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1. UVOD

1.1. Obecny tuvod

Motolice (Trematoda: Digenea) jsou vyznamnou, vyhradné parazitickou skupinou
plathelmintii (Platyhelminthes: Neodermata). Diky svym komplexnim Zzivotnim cyklim a
fyziologickym, morfologickym, biochemickym a ekologickym adaptacim patii mezi Gspésné
cizopasniky Sirokého spektra hostiteli. Jsou proto také Casto vyuzivany jako modelové
organismy ke studiu zivotnich strategii a evolucnich trendt (Fried a Graczyk 1997;
Galaktionov a Dobrovolskij 2003; Poulin 2007).

Zastupce motolic miizeme najit v nejriznéjSich ekosystémech a jejich rozsifeni je
téméf kosmopolitni (Yamaguti 1975; Kearn 1998; Galaktionov a Dobrovolskij 2003; Cribb a
kol. 2003; Roberts a Janovy 2005). Role motolic pfi spoluutvateni ekosystému byla
v minulosti podcenovana, dnes je vSak znamo, ze motolice jsou vyznamnou soucasti
potravnich fetézcii, kde pouze pasivné nekoluji, ale vyznamnou mérou se podileji na jejich
délce, struktute a na toku energie (Hechinger a Lafferty 2005; Hechinger a kol. 2006; Hudson
a kol. 2006; Lafferty a kol. 2006; Kuris a kol. 2008; Lafferty a kol. 2008). Motolice jsou
rovnéz schopny zptisobovat zmény v morfologii, reprodukei, riistu a prezivani hostitelskych
organismu. Tato schopnost motolic je Casto vysvétlovana jako strategie k usnadnéni prfenosu
infek¢nich stadii do dalSich hostiteli (Sousa 1983; Minchella a Scott 1991; Poulin 1995, 1996,
1999; Hudson a kol. 1998; Tompkins a kol. 2000, 2003; Mouritsen a Poulin 2002, 2005;
Lafferty a kol. 2006, 2008; Miura a kol. 2006). Motolice tak mohou pozménénim fenotypu
svych hostitelt vytvofit novou ekologickou niku nejen pro mékkysi hostitele (Miura a kol.
2006), ale také pro obojzivelniky, ryby ¢i ptaky (Mouritsen a Poulin 2003; Babirat a kol.
2004; Mouritsen a kol. 2005; Hechinger a kol. 2007; Lafferty a kol. 2008). Pfitomnost a
pocetnost urcitého druhu organismu na daném Uzemi tak mize byt zavisld na pusobeni
motolic (Lafferty 1999; Mouritsen a Poulin 2002; Hudson a kol. 2006; Hechinger a kol. 2007;
Kuris a kol. 2008). Vliv parazitl na ekologii hostitel je proto dnes Siroce akceptovan a je
povazovan za dulezity faktor, ktery ovliviiuje nejen strukturu populaci hostiteld, ale i celych
spolecenstev (Minchella a Scott 1991; Poulin 1998, 2006; Mouritsen a Poulin 2002, 2006;
Pietrock a Marcogliese 2003; Thompson a kol. 2005; Hechinger a kol. 2006; Kuris a kol.
2008).

Motolice mohou tvofit podstatnou c¢ast biomasy v uritém ekosystému a mohou

dokonce ptrevySovat biomasu vrcholovych predatorii. Kuris a kol. (2008) zjistili, Ze biomasa
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motolic na tfech studovanych lokalitich v Kalifornii byla srovnatelna s biomasou
ptitomnych ptakl, ryb, koryst a mnohostétinatci. Odhad ro¢ni produkce volné plovoucich
stadii motolic, tedy cerkarii, byl dokonce vyssi nez biomasa vSech ostatnich paraziti a ptakl
(Kuris a kol. 2008).

Nejcharakteristictéjsim biologickym rysem motolic jsou jejich slozité vyvojové cykly
zahrnujici nékolik ontogenetickych stadii, ktera ke svému vyvoji nejéastéji vyuzivaji dva az
tii hostitele. Za klicové organismy jsou povazovani mekkysi (Mollusca), kteti slouzi jako
prvni mezihostitelé¢ pro témét vSechny skupiny motolic; zaroven zde existuje pomérne tzka
hostitelska specifi¢nost (Paine 1966; Esch a kol. 2001; Hechinger a Lafferty 2005). V téle
mekkyst dochazi k asexudlnimu mnozeni, pfi kterém se miracidium méni na matefskou
sporocystu, z mateiskych sporocyst vznikd vice generaci dcefinych sporocyst nebo rédii.
Koneénymi produkty vyvoje v mékkysi jsou cerkarie (Yamaguti 1975; Brooks a McLennan
1993; Kearn 1998; McCarthy a kol. 2002; Galaktionov a Dobrovolskij 2003; Roberts a
Janovy 2005).

Velmi dulezitym ¢lankem v zZivotnich cyklech vSech motolic je vyvojové stadium
cerkérie, které slouzi k vyhledani vhodnych (mezi)hostitelt a k $ifeni na nova tizemi. Zivot
cerkarii ve vn&jsim prostiedi je ¢asové omezeny glykogenovymi zasobami (okolo 24-48 h),
ale v tomto kratkém obdobi jsou cerkarie velmi aktivni a intenzivné se pohybuji (Haas 1992,
2003; Combes a kol. 1994, 2002; McCarthy 1999, 2002; Toledo a kol. 1999). Protoze cerkarie
pronikaji do Sirokého spektra hostitelti (bezobratli, obratlovci), doslo u nich k vyvoji mnoha
ruznych strategii a adaptaci, které vznikaly nezavisle na druhové piibuznosti a slouzi jim
predevsim k tspé$nému nalezeni a naslednému proniknuti do dalsich hostitel (Combes a kol.
1994; Haas 1994, 2003; Pechnik a Fried 1995; Galaktionov a Dobrovolskij 2003; Haas 2003).
Vzhledem k malym rozmérim cerkarii vici jejich hostitelim, ktefi jsou ¢asto velmi pohyblivi,
orientuji se cerkarie vétSiny druhli v prostoru a Case nezavisle na pfitomnosti hostitele
(Combes a kol. 1994).

