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1. UvoD

Obojzivelnici (Amphibia) pfedstavuji unikatni skupinu obratlovcd zahrnujici 6599 znamych
druhl (www.amphibiaweb.org 10.1. 2010). Podle recentnich analyz se sniZuji populace 42% druhu a
32% druhd je ohrozeno, coz potvrzuje i trvaly narist po¢tu vymrelych a ohrozenych druhl (Stuart et
al. 2004, Daszak et al. 2003). V nékterych pfipadech je Ubytek obojzivelnikll vysvétleny
antropogennimi zmé&nami zivotniho prostfedi, u jinych vS8ak neni souvislost s environmentalnimi
faktory zfejma.

Z konkrétnich pfi¢in poklesu populaci obojzivelnik(l Ize uvést napfiklad nic¢eni biotopt (Marsh
and Trenham 2001), introdukce neplvodnich druht (Vredenburg 2004, Kats amd Ferrer 2003),
znecisténi prostfedi a UV zarfeni (Hayes et al. 2002, Blaustein et al. 2003), pfi¢emz zfejmé nejvétsi
hrozbou jsou pro obojzivelniky globalni zmény souvisejici s oteplovanim klimatu (Pounds et al. 1999,
Kiesecker et al. 2001, Carey and Alexander 2003). Ackoliv byl v poslednich dvou dekadéach potvrzen
zasadni vyznam infek&nich onemocnéni na masové ubyvani obojzivelnikd, zejména Chytridiomykdzy
a retrovirdz, vliv jinych parazitarnich onemocnéni na populace obojzivelniki nebyl az na ojedinélé
vyjimky studovén (Daszak et al. 2003, Bosch et al. 2001, Berger et al. 1998, Cunningham et al. 1996).

PredloZena prace se zabyva studiem ekologie protozoarnich krevnich parazitd skokant

skfehotavych (Pelophylax ridibundus) s cilem charakterizovat komunity krevnich protist a zakladnich

ekologickych charakteristik jejich (infra)populaci u obojzivelnikl v brakickém prostfedi.

2. Prehled krevnich protist obojzivelnikii v Evropé

Protozoarni* krevni parazitdzy jsou b&zné u obojzivelnikd ve véech klimatickych pasmech

(Barta 1989, Werner 1993, Chutmongkonkul 2006). Krevni protista obojzivelnik{l jsou v Evropé

zastoupena dvéma skupinami, Apicomplexa (4 spp.) a Euglenozoa (2 spp.) - charakteristika

jednotlivych druht viz nasleduijici kapitoly 2.1.-2.3. a Tabulka 1. Pro Gplnost je v nasledujicim textu

zahrnuta také Cytamoeba bacterifera, intraerytrocytarni bakterie popsana pavodné jako protist.

Tabulka 1. Pfehled krevnich protist znamych u obojzivelnik(i v Evropé.

Druhy

Hostitelé

Rozsireni

Reference

Haemogregarina hortai

Haemogregarina magna

Dactylosoma ranarum

Lankesterella minima

Trypanosoma loricatum

Trypanosoma neveulemaire

Trypanosoma rotatorium

Trypanosoma sp.

Pelophylax esculentus

Pelophylax esculentus

Pelophylax esculentus

Pelophylax esculentus,

Lithobates spp.

Pelophylax esculentus

Pelophylax esculentus
Pelophylax esculentus
temporaria, Bufo bufo,
Lithobates spp.

Pelophylax esculentus

, Rana

Korsika

Italie, Korsika

Ceska republika,
Korsika, Rusko

Ceska republika,
Korsika, Rusko, Kanda

Korsika

Korsika, byvala
Jugoslavie

Ceska republika,
Kanada, Korsika, Litva,
Rusko

Korsika

Barta et al. 1989

Barta et al. 1989, Vojtkova and
Roca 1993

Barta et al. 1989, Pfivora 1948,
Vojtkova and Roca 1993

Barta et al. 1989, Vojtkova and
Roca 1993, Barta and Desser 1984

Barta et al. 1989

Barta et al. 1989, Martin 2002
Barta et al. 1989, Barta and Desser
1984, Zickus 2002, Privora 1948,
Vojtkova and Roca 1993

Barta et al. 1989

! Protozoarni z technického terminu “protist* — jednobuné&ény eukaryoticky organizmus



2.1. Apicomplexa

Skupina Apicomplexa, tvofena zpravidla obligatnimi parazity metazoi, je charakterizovana
pritomnosti tzv. apikalniho komplexu u nékterych vyvojovych stadii. Apikalni komplex je soubor
organel na apikalnim po6lu invaznich pohyblivych stadii, zoitd, ktery je patrny pouze pfi pouziti
transmisni elektronové mikroskopie. Umozniuje prunik a invazi do hostitelské bunky nebo fixaci na jeji
povrch, a také se podili na vystavbé stény parazitoforni vakuoly. Zoiti, maji na svém povrchu pelikulu -
pokryv ze tfi plazmatickych membran: vnéjSi membrany, podlozené dal$imi dvéma membranami —
tvoficich dohromady plochy méchyiek, alveolus. Na tfech mistech jsou kryti pouze plazmatickou
membranou — na pfednim a zadnim pdélu a mikrop6ru. Zoiti vyhledavaji vhodné buriky hostitele, cestu;ji
ve tkanich, a nasledné indukuji invaginaci povrchu cilové buriky. Zoit se zanofi do hostitelské buriky a
vytvori parazitoforni vakuolu. Ackoliv je membrana parazitoforni vakuoly v podstaté vchlipena
membrana invadované buriky, parazit ji zasadnim zpisobem modifikuje viozenim protein(i a denznich
granul, a meéni tak jeji biochemické a antigenni vlastnosti (Paterson 1988, Scholtyseck 1979).

Zivotni cykly apikomplex obecné (ovSem s vyjimkami) sestavaji ze tfi fazi - merogonie
(nepohlavni mnozeni), gamogonie (pohlavni rozmnozovani) a sporogonie (nepohlavni mnozeni v
oocysté). Zivotni cykly apikomplex jsou sloZité a jednotlivé vyvojové faze se mohou uskutechovat
v jednom hostiteli (monoxenni cyklus) nebo ve vice hostitelich (heteroxenni cyklus). Béhem
merogonie dochazi k asexualnimu mnozeni, kdy se mnohojaderny meront déli na jednojaderné
merozoity. Ty infikuji dalSi bunky hostitele a merogonie se pak zpravidla nékolikrat opakuje. Jednotlivé
merogonialni fdze se mohou odehravat v riznych tkanich hostitele a vznikli merozoiti mohou byt
fyziologicky i morfologicky odliSni. Z merozoitt posledni generace vznikaji gametocyty, z nichz se
vyviji pohlavni stadia, mikro- a makro-gamonty. Splynutim mikro- a makrogamet vznika zygota, jez se
obaluje obalem (sténou oocysty) a méni se v oocystu. V ramci sporogonie se cytoplasma uvnitf oocyst
dale déli na dva az nékolik desitek sporoblastl. Sporoblasty si vytvofi obal (sténu sporocysty), stanou
se sporocystami a dalSim mitotickym délenim jejich cytoplasmy vznika rdzny pocet infekénich stadii,
sporozoitu, ktefi opousti oocystu az v travicim traktu nového hostitele.

Co do diverzity, pfedstavuji zfejmé& Apicomplexa jednu z nejvétSich skupin eukaryot, Citajici
kolem 5000 popsanych druht. VSichni pfislusnici skupiny Apicomplexa maiji slozity vyvojovy cyklus a
rdzna vyvojova stadia téhoz druhu byla v minulosti popisovana jako samostatné druhy, nebo dokonce
vy$§i taxony (rody, podrady). Popisy velkého mnozstvi druht se navic datuji k pfelomu 19. a 20.
stoleti a jsou z dnesniho hlediska nedostate¢né. Podle Levine (1988) se Apikomplexa rozdéluji na
skupiny Perkinsasida, Conoidasida a Aconoidasida. Taxony parazitujici v krvi nalezneme u poslednich
dvou skupin, konkrétné v fadech Eucoccidiorida, Piroplasmorida, Haemospororida. Krevni
apikomplexa parazitujici u obojzZivelnik( pak nalezneme v ¢eledich Haemogregarinedae,
Karyolysidae, Dactylosomatidae (vSe Eucoccidiorida) a Lankesterellidae (Eucoccidiorida).

