,1390 17,5913 2007
148 S0145 SO SYM PL  Sroda Wikp. 52,2298 17,2318 2007
149 S0158 SO SYM PL Kuznica Czarkowska (Czarnkow) 52,9575 16,5179 2007
150 S0159 SO SYM PL Kuznica Czarkowska (Czarnkow) 52,9565 16,5127 2007
151 S0167 SO SYM PL Trzebicz (Dresdenko), Notec 52,8274 15,7645 2007
152 80172 SO SYM PL Trzebicz (Dresdenko), Notec 52,7933 15,7041 2007
153 S0173 SO SYM PL Trzebicz (Dresdenko), Notec 52,7904 15,7001 2007
154 80175 SO SYM PL Gosciniec (Dresdenko), Notec 52,7857 15,6591 2007
155 80182 SO SYM PL Santok, Warta/Notec 52,7374 15,3990 2007
156 S0183 SO SYM PL Santok, Warta/Notec 52,7361 15,3994 2007
157 S0185 SO SYM PL Santok, Warta/Notec 52,7342 15,3899 2007
158 S0187 SO SYM PL Koscian 52,1376 16,5618 2007
159 S0188 SO SYM PL Koscian 52,1385 16,5627 2007
160 S0189 SO SYM PL Koscian 52,1255 16,6208 2007
161 80191 SO SYM PL Koscian 52,1279 16,6326 2007
162 S0193 SO SYM PL Witkowice, Bzura 52,3317 20,2475 2007
163 S0280 SO SYM PL Olobok 51,6392 18,0716 2008
164 S0281 SO SYM PL Olobok 51,6394 18,0740 2008
165 S0284 SO SYM PL Olobok, Bystfica kanal 51,6356 18,0747 2008
166 S0285 SO SYM PL Olobok, Prosna 51,6377 18,0744 2008
167 S0286 SO SYM PL Wola Droszewska 51,6314 18,0803 2008
168 S0289 SO SYM PL Wola Droszewska 51,6299 18,0799 2008
169 S0290 SO SYM PL Wielowiés, Cegielnia 51,5944 18,1096 2008
170 80291 SO SYM PL Wielowiés, Cegielnia 51,6015 18,1048 2008
171 80294 SO SYM PL Chocz 51,9708 17,8657 2008
172 80298 SO SYM PL Chocz 51,9765 17,8560 2008
173 80300 SO SYM PL Chocz 51,9776 17,8529 2008
174 80301 SO SYM PL Chocz 51,9776 17,8535 2008
175 80302 SO SYM PL Chocz 51,9775 17,8523 2008

