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Annotation

Phylogenetic relationships of trematodes of the family Heterophyidae were examined using
sequences of complete ITS2 and partial (D1-D3 region) LSU rDNA. The results indicate possible
paraphyly of the family Heterophyidae because two heterophyid species, Psedexorchis major and
Cryptocotyle lingua, appeared among families Cryptogonimidea nad Opisthorchiidae. The genus
Ascocotyle apears paraphyletic because Pygidiopis macrostoma forms a sister clade with members
of the subgenus Ascocotyle. Molacular data indicate necessity of some taxonomic changes but are in

general congruence with the current clasification of the superfamily opisthorchioidea.
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1. UVOD
1.1. Trematoda — Digenea (motolice)

Digenea jsou jednou ze skupin velkého kmene Platyhelminthes (Protostomia), jehoz
soucasti je 1 skupina Neodermata. Hlavnim znakem je vznik syncytidlniho tegumentu, tzv.
neodermis. Neodermis vznikd v pribéhu ontogeze ztratou pivodni pokozky (epidermis) a
vytvofenim nového ,,povrchu® z ndhradnich bunék, které jsou ukryté pod bunikami plivodni
epidemis. Neodermata zahrnuji tfi velké skupiny — Cestoda (tasemnice), Monogenea a
Trematoda (motolice). Trematoda se deli na dvé zdkladni skupiny, Aspidogastrea a
vyznamnéj$i Digenea, ktera tvoii jednu z nejvétSich skupin parazit (Campos a kol. 1998,
Littlewood a Bray 2001, Olson a kol. 2003).

Digenea (motolice) charakterizuji slozité vyvojové cykly zahrnujici u velké casti
druht tfi hostitele, n€kdy vSak dva nebo 1 Ctyfi hostitele (Yamaguti 1971, 1975). Tato skupina
je vyhradné parazitickd a vyvinula si fadu unikatnich adaptaci k parazitismu, napt. zminény
vyvojovy cyklus, pfichytné organy ve formé& svalnatych piisavek nebo asexudlni
rozmnozovani v mekkysich. Jeji zastupci jsou endoparazity obratlovcl véetné ¢loveéka (napf.
celedi Schistosomatidae, Fasciolidae a Opisthorchiidae). Diky svému patogennimu plisobeni
na hostitele se motolice fadi mezi medicinsky a veterinarn€¢ vyznamné parazity. Jedna se
pfedevsim o nakazy krevniho systému, zaZzivaciho traktu, jater, zlu¢niku a Zlu¢ovodi. Nékteri
zastupci se ale mohou vyskytovat i v mozku a v srdci (Jira 1998, Galaktionov a Dobrovolskij
2003).

Rozsiteni této skupiny je kosmopolitni, ale v nékterych ¢&astech svéta, napf.
jihovychodni Asii a Rusku, jsou motolice velmi pocetnou skupinou. V téchto oblastech
dochazi k ndkaze ptrevazné pozienim nedostatecné upraveného nebo syrového rybiho masa
(Yamaguti 1971, Ditrich a kol. 1990, Giboda a kol. 1991, King a Scholz 2001, Sohn a Chai
2005, Park a kol. 2007, Thu a kol. 2007).

VétSina motolic je vybavena dvéma piisavkami — Gstni a bfisni, kterymi se pfichycuji
v hostiteli. U nékterych skupin se mohou na ustni pfisavce vyvinout dalsi pfichycovaci
organy; napt. zastupci Ascocotyle maji trny kolem ustniho otvoru (Scholz a kol. 2001).
Ptisavky se mohou rovnéz vyrazn€¢ pozménit, napi. u zastupct celedi Heterophyidae, u
kterych je pfitomny ventrogenitalni komplex vznikly z bfisni ptisavky.

Az na vyjimky (napf. Schistosomatidae) jsou Digenea proterandricti hermafroditi.

Samci pohlavni soustavu tvofi dvé varlata (u nekteré skupiny jich mize byt vice, u zastupct



celedi Monorchiidae a Lissorchidae pouze jedno), semenny vacek, ejakulacni kanal, cirus a
cirovy vak (ten mize chybét, napt. u Celedi Opisthorchiidae - King a Scholz 2001). Samici
pohlavni organy se skladaji z vaje¢niku, vejcovodu, ootypu, ookaptu, Mehlisovych Zlaz,
Laurelova kandlu, dé€lohy (uteru) a semenného rezervoaru (receptaculum seminis), ktery
slouzi k pasdzovani spermii, oplodiujicich dozravajici vajicko.

Zazivaci ustroji zaCind Ustnim otvorem, pokracuje svalnatym hltanem tusticim do
trubicovitého jicnu a déale do dvou slepé zakoncenych stfevnich vétvi (caeca). Potravu mohou
také piijimat skrze tegument. Zikladem vylucovaci soustavy jsou plaménkové bunky
(cyrtocyty neboli protonefridie), které jsou spojeny vyvodnymi kanalky a pied vyusténim
tvofi mocovy méchyiek, jehoz obsah je vyprazdinovan porem do vnéjsiho prostiedi.

Motolice jsou jedinecné svymi vyvojovymi cykly. Prvnim mezihostitem byva
zpravidla plz (Mollusca: Gastropoda), druhym mezihostitelem mohou byt jak obratlovci, tak
bezobratli; definitivni hostitel je téméf vzdy obratlovec (s vyjimkou progenetickych
metacerkarii). Unikatnimi vyvojovymi stadii typickymi pro Digenea jsou stadia v plZich —
sporocysty, redie a cerkarie (volné plovouci stadium). Cerkarie se uvolnuji z prvniho
mezihostitele a pronikaji do druhého mezihostitele, u n€kterych skupin ptimo do definitvniho
hostitele. Cerkarie maji vétSinou ocasek, ktery mlize byt opatien ploutvickou, tzv. finfold. Ve
vyvojovém cyklu dochazi k pravidelnému stfidani pohlavnich a nepohlavnich generaci.
Nejprve se oplozené vajicko uvolni do vodniho prostiedi, kde se lihne obrvena larvicka,
miracidium, kterd si hled4 svého prvniho mezihostitele a pronika do néj ptes pokozku. Uz v
této fazi se nachdzeji rizné vyjimky, napf. u nad¢eledi Opisthorchioidea, kdy se pln¢€ vyvinuté
miracidium uvoliuje z vaji¢ka aZ po pozieni mezihostitelem (Ditrich a kol. 1997).

Prvnim mezihostitelem je vétSinou plz (Mollusca: Gastropoda) (Ditrich a kol. 1997,
Scholz a Aguirre-Macedo 2001). V plzovi se z miracidia stava sporocysta (Casto je i vice nez
jedna generace sporocyst), ze které se lihnou cerkarie. Ve sporocyst¢ mohou také vznikat
redie. Cerkarie se uvoliuji do vody a napadaji druhého mezihostitele (Yamaguti 1975), tim
muze byt obratlovec, napi. ryba, nebo bezobratly (Aguirre-Macedo a kol. 2001, Scholz a
Aguirre-Macedo 2001). Cerkarie ztraceji ocasek, opouzdiuji se (encystuji) a vznikaji z nich
metacerkarie, kterymi se nakazi definitivni hostitel — obratlovec (Yamaguti 1975). Dochazi
k dokonceni vyvojového cyklu a vyvoji v dospélé jedince v definitivnim hostiteli. Dospélé
motolice se nejcastéji vyskytuji ve stievech, ale mohou napadat i jiné tkan¢ a organy, napf.

jatra, zlu¢nik, Zlu€ovod, mocovy méchyt, apod. (Jira 1998).



1.2. Taxonomie motolic

Digenea jsou v ramci plathelmintl monofyletickou skupinou s mnoha autapomorfiemi,
napt. m&kkysi jako prvni mezihostitel, cerkarie, obrvené miracidium, pocatec¢ni stadia bez
travici soustavy, apod. (Caira a Littlewood 2001). Tuto hypotézu potvrzuji piedevSim prace o
fylogenetickych vztazich v ramci plathelmintt, napf. Campos a kol. (1998).

Klasifikace motolic je zaloZzena pravé na morfologii dospélcii a jejich vyvojovych
stadii, nejcastéji cerkarii (Yamaguti 1971, 1975, Caira a Littlewood 2001). Jeden z prvnich
pokusti o posouzeni fylogenetickych vztahti pomoci metod kladistiky ucinil Brooks (1980,
1985). Jeho prace, predevsim vybér morfologickych a ontogenetickych znaki pro anylyzu,
vSak byly kritizovany Pearsonem (1992), ktery provedl novou kompletni analyzu a zjistil, ze
skoro 50% pouZitych znakt je nevhodnych (Littlewood a Bray 2001).

S nastupem molekularni taxonomie (pfiblizné od pocatku 90. let) se studie zabyvajici
se problematikou fylogeneze motolic rozdé€luji na dvé skupiny — analyzy blizce ptibuznych
taxonil a studie feSici problémy vysSich taxonomickych skupin. Prvni prace zabyvajici se
vztahy v rdmeci niz$ich taxonomickych kategorii digenei byly zalozeny na porovnéani sekvenci
genu pro malou podjednotku (SSU nebo 18S) (napt. prace Barker a kol. 1993), pozdé&ji se
jako vhodnéjsi ukazala kombinace velké (LSU nebo 28S, zejména DI1-D3 region) a malé
podjednotky (viz Olson a kol. 2003). Schulenburg a kol. (1999) pouzili sekvence ITS1
(Internal Transcribed Spacer 1), ktery je sice nevhodny pro fylogenetické studie na vyS$si nez
rodové Urovni, ale jeho vyssSi variabilita se ukazala vhodna pro studie mezidruhovych a
mezirodovych vztahti (viz napt. Lee a kol. 2004, Kang a kol. 2007). V soucasnosti je pro
studie na vysSsi taxonomické urovni preferovana velka podjednotka (28S) pro svou lepsi
fylogenetickou informativnost a vétsi pocet konzervativnich Usekii ve srovnani s malou
podjednotkou (18S). Gen pro 28S (rRNA) se nejcastéji vyuziva v kombinaci s dal$imi
ribozomalnimi geny (rRNA). Podle typu studie, napt. pro posouzeni vztahti velkych skupin,
se nejcastéji pouziva LSU a SSU, zatim co pro posouzeni mezidruhovych a mezirodovych
vztahtl se osvédcila kombinace 28S a ITS1 nebo ITS2.