Prvni zasadni adaptaci je vyhledavani prostoru, ve kterém se nejpravdépodobnéji
vyskytuje dany hostitel. Stimuly slouzici pro cerkarie jako voditka jsou zejména gravitace,
smér a intenzita svételného zafeni, teplota, ¢i proud vody. Cerkérie jsou tak schopny se
Vv z&vislosti na své geotaxi a fototaxi koncentrovat u dna, ve vodnim sloupci, ¢i u hladiny
(Saladin 1982; Uglem a Prior 1983; Haas a kol. 1992, 2000; Haas 1994, 2003; Combes a kol.
1994; Santos a kol. 2007).

Druhou adaptaci je spravné nacasovani vyplouvani cerkérii. Protoze je

infekceschopnost cerkarii omezena na kratky casovy usek, dochazi k jejich koncentraci
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v dobé, kdy je nejvyssi pravdépodobnost setkani s hostitelem. Ridicim podnétem je v tomto
ptipad¢ fotoperioda. Rizné druhy cerkarii tak vyplouvaji z mekkysu ve specifickou denni
dobu, ktera je synchronizovana s aktivitou dalSich hostiteld (Théron 1984; Shostak a Esch
1990a,b; Combes a kol. 1994, 2002; Théron a Combes 1995).

Chovani cerkérii zavislé pfimo na piitomnosti hostitele, tzn. orientace pomoci
gradientu hostitelskych stimuli (aminokyseliny, peptidy, amoniak), je mozné pouze na kratké
vzdalenosti. Je proto vyuzivano druhy, které infikuji malo pohyblivé hostitele (Feiler a Haas
1988a,b; Combes a kol. 1994; Haas a Van de Roemer 1997; Haas a kol. 2002; Haas 2003).
Dalsi strategii cerkarii zalozenou na pfitomnosti hostitele je napodobovani potravy dané¢ho
hostitele (prey-mimetism); nékteré druhy cerkarii jsou schopny svym pohybem napodobovat
naptiklad larvy vodniho hmyzu (Austin a kol. 1972; Shiff a kol. 1972; Haas 1976; Haas a
Schmitt 1982a,b; Granzer a Haas 1986; Haas a kol. 1994, 1997, 1990, 2002, 2003; Combes a
kol. 1994).

Vyplouvéni cerkarii je vyznamné ovlivnéno i teplotou. Bylo zjisténo, ze motolice
citlivé reaguji na malé teplotni zmény ve vnéjSim prostiedi a mohly by tak slouzit jako
vhodny néstroj k odhadu dopadu klimatickych zmén na ekosystémy (Poulin 2006; Poulin a
Mouritsen 2006). Rychle se mnozici studie zabyvajici se klimatickymi zménami upozoriuji
na to, ze teplota je faktor fidici mnoho ekologickych procest a také ovliviiuje distribuci a
Sifeni parazitti na nova uzemi (Yilma a Malone 1998; Bossaert a kol. 1999; Marcogliese 2001;
Harvell a kol. 2002; Mouritsen a Poulin 2002; Moodley a kol. 2003; Lafferty a kol. 2004;
Poulin 2006; Poulin a Mouritsen 2006).

1.2. KAPITOLA 1. Sezonni rytmus ve vyplouvani cerkarii z plovatky
bahenni — sledovani poctu a velikosti cerkarii tfi modelovych druhi

Produkce cerkarii vrediich ¢i sporocystich v mekkysi je rozhodujici ve fazi
nepohlavniho mnoZeni v zivotnim cyklu motolic. Dostatek infekénich stadii (cerkarii)
zajistuje efektivni pfenos na dalsi hostitele a spéSné Sifeni paraziti v prostfedi (Taskinen
1998; Galaktinov a Dobrovolskij 2003; Poulin 2006).

Produkce cerkarii byla nejcastéji studovana u medicinsky a veterinarné vyznamnych
druhtt motolic (Berquist 2002; McKerrow a Salter 2002). Nejvice Udaji proto nalézdme u
zastupct rodu Schistosoma (Barbosa a kol. 1954; Ash 1972; Becker 1980; Théron 1984; Fryer
a Probert 1988; Moukrim a kol. 1995) a u motolic Fasciola hepatica a Fascioloides magna
(Dreyfuss a Rondelaud 1994; Vignoles a kol. 2006; Rondelaud a kol. 2007).



Nicméné muizeme nalézt 1 studie tykajici se jinych druhG cerkarii. Naptiklad
zakonitosti mechanismu ptenosu a infektivity u cerkarii rodu Diplostomum jsou pfedmétem
studii ve Finsku (Valtonen a Gibson 1997; Valtonen a kol. 1997, 2003; Karvonen a kol. 2003,
2004, 2006). Na druhou stranu jen ojedin¢le nalézame prace tykajici se studia produkce
infek¢énich stadii u motolic, druhti jako jsou Plagiorchis elegans nebo Opisthioglyphe ranae
(Lowenberger a Rau 1994; Zakikhani a Rau 1998), a to i pfesto, ze se v oblasti stiedni Evropy
bézné vyskytuji (Zbikowska a Zbikowski 2005; Faltynkova a kol. 2007).

Produkce cerkérii hraje vyznamnou roli ve strategii motolic. Dulezitym aspektem ve
strategii motolic je pak pifitomnost infekénich stadii — cerkarii ve spravny ¢as na spravném
misté. Produkce cerkérii z mékkysi je vSak ovlivnéna komplexem abiotickych a biotickych
teplota, velikost a fyziologické dispozice hostitele, pH vody a fada dalSich faktorii; vyznamny
vliv na produkci cerkarii u motskych druhli maji naptiklad salinita, zmény vodni hladiny mezi
prilivem a odlivem (Shostak a Esch 1990; Jokela a Lively 1995; Lo a Lee 1996; Briers 2003;
Karvonen a kol. 2003, 2004, 2006; Koprivnikar a Poulin 2006a,b; Poulin 2006).