Z Evropskych obojzivelnikd jsou znamy tfi druhy krevnich apikomplex (viz nize).

2.1.1. Rod Haemogregarina Danilewsky, 1885

Celed Haemogregarinidae zahrnuje rody Haemogregarina Danilewsky, 1885; Cyrilia Lainson,

1981 a Desseria Siddall, 1995. Piedpoklada se, Ze rod Haemogregarina je umélym taxonem



zahrnujicim nepfibuzné druhy (Barta 2000). V minulosti se snazili tuto skupinu zrevidovat Barta (1989)
a Siddall (1995). Samotny rod Haemogregarina obsahuje pfes 300 druht z poikilotermnich obratlovca,
pricemz vétSina dostupnych informaci o jednotlivych druzich se omezuje na morfologii gamontu

z krevnich bunék, pozorovanych v krevnich natérech. Absence dat dalSich stadiich Zivotniho cyklu,
spolu s absenci molekularnich analyz jsou divodem nejasnych pfibuzenskych vztah(i v ramci skupiny
a pochybného systematického zafazeni fady druhl (Siddall 1995).

Nejlépe byl experimentalné zdokumentovan zivotni cyklus Haemogregarina balli Paterson et
Desser, 1972 mezi pijavkou Placobdella ornata a Zelvou Chelydra serpentina — viz Obr. 1 (Siddall and
Desser 1990, 1991). Gametogeneze a sporogonie probiha ve stfevnich epitelovych burikach pijavek,
které jsou jejich definitivnimi hostiteli a pfenaseci. Merozoiti ze soséku pijavky infikuji endotelové
bunky Zelvy, v nichZ probéjne pre-erytrocytarni merogonie. Vysledni merozoiti infikuji erytrocyty a
nésleduje nékolik cykld merogonie intraerytrocytarni. Z merozoitd posledni generace pak vznikaji
gamonty, které se pfi sani s krvi dostavaji do pijavky. Nasledna syzygie a dozravani gamet, potazmo
vlastni pohlavni rozmnoZovani, jiz tedy probiha ve stfevé pijavek. Vysledkem je vytvoreni oocyst ve
stfevé pijavky, jez obsahuji osm holych sporozoitl. Sporozoity opousti oocystu a infikuji rizné buriky
pijavky, kde iniciuji merogonii. Teprve merozoity této generace se pak presunuji do sosaku pijavky a

pfi sani infikuji nového mezihostitele (Zelvu). Zivotni cyklus hemogregarin obojzivelnik neni znam.

Obr. 1. Zivotni cyklus Haemogregarina balli (upraveno podle Siddall and Desser 1990, 1991).

a. Merozoit ze soséku pijavky infikuje
nového mezihostitele.

b. Pre-erytrocytarni merogonie v endotelu.
c-i. Merozoity opoustéji endotel a infikuji
erytrocyty, v nichz probiha nékolik cykl
intraerytrocytarni merogonie (e,i).

j-k. Merozoiti posledni generace intra-
erytrocytarni merogonie (j) opét infikuji

erytrocyty, kde se z nich vyvinou gamonti.

I-m. Syzygie a dozravani gamet ve stfevé
pijavky.

n. Oocysta s osmi nahymi sporozoity.
0. Sporozoit opoustéjici oocystu
p. Merogonie

g. Meront migruje do sosaku pijavky aby
se pfi sani dostal do nového mezihostitele

Z Evropy jsou znamy dva druhy rodu Haemogregarina parazitujici u obojzivelnikd.
Haemogregarina magna Labbé, 1899 je misty bézny parazit vodnich skokan( rodu Pelophylax,
doloZeny z Itdlie a Korsiky (Vojtkova and Roca 1993, Barta et al. 1989). Intraerytrocytarni gamonty

H.magna jsou delSi nez hostitelsky erytrocyt 28.6 x 3.7 um (Barta et al. 1989) a jsou proto uvnitf



parazitoforni vakuoly typicky pfelozené, pficemz zabiraji podstatnou ¢ast vnitfniho prostoru bunky.
Infikované erytrocyty maji vyrazné svétlejsi cytoplasmu oproti zdravym, jejich jadro je posunuto na
periferii bunky a cela krvinka byva tvarové zdeformovana. Druhy zastupce, Haemogregarina hortai
Brumpt, 1928 je uvadén rovnéz ze skokanu r. Pelophylax z Korsiky (Barta et al. 1989). Gamonty H.
hortai jsou relativné malé 9.5 x 5.3 um, ovalného tvaru a nevytvafi parazitoforni vakuolu (Barta et al.
1989). Tento druh je nékterymi autory opomijen, takze zatim co napf. v review parazit(i Zab v Evropé
chybi (Vojtkova and Roca 1993), jini autofi jej uvadéji (Barta et al. 1989).

2.1.2. Dactylosoma ranarum (Lankester, 1882) Wenyon, 1926

Zastupci u Celedi Dactylosomatidae Jakowska et Nigrelli, 1955 jsou heteroxenni paraziti
krevnich bunék poikilotermd, jejichZ definitivnim hostitelem a prena$ecem byva pijavka. Celed je sice
kosmopolitné rozsifena, ale jeji zastupci nejsou tak bézna jako hemogregariny (Barta 2000). Patfi sem
rody Dyctylosoma Labbé, 1894 a Babesiosoma Jakowska and Nigrelli, 1956. Oba rody se vyskytuji u
obojzivelnik a v Evropé se vyskytuje pouze Dactylosoma ranarum (Obr. 2) s typicky véjitovitymi
meronty (4-8 um) s chromatinem rozmisténym na okraji buriky. Merozoiti byvaji protahli, srpkoviti.
Gamonti jsou podobni zoitim 6-8 x 2.5-3.5 um (Barta et al. 1989). Intraerytrocytarni stadia se vyvijeji
uvnitf parazitoforni vakuoly a nedeformuji hostitelské krvinky, jak je to obvyklé u hemogregarin.

U rodu Dactylosoma se pfi prvni merogonii v erytrocytech vytvari Sest az Sestnact merozoitl
za soucasného exogeniho puéeni z kaZzdého merontu. Merozoiti byvaji ¢asto uspofadani pouze na
jedné strané dozravajiciho merontu. Pfi druhé merogonii se obvykle zvysi na Sest menSich merozoitd,
které jsou predurCeny stat se v erytrocytech gamonty. Nasledné se v pijavce v oocysté tvofi tficet a
vice sporozoitl za exogenniho puceni pfimo v cytoplazmé stfevnich epitelnich bunék. Oocysty netvori
sténu. Definitivnim hostitelem jsou pijavky ¢eledi Glossiphoniidae a jako mezihostitelé jsou znami

obojzivelnici, ryby (Barta 2000).

Obr. 2. Dactylosoma ranarum ze skokana zeleného, Pelophylax kl. esculentus; ; a-d. krevni roztér
byrveny giemsou, a — primarni meront, b — sekundarni meront, ¢ — zakrouceny gamont, d — gamont
vné krvinky — jednotné méfitko = 10 ym. e - dospély intraerytrocytarni sekundarni meront, snimek
z trensmisni elektronové mikroskopie — méfitko = 0.5 ym (upraveno podle Barta 2000).