V soucasnosti se Digenea dé¢li na dva fady, Diplostomida a Plagiorchiida (Olson a kol.
2003 — viz obr. 1). Za bazélni skupinu, ze které se pravdépodobné vyvijely dalsi skupiny
Digenea, se povazuje fad Diplostomida. Jejich soucasti je 1 nadCeled” Schistosomatoidea, ktera
se dfive povazovala za nejbazdlnéjsi skupinu (Littlewood a Bray 2001). Dnes je spolu
s nad¢eled'mi Brachylaimoidea a Diplostomoidea fazena do podiadu Diplostomata (Olson a
kol. 2003).



Rad Plagiorchiida se dile dé&li na velky pocet dobfe definovanych bazalnich a
odvozenych skupin (Olson a kol. 2003). U nékterych skupin vSak stale neni dostatecné
podpofend pozice mezi ostatnimi taxony (Olson a kol. 2003). Celedi Bucephalidae,
Fellodistomatidae a Tandanicolidae tvofi bazalni vétev celého fadu Plagiorchiida. Naopak
nejvice nestabilnimi z hlediska postaveni ve fylogenetickém stromu jsou celedi
Haplosplanchnidae, Haploporidae, Atractotrematidae a Apocreadiidae, nebot’ pfi riizném typu
analyz se jejich postaveni méni (viz obr. 2) (Littlewood a Bray 2001, Olson a kol. 2003).

Postaveni jednotlivych nadceledi je pomérné dobte definovano a podpofenou vétSinou
analyz, jak molekularnich, tak morfologickych (Littlewood a Bray 2001). Postaveni celedi
v téchto skupinach je vSak odliSné pii pouziti riznych geni a analyz jejich sekvenci. Jednim
z vychodisek se zda byt vyuziti molekularnich dat spolu s udaji o morfologii a zivotnich

cyklech (Cribb a kol. 2001, Olson a kol. 2003).

1.3. Celed’ Heterophyidae Leiper, 1909

Motolice Celedi Heterophyidae jsou soucasti nadCeledi Opisthorchioidea zahrnujici také Celedi
Cryptogonimidae a Opisthorchiidae. Zastupci nadceledi se vyskytuji u ryb, plazi, ptakl a
savcu véetné ¢loveéka a maji stejny typ vyvojového cyklu.Operkulované vajicko je uvolnéno
do vodniho prostiedi a obsahuje pIn¢ vyvinuté miracidium, které se lihne az po pozieni
prvnim mezihostitelem — plzem (nejcastéji z Celedi Bithyniidae, Hydrobiidae nebo Thiaridae).
V plzi dochazi k vyvoji ne¢kolika generaci sporocyst, stadii postradajicich usta, a nasledné
redii. Redie vytvareji nékolik dcefinych generaci, které jsou od sebe morfologicky
neodliSitelné (La Rue 1951). Cerkarie jsou poslednim stddiem v plzovi. Opoustéji ho a
aktivné pronikaji do druhého mezihostitele, v piipadé této celedi ryby (obvykle z celedi
Cyprinidae). Cerkérie jsou vybaveny ocdskem s ploutvickou, ktery slouZi k pohybu ve vodé.
Pii vstupu do svého druhého hostitele ztraci cerkarie ocdsek a méni se na cystu —
metacerkarii, ktera je Casto lokalozovana ve svaloviné ryb. Metacerkarie je poslednim
larvalnim stadiem, které ¢ekd v druhém mezihostiteli na pozieni definitivnim hostitelem —
obratlovcem (Cribb a kol. 2001, 2003, King a Scholz 2001).

Dospélci parazituji v tenkém stievé, kde se prichycuji mezi stievni klky. Pii masivni
nakaze dokazi k povrchové nekrdze a tvofi se zanéty na sliznice. Vajicka mohou pronikat i do
vzdalenéjSich orgéanti, napt. mozku, michy nebo srdce, kde mohou vytvaret granulomatdzni
1éze (Jira 1998).

Dospélci maji bfisni piisavku pfeménénou v tzv. ventrogenitidlni komplex s trny a

sklerity, jehoZ soucasti je svalnata struktura zvana gonotyl. Cirus ani cirovy vacek nejsou



Digenea
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Obr. 1. Soucasna klasifikace motolic zalozend na molekularnich datech. Vysledny strom
ziskany kombinaci bayesianské analyzy a kombinované analyzy LSU a SSU (Olson a kol.
2003).

vyvinuty; nékteti zastupci této ¢eledé jsou vybaveni pouze jednim varletem a povrch
vetSiny zastupct je otrnény (King a Scholz 2001, Scholz a kol. 2001).
Zastupci této celedi se u Clovéka vyskytuji nejcastéji v tropech a nékdy 1 v mirném pésu.
Celed” Heterophyidae zahrnuje fadu druhtl, jejichz metacerkérie cizopasi u ryb a n&které z
nich mohou vyznamné poskozovat své hostitele (Ditrich a kol. 1990, Giboda a kol. 1991,
Williams a Jones 1994, Jira 1998, Scholz a kol. 2001, Sohn a Chai 2005, Park a kol. 2007,

Thu a kol. 2007).



+- Bucephalidae Bucephalidae -
o Fellodistoridae Fellodistomidae =
Tandanicolidae Tandanicolidae —F

Mncmmaphldudae\\Mesometndaa Microscaphidiidae+Mesometridae
_O'EDlplodlscl g Diplodiscidae ;’—
Cladorchiidae Cladorchiidae

Pronocephalidae Pronacephalidae
Opisthotrematidae 0pis1ho1rema|§dae
Not lidag Notocotylidae
Labicolidae Labicolidae
et
d nchnidae
e atidae Phllophthalmldae
Echlnos:omatbdas . Gyclocoelidae
- Fasci Echinostomatidae cmnostom{
Phllophthalrmdae Echinostomatidae (Ey; hium
Cyr:lucuelldae asciolidae
ryptogonimida Haplosplanchnidae
Hetermldaa + Oplsihormudae y muuerﬂsr::ggg
Heterophyidae + 3 ist urglaugae <
Acamhocolp»daa (Cableia) '-“’P“G"’ 1icae
Monorci G“?“&%ﬂ:ﬂ“
| apoctaaitae a#s it
. org?oephalldae SSOr h“dg
nenterida
Gyllauchenidas ““a"‘“‘m""““%g;;ﬁ{g:‘g
Haplopondaa + Alractolrematidae Opecoelidae + Opistholebetidae
nimidae rachycladiidae
L a 5 r?admagdae Acanthocolpidae {Srephanoygtomwn}
rac idae l-laﬁopondaamtradotrematldae
Acanthocolpidae (Staphanostomum| Troglotrematidae
Callodlstamldas Paragonimidae
Orc oo | as+0pl5ﬂ\0|eb9ﬂdae 31|ped|dae
1
Gurgocleﬂclae !35"&53333
| Dwroooelndae Callodistomidae
ncyclometridae Gorgoderidae
Om halometridae Omphalometndae
gra%hécasl:;dae Carkul Bracl {goeudaeq——
uridistomidae hi
Macmderordldae % aogommldaa‘mg wpr:ﬂgg
P h I(\:ﬂrs‘hgraoderoldﬂae
® 100% IOI'C 1 n e
al onlmldae+TeIorchudae Plagiorchiidae
0 90+% R I": ypsoidse
emca ae enicolidae
. 80+% Zoog ,d Faustulid Zoogonidae Egggti Iﬂaa
[yl 381- ausiulidae + ulidae
SS +lerN A Microphallidae Lecithodendriidae l DN A
. . Iﬁlschhodandmdaa Pr QLG mgﬂﬂ SS+IST
maximum parsimony P,g'ggggggﬁﬂdae  Plecrogendae Bayesian inference

(strict consensus)

(Model: GTR+1+G)

Obr. 2. Taxonomie fadu Plagiorchiida zaloZena na molekuldrnich datech. Porovnani stromi
ziskanych metodami maximalni parsimonie a bayesianské inference (Olson a kol. 2003).
Jedn4 se o motolice, jejichZ taxonomie je obtiZzna a je zaloZena na morfologickych
znacich dospélych jedincti a metacerkarii (Scholz a kol. 2001, Pearson 2008). Pozorovani
taxonomicky vyznamnych struktur neni snadné kvuli jejich malé velikosti a rychlé autolyze
tkani po smrti hostitele. Rada taxontl je ztohoto diivodu popsana nedostate¢né. Jednim
z nejpouzivangjSich genl pro molekularni taxonomii se stal gen pro rRNA (28S). Ale 1 ptes
vyuziti tohoto genu v molekularni taxonomii zlstavaji Cetné nevyfeSené problémy v této

Celedi (Lee a kol. 2004).