Vliv teploty na produkci cerkdrii je pomérné dobfe zdokumentovany (Evans 1982,
1985; Evans a Gordon 1983; McCarthy 1990; Meyrowitsch a kol. 1991; Shostak 1993;
Pechenik a Fried 1995). U vétSiny druhti motolic muZzeme pozorovat zvySeni produkce jako
odpoveéd’ na zvysujici se okolni teplotu (Lo a Lee 1996; Lyholt a Buchmann 1996; Mouritsen
2002; Poulin 2006). OvSsem bylo také zjiSténo, Ze miiZze dochazet ke snizeni poctu
vyprodukovanych cerkarii a to tehdy, kdyZ vySsi okolni teplota pfesdhne urcité optimum
(Thielges a Rick 2006; Koprivnikar a Poulin 2009a,b).

Vyznamnym aspektem pii studiu pisobeni teploty na produkci cerkarii je skutecnost,
Ze vyssi teploty neovliviiuji pouze zvySeni nebo snizeni produkce cerkarii, ale ze teplota ma
vliv 1 na stupenl a rychlost vyvoje motolic uvnitt m&kkystu (Ataev 1991; Mouritsen 2002;
Poulin 2006; Thieltges a Rick 2006).

Denni rytmus ve vyplouvani cerkarii byl studovan né€kolika autory a je rozpoznavan
jako adaptivni mechanismus ke zvySeni pravdépodobnosti pfenosu motolic do dalSich
hostiteli (Jourdane a Théron 1987; Shostak a Esch 1990; Anderson 1993; Umadevi a
Madhavi 1997; Toledo a kol. 1999). Rlizné druhy cerkarii tak vykazuji rizné vysoké pocty
vyprodukovanych jedincl v konkrétnim Case béhem dne. Naptiiklad u cerkarii schistosom
byla zjisténa dvé maxima ve vyplouvani, ktera odpovidala dobé nejpravdépodobnéjsiho
setkani s potencionalnim hostitelem. Prvni maximum bylo kolem jedenéacté hodiny, cozZ je

optimalni ¢as pro nakazu lidi, a dale pak vyplouvalo zvysené mnozstvi cerkarii pozdé
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odpoledne, coz je vhodné pro infekci krys (Théron a Combes 1995). Podobné vysledky u
riznych druht motolic (napf. z Celedi echinostomatidae, ¢i heterophyidae) byly zjistény i
jinymi autory (Asch 1972; Théron 1984; Raymond a Probert 1987; Shostak a Esch 1990a,b;
Combes a kol. 1994; Umadevi a Madhavi 1997; Toledo a kol. 1999).

V podminkach mirného pasma bychom u motolic mohli o¢ekévat 1 sezénni rytmus ve
vyplouvani cerkarii. Je v zajmu motolice, aby nejvice cerkarii vyplouvalo v dobu, kdy bude
nejvyssi pravdépodobnost setkani s dalsim hostitelem, jeho vyskyt ovSem muiize byt omezen i
na urcité obdobi v roce, naptiklad v reprodukénim obdobi urcitych hostiteli. Proto bychom
mohli oCekavat, ze v nékterych ¢astech roku bude mnozstvi vyplavanych cerkarii vyssi.

Sezonni rytmus v prevalenci nakazy motolicemi, tedy obdobi, kdy dochazi k infekci
motolicemi a v kterém obdobi béhem roku je nakazeno nejvice hostitelti, byl studovan napf.
témito autory: Janssen a Bock (1990), Rondelaud a kol. (2004), Karvonen a kol. (2006),
Thieltges a Rick (2006). OvSem informace o tom, jak intenzivni je produkce cerkarii béhem
roku a zda dochazi ke kolisani v po¢tu uvolnénych cerkarii béhem ro¢niho obdobi, prakticky
chybé&ji s vyjimkou ojedinélych studii (Taskinen 1998; Fingerhut a kol. 2003). Taskinen
(1998) se zabyval studiem intenzity produkce v riznych ro¢nich obdobi a béhem dne u
cerkarii motolice Rhipidocotyle fennica, ktera jako svého mezihostitele vyuziva mlze. Ov§em
V této praci nebyla produkce béhem rocnich obdobi méfena soustavné kazdy mésic po cely
rok. Budeme-li znat informace o tom, kolik cerkarii je vyprodukovano béhem jednotlivych
ro¢nich obdobi, mohou byt tyto daje zuzitkovany pii prognoézach zmén ve vyskytu paraziti
véetné rozsifovani infekénich stadii motolic na nova tizemi i pfi malém zvySeni okolni teploty
vlivem globalniho oteplovani (Poulin a Mouritsen 2006). Dale by nam tyto vysledky mohly
poskytnout uzite¢né informace o zivotnich strategiich riznych druhii motolic. Problémem
vSak zUstava, ze studium intenzity produkce cerkarii v zavislosti na ro¢nim obdobi bylo dosud
zkoumano omezenég a chybi tak dostate¢ny pocet studii tykajici se této problematiky.