88




176 S0303 SO SYM PL Chocz 51,9776 17,8519 2008

177 S0305 SO SYM PL Chocz 51,9782 17,8479 2008

178 S0306 SO SYM PL Chocz 51,9774 17,8482 2008

179 S0307 SO SYM PL Kwilen 51,9800 17,8469 2008

180 S0318 SO SYM PL Chocz 51,9699 17,8675 2008

181 S0319 SO SYM PL Czolnochéw 52,0426 17,7258 2008

182 80321 SO SYM PL Czolnochéw 52,0426 17,7258 2008

183 S0322 SO SYM PL Czolnochow 52,0421 17,7298 2008

184 80325 SO SYM PL Czolnochéw 52,0443 17,7326 2008

185 S0330 SO SYM PL Czolnochéw 52,0482 17,7152 2008

186 S0337 SO SYM PL Prusinéw 52,0487 17,7035 2008

187 S0345 SO SYM PL Pogorzelnica 52,1389 17,5917 2008

188 S0349 SO SYM PL Pogorzelnica 52,1385 17,5915 2008

189 80351 SO SYM PL Pogorzelnica 52,1414 17,6114 2008

190 80352 SO SYM PL Pogorzelnica 52,1421 17,6014 2008

191 80353 SO SYM PL RudaKomorska 52,1194 17,6652 2008

192 S0364 SO SYM PL Chocz 51,9775 17,8473 2009

193 80365 SO SYM PL Kwilen 51,9797 17,8494 2009

194 S0368 SO SYM PL Chocz 51,9744 17,8675 2009

195 S0370 SO SYM PL Chocz 51,9759 17,8567 2009

196 S0376 SO SYM PL Prusinow, Prosna 52,0493 17,7069 2009

197 S0011 ST DA LV Riga 56,9500 24,0500 2006 ROBIN1
198 S0012 ST DA LV Riga 56,9500 24,0500 2006 ROBIN1
199 S0230 ST DA FIN Ruissalo 60,4369 22,2054 2007 SYBOR9
200 S0231 ST DA FIN Ruissalo 60,4409 22,2037 2007 LULU1
201 S0232 ST DA FIN Ruissalo 60,4422 22,2031 2007 LULU1
202 S0233 ST DA FIN Turku, Raisionjoki 60,4535 22,1950 2007 ROBIN1
203 S0234 ST DA FIN Turku, Raisionjoki 60,4535 22,1950 2007 LULU1 RTSR1
204 S0235 ST DA FIN Turku, Raisionjoki 60,4523 22,1978 2007 ROBIN1
205 S0236 ST DA FIN Turku, Raisionjoki 60,4548 22,1013 2007 ROBIN1
206 S0237 ST DA FIN Turku, Raisionjoki 60,4543 22,0984 2007 SGSH1
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207 S0238 ST DA FIN Kustavi 60,5416 21,4294 2007 LULU1

208 S0239 ST DA FIN Kustavi 60,5431 21,4235 2007 LULU1

209 S0240 ST DA FIN Kustavi 60,5843 21,4002 2007 LINN1
210 S0241 ST DA FIN Laitila 60,8916 21,6927 2007 LULU1

211 S0243 ST DA FIN Laitila 60,8864 21,6885 2007 LULU1

212 S0244 ST DA FIN Laitila 60,8886 21,6904 2007 LULU1

213 S0245 ST DA FIN Poytya 60,7710 22,6488 2007 LULU1

214 80246 ST DA FIN Poytya 60,7492 22,6293 2007 LULU1

215 80247 ST DA FIN Suksela (Paimio) 60,5060 22,6922 2007 LULU1

216 S0248 ST DA FIN Suksela (Paimio) 60,5062 22,6907 2007 LULU1 AEMOO01
217 $0249 ST DA FIN Suksela (Paimio) 60,5047 22,6903 2007 ROBIN1

218 80250 ST DA FIN Paimio 60,4567 22,7013 2007 LULU1

219 S$0251 ST DA FIN Salo 60,3758 23,0609 2007 ROBIN1 RTSR1
220 S0252 ST DA FIN Salo 60,3767 23,0617 2007 LULU1

221 $0253 ST DA FIN Salo 60,2940 23,1127 2007 ROBIN1

222 80254 ST DA FIN Kaarina 60,3967 22,3866 2007 ROBIN1

223 $0255 ST DA FIN Kuusisto 60,4071 22,4747 2007 ROBIN1

224 $0256 ST DA FIN Kuusisto 60,4042 22,4631 2007 LULU1 RTSR1
225 $0257 ST DA FIN Karstu (Lohja) 60,3190 23,8871 2007 LULU1