2.1.3. Lankesterella minima Chaussat, 1850) Ndller, 1912

Do celedi Lankesterellidae patfi rody Lankesterella Labbé, 1899 a Schellackia Reichenow,
1919. Definitivnimi hostiteli jsou obojzivelnici, u rodu Schellcjkia i plazi. Pfenasedi jsou pijavky
(Lanketserella) a krev sajici ¢lenovci (Schellackia). Z evropskych obojzivelnik(i je znam pouze druh
Lankesterella minima. Merogonie, gametogonie a sporogonie probiha v endotelovych burikach
krevnich kapilar skokand rodu Pelophylax (Obr. 3. b-e). V oocysté (Obr. 3. e) vznika nékolik desitek
nahych sporozoitd, které po dozrani infikuji ¢ervené krvinky hostitele (Obr. 3. f), kde v dormantnim
stavu €ekaji na pozieni pijavkou. Infikované erytrocyty nejsou vyrazné deformovany, ani “odbarveny*
(Obr. 4), jak tomu byva u erytrocytl infikovanych gamonty Hemogregarina spp. (viz vysledky)
Sporozoity jsou spolu s krvi naséaty pijavkou Hemiclepsis marginata (Obr. 3. g), v jejichz slinnych
Zlazach dospivaji a stavaji se infek&nimi. Dospéli sporozoiti pak pfi sani krve opoustéji pijavku a

dostavaji se se slinami do nového definitivniho hostitele, skokana.

Obr. 3. Zivotni cyklus Lankesterella minima, Obr. 4. Sporozoity L. minima v erytrocytech

pfevzato z Upton (2000). skokana Pelophylax ridibundus z lokality Sfintu
Gheorghe v delté Dunaje. Krevni natér barveny
giemsou, méfitko = 25 ym. © Miloslav Jirk(

2.2.Euglenozoa

Zastupci skupiny Euglenozoa maiji v plvodnim stavu dva bi¢iky, z nichz jeden (zpétny bi¢ik) je
nékdy extrémné zkracen, nebo z néj zbyva pouze bazalni télisko. Z parazitologického hlediska
kinetoplast (Usek mitochondrie, ve kterém je nahromadéno velké mnozstvi DNA). Kinetoplast se

nachazi v blizkosti bazalniho téliska. Specifickou organelou skupiny Kinetoplastea jsou glykosomy



(obsahuji glykolytické enzymy). Kinotoplastea se déli na dva Fady, Bodonina a Trypanosomatina. Rad
Trypanosomatida je tvofen vyhradné parazitickymi taxony. Vyskytuji se v hmyzu, obratlovcich a
rostlindch a zahrnuji formy s jednim bi¢ikem, ktery u nékterych forem tvofi undulujici membranu.

Z druhého biciku je zachovano jen bazalni télisko. Rozlisuji se ¢tyfi morfologicka stadia
trypanosomatid: amastigot — kulata forma, bi¢ik nevycniva z flagelarni kapsy na vrcholu okrouhlého
télesa, promastigot — Stihla burika s bi€ikem na pfednim konci téla a kinetoplastitem pfed jadrem,
epimastigot — &tihla burika, zaklad biciku vybiha z kratké periflagelarni kapsy ze strany a tvofi malou
undulujici membranu na pfednim konci té€la, kinetoplast a bazalni téliska jsou pfed nebo vedle jadra,
trypomatigot — podlouhla burika, kinetoplast a bazalni téliska jsou za jadrem, bicik vybiha z kratké
perflagelarni kapsy na strané téla a tvofi dlouhou undulujici membranu. Distalni konec bi¢iku muze,
ale nemusi byt volny. Podle vyvoje v pfenaseci a zplsobu prenosu Ize trypanosomy rozdélit na tfi
velké skupiny: sterkordlni, salivarni a trypanosomy ryb a obojzivelnikd (Wolf et al. 2007). V pfenaseci
dochazi nejen k mnozeni, ale i k diferenciaci parazita (nékdy vicestupriové) ve stadia schopna nakazit
novéeho hostitele (metacyklicka stadia - napfiklad metacykliCti trypomastigoti).

Rod Trypanosoma Gruby, 1943 se sklad4 z velké skupiny vyhradné flagelatnich krevnich
parazit(l, ktefi se vyskytuji u vSech tfid obratlovcu a jsou témér vzdy prenaseni krev sajicimi
bezobratlymi (Hoare 1972). Ptaci a savci jsou infikovani ¢lenovci a poikilotermni obratlovci jsou
infikovani pijavkami, ale existuje i pfenos kontaminativni. Podle studie Martin et al. (2002) a Desser
(2001) muze jeden druh vytvaret morfologicky velmi odliSné formy, coz komplikuje morfologickou
determinaci jednotlivych taxonu a je proto pravdépodobné, ze na morfologii zaloZené literarni Gdaje o
diverzné, Zivotnich cyklech a hostitelské specificité trypanosom obsahuji velké mnozstvi chyb.

Z obojzivelnikl celého svéta je popsana fada druht rodu Trypanosoma, pfi¢emz z Evropy
jsou uvadény ¢tyfi druhy (Tabulka 1). Sou¢asné studie naznaduji velkou diverzitu trypanozom u
bezocasych obojzivelnik(l a pfedpokladaji se sesterské pfibuzenské vztahy trypanosom skokan(
Starého a Nového svéta (Barta et al. 1989, Martin et al. 2002).

2.3. Aegyptianella bacterifera (Labbé, 1894)

Intraerytrocytarni inkluze obsahuijici silné se barvici podlouhlé téliska poprvé pozoroval Labbé
(1894). Nalez povazoval za intraerytrocytarniho prvoka a popsal jako Cytamoeba bacterifera.
podlouhla téliska nasledné popsal Laveran (1899) jako Bacillus krusei a Hegner (1921) je posléze
oznadil za hyperparazita C. bacterifera. V nasledujicich letech fada autoru zjistila podobné organismy
u obojzivelnikd v Evropé, Asii a severni a jizni Americe (Barta et al. 1989). Druh ktery v mezi¢ase
popsal Franca (1910) jako Toddia bufonis povaZzoval Lahmann (1961) rovnéz za C. bacterifera. Barta
a Desser (1984) pozorovali organismus velmi podobny C. bacterifera v krvinkach nearktickych
skokan( rodu Lithobates. Nasledna ultrastrukturalni analyza prokazala, Ze se ve skutecnosti nejedn&a
o prvoka, nybrz o inkluze obsahujici bakterie ze skupiny Rickettsiales (Desser 1987). Objevena
ricketsie byla v téze praci pojmenovana Aegyptianella ranarum Desser, 1987. V roce 1989 objevili
Barta et al. C. bacterifera u skokana zeleného P. kl. esculentus z Korsiky a na zakladé nepublikované

ultrastrukturali analyzy urcili v ni obsazena podlouhla téliska rovnéz jako ricketsii a upravili proto
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nazev organismu na Aegyptianella bacterifera. Taxon C. bacterifera je dosud ob¢as mylné zmifiovan,
napf. Adl et al. (2005) jej uvadéji jako prvoka nejasného systematického zafazeni v rdmci eukaryot.

Obr. 5. Riketsie Aegyptiella bacterifera v erytrocytech skokana zeleného, Pelophylax kl. esculentus
z Korsiky, a — nedospélé inkluze obsahujici malé mnozstvi ricketsii, b — dospélé inkluze obsahujici

mnoho ricketsii. Krevni natér barveny giemsou, méfitko = 10 um (upraveno podle Barta et al. 1989)

2.4. Skokan skiehotavy, Pelophylax ridibundus (Pallas, 1771)

Tento druh patfi mezi nejvétsi evropské skokany. Télo je robustni, hlava je Siroka a pfi
pohledu shora vpfedu zaokrouhlena. Maximalni délka téla je 170 mm a hmotnost maximalné 300 g.
Skokan skiehotavy je vyrazné vazan na pomalu tekouci a stojaté vody. V jizni a jihovychodni ¢asti
arealu je bézné rozsifen v brakickych jezerech pfi pobfezi mofe. Areal skokana skifehotavého zabira
témér celou Evropu, Malou a stfedni Asii, a severozapadni Afriku.

Zivot travi ve vodé nebo jejim bezprostfednim okoli, kde také lovi. V letnim obdobi je
potravy jsou bezobratli a drobni obratlovci (obojzivelnici a jejich larvy, ryby, mali plazi, ptaci a savci).