Dalsim faktorem, kterym se zabyvalo jen velmi malo studii, je velikost cerkarii.
Vztahu mezi velikosti cerkarii a jejich poétem bylo zatim vénovano velice malo pozornosti
(Poulin 2006). Nicmén¢ u cerkarii z ¢eledi Schistosomatidae byla nalezena pozitivni korelace
mezi délkou cerkarii a jejich poctem (Loker 1983). McCarthy a kol. (2002) zjistovali rozdilné
strategie vyplouvani ve vztahu k dalS$imu mezihostiteli u dvou druhli motolic celedi
Microphallidae a zabyvali se i velikosti cerkarii. U cerkarii Maritrema arenaria tito autofi
pozorovali periodické vyplouvani velkého poctu malych cerkarii. Naproti tomu cerkarie druhu
Microphallus similis vyplouvaly bez jakéhokoli naznaku ¢asové synchronizace, byly o 15%

vétsi nez predchozi druh, ale jejich primérné mnoZstvi vyprodukované béhem 24 h bylo
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dvakrat mensi nez u druhu M. arenaria. U cerkarii M. similis byly dale zjistény dobré
plavecké schopnostmi a jejich pohyb byl reakci na svételnou intenzitu a zmény v turbulenci
vody, zatimco cerkarie M. arenaria zustavaly rozptyleny ve vodnim sloupci. Tyto odliSnosti
jsou vysvétlovany jako adaptace na vyskyt a typ druhého hostitele. M. similis vyuziva
pohyblivé a ne lehce lokalizovatelné mezihostitele, kterymi jsou krabi. Zatimco M. arenaria
ma relativné lehce lokalizovatelné hostitele, jimiz jsou pfisedlé druhy vilejsi. Dosud vsak
nebyly publikovany vysledky pokust tykajicich se velikosti cerkarii ve vztahu k sezoné.

Pro realizaci predkladané studie byla jako modelovy druh meékkyse zvolena plovatka
bahenni Lymnaea stagnalis (Linnacus, 1758). Je jednim z nejrozSifenéjSich vodnich plza
kde byla tato studie provadéna. Dalsi vyhodou je, Ze druhové spektrum motolic v plovatce
bahenni je dobie prozkoumané a cerkarie jsou snadno identifikovatelné (NaSincovd 1992;
Faltynkova; 2002, 2005; Faltynkova a Haas 2006; Faltynkova a kol. 2007).

Jako modelové druhy motolic byly vybrany Opisthioglyphe ranae (Frolich, 1791),
Plagiorchis elegans (Rudolphi, 1802) (oba druhy z ¢eledi Plagiorchiidae) a Diplostomum
pseudospathaceum Niewiadomska, 1984 (Celed” Diplostomidae). Divodem je to, Ze se na
zkoumanych lokalitach vyskytuji v nejhojnéjSim poctu. Kazdy z téchto druhit ma odlisny
priabéh zivotniho cyklu a lze tedy porovnat, zda se li§i strategie vyplouvani cerkarii
Vv zavislosti na typu dal§iho mezihostitele. Tyto tfi druhy motolic spojuje skute¢nost, ze jako
prvniho mezihostitele vyuzivaji v naSich podminkach nejcastéji plovatku bahenni.

Opisthioglyphe ranae je vnaSich podminkach pomérné béznym parazitem
obojzivelnikd. Jako druhé mezihostitele muze tento druh motolice vyuzivat mékkysSe, nebo
pulce, mladé skokany a larvy colkt. Definitivnimi hostiteli jsou obojzivelnici, nejc¢astéjsi
zastupci rodi Rana, Pelophylax, Bombina, Triturus (Yamaguti 1971, 1975; NaSincova 1992;
Sitko a kol. 2006).

Plagiorchis elegans vyuziva jako druhé mezihostitele pfedevsim larvy vodniho hmyzu
(v naSich podminkach nejcastéji larvy komard druhu Culex molestus) a také mékkyse (L.
stagnalis, Galba palustris). Jako definitivni hostitelé v pfipadé druhu P. elegans jsou uvadéni
nekteii savei (hmyzozravei) nebo ptaci (Lowenberger a Rau 1994). Déle miizeme v literatufe
nalézt informace, Ze v pfipadé¢ tohoto druhu motolice byly Gspésné zkrmovaci pokusy u kufat
a mysi (Yamaguti 1971, 1975; NaSincova 1992; Sitko a kol. 2006).

Rod Diplostomum je rovnéz charakteristicky tfihostitelskym vyvojovym cyklem, kdy
prvnim mezihostitelem nejcastéji byva, jak jiz bylo zminéno, plovatka bahenni (L. stagnalis).

Cerkarie pak pronikaji pies zabry a pokozku do ryb (napt.: Abramis brama, Cyprinus carpio
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Gobio gobio, Rutilus rutilus). Uvnitf ryb migruji a pronikaji do o¢i, kde se méni
v metacerkarie. Metacerkarie zpiisobuji zhorSené vidéni, coz muze vyustit az ke vzniku
Sedého zdkalu u nakazenych ryb. Obecné se predpoklada, ze u téchto ryb pak dochazi ke
snizeni ostrazitosti vic¢i predatorim, ryby plavou vice pii hladin€, hiife Zerou a malo pfibiraji
na vaze, coz je vyznamné i z hlediska ekonomického. ZvySuje se tak pravdépodobnost
predace téchto ryb definitivnimi hostiteli tohoto rodu motolic, ¢imz jsou rybozravi ptaci
(nejcastéji rackové) (Yamaguti 1971, 1975; Chappell a kol. 1994; McKeown a Irwin 1997;
Seppilé a kol. 2008).

1.3. KAPITOLA 2. Srovnani produkce cerkarii Diplostomum
pseudospathaceum z plovatky bahenni v prirodnich a laboratornich
podminkach

Vliv na vyvoj motolic uvniti mékkyse ma cela fada biotickych a abiotickyché faktord,
aviak nejvyznamnégj$i roli hraje teplota.. Rada studii prokazala, Ze produkce cerkarii
v mekkysich velmi citlivé reaguje na zmény okolni teploty (Evans 1985; Shostak a Esch
1990a,b; Pechenik a Fried 1995; Lyholt a Buchmann 1996; Fried a kol. 1998; McCarthy
1999; Mouritsen 2002; Poulin 2006; Poulin a Mouritsen 2006).

V nékolika pracich také mizeme najit zminku o tom, jak vysledky studii tykajicich se
produkce cerkarii miiZze ovlivnit 1 mechanicka stimulace mékkyst pii pfevozu do laboratote
(Erasmus 1972; Anderson a kol. 1976; Bassard a kol. 1981; Taskinen 1998).