1.4. Rod Ascocotyle Looss, 1899

Komplex rodu Ascocotyle Looss, 1899 (Celed” Heterophyidae) zahrnuje fadu malych
druhii motolic parazitujicich prevazné u rybozravych ptaki a savcl. Metacerkarie cizopasi u
ryb a néktefi zastupci mohou poskozovat své hostitele (Williams a Jones 1994, Scholz a

Salgado-Maldonado 2000). Hlavnimi morfologickymi znaky jsou tegument pokryty trny,



ustni piisavka s n¢kolika fadami circumoralnich trnli — pocet fad je druhové specificky,
semenny rezervoar (receptaculum seminis) tvaru pismene J a dorzaln¢ umistény svalnaty
vybézek Ustni ptisavky (posterior appendage) (Pearson 2008).

Rod Ascocotyle ustanovil Looss (1899) a typovym druhem tohoto rodu navrhl motolici
Distomum coleostomum, ktery byl pfed tim zafazen do rodu Anoiktostoma Strossich, 1899.
Nasledn¢ byly popsany dals$i druhy a zatazeny do rodu Ascocotyle, napt. A. minuta Looss,
1899, A. italica Alessandrini, 1906, A. angrense Travassos, 1916, A. nana Price, 1935 a A.
longa Ransom, 1920. S rostoucim poctem popisovanych druhl byli i novi zastupci postupné
zafazovani i do nove ustanovenych podrodd, z nichz nékteré byly plivodné navrzeny jako
rody. Jako prvni byl popsdn rod Phagicola Faust, 1920 s typovym druhem zéastupcem
Phagicola pithecophagicola Faust, 1920. DalsSim ustanovenym podrodem byl podrod
Parascocotyle Strunkard a Haviland, 1924 s typovym zéastupcem Ascocotyle minuta Looss,
1899. Pozdé&ji byl tento podrod synonymizovan s podrodem Phagicola Travassosem (1930)
(viz Sogandares-Bernal a Lumsden 1963). Dalsi podrody, které byly postupné ustanovovany,
jako napt. Metascocotyle Ciurea, 1933, byly pozdéji také synonymizovany a to nejCastéji s
podrodem Ascocotyle nebo Phagicola (Sogandares-Bernal a Lumsden, 1963). Jako posledni
podrod byl ustanoven Leighia Sogandares-Bernal a Lumsden, 1963. V soucasné dob¢ se tedy
rod Ascocotyle sklada ze tii podrodi Ascocotyle Travassos, 1930, Phagicola Faust, 1920 a
Leighia Sogandares-Bernal a Lumsden, 1963. Dospélci z téchto podrodi se od sebe lisi
poctem fad limcl cirkumorélnich trnfi, postaveni vitelarii a rozsahem klicek délohy (Burton
1958, Sogandares-Bernal a Lumsden, 1963, Scholz a kol. 1997).

Podrod Ascocotyle Travassos, 1930, jehoz typovym zastupcem je Ascocotyle
coleostomum Looss, 1899, je charakterizovan dvéma kompletnimi fadami circumoralnich
trnd, vitelarii sahajicimi az k bfisni ptisavce (acetabulum) a délohou nachdzejici se v prostoru
pod biisni ptisavkou. Cerkarie zastupci tohoto podrodu je typu pleurolofocerkarie.

Podrod Phagicola Faust, 1920, s typovym zastupcem Ascocotyle (Phagicola)
pithecophagicola (Faust, 1920), se od ostatnich lisi pfitomnosti poc¢tu fad circumoralnich trni,
ktery je zna¢né variabilni. Dospélci mohou mit jedu kompletni fadu nebo dvé, kdy je spodni
fada nekompletni nebo fady uplné chybi (napt. u Ascocotyle (Phagicola) mollienisicola
Sogandares-Bernal and Bridgman, 1960). Vitelaria u tohoto podrodu sahaji k oblasti
vajecniku a déloha je pfevazné v oblasti pod biisni piisavkou. Cerkarie tohoto rodu jsou typu
pleurolofocerkarie.

Poslednim podrodem rodu Ascocotyle je podrod Leighia Sogandares-Bernal a

Lumsden, 1963. Typovy zastupce podrodu je Ascocotyle (Leighia) mcintoshi, Price, 1932.



Dospéli zéastupci a metacerkarie se vyznacuji dvéma fadami circumoralnich trnt, vitelarii,
ktera sahaji az k bfi$ni ptisavce (acetabulu) a délohou sahajici az k hltanu. Cerkéarie jsou u
tohoto podrodu oftalmogymnocefalniho typu (Sogandares-Bernal a Lumsden 1963).

Vyvojovy cyklus je u zastupcl vSech podrodl trojhostitelsky. Prvnim mezihostitelem
je plz z celedi Hydrobiidae, napf. u neotropickych zastupcii (Mexiko) ptredev§im druh
Pyrgophorus coronatus (Ditrich a kol. 1997). Jako druhého mezihostitele tyto malé motolice
nejcastéji vyuzivaji sladkovodni ryby z Celedi Cichlidae a Poeciliidae (Scholz a kol. 1995,
Scholz a Vargas-Vazquez 1998, Aguirre-Macedo a kol. 2001). Definitivnim hostitelem jsou
rybozravi ptaci nebo savci, predevsim kockovité nebo psovité Selmy (Pearson 2008).

V minulosti dochazelo ¢asto k nepfesnym popistim a k Spatné rodové klasifikaci, coz
bylo mimo jiné zptisobeno malymi rozméry motolic. Hlavni otazkou stale zastava, zda se rod
Ascocotyle sklad4 z jednoho rodu s fadou podrodd nebo jde o vice rodl, a do jakého rodu
(resp. podrodu) zatadit jednotlivé druhy (Sogandares-Bernal a Lumsden 1963). Zatim
provedené studie (pfevdzné u druhl ziskanych na uzemi Mexika, Brazilie a USA) vyuzivaji
pro taxonomii topografii sami¢ich organt (distribuci Zloutkovych trst a délohy) nebo pocet
fad cirkumordlnich trnd (Scholz a kol. 2001). Taxonomie skupiny neni dosud uspokojivé

vyfeSena, coz negativné ovliviluje moznosti spravné diagnostiky metacerkarii z ryb.



2. CILE PRACE

Cile této prace jsou nasledujici:

1.

Ziskat sekvence vhodnych genii (28S a ITS2) zastupctu celedi Heterophyidae se

zaméfenim na komplex rodu Ascocotyle Looss, 1899.

Na zaklad¢ analyzy ziskanych sekvenci posoudit fylogenetické vztahy studovanych
zastupcli a posoudit soulad stavajici rodové a druhové klasifikace s vysledky
molekularniho studia, s dirazem na systematiku rodového komplexu Ascocotyle
(podrody Ascocotyle Travassos, 1930, Phagicola Faust, 1920 a Leighia Sogandares-
Bernal a Lumsden, 1963).

V piipadé€ rozdill mezi tradicni klasifikaci zaloZenou na morfologickych znacich a
fylogenetickymi vztahy odvozenymi ze srovnani sekvenci studovanych gent

navrhnout novou klasifikaci skupiny.
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Material

Motolice pouzité k analyze byly ziskany pfedev§im béhem vyzkumnych cest Skolitele

a od jeho zahrani¢nych spolupracovniki, zejména z Mexika a Japonska. Zakladem byly sbéry

Skolitele béhem jeho pobytu v Mexiku (zejména poloostrov Yukatan) v letech 2000 — 2007 a

materidl poskytnuty dr. Takeshi Shimazuem, korejskymi parazitology a dr. Margaritou

Ostrowski de Nunez (Argentina). Piehled studovaného materialu je uveden v tabulce 1.

Tabulka €. 1. Materidl pouzity k izolaci DNA

(druhy, u nichz se podarilo ziskat sekvence jsou oznaceny hvézdickou).

Sb}lr'kove Druh/Celed’/Hostitel
cislo
D-333 Stunkardiella minima (Stunkard, 1938) (CRYPTOGONIMIDAE: Acanthostominae) —
metacerkarie z Rhamdia guatemalensis (Siluriformes), Ixin-ha, Tixcacal Quintero, Yukatan,
Mexiko, T. Scholz
D-429 *  Tabascotrema verai Lamothe-Argumedo et Pineda-Lopez, 1990 (CRYPTOGONIMIDAE) —
metacerkarie z Petenia splendida (Cichlidae), Pantanos de Centla, Tabasco, Mexiko, T. Scholz
D-343 Ascocotyle (Ascoctyle) secunda Ostrowski de Nuiiez, 2001 (HETEROPHYIDAE) —
dospélci z experimentalni nakazy kufete metacerkariemi, Buenos Aires, Argentina, M. Ostrowski de
Nuiiez
D-341 Ascocotyle (Ascoctyle) secunda Ostrowski de Nufiez, 2001 (HETEROPHYIDAE) —
dospélci z experimentalni nakazy kufete metacerkariemi, Buenos Aires, Argentina, M. Ostrowski de
Nuiez
D-444 *  Ascocotyle (Ascoctyle) tenuicollis (Price, 1935) (HETEROPHYIDAE) —
metacerkdrie z Poecilia velifera (Poeciliidae), Dzonot Cervena, Dzilam, Yukatdn, Mexiko,
T.Scholz
D-444 *  Ascocotyle (Ascoctyle) tenuicollis (Price, 1935) (HETEROPHYIDAE) —
metacerkarie z Poecilia velifera (Poeciliidae), z laguny Chelém at Chuburna, Mexiko, A.
Faltynkova
D-400 Ascocotyle (Leighia) megalocephala (Price, 1932) (HETEROPHYIDAE) —
metacerkariemi z Poecilia velifera (Poeciliidae), Chaamac, Yukatan, Mexiko, T. Scholz
D-351 *  Ascocotyle (Phagicola) ampullacea (Miller a Harkema, 1962) (HETEROPHYIDAE) —
dospélci z kufat, experimentalné nakazenymi metacerkariemi z Poecilia mexicana (Poeciliidae),
Arroyo La Veleta, Los Tuxtlas, Veracruz, Mexiko, T. Scholz
D-349 *  Ascocotyle (Phagicola) diminuta (Stunkard et Haviland, 1924) (HETEROPHYIDAE) -

metacerkarie ze Zaber Poecilia velifera (Poeciliidae), cenote Chaamac, Celestun, Yukatan, Mexiko,
T. Scholz