226 S0258 ST DA FIN Lohja 60,2709 24,0389 2007 ROBIN1

227 $0267 ST DA EST Tallinn 59,4383 24,7545 2007 ROBIN1

228 S0268 ST DA EST Tallinn 59,4383 24,7545 2007 ROBIN1

229 $0269 ST DA EST Tallinn 59,4383 24,7545 2007 ROBIN1

230 S0270 ST DA EST Tallinn 59,4383 24,7545 2007 LULU1

231 80242 ST DA FIN Laitila 60,8877 21,6897 2007

232 S0195 ST BA PL Lipa (Pultusk) 52,7496 21,1104 2007 LULU1

233 S0196 ST BA PL Lipa (Pultusk) 52,7461 21,1105 2007 LULU1

234 S0197 ST BA PL  Gnojno (Pultusk) 52,7798 21,1421 2007 LULU1

235 S0199 ST BA PL  Gnojno (Pultusk) 52,7824 21,1422 2007 ROBIN1

236 S0200 ST BA PL  Gnojno (Pultusk) 52,7824 21,1422 2007 ROBIN1

237 $0201 ST BA PL  Gnojno (Pultusk) 52,7824 21,1422 2007 LULU1
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238 S0202 ST BA PL  Gnojno (Pultusk) 52,7819 21,1439 2007 LULU1
239 S0203 ST BA PL  Gnojno (Pultusk) 52,7707 21,1329 2007 LULU1
240 S0204 ST BA PL  Gnojno (Pultusk) 52,7717 21,1346 2007 ROBIN1
241 80205 ST BA PL Nozewo (Ostroleka) 53,0304 21,5036 2007 LULU1
242 S0206 ST BA PL Nozewo (Ostroleka) 53,0293 21,5056 2007 LULU1
243 S0207 ST BA PL  Nozewo (Ostroleka) 53,0321 21,5044 2007 LULU1
244 S0208 ST BA PL Teodorowo (Ostroleka), Narew 53,1172 21,6420 2007 LULU1
245 S0209 ST BA PL Teodorowo (Ostroleka), Narew 53,1172 21,6420 2007 LULU1
246 S0210 ST BA PL Teodorowo (Ostroleka), Narew 53,1172 21,6420 2007 LULU1
247 S0211 ST BA PL Laskowiec (Ostroleka), Narew 53,1319 21,6801 2007 LULU1
248 S0212 ST BA PL Laskowiec (Ostroleka), Narew 53,1319 21,6801 2007 LULU1
249 S0213 ST BA PL Laskowiec (Ostroleka), Narew 53,1304 21,6802 2007 LULU1
250 S0217 ST BA PL Wizna, Narew 53,1545 22,4089 2007 AEMOO01
251 S0218 ST BA PL Wizna, Narew 53,1545 22,4089 2007 RS4
252 S0221 ST BA PL Grajewo 53,6452 22,4860 2007 LULU1
253 80222 ST BA PL Sojczyn Gradowy (Grajewo) 53,5840 22,6035 2007 LULU1
254 S0223 ST BA PL Sojczyn Gradowy (Grajewo) 53,5843 22,6027 2007 LULU1
255 S0224 ST BA PL  Sojczyn Gradowy (Grajewo) 53,5844 22,6122 2007 LULU1
256 S0225 ST BA PL Sojczyn Gradowy (Grajewo) 53,5835 22,6138 2007 LULU1
257 S0226 ST BA PL Sojczyn Gradowy (Grajewo) 53,5815 22,6033 2007 LULU1
258 S0227 ST BA PL Szczebra (Augustow) 53,9165 22,9778 2007 LULU1
259 S0228 ST BA PL  Smolniki (Suwalki) 54,2751 22,9112 2007 LULU1
260 S0359 ST BA CZ Pohofi (Opoc¢no) 50,2955 16,0749 2008 LULU1
261 S0198 ST BA PL Gnojno (Pultusk) 52,7798 21,1421 2007

262 S0214 ST BA PL Wizna, Narew 53,1998 22,4098 2007

263 S0215 ST BA PL Wizna, Narew 53,1627 22,3996 2007

264 S0216 ST BA PL Wizna, Narew 53,1560 22,4084 2007

265 S0219 ST BA PL Wizna, Narew 53,1542 22,4115 2007

266 S0220 ST BA PL Wizna, Narew 53,1534 22,4263 2007

267 S0229 ST BA PL  Juryzdyka (Suwalki) 53,9788 22,9574 2007

268 S0097 ST SYM PL Nowa wes (Gyzalki), Prosna 52,0347 17,7464 2007 LULU1 AEMOO01
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269 S0101 ST SYM PL Chocz, Prosna 51,9756 18,8580 2007 LULU1

270 80102 ST SYM PL Chocz, Prosna 51,9726 17,8645 2007 LULU1

271 80103 ST SYM PL Chocz, Prosna 51,9756 18,8580 2007 LULU1

272 S0104 ST SYM PL Olobok, Prosna 51,6350 18,0781 2007 LULU1 AEMOO01
273 80105 ST SYM PL Olobok, Prosna 51,6373 18,0760 2007 LULU1

274 S0108 ST SYM PL Olobok, Prosna 51,6398 18,0695 2007 LULU1

275 S0113 ST SYM PL Babia (Konin) 52,1798 18,0904 2007 LULU1

276 S0114 ST SYM PL Barlogi (Konin), Warta 52,1863 18,0466 2007 LULU1 WW3
277 S0115 ST SYM PL Barlogi (Konin), Warta 52,1908 18,0351 2007 LULU1 GRW11
278 S0116 ST SYM PL Barlogi (Konin), Warta 52,1886 18,0524 2007 LULU1

279 S0117 ST SYM PL Barlogi (Konin), Warta 52,1893 18,0538 2007 LULU1 LULU4
280 S0118 ST SYM PL Barlogi (Konin), Warta 52,1903 18,0264 2007 LULU1 WW3
281 S0119 ST SYM PL Barlogi (Konin), Warta 52,1949 18,0272 2007 LULU1