Skokani zimuji na sousi i ve vodé. K pafeni dochazi kolem mésice az dvou po ukon&eni
zimniho spénku, tj. pfevazné v kvétnu a Cervnu. K vybéru paru dochazi na shromazdistich, kde samci
volaji sami¢ky velmi vyraznym hlasem pomoci rezonatort (Zwach 2009). U nedospélych jedincu je
mozné rozliSit pohlavi pouze pitvou (Baru$ et al 1992). Obé pohlavi se liSi velikosti t€la. Dospélé

samice jsou zfetelné vétSi nez samci.
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3. CILE PRACE

1) Determinace a zakladni morfologicka charakteristika studovanych protist pomoci technik

svételné mikroskopie
2) Charakteristika komunit krevnich parazitQ

3) Charakteristika populaci krevnich parazitd pomoci zakladnich ukazatel(: parazitémie,

temporalni zmény prevalence, vliv BMI a pohlavi hostitele

4. MATERIAL A METODIKA

4.1. Lokalita odbéru materialu

Odchyt skokan( jsem provadeél na cca 500 m Useku biehu brakického jezere pfi pobfezi
Cerného mofe v Rumunsku v oblasti Histria (44°32'58.54"N, 28°46'32.34"E). Jedn4 se o soustavu
jezer s brakickou vodou pfiléhajici k delté Dunaje. Jezera jsou meélka, a bfehy pokryté rakosem a
orobincem. V okolni krajiné se vyskytuji pfevazné pastviny. Je to areal antickych ruin, které skytaji

velké mnozstvi Ukrytd pro Zivocichy (napf. Natrix natrix, Natrix tesselat, Lacreta agilis a dalSi).

Obr. 5. Umisténi studijni lokality vUci delté Dunaje (vlevo) a detail lokality samotné (vpravo) — Sipka na

pravém obrazku ukazuje do stfedu cca 500 m Useku pobfezi, kde probihaly odchyty.
_.". ‘-_ \ % 3 ; :._ g g : . . ..f" o . :;V

gl

Histria
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4.2. Metody ziskani, zpracovani a vyhodnoceni vysledkt
4.3.1. Odchyt skokanti skiehotavych Pelophylax ridibundus

VSechny vzorky byly odebrany v roce 2007. Prvni odbér byl proveden na jafe na prelomu
dubna a kvétna v terminu 26.4.-2.5. 2007. Jedinci byli odchytavani ve dne do ruky nebo do
podbéraku. Odchycené jedince jsem umistil do plastového kbeliku s malym mnozstvim vody na dné.
Poté byli pfeneseni k vyzkumné stanici. Po zméfeni “snout-vent length* (SVL), zvazeni (g), ur€eni
pohlavi, a odebrani vzorkl krve bylo nahodné vybrano Sest jedincu, které jsem pfivezl z Rumunska do
laboratore v Ceské republice. Zbylé odchycené jedince jsem vypustil na pavodni lokalité. Tabulka
shrnujici veSkera terénni data viz Pfiloha.

Druhy letni odbér probihal v ¢ervenci, 7.7-18.7.2007, oproti jarnimu hlavné v noci s pouzitim
svitilny. Odchyceni jedinci byli pfes noc vlozeni do mokrého pytle, a po odbéru vzorkl vypusténi na

pavodni lokalité. Vybrani jedinci z posledniho dne odchytu byli pfevezeni z Rumunska do CR.

Tabulka 2. Poéty vySetfovanych jedincli. Symboly: Juv — juvenil; Ad — adult; & - samec; Q - samice.

Sezona J A 3 Q Total
Jaro 13 17 7 10 30
Léto 4 82 10 72 86

Tabulka 3. Velikostni rozpéti — SVL (mm) a hmotnosti (g) jednotlivych vékovych kategorii. Symboly:
Juv — juvenil; Ad — adult; & - samec; @ - samice.

Sezona J A 3 Q Pooled
31-54 mm 46-76 mm 46-66 mm 57-76 mm 31-76 mm

Jaro 7-40 g 30-96 g 3041 g 45-96 g 7-96 g
47-51 mm 55-111 mm 60-74 mm 55-111 mm 47-111 mm

Léto 11-24 g 18-129 g 28-38 g 18-129 g 11-129 g

4.3.2. Klasifikace vySetrenych zvirat pro statistické analyzy

Pro zafazeni do kategorii podle véku bylo pouzito studie Yilmaz et al. (2005). Minimalni
velikost pro samice je 55 mm a dospivaji ve dvou letech. Pro samce je minimalini velikost 46 mm a
dospivaji ve dvou letech. Pohlavi bylo ur¢ovano podle Barus (1992). Samci maji na spodni strané
palcu prednich koncetin pafici hrboly, které se v obdobi pareni zvétsuji a Cernaji. Zvukové rezonatory
se vytvareji pfi velikosti samcl 58 mm a pafici se mozoly u samcu délky téla 66 mm a vice uz nejsou

patrné.

4.3.3. Ziskani a archivace krevnich natérua

Pro ziskani vzork( jsem pouzil techniku ustfihnuti posledniho ¢lanku prstu. Z ustfihnutého
prstu jsem krev pfimo kapnul na podlozni skli¢ko, rozetfel pomoci kryciho skli¢ka a nechal ve stinu
zaschnout. Suché krevni roztéry byly fixovany 100% metanolem a nasledné ponechany ve stinu k
zaschnuti. Vzorky z jara byly obarveny (pfiblizné po jednom tydnu) v laboratofi v CR. K barveni vzork
jsem pouzil 7% geimsu, kterou jsem ponechal asi 20 min barvit. Poté byl vzorek vyndan a oplachnut

destilovanou vodou. Letni vzorky byly barveny 15 min p¥imo v terénu 7%. Sest skokan( pfivezenych
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z Rumunska bylo umisténo do akvateraria v pokojové teplté pro pozdéjsi odbéry krve. Odbér krevnich
vzorkU ze skokant v laboratofi jsem provedl 8.6.2007 stejnym zplisobem jako u skokant v pfirodé.
Veskeré krevni natéry pouzité v této studii byly po jejim ukonceni zafazeny do Shirky Parazitickych
Protist Parazitologického Ustavu Akademie Véd Ceské Republiky v Ceskych Budéjovicich pod

katalogovymi.

4.3.4. Laboratorni vySetfeni krevnich natérii a vypocet parazitémie

Obarvené krevni natéry byly prohlizeny za pouziti svételného mikroskopu. Fotodokumentace
byla pofizena Skolitelem v ramci pilotni studie v r. 2006 na svételném mikroskopu Olympus AX 70
vybaveném digitalni kamerou.

Z krevnich natéru skokant jsem v prvni fadé zjistoval, jaka je skladba ifrakomunity krevnich
protist vySetfeného zvifete. Poslednim krokem zpracovani krevnich natérd bylo zjisténi prevalence, tj.
proporce infikovanych jedincl ve vySetfeném souboru, parazitémie (intensita), tj. proporce
napadenych erytrocytu (Margolls et al. 1982). Jako volni gamonti byli klasifikévani i ti, ktefi byli

zachyceni pfi vylézani z erytrocytu.

4.4. Statistické vyhodnoceni, vypocet prevalence a parazitémie

Testovani hypotéz vztahu prevalence mezi ro¢nim obdobim a kategoriemi vé&ku. Déle byla
testovana parazitémie a jeji interakce mezi roénim obdobim a kategoriemi véku, mezi roénim obdobim
a pohlavim, mezi velikosti a hmotnosti.