Ascocotyle (Phagicola) nana (Ransom, 1920) (HETEROPHYIDAE) — metacerkarie z Cichlasoma
urophthalmus (Cichlidae), Dzonot Cervera, Dzilam, Yukatan, Mexiko, T. Scholz
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D-551 *

D-551 *

D-298 *

D-256

D-260

D-416 *

D-555 *

D-554

D-553 *

D-422

D-422

D-552

Ascocotyle (Phagicola) nunezae (Scholz, Aguirre-Macedo et Vargas-Vazquez, 1997)
(HETEROPHYIDAE) — metacerkarie z Cichlasoma octofasciatum (Cichlidae), Chaamac, Yukatan,
Mexiko, T. Scholz

Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis (Travassos, 1928) (HETEROPHYIDAE) —

metacerkarie z Phalloptychus januarius (Poeciliidae), laguna Rodrigo de Freitas, Rio de Janeiro,
Brazilie, T. Scholz

Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis (Travassos, 1928) (HETEROPHYIDAE) —

metacerkarie z Poecilia velifera (Poeciliidae), Dzonot Cervera, Dzilam, Yukatan, Mexiko, A.
Faltynkova

Centrocestus armatus (Tanabe, 1922) (HETEROPHYIDAE) —
dospélci z experimentalni nikazy kocky metacerkariemi z Zzaber, Cina, W.-M. Sohn, J.-Y. Chai

Centrocestus armatus (Tanabe, 1922) (HETEROPHYIDAE) —

metacerkarie ze Zacco temmincki (Cyprinidae), feka Takami, Higashiyoshino, oblast Nera,
Japonsko, T. Shimazu

Galactosomum lacteum (Jageskiold, 1896) (HETEROPHYIDAE) —
cysty z Labrus bergylta (Labridae) Skotsko, M. O’Connell

Galactosomum spinetum (Braun, 1901) (HETEROPHYIDAE) —
metacerkarie z Rhynchops nigra (Rhynchopidae), Brazilie, H. Sattmann

Haplorchis pumilio (Looss, 1896) (HETEROPHYIDAE) —
dospélci z experimentalni nakazy ko¢ky metacerkariemi, Cina, W.-M. Sohn, J.-Y. Chai

Haplorchis taichui (Nishigori, 1924) (HETEROPHYIDAE) —

dospélci z experimentalni nakaza kiecka metacerkariemi, Cina, W.-M. Sohn, J.-Y. Chai

Heterophyes nocens (Onji and Nishio, 1916) (HETEROPHYIDAE) —
dospélci z experimentalni nakazy kocky metacerkariemi, Cina, W.-M. Sohn, J.-Y. Chai

Heterophyidae gen. sp. (HETEROPHYIDAE) —
metacerkarie z Thorichthys meeki (Cichlidae), Rio Hondo, Juan Sarabia, Mexiko, J. Sarabia

Heterophyopsis continua (Onji and Nishio, 1916) (HETEROPHYIDAE) —
dospélci z experimentalni nikaza kietka metacerkariemi, Cina, W.-M. Sohn, J.-Y. Chai

Metagonimus hakuensis Shimazu, 1999 (HETEROPHYIDAE) —

metacerkarie z Lethenteron reissneri (Petromyzoidae), feka Hime, Hakuba, oblast Nagano, Japon-
sko, T. Shimazu

Metagonimus miyatai Saito, Chai, Kim, Lee et Rim, 1997 (HETEROPHYIDAE) —

metacerkarie z Phoxinus lagowski steindachneri (Cyprinidae), feka Hiroi, Iliyama, oblast Nagano,
Japonsko, T. Shimazu

Metagonimus otsurui Saito et Shimizu, 1968 (HETEROPHYIDAE) — metacerkarie z Rhinogobius

flumineus (Gobiidae), feka Takami, Higashiyoshino, oblast Nara, Japonsko, T. Shimazu

Metagonimus takahashii (Suzuki et Takahashi, 1929) (HETEROPHYIDAE) — metacerkérie z
Carassius auratus (Cyprinidae), jezero Suwa at Suwa, oblast Nagano, Japonsko, T. Shimazu

Metagonimus yokogawai (Katsurada, 1912) (HETEROPHYIDAE) — dospélci z experimentalni
nakazy ko¢ky metacerkariemi, Cina, W.-M. Sohn, J.-Y. Chai

Metagonimus yokogawai (Katsurada, 1912) (HETEROPHYIDAE) — metacerkarie z Plecoglossus
altivelis altivelis (Plecoglossidae), oblast Shizuoka, Japonsko, T. Shimazu

Pseudexorchis major (Hasegawa, 1935) (HETEROPHYIDAE) — metacerkarie ze Silurus asotus
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(Siluridae), jezero Suwa, oblast Nagano, Japonsko, T. Shimazu

D-552 *  Pseudexorchis major (Hasegawa, 1935) (HETEROPHYIDAE) — metacerkarie ze Silurus asotus
(Siluridae), jezero Suwa, oblast Nagano, Japonsko, T. Shimazu

* Pygidiopsis macrostoma (Travassos, 1928) (HETEROPHYIDAE) — metacerkarie z Phalloptychus
Januarius (Poeciliids), laguna Rodrigo de Freitas, Rio de Janeiro, Brazilie, T. Scholz

* Pygidiopsis summa (Onchi et Nishio, 1916) (HETEROPHYIDAE) — metacerkarie z Mugil cephalus
(Mugilidae), jezero Hamana, oblast Shizuoka, Japonsko, T. Shimazu

Pygidiopsis summa (Onchi et Nishio, 1916) (HETEROPHYIDAE) — dospélci z kocky, Cina, W.-M.
Sohn, J.-Y. Chai, Sung-Tae Hong

Clonorchis sinensis (Cobbold, 1875) (OPISTHORCHIIDAE) — ¢lovek, Korea, Sung-Tae Hong

D-254 *
Opisthorchis viverrini (Poirrier, 1886) (OPISTHORCHIIDAE) — ¢lovek, Laos, Chai

3.2. Metodika

3.2.1. Izolace DNA

Material pouzity kizolaci pochazel bud’ z dospélych jedinci nebo metacerkarii
fixovanych v 96-99% etanolu. Celkovd DNA byla extrahovdna pomoci komercéniho kitu
AquaPure® Genomic DNA Isolation Kit od firmy Biorad dle protokolu vyrobce s témito
upravami. Tkan zbavena etanolu byla nejprve zhomogenizovana v 300 pul Genomic DNA
Lysis Solution za pomoci zirkonium-kfemicitanovych kulicek, ktery usnadnil rozmélnéni
metacerkarii nebo mensich dospélct. K homogenizatu bylo ptfidéno 1,5 pl proteindazy K (20
mg/ml) a byl inkubovan pii teploté 55°C s obCasnym protifepavanim po dobu 2-3 hodin. Dale
byl postup dodrzen pfesné€ podle piiloZzeného manuélu.

U piili§ malych vzorkl — jednalo se pfedevSim o metacerkarie — byla pouzita klasicka
metoda izolace fenol — chloroformem. Vzorky metacerkérii byly zbaveny ethanolu,
zhomogenizovany s malym mnozstvim zirkonium-kiemicitanovych kulicek ve 200 pl
Genomic DNA Lysis Solution z kitu AquaPure® Genomic DNA Isolation Kit. K
homogenizatu byla pfidana pronaza E a vSe bylo inkubovano 1 hodinu pti 55°C. Po inkubaci
byly kulicky odstranény a homogenizat byl smichan s fenolem v poméru 1 : 1 a protfepavan
10 minut. Celd smés byla centrifugovana pii 13 000 otacky/minutu (rpm) 10 minut pfi teploté
24°C. Po centrifugaci byla odsata vrchni faze obsahujici DNA a cely postup promyvani byl
dvakrat zopakovan. Pii Ctvrtém promyvani byl pfidan k vzorkim fenol spolecné s

chloroformem v poméru 1 dil fenolu: 1 dil chloroformu: 2 dily promyvané smési obsahujici
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DNA. Celd smés byla 10 minut tfepana a 10 minut centrifugovana pti 13 000 rpm a pfi teploté
24°C.Po centrifugaci byla opét odsata vrchni faze vzorkl a bylo k ni pfidany 2 objemy 96%
ethanolu. Vzorky pak byly chlazeny 20 az 30 minut pfi teplot¢ -80°C. Po chlazeni byly
vzorky znovu centrifugovany 10 minut pfi teploté 4°C a 13 000 rpm a do smési byl pfidéan 1
Ml glycerolu. Pfi centrifugaci s glycerolem se ve vzorcich vytvorily pelety promyté DNA.

Pelety byly vysuSeny pii pokojové teploté a byly rozpustény v 50 pl vody.