282 S0121 ST SYM PL Barlogi (Konin), Warta 52,1882 18,0146 2007 LULU1 SGS1
283 S0122 ST SYM PL Zagorow, Warta 52,1858 17,9023 2007 LULU1 SGS1
284 S0123 ST SYM PL Zagorow, Warta 52,1830 17,9064 2007 LULU1 SFC8
285 S0124 ST SYM PL Zagorow, Warta 52,1793 17,9113 2007 LULU1

286 S0125 ST SYM PL Zagorow, Warta 52,1829 17,9274 2007 LULU1

287 S0126 ST SYM PL Zagorow, Warta 52,1857 17,9261 2007 LULU1 SGSH1
288 S0131 ST SYM PL Czolnochow, Prosna 52,0421 17,7297 2007 WW3
289 80132 ST SYM PL Czolnochow, Prosna 52,0459 17,7222 2007 WW3
290 S0133 ST SYM PL Prusinow, Prosna 52,0485 17,7061 2007 LULU1

291 S0134 ST SYM PL Prusinow, Prosna 52,0482 17,7069 2007 LULU1

292 S0139 ST SYM PL Pogorzelnica (Pyzdry) 52,1413 17,5951 2007 LULU1

293 80140 ST SYM PL Pogorzelnica (Pyzdry) 52,1416 17,5960 2007 LULU1

294 80142 ST SYM PL Pogorzelnica (Pyzdry) 52,1390 17,5913 2007 LINN1
295 80147 ST SYM PL Radolin (Czarnkow), Notec 53,0161 16,5573 2007 LULU1

296 S0150 ST SYM PL Radolin (Czarnkow), Notec 53,0185 16,5608 2007 LULU1

297 S0151 ST SYM PL Radolin (Czarnkow), Notec 53,0185 16,5608 2007 LULU2
298 S0152 ST SYM PL Radolin (Czarnkow), Notec 53,0209 16,5630 2007 LULU1 SGS1
299 80153 ST SYM PL Ciszkowo (Czarnkow) 52,8816 16,4358 2007 LULU1
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300 S0154 ST SYM PL Ciszkowo (Czarnkow) 52,8800 16,4524 2007 LULU1

301 S0155 ST SYM PL Czarnkow, Notec 52,9149 16,5386 2007 LINN1

302 S0156 ST SYM PL Czarnkow, Notec 52,9156 16,5394 2007 GRW10

303 S0163 ST SYM PL Biala (Czarnkow), Notec 53,0347 16,5704 2007 LULU1

304 S0166 ST SYM PL Trzebicz (Dresdenko), Notec 52,8258 15,7637 2007 LULU1

305 S0176 ST SYM PL Gosciniec (Dresdenko), Notec 52,7851 15,6585 2007 SGS1

306 S0177 ST SYM PL Santok, Warta/Notec 52,7352 15,4244 2007 LULU1

307 S0178 ST SYM PL Santok, Warta/Notec 52,7343 15,4247 2007 GRW10

308 S0179 ST SYM PL Santok, Warta/Notec 52,7352 15,4244 2007 LULU1

309 S0180 ST SYM PL Santok, Warta/Notec 52,7361 15,4249 2007 LULU1

310/S0181 ST SYM PL Santok, Warta/Notec 52,7363 15,3989 2007 LULU1

311 S0192 ST SYM PL Witkowice, Bzura 52,3322 20,2475 2007 ROBIN1

312 S0194 ST SYM PL Witkowice, Bzura 52,3314 20,2477 2007 LULU1

313 S0266 ST SYM PL Szczecin 53,4287 14,5528 2007 GRW11

314 S0279 ST SYM PL Przystajnia 51,5853 18,1738 2008 SGS1

315 80287 ST SYM PL Przystajnia, Prosna 51,5856 18,1702 2008 LULU1

316 S0288 ST SYM PL Olobok 51,6326 18,0764 2008 LULU1

317 S0293 ST SYM PL Wielowiés, Cegielnia 51,6052 18,0992 2008 LULU1

318 S0297 ST SYM PL Chocz 51,9756 17,8584 2008 RS4
319 S0299 ST SYM PL Chocz 51,9775 17,8541 2008 LULU1

320 S0304 ST SYM PL Chocz 51,9775 17,8643 2008 LULU1 RS4
321 S0308 ST SYM PL Kwilen 51,9800 17,8469 2008 LULU1

322 S0311 ST SYM PL Chocz 51,9689 17,8694 2008 LULU1

323 S0312 ST SYM PL Chocz 51,9699 17,8675 2008 LULU1 SGS1

324 S0323 ST SYM PL Czolnochéw 52,0421 17,7306 2008 LULU1 RS4
325 S0324 ST SYM PL Czolnochéw 52,0444 17,7333 2008 LULU1 RS4
326 S0326 ST SYM PL Czolnochéw 52,0442 17,7218 2008 LULU1 AEMOO01