K otestovani vlivu sezény a stafi na pfitomnost parazitli ve skokanech jsem pouzil Factorial
ANOVA v ramci zobecnéného linearniho modelu (GLM). Parazitémii jsem otestoval zavislosti vlivu
sezény a stafi na pritomnost parazit( ve skokanech Factorial ANOVA v ramci zobecnéného
linearniho modelu (GLM). U otestovani vlivu velikosti a hmotnosti na parazitemii ve skokanech jsem
pouzil Simple regression v ramci zobecnéného linearniho modelu (GLM). Srovnani graft zavislosti
velikosti na parazitémii na jare a v l1été jsem pouzil graf Scatterplots 2D.Data parazitémie byly

transformovany Arcsinovou transformaci, z ddvodd urovnani dat.
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5. VYSLEDKY

5.1. Vysledky vySetfeni krevnich natéra — diverzita krevnich protist a jejich prevalence
Ze 116 vySetfenych skokan( P. ridibundus bylo 100% infikovano krevnimi parazity. Celkem

byly v krvi P. ridibundus z Histrie zjiStény tfi druhy krevnich protist a jeden druh bakterie.

5.1.1. Euglenoza

U dvou skokant (1.7%) ze 116 vySetfenych byla nalezena krevni stadia euglenozoi (Obr. 6)
s délkou buriky pfiblizné 100 um (bez volnych bi¢ikd) a Sifkou 8-12 p. V jednom pfipadé byl v natéru
jeden, v druhém pét jedincu. Cytoplasma byla vesmés velmi syté zabarvena giemsou, coZ znemoznilo
pozorovani vnitfnich struktur. Buriky mély protahly vietenovity tvar s napadné protazenymi poly jez se
smérem ke konci pozvolna zuzovaly a oba plynule pfechazely v jeden relativné kratky volny bicik.
Bic¢iky z opac¢nych poll buriky se jevily podobné dlouhé — asi 1/6 délky buriky. Undulujici membrana
probihala podél celé délky buriky. Vzhledem k malému poctu nakazZenych jedinct (jeden skokan na
jafe a jeden v lété) nebyly tyto organismy zahrnuty do nasledujicich statistickych analyz.

Celkovy tvar bunék a pfitomnost dvou heterodynamickych bi¢ik( naznacuje pfisluSnost
k celedi Bodonidae, konkrétné rodu Trypanoplasma Laveran et Mesnil, 1901.

Obr. 6. Euglenozoa z krevni plasmy P. ridibundus z lokality Histria ve spole€nosti erytrocytl (a,b) a
intraerytrocytarniho (c), resp. volného (d) gamonta Haemogregarina magna; méfitko = 20 ym; krevni
natéry barvené giemsou, vSe ve stejném méritku.
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5.1.2. Apicomplexa

Pomoci svételné mikroskopie byl zjistén Casty vyskyt dvou druh( intraerytrocytarnich
apikomplex Haemogregarina hortai a Haemogregarina magna. Erytrocyty napadené H.hortai i H.
magna meély jadro posunuté mimo centralni ¢ast buriky a byvaly ¢asto zdeformované a
mivaly cytoplasmou zabarvenou svétleji nez erytrocyty zdravé.

Gamonty prvniho druhu, H.hortai (Obr. 7) byly nachazeny v cytoplasmé erytrocytd. Gamonty
mely Siroce elipticky tvar s primérnou délkou 9 pm a §itkou 4 um. Jadro dlouhé 5 um a Siroké 4 pm
bylo vétsinou lokalizovano ve stfedni ¢asti buriky. A¢ na prvni pohled morfologicky uniformni,
vykazovaly gamonty H. hortai pfi detailn&jsi prohlidce urcitou variabilitu. Nejvétsi variabilita se dala

vysledovat ve tvaru gamont(l a organizace chromatinu v jadfe. Nejbéznéjsi forma méla Siroce elipticky

az mirné rohlickovity tvar buriky a kondenzované jadro lezici ve stfedni ¢asti buriky (Obr. 7 a-e).

Obr. 7. Gamonty Haemogregarina hortai. a — gamont bez refraktilnich télisek (RB), b — gamont s RB
(Sipka), ¢ — dva gamonti mimo bunku — Sipka ukazuje na zahyb bunky, d-e — erytrocyty hostici po dvou

gamontech, f-h — gamonti s jadrem s nerovnomérné rozlozenym chromatinem; krevni natéry barvené

giemsou, a-e stejné méfitko, méfitko = 10 um.
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VétSina téchto gamontl navic méla jedno az tfi vyrazna refraktilni téliska o prdméru kolem 1 um u
jednoho nebo obou poll buriky (Obr. 7 b,d,e). Gamonty druhého typu (Obr. 7 f-g) byly tvarovée
nepravidelné a jejich jadro se jevilo jakoby rozdélené na dvé ¢asti tvofené shluky chromatinu, z nichz
kazda byla nahlou¢ena v husté vrstvé podél protilehlych stén buriky. Mezi témito dvéma shluky
chromatinu se obvykle nachazela zéna, kde koncentrace chromatinu byla vyrazné fidsi (Obr. 7).

V jednom erytrocytu se vétSinou nachazel jeden, nebo dva, velmi vyjimecné tfi gamonti. Sporadicky
(zfejmé §lo o artefakt) byly pozorovany gamonty mimo erytrocyty — na nich bylo mozné pozorovat
zahyb bunky (Obr. 7 c), naznadujici, Ze zdanlivé kompaktni gamonti H. hortai jsou pfehnuti, byt diky
svym proporcim ne tak vyrazné jako H. magna.

Druha pozorovanad hemogregarina byla H.magna (Obr. 8 a 9) s charakteristickymi velkymi,
typicky sto€enymi (pfehnutymi) intraerytrocytarnimi gamonty ulozenymi v ¢asto velmi vyrazné
parazitoforni vakuole. Primérna velikost parazitoforni vakuoly vypinéné gamontem byla 16.5 x 9.5
pm. V krevnich natérech z |éta byli pozorovani volni gamonti v krevni plazmé 22 x 2.5 um. Gamonti
byli navic pomérné ¢asto pozorovani pfi opousténi erytrocytd. Vnitini morfologie intra- a extra-
erytrocytarnich gamontu byla identicka — velké jadro v ~ 4/10 délky gamonta a nékolik jemnych granul
koncentrovanych zejména v posteriorni ¢asti gamonta. Extraerytrocytarni gamonti nebyli zapog¢itani do
vypoctu parazitémie, nebot nebylo mozné je vztahnout na objem krve.

Kromé typickych intra- a extra-erytrocytarnich gamontu byla zjisténa téz velka ovalna
intraerytrocytarni stadia, ktera by mohla pfedstavovat nedospélé gamonty v procesu diferenciace
(Obr. 9 a,b).

Obr. 8. Obecné aspekty infekce Heamogregarina magna, a — infikovany erytrocyt v nativnim
preparatu, b — intraerytrocytarni gamonty dobfe viditelné i pfi malém zvétSeni, ¢ — obvykle erytrocyty
obsahuji jeden gamont, vyjimecné (d) dva (Sipky); na obrazcich a,c je dobfe patrna parazitoforni
vakuola; a,c,d — krevni natéry barvené giemsou, stejné méfitko, rqr;éh’tko =20 um.

L lete @ «**
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Obr. 9. Pfedpokladany vyvoj gamontll Heamogregarina magna, a (Sipka) — predpokladany nedospély
gamont ovalného tvaru, b — nedospély gamont mirné prodlouzeny — jiz je patrny jeho zahnuty konec
(vlevo), ¢ — dospély gamont, d-e — gamonti vylézajici z erytrocytu — Sipka oznacuje zhroucenou
parazitoforni vakuolu, f — volny extraerytrocytarni gamont. Krevni natéry barvené giemsou, vSe ve
stejném méFitku, méfitko = 9 um.

bt

5.1.3. Aegyptianella bacterifera
U jednoho z vySetfenych skokanl byl zaznamenan vyskyt cytoplasmatickych
intraerytrocytarnich inkluzi obsahujicich ty¢inkovita, giemsou silné obarvena téliska (Obr.10).

Pravdépodobné se jedna o ricketsii A. bacterifera.