3.2.2. PCR amplifikace

Useky LSU a ITS2 byly amplifikovany pomoci PCR za pouziti primert pro LSU (D1-
D3 region); forward primer: LSU5 5>-TGAGTCGACCCGCTGAAYTTAAGC-3" (Olson a
kol., 2003) a reverse primer navrzeny pro tuto skupinu motolic: 1500R OPISTO 5’-
ACTTGGCACTCACATTCAACGCC-3’. Program pro amplifikaci LSU: denaturace 5 minut
pti 94°C, nasledovana 29 cykly skladajicich se z téchto ¢asti 94°C/50sekund, 55°C/50 sekund,
72°C/2 minuty, a posledni ¢ast 72°C/10 minut.

Pro ITS2 byly pouZity primery podle Sketikova a kol. (2004); forward primer: Proteol
5>-CGGTGGATCACTCGGCTC-3’ a reverse primer: Proteo2 5—
TCCTCCGCTTATTGATATGC- 3°. Pouzity program pro amplifikaci viz Skefikova a kol.,
(2004). PCR reakce obsahovala ve 25 ul: 2 jednotky Taq DNA polymerase (Top-Bio), 10 mM
Tris-HCl o pH 8,8, 50 mM KClI, 1,5 mM MgCl,, 125 uM nukleotidit ANTP (Invitek), 500 nM
kazdého PCR primeru a 1 ul DNA.

Elektroforéza byla pouzita ke kontrole uspé$nosti izolace genomové DNA z tkdn€ a ke
kontrole velikosti fragmenti DNA po PCR amplifikaci a byla provadéna na 1% TAE
agar6zovém gelu a po probehnuti byla dobarvovana v ethidium bromidu (0.5 pg/ml) po dobu
20 minut (Sambrook and Russell, 2001). Amplifikované useky poZadované velikosti byly
z gelu vyfiznuty a izolovany kitem QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) podle
ptilozené¢ho manualu.

U vzorki, u nichz nevznikaly nespecifické produkty, byla provedena pouze purifikace
PCR produktu kitem QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) podle pfilozeného manudlu.
Jako dal$i moznost purifikace PCR produktli, u nichz nevznikaly nespecifické useky, bylo
pouzito enzymatické ¢isténi, které se ale nehodi pro zaklonovani PCR produktt. Na kazdych
15 ul PCR produktu bylo ptfidano 1 pl Shrimp Alkaline Phosphatase (1U/ul), 1,5 ul
Exonuclease I (1U/ul) natedéné v poméru 1 : 10 v 50 mM Tris-HCI (pH 8,8); oba tyto
produkty jsou od firmy USD Corporation. Cela reakce byla inkubovana 40 minut pii 37°C a

14



dalSich 15 minut pti 94°C. Purifikovany a enzymaticky ¢isty PCR produkt byl pouzit piimo k

sekvenovani.

3.2.3. Klonovani amplifikovanych PCR produkti

Purifikované PCR produkty byly zaklonovany do vektoru pDrive Cloning Vector s
pouzitim QIAGEN® PCR Cloning Kit (QIAGEN) podle pfilozeného manualu. Liga¢ni smés
obsahovala 1,1 ul PCR produktu, 0,3 ul pDrive vektoru a 1,6 pl Ligation Master Mix. Cela
smés byla diikladn¢ promichana a inkubovéna ptes noc pii 4°C.

E. coli DH50 kompetentni bunky byly pomalu rozmrazeny na ledu. Celkem 30 pl
bunék bylo ptfidano ke kazdé liga¢ni smési a inkubovano na ledu 10 az 30 minut. Pak byla
celd smés s buitkkami vystavena teplotnimu Soku 42°C po dobu 30 sekund a po té vracena zpét
na led na dobu 2 minut. Pak bylo pfiddno 250 pul SOC media vytemperovaného na pokojovou
teplotu a transformované bunky byly naneseny na LB agar6zové plotny obsahujici ampicilin
(100 pg/ml), 40 pl X-galu (40 mg/ml) a 4 pl IPTG (2%) rozprostiené¢ho po celém povrchu
plotny. Plotny byly umistény do termalniho boxu a bunky zde rostly pfi teploté 37°C po dobu
15 az 17 hodin (Sambrook and Russell 2001).

3.2.4. Analyza pozitivnich kloni

Po inkubaci na plotnach narostly bilé a modré kolonie. Nékolik (3 az 6) bilych kolonii
bylo posbirdno. Jako kontrola pro uspésnost klonovani byla provedena PCR z téchto kolonii.
Kazda reakce obsahovala ve 20 pl: 0,5 jednotky Tag DNA polymerase (Top-Bio), 10 mM
Tris-HCI (pH 8,8), 50 mM KClI, 1,5 mM MgCl2, 50 uM nukleotidd dNTP (Invitek), 250 nM
kazdého PCR primeru a 3 pl bunék rozsuspendovanych ve vodé. Amplifika¢ni program se
skladal ztéchto krokli: denaturace 95°C/10 minut, pak 20krat opakovani cykli 95°C/1
minutu, 54°C/1 minutu, 72°C/1 minutu a posledni krok 72°C/10 minut. Elekroforéza byla
pouzita ke kontrole zda kolonie obsahuji zaklonované useky. Pozitivni kolonie byly umistény
do 3 ml LB media obsahujiciho ampicilin (50 pg/ml). LB media s buitkami byla inkubovéna
s ttepanim (200 rpm) ve 37°C 12 hodin. Plasmidy DNA byly izolovany QIAprep Spin
Miniprep Kit (250) (QIAGEN) ptesn¢ podle instrukci v manualu.
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3.2.5. Restrikéni analyza

Plasmidy byly jesté jednou kontrolovany na pfitomnost inzertu restrikéni anylyzou.
Reakce obsahovala 0,5 ul enzymu EcoR 1 (15U/ul), 2 ul x Multi Core Buffer, 3 pul
vyizolovaného plasmidu a 14,5 ul bidestilované vody. Reakéni smés byla fadné promichana a
inkubovéna pii 37°C 1 hodinu. Za pouziti elekroforézy byly plasmidy zkontrolovany, zda
obsahuji DNA inzerty pozadované dalky.

3.2.6. Sekvenovani

Pro spravné provedeni reakce bylo nutné znat koncentraci PCR produktu. Ta byla
vypocitana podle absorbance zjiSténé pii spektrofotometrii (BioPhotometr Eppendorf).
Reak¢ni smés obsahovala 500 nM primeru, 300-390 ng ptecisténého PCR produktu a byla
doplnéna do celkového objemu 16 pl bidestilovanou vodou. Genové fragmenty byly
sekvenovany pomoci CEQ™ Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Beckman Coulter) nebo
ABI PRISM® BIG DYE® Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems).
Sekvenacni reakce a sekvenace byly provedena v laboratofi genomiky Bilogického centra AV

CR. Pouzité sekvenaéni primery jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2. Piehled pouzitych primera.

Niazev primeru Sekvence primeru 5’ - 3’ Smér
LSU
LSUS GAC KAC CCG CTG AAY TTAAGC A -
360F OPISTO CCG CTC AGA GGT AAA CGG GTG GAG -
400F OPISTO1 GCT GGT GAG TKT KGT TTG RGC TTG G -
400R OPISTO2 CCA AGC YCA AACMAM ACT CACCAGC -
900F OPISTOL1 GTG GTG TTG CGG TAG ACT ATCC -
900R OPISTO2 GGA TAG TCT ACCGCA ACACCAC -
1500R OPISTO ACT TGG CAC TCA CAT TCA ACG CC -
ITS 2
Proteo 1 CGG TGG ATC ACT CGG CTC .
Proteo 2 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC -
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3.2.7. Analyza sekvenci

Pti praci s molekularnimi daty byly pouzity programy DNASTAR ver. 5.06
(DNASTAR, Inc.). Program EditSeq slouzil jako textovy editor sekvenci; v programu
SeqManll byly komplementarni sekvence spojeny, upraveny a byla znich vytvofena
konsensualni sekvence. Kontrolni identifikace sekvenci byla provedena vyhledanim
homolognich sekvenci algoritmem BLAST v databazi NCBI (http:\\www.ncbi.nlm.nih.gov).
Alignment byl vytvofen metodou iterativniho vylepSovani alignmentu algoritmem L-INS-i
(local alignment with affine gap costs) v programu Mafft ver. 6.6.2.6 (Katoh a kol. 2005).
Piipadné upravy aligmentu byly provedeny v programu BioEdit ver. 7.0.5.2 (Hall 1999).

K nové¢ ziskanym sekvencim byly piidany sekvence predev§im druht z celedi
Cryptogonimidae z genové banky. Jako srovnavaci skupina (outgroup) byli pouziti zastupci z
ptibuznych  celedich  (Apocreadiidae, Dicrocoeliidae, Fasciolidae, = Gorgoderidae,

Lepocreadiidae) (Olson a kol. 2003) (viz tabulka 3).

Tabulka 3. Ptehled sekvenci pouzitych z genové banky (GenBank).