Existuji dva zpuasoby, které si autor pfi studiu produkce cerkarii miize zvolit. Prvnim
Z nich je moznost nakazit mékkySe urcitym druhem motolice laboratorng, a pak sledovat
vyplouvani a chovani cerkarii za laboratornich podminek (Watertor 1968; Lowenberger a Rau
1993; Dreyfuss a kol. 1994; Abrous a kol. 1999; Vignoles a kol. 2006). Dal§im zplisobem je
naopak pouziti mekkyst pfirozené infikovanych, pfivezenych do laboratofe piimo ze
studované lokality (Shoastak a Esch 1990; McCarthy 1998; McCarthy a kol. 2002; Karvonen
a kol. 2003, 2004, 2006; Zbikowska a Zbikowski 2005). Nasledujici postup je pak stejny pro
oba dva zptusoby. M¢kkysi jsou rozdéleni do nadobek s malym mnozstvim vody a stimuluje
se vyplouvani cerkarii svétlem a teplem stolni lampy (,,vyplouvaci metoda® — NaSincova
1992). Tato metoda je spolecné s pitvou meékkyst plné€ dostacujici pro ziskani ptehledu o

vyskytu cerkarii na studovanych lokalitach.



Pro ptesnéjsi ekologicka sledovani je ovSem jeji pouzitelnost sporna. Pfevoz mékkysa,
manipulace s nimi a jejich nasledné umisténi do malého mnozstvi vody spolu s intenzivnim
svétlem predstavuji stresové faktory, které mohou narusit vnitini rovnovahu jak hostitele, tak
motolic. Tyto podminky maji pravdépodobné vliv na hromadné vyplouvani cerkarii, coz je
zadouci pro ziskani materialu k identifikaci. S nejvétsi pravdépodobnosti ale mize dochazet
ke zkresleni rytmu vyplouvani motolic a jen tézko lze pii takovémto postupu odhadnout
realné mnozstvi vyplavanych cerkarii v uritém ¢asovém useku (Erasmus 1972; Anderson a
kol. 1976; Bassard a kol. 1981; Taskinen 1998).

M¢kkyse je proto pro dalsi ekologické studie zpravidla nutno ponechat nékolik dni
Vv laboratofi, aby doslo k jejich aklimatizaci. Existuje ale i dal$i moznost a tou je sledovat
vyplouvani cerkarii ptimo na studované lokalit¢, ¢imz se tak vyhneme i pfipadnému ovlivnéni
produkce cerkarii z mékkysi pii pfevozu do laboratofe. Existuje nckolik praci, které se
zabyvaly studiem motolic a jejich vyvojovych stadii v terénnich podminkach (Coy a kol.
1981; McKindsey a McLaughlin 1995; Lysne a kol. 1998; Taskinen 1998; Sorensen a
Minchella 2001). Nicméné v zadné =ztéchto studii nenalezneme konkrétni pocty
vyprodukovanych cerkarii v laboratornich podminkach srovndvané s pocty cerkarii
uvolnénych v pfirozeném prostiedi. Taskinen (1998) sice zjistoval produkei cerkérii v mlzich,
které mezi jednotlivymi pokusy ponechaval v pfirod€, ovsem pro samotné zjis§téni mnozstvi
vyprodukovanych cerkarii mekkySe pfemistoval do laboratote.

Ve studii zpracované autory Fingerhut a kol. (2003) miiZeme poprvé najit informace o
realném mnozstvi cerkarii vyplavanych pfimo na studované lokalité, a to na Carpinterijském
slanisku v Kalifornii. Tato skupina autord vyuzila pfistroj, tzv. sbéra¢, ktery nasaval cerkarie
od urcitych skupin mékkyst. Kazda skupina obsahovala 200 jedinci mékkyst druhu
Cerithidea californica. Sbéra¢ nasaval rizné druhy cerkarii. Fingerhut a kol. (2003) sice ve
svém pokusu zjistili, Ze produkce cerkarii v laboratornich podminkach byla 10-100 krat vyssi
neZ produkce cerkarii pfimo na studované lokalité (v terénnich podminkach), srovnani poctu
cerkarii vyprodukovanych v terénnich a laboratornich podminkach vSak provadéli v riizném
obdobi béhem roku. Pozorovani v terénu totiz provadéli v jarnim obdobi (od bfezna do dubna)
a pokusy V laboratofi pak v letnim obdobi (od ¢ervna do zafi).

Obecné prevlada nazor, Ze produkce cerkarii v laboratornich podminkéch je vyssi nez
v ptirozeném prostiedi (Thompson 1997; Taskinen 1998; Fingerhut a kol. 2003). Pro
plénovani laboratornich pokusii do budoucna je tedy diilezité posouzeni vlivu teplotnich zmén
a manipulace s mekkysi na vysi produkce cerkarii a jejich vyplouvani. Jedinou moznosti je

srovnani vyplouvani cerkarii z mékkyst v pfirozeném prostfedi a v laboratofi. Dosud vSak
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neexistuje kvantifikované srovnani mezi vyprodukovanym mnozstvim cerkarii z mékkysa
V jejich ptivodnim biotopu a mnozstvim cerkérii uvolnénych z mezihostiteli v laboratofi ve
stejném Casovém useku, tak aby toto srovnani bylo relevantni pro dalsi studie a progndzy.