Obr. 10. Erytrocyt obsahujici
ovalnou inkluzi (Sipka) s rickettsiemi
Aegyptianella bacterifera, jez jsou
v cysté poskladany jakoby ve dvou
vzajemné prekFizenych vrstvach.
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5.2. Prevalence

Prevalence H.hortai a H.magna se u skokan li§i jak mezi vékovymi skupinami (Tabulky 4 a

5), tak v zavislosti na ro¢nim obdobi (Tabulka 6.). V letnim obdobi prevalence H.hortai u obou

vékovych kategorii poklesla, zatim co prevalence H.magna vzrostla u adultt a poklesla u juvenild

(Graf 1.).

Tabulka 4. Prevalence na jafe. Symboly: Juv — juvenil; Ad — adult; 3 - samec; 9 - samice.

Jaro 2007 Juv Ad 3 Q Total
Jedinci 14 16 6 10 30
) . H.hortai 11 6 2 4 17
Infikovani
H.magna 11 12 4 8 23
H.hortai 79% 37% 33% 40% 57%
Prevalence
H.magna 79% 75% 66% 80% 7%
Tabulka 5. Prevalence v [été. Symboly: Juv — juvenil; Ad — adult; & - samec; @ - samice.
Léto 2007 Juv Ad ) Q Total
Jedinci 4 82 10 72 86
Infikovani H.hortai 0 16 5 11 17
H.magna 2 71 10 61 23
Prevalence H.hortai 0% 20% 50% 15% 57%
H.magna 50% 87% 100% 84,72% 77%
Zména prevalence u H.hortai a H.magna
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Graf 1. Zména prevalence H. hortai a H. magna v zavislosti na vék. kategorii hostitele a ro€. obdobi.
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Tabulka 4. Zména prevalence H. hortai a H. magna v zavislosti na vékové kategorii hostitele a rocnim

obdobi. Symboly: * - Signifikantni, H.h — Haemogregarina hortai, H.m — Haemogregarina magna.

SS DF MS F p Sign

Nulovy model 22,009 1,000 22,009 136,596 10*10°
H.maH.h 3,104 1,000 3,104 19,263 10*10° *
Obdobi 1,502 1,000 1,502 9,324 0,003 *
Vékové kategorie 0,124 1,000 0,124 0,768 0,382

H.m a H.h*Obdobi 0,701 1,000 0,701 4,354 0,038 *
H.m a H.h*Vékové kategorie 0,024 1,000 0,024 0,150 0,698
Obdobi*Vékové kategorie 0,799 1,000 0,799 4,956 0,027 *
H.m a H.h*season*age 0,286 1,000 0,286 1,775 0,184

Error 36,091 224,000 0,161

5.3. Parazitémie

Tabulka 5. Parazitémie H. hortai na jafe v %: Ad — Adult; & - samec; ¢ - samice.

Tabulka 6. parazitémie H. magna na jare v %: Ad — Adult; & - samec; ¢ - samice

Tabulka 7. Parazitémie H. hortai v [ét& v %: Ad — Adult; & - samec; @ - samice

Tabulka 8. parazitémie H. magna v 1été v %: Ad — Adult; &' - samec; ¢ - samice

H.hortai rozmezi P
T 0.02% | 17.26%
J 0.02% | 17.26%
TA 0.02% 2.42%
A 3 0.13% 2.42%
Q 0.02% 0.09%
H.magna rozmezi P
T 0.09% 8.74%
J 0.13% 3.69%
TA 0.09% 8.74%
A 3 0.25% 2.28%
Q 0.09% 8.74%
H.hortai rozmezi P
T 0.02% 2.21%
J 0% 0%
TA 0.02% 2.21%
A 4 0.02% 2.21%
Q 0.02% 0.47%
H.magna rozmezi P
T 0.02% | 11.92%
J 0.11% 0.9%
TA 0.02% | 11.92%
A 3 0.02% | 11.92%
Q 0.02% | 11.63%
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Tabulka 9. Zavislost parazitémie na SVL H.magna.

SS DF MS F P Sign
Nulovy model 0,042 1 0,042 5,082 0,026
SVL 0,003 1 0,003 0,346 0,558
Error 0,941 114 0,008
Tabulka 10. Zavislost parazitémie na SVL H. hortai. Symboly: * - signifikantni.
SS DF MS F P Sign
Nulovy model 0,029 1 0,029 13,071 | 0,0004
SVL 0,018 1 0,018 8,172 0,005 *
Error 0,255 114 0,002
Tabulka 11. Zavislost parazitémie na hmotnosti u H. magna.
SS DF MS F P Sign
NU|0V)'/ model 0,363 1 0,363 44,040 10*10’6
Hmotnost 0,003 1 0,003 0,406 0,525
Error 0,941 114 0,008
Tabulka 12. Zavislost parazitémie na hmotnosti u H. hortai.
SS DF MS F P Sign
Nulovy model 0,016 1 0,016 6,915 0,010
Hmotnost 0,003 1 0,003 1,058 0,306
Error 0,271 114 0,002
Scatterplot of SVL against Intensita; categorized by Season
Statistika 31v*250c
Season: 1 SVL = 5,6013-3,0435*x
Season: 2 SVL = 7,2912-0,676*x
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Graf 2. Zavislost velikosti v cm (SVL) na parazitémii na jafe (sezona 1) a v lété (sezona 2).
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Graf 3. Zména parazitémie H. magna a H. hortai v zavislosti na ro€nim obdobi a vékové kategorii

hostitele.
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Tabulka 13. Zména parazitémi u H.magna a H.hortai v zavislosti na ro€ni obdobi a vékové kategorie.

Symboly: * - Signifikantni, H.h — Haemogregarina hortai, H.m — Haemogregarina magna.

SS DF MS F p Sign

Nulovy model 0,2048 1 0,2048 | 41,3736 | 0,0000
H.maH.h 0,0810 1 0,0810 | 16,3584 | 0,0001 *
Obdobi 0,0078 1 0,0078 | 1,5772 | 0,2105

Vékové kategorie 0,0070 1 0,0070 | 1,4134 | 0,2358

H.m a H.h*Obdobi 0,0013 1 0,0013 | 0,2692 | 0,6044

H.m a H.h*Vékové kategorie | 0,0001 1 0,0001 | 0,0205 | 0,8863
Obdobi*Vékové kategorie 0,0191 1 0,0191 | 3,8516 | 0,0509

H.m a H.h*season*age 0,0356 1 0,0356 | 7,1912 | 0,0079 *
Error 1,1086 224 0,0049
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Graf 4. Zména parazitémie H. hortai a H. magna v zavislosti na pohlavi hostitele a roénim obdobi.
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Tabulka 14. Zména parazitémie u pohlavi H.hortai a H.magna béhem obdobi. Symboly: * -
Signifikantni.
SS DF MS F p Sign
Nulovy model 0,362 1 0,362 80,125 0,000
Pohlavi 0,008 1 0,008 1,731 0,190
Obdobi 0,024 1 0,024 5,256 0,023 *
H.haH.m 0,166 1 0,166 36,773 10*10°
Pohlavi*Obdobi 0,010 1 0,010 2,259 0,134
Pohlavi*H. h a H.m 0,001 1 0,001 0,270 0,604
Obdobi*H. h aH. m 0,023 1 0,023 5,067 0,026 *
Pohlavi*Obdobi*H. ha H. m 0,007 1 0,007 1,536 0,217
Error 0,858 190 0,005
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Zména parazitémi u H.hortai a H.magna béhem obdobi
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Graf 5. Zména parazitémie béhem obdobi u H.hortai a H.magna.
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Tabulka 15. Zména parazitémie béhem obdobi u H.hortai a H.magna. Symboly: * - Signifikantni.

SS DF MS F p Sign
Nulovy model 0,672 1,000 0,672 130,966 10*10°
H.maH.h 0,259 1,000 0,259 50,532 10*10°® *
Obdobi 0,001 1,000 0,001 0,166 0,684
H.m a H.h*Obdobi 0,047 1,000 0,047 9,115 0,003 *
Error 1,170 228,000 0,005

5.4. Laboratorni vySetreni krevnich natérii a vypocet parazitémie

Laboratorni odbér byl proveden 8.6.2007 v Ceskych Budé&jovicich. Ve vzorcich byli nalezeni

intra- a extra-erytrocytarni gamonti H. magna.