GenBank Number
Druh
LSU ITS2
¢eled” Cryptogonimidae

Beluesca littlewoodi EF566867 EF566870
Beluesca longicolla EF566868 EF566871
Caulanus thomasi EF428144 EF428141
Chelediadema marjoriae EF566866 EF566869
Latuterus maldivensis EF428146 EF428143
Latuterus tkachi EF428145 EF428142
Neoparacryptogonimus ovatus EF116616 EF116631
Retrovarium amplorificium EF116609 EF116635
Retrovarium brooksi EF116605 EF116641
Retrovarium exiguiformosum EF116612 EF116638
Retrovarium formosum EF116611 EF116637
Retrovarium gardneri EF116606 EF116640
Retrovarium manteri EF116604 EF116633
Retrovarium mariae EF116607 EF116630
Retrovarium planum EF116614 EF116634
Retrovarium sablae EF116608 EF116642
Retrovarium snyderi EF116610 EF116636
Retrovarium valdeparvum EF116613 EF116639
Siphoderina grunnitus EU571261 EU571257
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Siphoderina hirastricta EU571260 EU571255

Siphoderina infirma EU571264 EU571256
Siphoderina jactus EUS571263 EU571253
Siphoderina poulini EUS571267 EU571254
Siphoderina quasispina EUS571265 EU571259
Siphoderina subuterus EU571266 EU571252
Siphoderina territans EF116615 EF116632
Siphoderina virga EUS571262 EUS571258
¢eled’ Heterophyidae
Cryptocotyle lingua AY222228 -
Galactosomum lacteum AY222227 -
Haplorchoides sp. AY222226 -

Celed’ Opisthorchiidae
Amphimerus ovalis AY116876 -

Srovnavaci taxony (outgroups)

¢eled” Apocreadiidae

Homalometron synagris AY222243 -
¢eled’ Dicrocoeliidae

Dicrocoelium sp. AY222261 -
¢eled’ Fasciolidae

Fasciola gigantica AY222245 -
Celed” Gorgoderidae

Degeneria halosauri AY222257 -
¢eled’ Lepocreadiidae

Preptetos trulla AY222237 -

3.2.8. Fylogenetické analyzy

Celkem bylo vytvofeno pét souborti dat (data seti) — pro ITS2, LSU, LSU se
srovnavaci skupinou (outgroupem), kombinovany soubor pro ITS2 a LSU a kombinovany
data set ITS2 a LSU se srovnavaci skupinou (outgroupem). VSechny data sety byly
analyzovany metodou maximalni vérohodnosti (Maximum Likelihood, ML) a Bayesidnské
inference (BI).

Evolu¢ni modely nejlépe vystihujici zjisténd data byly vybrany na zékladé¢ Akaike
information criterion v programu Modeltest ver. 3.7 (Posada a Crandal 1998). Jako
nejvhodnéjsi model pro data set LSU byl vybran general-time-reversible model s gamma
distribuovanou rychlosti evoluce jednotlivych mist v alignmentu a zapocitanim mnozstvi
neménnych pozic (GTR+I+I), pro ITS2 GTR+I" a pro data sety LSU s outgroupem,
kombinovany data set ITS2 a LSU a kombinovany data set ITS2 a LSU se zastupci z
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outgroupu byl vybran model TVM+I'+1. Tento model, ale neni v nabidce programu MrBayes
+G.

K provedeni analyz ML podle vybranych modelt byl pouzit program PHYML ver.
2.4.4 (Guindon a Gascuel 2003), bootstrapova podpora uzlii ve stromu byla vypocitana ze 100
replikaci. K BI byl pouZit program MrBayes ver. 3.1.2 (Huelsenbeck a Ronquist 2001).
Posteriorni pravdépodobnosti byly vyhodnoceny z rizného poctu generaci, ktery byl zvolen
podle typu data setu. Generace prosly ¢tyfmi nezavislymi behy Markov Chain Monte Carlo
(MCMC) s ulozenim kazdého stého stromu. Konvergence MCMC byla vyhodnocena
programem AWTY (http://king2.scs.fsu.edu/CEBProjects/awty/awty start.php) a velikost
burn-in periody urcena dle generace, ve které se posterior probabilities jednotlivych uzli jiz
vyrazné neménily. K vizualizaci vysledk byl pouzit program TreeView ver. 1.6.6 (Page,

1996).
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4. VYSLEDKY

4.1. Analyzy ITS2

U analyz pro ITS2 nebylo mozné pouzit srovnavaci skupiny (outgroups) kvili velmi
obtiznému srovnavani sekvenci (alegnment), proto jsou oba stromy nezakofenéné.

Vysledné stromy z analyz ML a BI jsou si navzajem podobné a i pfes malé mnozstvi
informace, kterou ITS2 obsahuje, vysledky se vétSinou shoduji s analyzou LSU (viz nize —

obr. 3, 4, 5). Monofylie celedi Cryptogonimidae je velmi silné¢ podpotfena, stejn¢ jako
monofylie rodi Retrovarium a Siphoderina. Celedi Heterophyidae a Opisthorchiidae tvofi
jednu skupinu, jejiz déleni se ale lisi podle pouzitého typu analyzy.

Druh Cryptocotyle lingua z celedi Heterophyidae pii pouziti BI tvofi sesterskou
skupinu druhu Opisthorchis viverrini (Opisthorchiidae), ale v analyze ML tvofi sesterskou
skupinu s rodem Centrocestus. Podobné¢ je tomu i u motolice Pseudexorchis major
(Heterophyidae), ktera je v analyze ML zatazena k ¢eledi Cryptogonimidae, ale pti pouziti BI

tvoii soucast ¢eledi Heterophyidae a Opisthorchiidae (obr. 3).

4.2. Analyzy LSU

Celkem byly provedeny Ctyfi analyzy pro dva soubory sekvenci velké podjednotky
(LSU). Prvni soubor zahrnoval nové sekvence LSU se sekvencemi LSU z celedi
Cryptogonimidae, druhy navic obsahoval sekvence srovnavaci skupiny (outgroupu). Kazdy
data set byl analyzovan pomoci metod ML a BI. Ziskané stromy jsou navzdjem prakticky
identické nebot’ postaveni zastupci se liS§i jen nepatrné. V obou analyzach LSU bez
srovnavaci skupiny je ¢eled” Opisthorchiidae zatfazena dovnitt ¢eledi Heterophyidae, do jedné
skupiny s rodem Metagonimus.

Druh Cryptocotyle lingua (Heterophyidae) je ve vSech analyzach fazen do celedi
Opisthorchiidae a jeho postaveni jako sesterského taxonu této Celedi je vzdy velmi silné
podpoteno (obr. 4). Motolice Pseudexorchis major, rovnéz fazend do Celedi Heterophyidae
(viz Yamaguti 1971, Pearson 2008) je ve vétSiné€ analyz soucasti ¢eledi Cryptogonimidae. U
analyzy metodou BI souboru sekvenci LSU bez srovnavaci skupiny vsak byla tato motolice
soucasti vétve zahrnujici zastupce ¢eledi Heterophyidae a Opisthorchiidae.

Rody Ascocotyle a Pygidiopsis tvofi monofyletickou skupinu silné podpotfenou ve
vSech analyzach. Rody Metagonimus a Centrocestus jsou rovnéz vzdy monofyletické s velmi

vyraznou podporou vétvi ve vSech analyzach (viz obr. 4).
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Tabulka €. 4. Prehled ziskanych sekvenci.

Délka sekvenci

Druh LSU ITS2 LSU (baze) ITS2 (baze)

Celed’ Cryptogonimidae
Tabascotrema verai + + 1463 460
Celed’ Heterophyidae

Ascocotyle (Ascocotyle) tenuicollis

laguna Chelém at Chuburna, Mexiko " " 1442 442
Ascocotyle (Ascocotyle) tenuicollis

Dzor?:)t C(ervena,tJ]/Dz)ilam, Yukatan, Mexiko " * 1439 488
Ascocotyle (Phagicola) diminuta + + 1501 487
Ascocotyle (Phagicola) nana + + 1473 494
Ascocotyle (Phagicola) ampullacea + + 1409 442
Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis + + 1439 488
Centrocestus armatus

feka Takami, Higashiyoshino, oblast Nera, Japon- + + 1435 530

sko
Centrocestus armatus, Skotsko + + 1399 490
Cryptocotyle lingua - + - 508
Galactosomum lacteum + + 1418 405
Heterophyidae gen. sp. - + - 522
Metagonimus hakuensis + + 1400 494
Metagonimus miyatai - + - 477
Metagonimus takahashii + + 1347 483
Pseudexorchis major + + 1458 486
Pygidiopsis macrostoma + + 1483 411
Pygidiopsis summa + + 1431 480

Celed’ Opisthorchiidae

Clonorchis sinensis + + 1321 536
Opisthorchis viverrini + + 1422 542
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4.3. Kombinovana analyza LSU a ITS2

Pro kombinované analyzy LSU a ITS2 byly pouzity dva soubory dat — se srovnavaci
skupinou (outgroupem) a bez ni. Oba soubory byly podrobeny analyzam pomoci ML a BI.
Kombinované analyzy pfinesly podobné informace o postaveni jednotlivych zastupcii jako
analyzy zalozené pouze na sekvencich LSU. Stejny vysledek je u motolice Pseudexorchis
major (Heterophyidae), kterd pouze pii analyzovani souboru dat ze sekvenci LSU a ITS2 bez
srovnavaci skupiny metodou BI tvoii soucast ¢eledi Heterophyidae a Opisthorchiidae. Ve
vSech zbyvajicich analyzach tvoii skupinu spole¢né se zastupci ¢eledi Cryptogonimidae.

Motolice Cryptocotyle lingua (Heterophyidae) je vSech provedenych analyzach fazena
k zé&stupcim celedi Opisthorchiidae a toto postaveni ma ve vSech stromech velmi silnou
podporu.

Stejné jako v piedchozich stromech tvoii i ve stromech z té€chto analyz zastupci rodl

Ascocotyle a Pygidiopsis siln¢ podpofenou monofyletickou skupinu (viz obr. 5).

4.4. Souhrn analyz

V ramci této studie bylo ziskano celkem 17 ¢aste€nych sekvenci LSU (oblast D1-D3)
a 20 kompletnich sekvenci ITS2 (viz tabulka ¢. 4). Do analyz nebyly zahrnuty sekvence ITS2
motolic Clonorchis sinensis a Heterophyidae gen. sp. kviili problémim s alignovanim s
ostatnimi sekvencemi.