Pro realizaci tohoto pokusu byl zvolen druh motolice Diplostomum pseudospathaceum,
viz 1. Uvod - kapitola 1.2., str. 6). Motolice rodu Diplostomum (Nordmann, 1832) patii mezi
pomérné bézné parazity v podminkach stfedni a severni Evropy. Napfiklad ve sladkych a
brakickych vodnich systémech Finska patii zastupci tohoto rodu mezi nejrozsirenéj$i motolice
(Valtonen a Gibson 1997; Valtonen a kol. 1997, 2003) a pusobi zde ekonomické ztraty
v chovech ryb (Karvonen a kol. 2003, 2004, 2006). Diplostomum pseudospathaceum je
nejrozsifenéj$im druhem motolice i v nasich podminkach, a to hlavné diky skutecnosti, ze zde
existuje velké mnozstvi vodnich ploch slouzicich k chovu ryb. Ziskat informace tykajici se
infekénich stddii tohoto druhu motolice by pak mohlo byt velmi vyznamné i

z epidemiologického hlediska.



2. CILE PRACE

Cilem této magisterské prace bylo studium zivotnich strategii vyvojovych stadii

motolic se zamétenim na produkei cerkarii.
V prvni kapitole bylo cilem ziskat odpovédi na nésledujici otazky:
Dochazi béhem roku ke zménam v produkci cerkarii z mékkysa?
Dochézi béhem dne ke kolisani v po¢tu uvolnénych cerkarii?

Dochézi béhem roku ke zménam ve velikosti cerkarii?

Druha kapitola se tykala srovnani produkce v pfirozenych podminkach

oproti laboratornim a méla za cil zodpoveédét nasledujici otazku:

Je pocet cerkarii motolice Diplostomum pseudospathaceum uvolnénych z plovatky
bahenni v pfirozenych podminkéch odlisny od poctu cerkérii uvolnénych za laboratornich

podminek?
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Prehled lokalit

Pro odbér mékkyst byly zvoleny dvé lokality, které jsou od sebe vzdalené ptiblizn¢ 17
km a nachazeji se v jedné klimatické oblasti jiznich Cech (obr. 1). A pravé z tohoto divodu
byly ob¢ tyto lokality pro nasledné analyzy vztahnuty do jedné oblasti. Ob¢ lokality spadaji
do geomorfologické oblasti Treboniské panve. Tato oblast vynika bohatosti moktadni a vodni
vegetace. Nachazi se zde rozsahlé rybni¢ni soustavy, které slouzi pfedevsim k chovu ryb. Se
zakladanim téchto rybnikti se vjiznich Cechach zadalo jiz ve 13. stoleti a nejvétsiho
rozmachu dosahla vystavba rybniki v 16. stoleti (Andreska 1987, Susta 1997). Ttebotisko je i
mezinarodn¢ vyznamnym uUzemim z hlediska ornitologického. Sit’ velkych vodnich ploch
predstavuje dulezitou tahovou zastavku pii migracich ptaki mezi severni a jizni Evropou a je
dilezitym hnizdicim centrem vodniho ptactva (Sevéik 2006, Koblasa 2007). Nadmotiska
vyska uzemi se pohybuje od 421 do 550 m n. m. Uzemi Tiebotiské panve patii do mirné teplé
a mirn& vlhké oblasti s mirnou zimou. Primérnd ro¢ni teplota se pohybuje okolo 8°C;
primérné roéni srazky dosahuji 650 mm (Sevéik 2006).

Prvni studovanou oblasti bylo Ttebonisko, kde byly vybrany tfi rybniky: Vlkov:
49°08'54"N, 14°43'50"E; rozloha 41 ha; Hluboky u Hamru: 49°09'44"N, 14°46'00"E; 4 ha;
Hluboky Sax: 49°09'39"N, 14°46'18"E; 7 ha. Rybnik Vlkov je od rybnikti Hluboky Sax a
Hluboky u Hamru vzdélen zhruba 2,5 km. Rybniky Hluboky u Hamru a Hluboky Sax jsou od
sebe vzdaleny ptiblizné 350 m (obr. 2).

Druhou oblasti bylo Jindfichohradecko, kde se nachazeji tfi studované rybniky:
Zavadil: 49°04'34"N, 14°55'54"E; rozloha 1,4 ha; Velky Dvorecky: 49°04'39"N, 14°56'07"E;
3,7 ha; Bartonovsky: 49°07'19"N, 14°54'55"E; 1,3 ha. Rybnik Zavadil je od Velkého
Dvoreckého vzdaleny ptiblizn¢ 400 m a rybnik Bartonovsky je od rybnikd Zavadil a Velkého
Dvoreckého vzdaleny piiblizné 5 km. Rybnik Velky Dvorecky je s rybnikem Zavadil spojeny
(obr. 3).

Na kazdém rybniku byly vytyCeny transekty s rozméry upravenymi podle podminek
dané lokality; pouze na téchto mistech byli sbirdni mékkysi, aby jednotlivé sbéry byly mezi
sebou srovnatelné. Na rybniku Vlkov byl vyty€en transekt, ktery byl dlouhy 46 m, Siroky 1,5
m a hloubka vody byla 0,5 m. Na dalSich rybnicich byly stanoveny transekty nasledujicich
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rozmért: Hluboky Sax: 40 m x 4,7 m x 1 m; Hluboky u Hamru: 28,8 m X 8§ m x 1 m; Zavadil:
28,6 m x 1,5 m x 0,5 m; Velky Dvorecky: 48,2 m % 1,5 m x 0,5 m; Bartonovsky: 48,3 m x
1,5m x 0,5 m.

Bichy vSech rybnika byly porostlé makrofyty s pievahou Typha latifolia a Phragmites
australis. Vsechny tyto rybniky jsou vyuzivany pro intenzivni chov ryb, pfedev$im kapra
obecného (Cyprinus carpio). Na rybnicich byly v dobé sbéru pozorovany tyto druhy ptakd:
labut’ obecna (Cygnus olor), kachna divoka (Anas platyrhynchos) a volavka popelava (Ardea
cinerea). Ve vSech rybnicich se v hojném mnozstvi vyskytovali nasledujici obojzivelnici:
skokan hnédy (Rana temporaria), skokan zeleny (Pelophylax esculentus), ropucha obecna

(Bufo bufo) a kunka ohniva (Bombina bombina).