Podle statistického vyhodnoceni parazitémie nezavisi na dobé odbéru, tj. odbér na jare, v lété

a v laboratofi (Tabulka 16.).

Tabulka 16. Zména intensity parazitémie b&éhem jara, Iéta a laboratorniho odbé&ru. Symboly: * -

Signifikantni.
SS DF MS F P Sign
Nulovy model 0.572 1 0.572 63.941 | 10*10°
Obdobi odbéru 0.019 2 0.010 1.075 0.345
Error 1.047 117 0.009
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6. DISKUSE

NaSe vysledky ukazaly ve sledované populaci na vzacny vyskyt krevnich euglenozoi. Vizualné
a rozmér je neodliSitelna od Trypanosoma neveulemairei, jak ji popisuje Barta et al. (1989) ze skokan(
zelenych z Korsiky. Vzhledem k tomu, Ze jak zjisténa euglenozoa z Histrie, tak organismy zobrazené
Bartou et al. (1989) maji volny bi¢ik na obou pdlech, je pravdépodobné, Ze se v obou pfipadech jedna
o dosud nerozliSeny druh rodu Trypanoplasma. Zastupci tohot rodu parazituji v krvi ryb a byl prokazan
téz sporadicky vyskyt u ocasatych obojzivelnikd (Barta 2000). Jejich omezeny vyskyt na sledované
lokalité by mohl byt zplsoben nizkou abundanci skokanu, nebo definitivniho hostitele (vektora),
zfejmeé pijavky. V pFipadé, ze by vektorem byla pijavka, jak se u trypanoplasm obecné predpoklada,
dalo by se ocekavat, ze podobnou prevalenci budou vykazovat i jini pijavkami pfenaseni parazité. To
je v rozporu se zji§ténou vysokou prevalenci Haemogregarina spp. v Histrii. Zde je v§ak dllezité
zminit, Ze pijavka jako definitivni hostitel a vektor se sice u hemogregarin obojzivelnikl obecné
predpoklada, ale pravdou zUstava, Zze vyvojovy cyklus Zadné Haemogregarina spp. z obojzivelniku
dosud nebyl objasnén. Kromé distribuce hostiteld maze byt vyskyt ovlivnén vlastnimi zivotnimi cykly
parazita b&hem sezo6n a dne, kdy se trypanosomy v zimnich mésicich stahnou do cévniho fecisté
vnitfnich organ( a az v teplejSim obdobi se rozsifi také do perifernich cév. Podobny priibéh Ize napf.

u trypanosom mozno sledovat také béhem dne a noci. Tyto cykly trypanosom jsou zfejmé spojeny
s aktivitou pfenasecu. K vylou€eni moznosti ze nami zjisténé nizké prevalence nejsou artefakt
zpusobeny nevhodnou dobou odbérl by vSak bylo zapotfebi provést paralelné denni i no¢ni odbéry.

V této souvislosti je zajimava absence dalSiho krevniho parazita pravdépodobné bézného ve
vlastni sladkovodni delté Dunaje. Je jim Lankesterella minima znama z pilotni studie z okoli Sfintu
Gheorghe 44°53'45"N, 29°35'47"E (Jirk(l et al. unpubl. data). Zejména ve svétle skutecnosti, Ze jeho
intraerytrocytarni stadia (soprozoity) nemaji moznost ovliviiovat svou lokalizaci v ramci téla
obratlov€iho hostitele a odbéry byly provadény v dobé piedpokladaného nejcastéjSiho vyskytu
sporozoitu v krvi zab, Ize usoudit na skuteénou absenci L. minima na lokalité Histria.

Jako signifikantni se dle naSich vysledk{ jevi zavislost prevalence hemogregarin na sezéné
(jaro/léto) a véku (dospély/nedospély) skokant (Tab. 4). Zavislost na véku vSak muaze byt u juvenild
nahodné zkreslena malym poétem v Iété vySetfenych jedinct, kdy dva z (pouhych) ¢étyf byli nakaZzeni.
TakZe zatim co u juvenilnich jedincl parazitémie v 1été poklesla, u dospélct doslo k jejimu zvySeni
(Graf 1). Na tomto misté je potfeba pfipomenout, Ze zvifata ndmi oznaovana jako juvenilni je nutné
brat de-facto jako subadulty, nebot jizZ maji pfed sebou druhou hibernaci a dosahuji i poloviéni velikosti
dospélce (viz Tabulka 2). Zatimco pokles prevalence u juvenill je tedy sporny, narlist u dospélcu je
zfejmé ocCekavatelnéjsi vzhledem k moznému merogonialnimu mnozeni v erytrocytech, pfip endotelu
cév jak je to znamo u Haemogregarina balli z vodnich Zelv, ovSem za pfedpokladu, Ze oba druhy jsou
skute€¢né pfibuzné, coz nelze vzhledem k absenci molekularné fylogenetickych, morfologickych a
biologickych informaci potvrdit.

Zavislost parazitémie na délce a hmotnosti zkoumanych skokanl Tabulky 9-12 nebyla
prokdzana. Podle Amo (2004) na jafe BMI nekoreluje s intenzitou parazita, ale v lété je korelace
patrna. V mych zpracovanych odbérech odpovidaji zjisténi Amo (2004) pouze vzorky ziskané na jafe,

vzorky odebrané v 1été vSak korelaci nevykazuji. U skokant odchycenych v Rumunsku na jafe nebyla
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Zjisténa Zadna zavislost mezi parazitémii a jejich délkou a hmotnosti. Stejny vysledek jsem zjistil i
v lété, kdy také nebyla zavislost zjisténa.

Ve vzorcich z laboratorniho odbéru skokantd odchycenych na jafe byli nalezeni i volni zoiti
v krvi. To mlze ukazovat na namnozeni gamont( ¢i meront( v erytrocytech a jejich nasledné uvolnéni

do krevniho fecisté, kde mohou napadat dalSi erytrocyty nebo byt nasati bezobratlym pfenasecem.
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8. PRILOHA - tabulka ziskanych dat

Symboly
m hmotnost (g) H.m H. magna
SVL délka (cm) H.h H.hortai
sex 0 = samice; 1 =samec; J = juvenil \ volni zoit
Eryt pocet erytrocytd z krevniho natéru Int H.m Parazitémie H.magna
* Euglenozoa ve vzorku Int H.h Parazitémie H.hortai
Jarni odbér
Vzorek m SVL Sex Eryt H.m H.h V Int H.m Int H.h
H1/07 64 6.4 0 4173 86 0 0 0,0206 0,0000
2. 52 6 0 5279 122 0 0 0,0231 0,0000
4. 96 8 0 6835 0 0 0 0,0000 0,0000
5. 41 6,6 1 4006 91 0 0 0,0227 0,0000
6. 90 7,5 0 4705 10 4 0 0,0021 0,0009
7. 73 6,4 0 4581 35 0 0 0,0076 0,0000
8. 40 54 J 4663 15 74 0 0,0032 0,0159
9. 40 5,2 1 4604 19 0 0 0,0041 0,0000
10. 39 4,8 J 4398 0 759 0 0,0000 0,1726
11. 45 5,7 0 5582 488 1 0 0,0874 0,0002
12. 51 6 0 4606 4 4 0 0,0009 0,0009
13. 53 6,2 1 4211 0 0 0 0,0000 0,0000
14. 40 5,3 1 4316 11 0 0 0,0025 0,0000
15. 85 7,6 0 4182 0 0 0 0,0000 0,0000
16. 51 5,9 0 4599 41 1 0 0,0089 0,0002
17. 35 5 J 4396 162 2 0 0,0369 0,0005
18. 30 4,6 1 4256 0 103 0 0,0000 0,0242
19. 35 4,9 1 4713 51 6 0 0,0108 0,0013
20. 36 54 J 4661 6 1 0 0,0013 0,0002