Nizs§i mnozstvi ziskanych sekvenci ve srovnani s poctem analyzovanych vzorki bylo
zpliisobeno prevazné metodickymi problémy pii izolaci DNA v pfipadé encystovanych
metacerkarii nebo z velmi malych a nepocetnych zastupci. U druhit Ascocotyle (Ascocotyle)
tenuicollis a Centrocestus armatus byly ziskany sekvence ze dvou zéastupcti kvili posouzeni
vnitrodruhové variability. Déle byly v pribéhu praci zjistény paralogy v genu pro ITS2 u
druhii Ascocotyle (Phagicola) ampullacea a Ascocotyle (A.) tenuicollis (z laguny Chelém at
Chuburna, Mexiko).

Provedené analyzy pro LSU a ITS2 ukazaly velmi podobné vysledky. Ve vSech
vyslednych stromech vznikly dvé velmi dobtfe podpotfené skupiny — prvni zastoupena celedi
Cryptogonimidae, druhd zahrnujici ¢eledi Opisthorchiidae a Heterophyidae. Jako vysledny
strom pro taxonomické zavéry byl vybran vysledek kombinované analyzy sekvenci LSU a
ITS2 se srovnavaci skupinou (outgroupem) Bayesianskou inferenci (BI) (viz obr. 5). Tento

strom byl pouzit pro hodnoceni vztahll a vzajemné porovnavani.
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Obr. 3. Analyza ITS2 Bayesianskou inferenci (BI) podle evolu¢niho modelu GTR+G s
poétem generaci 5 X 10° pocet odstranénych generaci (burnin) 2,5 x 10°, podpora uzld je
zalozend na posteriornich pravdépodobnostech. Nové ziskané sekvence jsou oznaceny
hvézdickou (*). Tuén€ jsou oznaceny druhy, které jsou podle molekularnich dat zatfazeny do
jiné skupiny neZ podle morfologickych studii.
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Obr. 4. Analyza LSU se srovnavaci skupinou (outgroupem) Bayesianskou inferenci (BI)

podle evolu¢niho modelu GTR+GHI s poctem generaci 10 x 10°, pocet odstranénych generaci
(burnin) 3 x 10°, podpora uzli je zaloZend na posteriornich pravdépodobnostech. Nové
ziskané sekvence jsou oznaceny hvézdickou (*). Tucné jsou oznaceny druhy, které jsou podle
molekularnich dat zafazeny do jiné skupiny nez podle morfologickych studii.
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Obr. 5. Kombinovana analyza sekvenci LSU a ITS2 se srovnavaci skupinou (outgroupem)
Bayesianskou inferenci (BI) podle evolu¢niho modelu GTR+G+I s poétem generaci 6 x 10,
pocet odstranénych generaci (burnin) 2,5 x 10° podpora uzld je zaloZend na posteriornich
pravdépodobnostech. Nov¢ ziskané sekvence jsou oznaCeny hvézdickou (*). Tucné jsou
oznaCeny druhy, které jsou podle molekularnich dat zatazeny do jiné skupiny nez podle
morfologickych studii.
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Celed’ Cryptogonimidae, kterd je ve vétsiné analyz monofyletické, se dale déli na dvé
molekuldarné 1 morfologicky odliSené skupiny zahrnujici druhy rodd Retrovarium a
Siphoderina. K této Celedi se také fadi jediny noveé osekvenovany druh Tabascotrema verai,
ktery se ale tadi jako sesterskd skupina k ob&éma vySe zminénym rodim. Tento zéastupce
pochazi z Nového svéta (Mexika) (viz tabulka 1), ale velice dobfe spadd mezi ostatni druhy
celedi Cryptogonimidae, kteti pochdzeji z Austrélie.

Celed Opisthorchiidae, kterou reprezentuji pouze 3 zastupci a tedy i 3 rody, tvoii ve
viech analyzach velmi silné podpofenou monofyletickou skupinu (viz obr. 4 a 5).Celed
Heterophyidae se skladd z nékolik rodi — rod Ascocotyle, Pygidiopsis, Metagonimus,
Haplorchoides a Centrocestus. Rody Metagonimus a Centrocestus ve vetSin¢ analyz tvofi
monofyletické skupiny s velmi dobrou podporou. Druhy rodt Ascocotyle a Pygidiopsis
vytvaii jednu skupinu, coZ mliZze naznacovat parafylii rodu Pygidiopsis a Ascocotyle, ktera je
dobfe podpoiena vysledky ze vSech typ analyz. Tyto rody jsou si i morfologicky velice
podobné a jejich vzajemné rozliSeni je velice obtizné.

Rod Ascocotyle se ve vysledném stromé déli na dvé dobife podpofené skupiny —
podrody Ascocotyle a Phagicola (viz obr. 5). Rozdéleni rodu Ascocotyle na tyto dva podrody
je totozné i s morfologickym délenim (Sogandares-Bernal a Lumsden 1963).

Druh Pseudexorchis major (Heterophyidae) je vétSin€é analyz zatfazen do celedi
Cryptogonimidae, a to jak v analyzach pro LSU, tak pro ITS2 a kombinovanou analyzu.
DalSim takto netypicky zatazenym zastupcem je Cryptocotyle lingua (Heterophyidae), ktery
je piifazovan k celedi Opisthorchiidae. Tyto vysledky naznaCuji parafylii celedi
Heterophyidae nebo a to pravdépodobnéji nespravné zatazeni druhu Pseudexorchis major

mezi heterophyidni motolice.
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5. DISKUSE

Cilem této prace bylo posoudit, ktery z vybranych genti (LSU a ITS2) je vhodné&jsi pro
posouzeni vztahii mezi jednotlivymi druhy celedi Heterophyidae, se zaméfenim na vztahy
zastupcl v ramci rodu Ascocotyle. Po analyze ziskanych sekvenci se jako dostatecné
informativni ukdzal gen pro velkou podjednotku (LSU, viz obr. 4), ale nejlepSich vysledkt a
podpor bylo dosazeno v kombinaci LSU s ITS2 (viz obr. 5). Pfi praci pouze se sekvencemi
ITS2 bylo hlavnim problémem dobré srovnani sekvenci riznych druhti (alignment) a
zachovani dostate¢ného mnozstvi informaci pro provedeni analyz. Déle byly v prubéhu praci
zjiStény paralogy v genu pro ITS2 u druhl Ascocotyle (Phagicola) ampullacea a Ascocotyle
(A4.) tenuicollis (z laguny Chelém at Chuburna, Mexiko), ale pocet paralogli nebyl tak vysoky
jako napf. u zastupct ¢eledi Paragonimidae (Nolan a Crib 2005).

Jednim z nejzasadnéjSich metodickych problémi v pritbéhu praci byla izolace DNA z
velmi malych vzorkd, a to jak z dospélct, tak z cyst (metacerkarii). I pfi pouziti specialniho
komeréniho kitu (AquaPuree Genomic DNA Isolation Kit od firmy BIORAD) ur¢eného pro
mald mnozstvi vzorkli se v nékterych ptipadech nepodafilo DNA vyizolovat. Jako dalsi
metoda pii ziskavani DNA byla pouzita klasickd metoda izolace fenol-chloroformem, pii niz
bylo dosazeno lepsich vysledkii nez s komeréné vyuzivanym kitem. V prubchu praci se jako
silnym proteinovym obalem. Cysty musely byt pied izolaci homogenizovany za pomoci
zirkonium-kiemicitanovych kulicek a az po dikladném rozmélnéni mohl byt homogenizat
pouzit k izolaci.

Jako strom, ktery byl pouzit pro diskusi moznych taxonomickych zmén, byl vybran
vysledek z kombinované analyzy pomoci BI (viz obr. 5). V tomto stromu miizeme jasné
odlisit ¢eled” Cryptogonimidae, kterd se dale dé€li na dva rody Retrovarium a Siphoderina (viz
obr. 5). Rozd¢leni na tyto rody ma velmi dobrou podporu v molekuldrnich i v morfologickych
datech. K této Celedi se také tadi jediny nové osekvenovany druh Tabascotrema verai, ktery
pochézi, na rozdil od ostatnich australskych druhti, z Jizni Ameriky (Mexika).

Dalsi velmi siln€ podpotenou skupinu tvoii ¢eledi Opisthorchiidae a Heterophyidae.
Celed Heterophyidae zahrnuje rody Galactosomum, Centrocestus, Metagonimus,
Haplorchoides a skupinu rodit Ascocotyle a Pygidiopsis (viz obr. 5). Rody Galactosomum,
Centrocestus a Metagonimus se podle vysledkl jevi jako monofyletické, ale k uplnému
ovéteni by bylo potieba osekvenovat vice zastupcl z téchto roda. U rodu Haplorchoides

nemuze byt vyslovena jasna hypotéza, jelikoz je znama sekvence pouze jednoho zastupce.
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Celed” Opisthorchiidae je zastoupena druhy Opisthorchis viverrini, Clonorchis
sinensis a Amphimerus ovalis. Tito zastupci tvoii velmi siln€ podpofenou monofyletickou
skupinu, ke které se podle molekularnich dat piifadil i druh Cryptocotyle lingua jako sesterska
skupina. Tento druh je zaZazen na zakladé¢ morfologie do Celedi Heterophyidae, ale podle
molekularnich dat je pfifazovan k celedi Opisthorchiidae (viz obr. 4 a 5). Pozice druhu C.
lingua mimo Celed Heterophyidae byla zjisténa jiz Olsonem a kol. (2003). Pro potvrzeni
hypotézy o blizsi piibuznosti druhu Cryptocotyle lingua k Celedi Opisthorchiidae nez k celedi
Heterophyidae je vSak nutné ziskat vice sekvenci druhti z ¢eledi Opisthorchiidae.