327 S0329 ST SYM PL Czolnochéw 52,0493 17,7175 2008 AEMOO01

328 S0333 ST SYM PL  Prusinéw 52,0490 17,7060 2008 LULU1

329 S0334 ST SYM PL Prusinéw 52,0479 17,7066 2008 GRW11

330 S0335 ST SYM PL Prusinéw 52,0479 17,7054 2008 LULU1

93




331 80336 ST SYM PL Prusinéw 52,0482 17,7039 2008 LULU1
332 80339 ST SYM PL Nowe Miesto, Warta 52,1019 17,4303 2008 LULU1
333 S0340 ST SYM PL Pogorzelnica 52,1419 17,5986 2008 LULU1 RS4
334 S0341 ST SYM PL Pogorzelnica 52,1410 17,5944 2008 LULU1
335 80343 ST SYM PL Pogorzelnica 52,1409 17,5955 2008 LULU1 AEMOO01
336 S0344 ST SYM PL Pogorzelnica 52,1400 17,5924 2008 LULU1
337 S0350 ST SYM PL Pogorzelnica 52,1414 17,6071 2008 LULU1
338 S0355 ST SYM PL Ruda Komorska 52,1158 17,6620 2008 LULU1
339 80356 ST SYM PL RudaKomorska 52,1158 17,6620 2008 LULU1
340 S0367 ST SYM PL Kwilen 51,9806 17,8473 2009 LULU1
341 80371 ST SYM PL Chocz 51,9680 17,8723 2009 LULU1
342 80372 ST SYM PL Chocz 51,9683 17,8713 2009 LULU3
343 S0374 ST SYM PL Chocz 51,9777 17,8529 2009 LULU1
344 80375 ST SYM PL Prusinow, Prosna 52,0488 17,7061 2009 LULU1
345 S0378 ST SYM PL Czolnochéw 52,0422 17,7292 2009 LULU1
346 S0380 ST SYM PL RudaKomorska 52,1183 17,6647 2009 LULU1
347 S0141 ST SYM PL Pogorzelnica (Pyzdry) 52,1404 17,5900 2007

348 S0148 ST SYM PL Radolin (Czarnkow), Notec 53,0164 16,5590 2007

349 S0149 ST SYM PL Radolin (Czarnkow), Notec 53,0168 16,5595 2007

350 S0157 ST SYM PL Romanowo Dolne (Czarnkow), Notec 52,9376 16,5657 2007

351 S0162 ST SYM PL Biala (Czarnkow), Notec 53,0334 16,5738 2007

352 S0164 ST SYM PL Biala (Czarnkow), Notec 53,0374 16,5645 2007

353 S0165 ST SYM PL Trzebicz (Dresdenko), Notec 52,8258 15,7637 2007

354 S0168 ST SYM PL Trzebicz (Dresdenko), Notec 52,8144 15,7451 2007

355 80169 ST SYM PL Trzebicz (Dresdenko), Notec 52,8069 15,7350 2007

356 S0170 ST SYM PL Trzebicz (Dresdenko), Notec 52,8075 15,7358 2007

357 80292 ST SYM PL Wielowiés, Cegielnia 51,6025 18,1011 2008

358 80317 ST SYM PL Chocz 51,9688 17,8703 2008

359 80332 ST SYM PL  Prusinéw 52,0501 17,7096 2008

360 S0342 ST SYM PL Pogorzelnica 52,1415 17,5965 2008

361 S0379 ST SYM PL Czolnochéw 52,0420 17,7275 2009
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362 S0120 HYB SYM PL Barlogi (Konin), Warta 52,1944 18,0264 2007 LULU1

363 S0144 HYB SYM PL Sroda Wikp. 52,2296 17,2337 2007 LULU1

364 S0186 HYB SYM PL Koscian 52,1376 16,5606 2007 LULU1 AEMOO01
365 S0283 HYB SYM PL Raduchow 51,5804 18,1639 2008 SGSH1
366 S0309 HYB SYM PL Kwilen 51,9793 17,8497 2008 SGSH1
367 S0354 HYB SYM PL Ruda Komorska 52,1182 17,6643 2008 LULU1

368 S0282 HYB SYM PL Przystajnia 51,5864 18,1725 2008

369 S0346 HYB SYM PL Pogorzelnica 52,1389 17,5917 2008

370 S0377 HYB SYM PL Prusinow, Prosna 52,0480 17,7042 2009
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Ptiloha 2. Kvantitativni PCR.