3.2. KAPITOLA 1. Sezénni rytmus ve vyplouvani cerkarii z plovatky
bahenni — sledovani poctu a velikosti cerkarii tf'i modelovych druht

3.2.1. Sbér a vySetieni mékkysi

Odbéry plovatky bahenni, Lymnaea stagnalis (Linnaeus, 1758) (obr. 4) byly
provadény ve ¢trnactidennich intervalech od ledna do prosince roku 2007; pti kazdém odbéru
byla ptiblizn¢ uprostied transektu méfena teplota vody (obr. 5). Mékkysi byli sbirani ru¢né
nebo pomoci cedniku z vodnich rostlin, kamenii a dna rybnikt. Pti jednotlivych odchytech
byli pfednostné sbirdni zhruba stejné velci jedinci, aby byl minimalizovan vliv velikosti
mekkysi na mnozstvi vyplavanych cerkarii (viz tab. 1-3). Poté byli plzi v plastovych
nadobach prepraveni do laboratofe a po jednom jedinci umisténi do sklenénych kadinek nebo
plastovych kelimkt s odstatou vodou.

U kazdého meékkySe byla posuvnym méftitkem zjisténa délka a Sitka ulity. Pro
nasledné testy byl pouzit objem mékkysi (viz nize). Objem byl spocten podle vzorce pro
jehlan:

V=1/12 - - d*-v

kde d odpovida sifce ulity mékkySe a za vbyla dosazena délka ulity mekkyse.

Vysledek pak byl vydélen 1000 pro piepocet kubickych milimetri na mililitr.
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3.2.2. Vyplouvani cerkarii z mékkysu

V laboratofti byli mekkysi ponechani pod svétlem stolni lampy po dobu nékolika hodin
(zhruba 5 h) a vlivem svétla a tepla bylo navozeno vyplouvani cerkarii. Cerkarie uvolnéné
z mekkysu byly identifikovany pomoci klict a morfologickych popisti v pracich NaSincové
(1992) a Faltynkové a kol. (2007). K samotnému pokusu pak byly vybrany plovatky nakazené
motolicemi Plagiorchis elegans (Rudolphi, 1802), Opisthioglyphe ranae (Frolich, 1791) a
Diplostomum pseudospathaceum (Niewiadomska, 1984).

Pro kazdy druh motolice byli pii kazdém pokusu vybrani tfi piiblizné€ stejné velci
jedinci nakazenych mékkysu, tzn. dohromady devét plovatek. Nasledujici den bylo u téchto

mékkyst sledovano vyplouvani cerkarii (viz nize).

3.2.3. Pocditani a méreni cerkarii

Nasledny pokus se odehraval v mistnosti s konstantni teplotou (16°C), kde byli
vybrani mékkysi ponechani jednotlivé v kaddinkach s ¢istou vodou ptes noc (zhruba 10 h).
Vyplouvani cerkarii bylo monitorovano nésledujici den v tfithodinovych intervalech od 7 h do
22 h (celkem 15 hodin, 5 pozorovani). Kazdé tfi hodiny (poprvé v 7 h) byli mekkysi
z kddinky vyjmuti a pfemisténi do nové kadinky, obsahujici €istou odstatou vodu o stejné
teploté a stejném objemu.

Z kazdé kadinky obsahujici suspenzi vyplavanych cerkérii bylo po promichani
pfeneseno 10 x 1 ml vzorkdl do Petriho misek, do nichz bylo pfiddno né&kolik kapek 4%
formalinu (4% vodny roztok formaldehydu) pro fixaci cerkarii. Kazda z Petriho misek byla
prohlizena pod binokularnim mikroskopem a bylo spocitdno mnozstvi cerkarii. To bylo
nasledné prepocitano na celkovy objem vody v kadince.

Cerkarie ziskané po prvnich tfech hodinach vyplouvani byly fixovany 4% horkym
formalinem. Fixace horkym formalinem byla zvolena z toho divodu, aby fixace prob¢hla co
nejrychleji a doslo tak k co nejmensimu poSkozeni cerkarii. Celkem 10 cerkarii od kazdého
druhu ze vSech sledovanych plovatek (celkem 90 cerkarii) bylo proméfeno pomoci
pocitacového programu Quick Photo Pro, pfipadné pomoci okuldrového mikrometru. U
cerkarii byly méfeny nasledujici télesné rozmeéry: délka a Sitka téla, délka a Sitka ocasku,
délka a sitka Ustni piisavky, délka a Sifka bfiSni pfisavky, v pfipad¢ furkocerkarii délka a Sitka

furky (obr. 6, 7).

13



3.2.4. Analyza dat

3.2.4.a. Pocty cerkarii

Nejprve byl proveden ptfepocet vyprodukovanych cerkarii na objem mekkySe (tzn.
pocet cerkarii byl vydélen objemem pfisluSného mékkyse), aby byl vyloucen vliv velikosti
hostitele na pocet cerkarii (Graham 2003; Koprivnikar a Poulin 2009). Tyto hodnoty byly
pfed provedenim statistickych testi (viz. nize) logaritmicky transformovany, aby bylo
zachovano kriterium normality dat. Nebyl délan rozdil mezi mekkysi odebranymi ze dvou
studovanych lokalit, protoze tyto lokality byly vztahnuty do jedné oblasti.

Jednocestnym ANOVA testem bylo hodnoceno, zda dochazi ke zménam v objemu
meékkyst mezi jednotlivymi ro¢nimi obdobimi. Déle byl pomoci linearni regrese testovan
vztah mezi teplotou vody Vterénu, béhem jednotlivych odbéri a mnoZstvim
vyprodukovanych cerkarii (standardizovanych na objem me¢kkyse), a to jednotliveé pro kazdy
druh.