Podle vysledkt prezentovanych v této studii (viz obr. 5) se rod 4Ascocotyle déli na dva
podrody, Ascocotyle a Phagicola. Vysledek tedy odpovida i morfologickému déleni a
potvrzuje podrody Phagicola a Ascocotyle jako samostatné skupiny (Sogandares-Bernal a
Lumsden 1963, Scholz a kol. 2001). Bohuzel se zatim nezdafilo osekvenovat Zadného
zastupce z podrodu Leighia, aby mohla byt potvrzena nebo vyvracena samostatnost tohoto
podrodu.

Zvlastnosti v téchto analyzach je pfifazeni druhu Pygidiopsis macrostoma k druhtim
rodu Ascocotyle, a to konkrétné k podrodu Ascocotyle (viz obr. 4 a 5). Toto zatazeni miize
naznacovat, Ze soucasné rozliSovani rodd Ascocotyle a Pygidiopsis pouze na zakladé
morfologickych udaja, predevsim piitomnosti dorzaln¢ umisténého svalnatého vybézku ustni
piisavky (posterior appendage) u rodu Ascocotyle, neni vhodné pro charakterizaci
pfirozenych skupin. Oba tyto rody jsou si morfologicky velice podobné vcetné stavby
pohlavni soustavy a svymi vyvojovymi cykly. Zastupci rodu Pygidiopsis jsou spise paraziti
ptakl, zatimco motolice rodu Ascocotyle cizopasi jak ptakid tak u savci (Pearson 2008).
Jedingym morfologickym rozdilem dosp€lcti je pravé piitomnost dorzalné¢ umisténého
svalnatého vybézeku ustni ptisavky (posterior appendage) u rodu Ascocotyle (viz Scholz a
kol. 2001, Pearson 2008).

Pti srovnani morfologie cerkarie P. macrostoma (viz Simdes a kol. 2009; obr. 6) byly
zjistény podobnosti s cerkariemi druhii Ascocotyle (Ascocotyle) gemina Font, Overstreet a
Heard, 1984 (viz Font a kol. 1984; obr. 7) a Ascocotyle (Leighia) hadra Ostrowski de Nufiez,
1992 (viz Ostrowski de Nufiez 1992; obr. 8). Tato podobnost by mohla naznacovat, ze druh P.
macrostoma je spiSe zastupcem rodu Ascocotyle nez rodu Pygidiopsis, cemuz odpovidaji 1
vysledky z analyz molekularnich dat.

Dal8im druhem, jehoz stavajici zafazeni nemusi byt spravné, je Pseudexorchis major,
ktery je zatazen na zékladé morfologie cerkérie do ¢eledi Heterophyidae. Jeho vyvojovy

cyklus vSak odpovidd spiSe zastupcim celedi Cryptogonimidae, nebot druhy rodu
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Pseudexorchis (spolu s nim vSak zastupci dalSich dvou rodii heterophyidnich motolic
Haplorchoides Chen, 1949 a Acetodextra Pearce, 1924) vyuzivaji jako definitivniho hostitele
dravé ryby, v tomto piipad¢ sumce z Celedi Siluridae, coz je znak typicky pravé pro celed’
Cryptogonimidae (Yamaguti 1978, Pearson 2008). Ve vétsSing analyz v této préci se druh P.
major tadi k Celedi Cryptogonimidae. Tento vysledek naznacuje, ze zarazeni toho druhu
pouze podle morfologie cerkarii nemusi odpovidat skutenym piibuzenskym vzathim a na
zékladé¢ molekularnich udaji 1 typu vyvojového cyklu lze uvazovat o piefazeni rodu
Pseudexorchis do celedi Cryptogonimidae.

Jednim z obtiznych problémt v této praci byl nedostatek informaci o sekvencich
ptibuznych druhti z ¢eledi Opisthorchiidae a Heterophyidae pro srovnani s nové ziskanymi
sekvencemi. V genové bance (GenBanku) je velké mnozstvi sekvenci pfevazné lekaisky
vyznamnych motolic, jako mnapt. Opisthorchis viverrini, Clonorchis sinensis nebo
Heterophyes nocens. Tyto sekvence jsou vSak pfili§ kratké, a proto ve vétSiné piipada
nepouzitelné pro zatazovani druhii do celedi a porovnani vztahti mezi rody. 1 s nové
ziskanymi sekvencemi druhli je posouzeni vztahii mezi rody a v rdmci rodi znacné
limitované, napt. v pfipad€ rodu Haplorchoides, u kterého je znama sekvence pouze jednoho
zastupce. S rostoucim poctem sekvenci by se mohl problém se zatfazovanim druhd do celedi
Heterophyidae vyfteSit. Zatazeni nékterych zéastupcti podle morfologickych znak obcas
neodpovida skuteCnym piibuzenskym vztahim napt. zatfazeni druhG Pseudexorchis major,

Pygidiopsis macrostoma a Cryptocotyle lingua prezentované v této praci.
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Obr. 6. Cerkarie Pygidiopsis macrostoma Obr. 7. Cerkarie Ascocotyle (Ascocotyle)
Travassos, 1928 (Simdes a kol 2009). gemina Font, Overstreet a Heard, 1984
(Font a kol. 1984).

Obr. 8. Cerkarie Ascocotyle (Leighia)
hadra Ostrowski de Nufiez, 1992
(Ostrowski de Nufiez 1992).
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6. ZAVER

Vysledky prezentované v této studii jsou zalozeny na nové ziskanych sekvenci 28S
(velké podjednotky) a ITS2 (Internal Transcribed Spacer 2) motolic ¢eledi Heterophyidae,
Opisthorchiidae a Cryptogonimidae. V pribchu praci bylo ziskano celkem 37 sekvenci (17
sekvenci 28S a 20 sekvenci ITS2). Od zéstupct z Celedi Cryptogonimidae byly ziskany 2
sekvence (1 sekvence 28S a 1 sekvence ITS2) od jediného druhu Tabascotrema verai, ktery
byl ziskan z ryb (Mexiku), 31 sekvenci (14 sekvenci 28S, 17 sekvenci ITS2) od zastupct
celedi Heterophyidae a 4 sekvence (2 sekvence 28S a 2 sekvence ITS2) druhli Opisthorchis
viverrini a Clonorchis sinensis z ¢eledi Opisthorchiidae (viz tabulka 4). Na zaklad¢ ziskanych
sekvenci v pribéhu této studie bylo mozné posoudit fylogenetické vztahy mezi zastupci celedi
Heterophyidae, Opisthorchiidae a Cryprogonimidae.V pribéhu analyz se ukazal jako
dostatecné informativni gen pro velkou podjednotku (28S, LSU), ktery se hodi pro zarazovani
zastupct do Celedi; nejlepSich vysledki vSak bylo dosazeno pfi kombinavané analyze obou
genl.

Vysledky z analyz naznacuji, ze celedi Cryptogonimidae a Opisthorchiidae jsou
monofyletické. U celedi Heterophyidae byla jiz diskutovdna moZnéa parafylie Olsnem a kol.
(2003), a to na zaklad¢ postaveni druhu Cryptocotyle lingua, ktery byl fazen k celedi
Opisthorchiidae.Toto postaveni bylo znovu potvrzeno i v predkladané praci. Dal§im druhem,
jehoz zatazeni nemusi odpovidat skuteCnym piibuzenskym vztahtim, je Pseudexorchis major.
Tento druh je zafazen na zdklad€ morfologie cerkarie do ¢eledi Heterophyidae. Jeho vyvojovy
cyklus vS§ak odpovida spise zastupciim ¢eledi Cryptogonimidae. Na zaklad¢ vyvojového cyklu
spolu s vysledky z molekularnich analyz lze uvazovat o ptefazeni druhu Pseudexorchis major
(popft. celého rodu Pseudexorchis) do celedi Cryptogonimidae.

Celkem bylo ziskano 6 sekvenci LSU a 6 sekvenci ITS2 zastupct rodu Ascocotyle (viz
tabulka 4). Z téchto dat se podatilo potvrdit samostatnost podrodii Ascocotyle a Phagicola,
které byly az do této doby odd€lovany pouze na zakladé morfologie dospélcii a cerkarii. K
rodu Ascocotyle byl ve vét§in¢ analyz ptitfazen i druh Pygidiopsis macrostoma (obr. 4 a 5).
Vysledky z molekularnich analyz naznacuji, ze tento druh by mél byt pfefazen do rodu
Ascocotyle (podrod Ascocotyle).

Tato studie prispiva svymi vysledky k vyjasnéni vztahi mezi nékterymi rody z Celedi
Heterophyidae. Zaroven také naznacuje, ze vyhradni pouziti morfologickych popist pii

zatazovani druhti do rodii Ascocotyle a Pygidiopsis nemusi vzdy odraZet skutecné ptibuzenské
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vztahy a ke klasifikaci je tfeba vyuzit veskeré dostupné informace o morfologii a vyvojovém
cyklu v kombinaci s molekularnimi daty.

Pti pfipadném dalsSim pokraCovani v tomto projektu by bylo vhodné pracovat v
pfipad¢ dostupnosti vhodného materidlu spiSe s dospélci neZ s encystovanymi
metacerkariemi. Déle je zadouci osekvenovat zastupce podrodu Leighia, rodu Haplorchoides
a Pseudexorchis a dal$i druhy z celedi Opisthorchiidae kvili lepSimu ovéteni hypotéz a

vysledkii uvedenych v této studii.
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