Tato tabulka uvadi vyslednd data z kvantitativni PCR. Jedinci jsou zafazeni do druhu (SO —
slavik obecny, ST — slavik tmavy, HYB - hybrid). Vlevo jsou uvedeny triplikaty vzorki, kde
se amplifikovala ¢ast jaderného ptacitho genu pro 18S, vpravo triplikaty téhoz vzorku
s amplifikovanou c¢asti mitochondridlniho parazitarniho genu pro cytochrom b. Hodnoty
uvedené tucné nebyly zapocteny do priméru z diivodu vétsi odchylky od zbyvajicich dvou
hodnot z triplikatu (rozdil se lisil o vice nez 1 cyklus).

ptaci gen 18S parazitarni gen pro cyt b
kod | druh 1 | 2 T 3 | priamér 1 | 2 [ 3 | pramér

S0127 SO | 16,54 16,47 16,64 16,55 32,26 31,39 31,87 31,84
S0130 SO [ 15,84 15,88 16,32 16,01 41,35 41,71 40,95 41,34
S0146 SO | 16,24 16,47 16,45 16,39 37,40 3894 3842 38,68
S0160 SO | 16,41 16,37 16,49 16,42 28,90 28,93 28,54 28,79
S0171 SO | 16,41 16,49 16,46 16,45 33,75 31,41 30,70 31,06
S0174 SO | 15,60 15,51 15,37 1549 32,00 31,91 31,52 31,81
S0184 SO [ 17,63 1791 17,92 17,82 39,68 40,38 38,70 40,03
S0190 SO | 14,87 14,63 14,57 14,69 30,12 30,15 29,90 30,06
S0313 SO | 17,35 17,51 17,54 1747 30,33 30,94 30,10 30,46
S0314 SO | 1528 1529 1521 15,26 41,47 41,66 40,81 41,31
S0328 SO | 16,52 16,69 16,66 16,62 34,00 34,59 33,93 34,17
S0097 ST [14,95 14,93 14,86 14,91 35,81 3595 3577 35,84
S0101 ST [ 13,99 14,82 14,65 14,49 30,61 30,84 30,50 30,65
S0105 ST | 15,30 14,81 1561 1524 32,73 31,82 31,78 32,11
S0113 ST | 18,16 18,67 18,26 18,36 36,10 35,63 36,24 35,99
S0116 ST | 16,52 16,37 16,35 16,41 36,48 36,24 3531 36,36
S0133 ST |[17,65 17,78 17,69 17,71 34,80 34,43 34,27 34,50
S0147 ST | 1556 1564 15,72 15,64 34,11 34,37 33,81 34,10
S0153 ST 17,30 17,28 16,95 17,18 3542 3540 34,18 3541
S0163 ST 17,59 17,52 17,90 17,67 32,33 32,09 31,29 32,21
S0166 ST | 17,41 1711 1724 17,25 35,90 35,92 3587 3590
S0177 ST | 14,74 1514 14,89 14,92 33,14 33,55 32,82 33,17
S0192 ST |13,86 13,80 13,97 13,88 2945 28,63 28,95 29,01
S0311 ST 1595 1594 1590 15,93 32,41 31,77 32,09 32,09
S0312 ST | 16,51 16,56 16,56 16,54 32,50 32,74 32,81 32,68
S0323 ST | 16,62 16,59 16,50 16,57 33,64 33,81 33,67 33,71
S0120 HYB | 1541 15,57 1543 1547 29,84 30,52 29,85 30,07
S0144 HYB [ 17,22 17,44 17,56 17,41 29,95 29,74 29,42 29,70
S0186 HYB | 1590 15,92 15,85 15,89 33,91 3441 3445 34,26
S0354 HYB | 14,88 15,03 13,73 14,96 40,53 40,20 40,68 40,47
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