21, 29 4,9 J 4470 29 0 0 0,0065 0,0000
22. 35 4,5 J 4220 26 0 0 0,0062 0,0000
23. 30 4,9 J 5369 0 2 0 0,0000 0,0004
24. 48 6 0 4653 45 0 0 0,0097 0,0000
25. 7 3,1 J 5301 0 19 0 0,0000 0,0036
26. 23 4,1 J 4416 149 0 0 0,0337 0,0000
27. 24 4,2 J 5413 166 3 0 0,0307 0,0006
28. 11 32 J 4238 52 17 0 0,0123 0,0040
29. 13 3,2 J 4274 84 4 0 0,0197 0,0009
30.* 15 3,5 J 4771 15 5 0 0,0031 0,0010
31. 16 3,6 J 4672 0 2 0 0,0000 0,0004
Letni odbér
Vzorek m SVL Sex Eryt H.m H.h V Int H.m Int H.h
Hi1/07 35,1 6,8 0 4415 173 3 18 0,0392 0,0007
2. 33,9 6,4 0 4523 0 0 0 0,0000 0,0000
3. 24,1 6,2 0 4152 82 0 113 0,0197 0,0000
4. 33,1 7,1 0 4990 64 0 3 0,0128 0,0000
5. 27,2 6,4 0 4184 174 1 14 0,0416 0,0002
6. 38,2 6 1 4367 335 4 1 0,0767 0,0009
7. 30,9 6,1 0 4160 0 0 0 0,0000 0,0000
8. 41,9 74 0 4019 54 0 0 0,0134 0,0000
9. 24,1 5 J 4396 0 0 0 0,0000 0,0000
10. 31,7 6,3 0 4264 283 0 0 0,0664 0,0000
11. 39,5 7 0 4042 0 0 0 0,0000 0,0000
12. 31,5 6,7 0 4790 5 0 0 0,0010 0,0000
13. 34,2 7,6 0 5180 0 0 0 0,0000 0,0000
14. 57,9 8,2 0 4279 83 0 0 0,0194 0,0000
15. 33 7,4 1 4262 1 0 0 0,0002 0,0000
16. 35,8 6,2 1 4156 43 1 0 0,0103 0,0002

w
w




17. 33,1 6,1 0 4480 11 0 0 0,0025 0,0000
18. 38,7 7,2 0 4738 0 0 0 0,0000 0,0000
19. 49,6 8,4 0 5138 1 0 0 0,0002 0,0000
20. 56,3 8,7 0 4073 64 0 0 0,0157 0,0000
21. 68,2 8,8 0 4124 67 0 0 0,0162 0,0000
22, 80,3 9 0 4601 40 0 0 0,0087 0,0000
23. 76 8,3 0 4574 211 0 0 0,0461 0,0000
24. 87,3 9,3 0 4317 191 4 0 0,0442 0,0009
25. 56,8 8,5 0 4499 14 0 0 0,0031 0,0000
26. 30,2 6,8 1 4078 319 90 0 0,0782 0,0221
27. 56,4 8,5 0 4292 38 0 0 0,0089 0,0000
28. 40,6 7,4 0 4785 15 0 0 0,0031 0,0000
29. 35,9 7,6 0 4606 66 0 0 0,0143 0,0000
30. 27,1 7,2 0 4338 22 0 0 0,0051 0,0000
31. 21,7 7 0 4218 31 0 0 0,0073 0,0000
32. 37,3 6,8 0 4841 1 0 0 0,0002 0,0000
33. 48,4 8,6 0 4821 75 0 0 0,0156 0,0000
34. 37,4 7,6 0 4353 0 0 0 0,0000 0,0000
35. 36 7,4 0 4544 6 0 0 0,0013 0,0000
36. 77,5 9,4 0 4940 169 0 0 0,0342 0,0000
37. 66,2 9,1 0 4344 0 0 0 0,0000 0,0000
38. 88,2 10,6 0 4623 7 0 0 0,0015 0,0000
39. 29,8 6,4 0 4791 66 0 0 0,0138 0,0000
40. 128,8 11 0 4056 1 0 0 0,0002 0,0000
41. 23,5 6,8 0 4440 132 1 0 0,0297 0,0002
42. 30 7 1 4254 56 0 0 0,0132 0,0000
43. 36,7 7,3 0 4952 205 0 0 0,0414 0,0000
44. 46,2 8 0 4034 0 0 0 0,0000 0,0000
45. 25,8 6,7 0 4479 156 0 0 0,0348 0,0000
46. 55,9 8,5 0 4394 3 0 0 0,0007 0,0000
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47. 34 7,3 0 4920 191 11 0 0,0388 0,0022
48. 43,8 7,9 0 4460 24 0 1 0,0054 0,0000
49. 124,1 11,1 0 4264 229 96 0,0537 0,0000
50. 65,7 9 0 4148 23 0 0 0,0055 0,0000
51. 55,9 8,6 0 4576 23 0 0 0,0050 0,0000
52. 54,8 8 0 4334 504 12 1 0,1163 0,0028
53. 27,9 6,3 1 4696 1 0 0 0,0002 0,0000
54. 47,7 7,8 0 4510 1 0 1 0,0002 0,0000
55. 36,2 7,4 0 4097 99 0 24 0,0242 0,0000
56. 40,6 7,6 0 4368 227 0 3 0,0520 0,0000
57. 32,7 7,2 0 4216 197 0 5 0,0467 0,0000
58. 33,1 6,6 1 4430 528 98 94 0,1192 0,0221
59. 13,7 4,7 J 4492 5 0 0 0,0011 0,0000
60. 24,3 6,2 0 5330 218 25 36 0,0409 0,0047
61. 39,1 7,8 0 4124 29 0 4 0,0070 0,0000
62. 54,1 7,8 0 4648 10 0 0,0022 0,0000
63. 28,9 6,3 1 4400 81 0 3 0,0184 0,0000
64. 19,6 6 0 5142 435 8 5 0,0846 0,0016
66. 37,9 6,8 0 5016 68 6 14 0,0136 0,0012
67. 14,4 51 J 4116 37 0 9 0,0090 0,0000
68. 29,6 7 1 4952 82 0 2 0,0166 0,0000
69. 24,5 6,3 0 4358 292 8 21 0,0670 0,0018
70. 19,8 5,8 0 4228 79 0 0 0,0187 0,0000
71. 29,6 6,6 0 4750 419 17 21 0,0882 0,0036
72. 24,5 6,5 0 4666 28 0 2 0,0060 0,0000
73. 34,9 7,8 0 4059 36 0 14 0,0089 0,0000
74. 32,3 7,2 0 4914 113 0 6 0,0230 0,0000
75. 25,4 6,5 0 4260 51 0 8 0,0120 0,0000
76. 23,4 6,4 0 4512 350 0 2 0,0776 0,0000
77. 17,5 5,5 0 4254 0 0 0 0,0000 0,0000
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78. 20,9 5,8 0 4175 199 0 10 0,0477 0,0000
79. 23 6,1 0 4758 0 0 0 0,0000 0,0000
80. 19,6 6,2 0 5124 199 0 13 0,0388 0,0000
81. 22,4 6,1 0 4702 17 0 0 0,0036 0,0000
82. 22,7 6,3 0 4758 89 0 6 0,0187 0,0000
83. 10,8 4,9 J 4576 0 0 0 0,0000 0,0000
84. 24,8 6,5 0 4746 105 0 10 0,0221 0,0000
85. 21,8 6,2 0 4160 0 0 0 0,0000 0,0000
86. 26,7 7,2 0 4038 89 0 6 0,0220 0,0000
87. 31,8 6,9 1 5090 296 2 9 0,0582 0,0004
Laboratorni odbér
Vzorek m SVL Sex Eryt H.m H.h V Int H.m Int H.h
L 27 /07 24 4,2 J 4301 150 0 1 0,0349 0,0000
29. 13 3,2 J 5369 353 0 0 0,0657 0,0000
30. 15 3,5 J 4111 100 0 4 0,0243 0,0000
31. 16 3,6 J 4721 75 0 0 0,0159 0,0000
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