Produkce byla stanovovana u kazdého jedince plovatky pétkrat béhem 24 hodin, proto
pro testovani rozdilu v produkci byla pouzita metoda ANOVA Repeated Measures. Pomoci
této metody bylo testovano, zda jsou rozdily v poc¢tu uvolnénych cerkdrii mezi jednotlivymi
druhy motolic, zda dochazi ke zménam v poctu uvolnénych cerkarii béhem dne a zda dochazi
ke kolisani v po¢tu uvolnénych cerkarii béhem roku. V tomoto testu byly tii faktory: druh,
ro¢ni obdobi a interval odbéru.

Vsechny testy byly provedeny v programu Statistica (StatSoft, Inc. 2005, version 7.1.).

3.2.4.b. Velikost cerkarii

Nasledujici mnohorozmérné testy byly provadény samostatné pro kazdy druh
motolice. Byl porovnavan rozdil ve velikosti cerkarii béhem celého roku, ktery byl rozdélen
na jaro (bfezen, duben, kvéten), 1éto (Cerven, Cervenec, srpen), podzim (zafi, fijen) a zimu
(listopad, prosinec, leden, tnor). Toto rozdé€leni bylo provedeno v zéavislosti na teploté vody.
Dale byl u kazdého druhu motolice sledovan vliv hostitele na velikost cerkarii, tj. zda existuji
rozdily ve velikosti cerkarii vylouc¢enych z jednotlivych plovatek. Pro samotnou analyzu byla
pouzita CVA (Canonical Variate Analysis), coz je typ kanonické korespondenéni analyzy
(Canonical Correspondence Analysis, CCA) a pouziva oznacené skupiny jako “species data”,

vysvétlujici proménné jako “environmental data”. Nejdiive byly testovany efekty vSech
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proménnych a potom byly pomoci funkce forward selekction vybrany nejlepsi skupiny
vysvétlyjicich  proménnych, ¢imz se eliminovaly nadbytené proménné. Statisticka
signifikance nalezenych rozdili byla testovana neparametrickym permutacnim Monte Carlo
testem (MCPT; 999 permutaci pro analyzu). Pro zjisténi, ktera z pouzitych proménnych (ro¢ni
obdobi, hostitel) 1épe vysvétluje variabilitu v datech (tzn. mé vétsi vliv na velikost cerkarii),
byla provedena analyza hlavnich komponent (PCA, Principal Component Analysis). VSechny
monohorozmérmé analyzy byly provedeny v programu Canoco pro Windows, verze 4.0 (Ter
Braak a Smilauer 1998).

3.3. KAPITOLA 2. Srovnani vyplouvani cerkarii Diplostomum
pseudospathaceum z plovatky bahenni v prirodnich a laboratornich
podminkach

Pro realizaci tohoto pokusu byla vybrana lokalita Vlkov (viz vySe). Plovatky byly
sbirany kazdy mésic v obdobi od ¢ervna do fijna roku 2008. Jako modelovy druh byla zvolena
motolice Diplostomum pseudospathaceum (Niewiadomska, 1984).

Tento pokus byl rozdélen do dvou c¢asti — ¢asti terénni, kdy cerkérie byly odebrany

pfimo na zkoumané lokalité, a Casti laboratorni.

3.3.1. Terénni ¢ast (pFirozené prostiedi)

Pti tomto pokusu bylo vyuZito toho, Ze na stejné lokalité byl provadén zpétny odchyt
(Mark Recapture) plovatek Mgr. M. Soldanovou, spocivajici v odchyceni mékkysu, zjisténi
nékazy motolicemi, oznaceni a vypusténi (Besbeas a kol. 2002). Byli proto ptednostné sbirani
meékkysi oznaceni Cislem, u nichz byl znam stav jejich nakaZeni.

Sesbirani mé&kkysi byli rozdéleni do dvou skupin. Prvni skupina mé&kkysa byla ihned
pievezena do laboratotfe, kde byl proveden dalsi pokus (viz niZe). Druhd skupina mékkysa
(oznacena pismenem A;) zustala na dané lokalité a byla ihned vyuzita k pokusu v rybniku.
K realizaci této ¢asti pokusu bylo vybrano 20 méekkysa, aby bylo zajisténo, ze alespon 10
Z nich bude mit zjevnou (patentni) ndkazu poZzadovanym druhem motolice.

Kazdy z vybranych mékkyst byl umistén do plastového valce naplnéného rybnicni
vodou o objemu 800 ml. Kazdy vélec byl poté zakryt monofilem, aby se vyloucil vliv

povétrnostnich podminek a pifipadnych predatort. Valce byly pfipevnény ke specialnim
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konstrukcim (obr. 8). Konstrukce byly umistény piimo do rybniku do takové hloubky, aby
hladina nadoby dosahovala stejné vysky jako hladina rybniku. Umisténi konstrukce v rybniku
bylo vybirano tak, aby konstrukce nebyla na pfimém slune¢nim svétle a nachazela se zhruba
v mistech, kde byli mékkysi odchyceni. Konstrukce s mékkysi byly ponechany v rybniku 24 h.

Po 24 h byly konstrukce z rybniku vyjmuty. Polovina objemu z kazdého valce byla
odebrdna pro spocteni mnozstvi vyplavanych cerkarii (obr. 9). Obsah valce byl pted
odebranim dikladné promichén, aby bylo zajisténo rovnomérné rozmisténi cerkarii. Suspenze
vody a cerkarii byla ihned pfevezena do laboratofe. Pocet cerkarii byl spocten v laboratofi, a
to zpusobem, ktery je popsan v nasledujici kapitole.

Teplota vody Vv rybnice a teplota vzduchu byla zaznamenana pii kazdém pokusu, a to

piiblizné ve stejnou denni dobu (tab. 4).

3.3.2. Laboratorni ¢ast

Mekkysi, kteti byli pfevezeni do laboratofe ihned po odchytu, byli individudlng
umisténi do kadinek s odstatou vodou (pfiblizné 200 ml) a byli rozdeleni do dvou skupin.
Kazda skupina byla slozend z 10 az 20 jedincii (ze stejného divodu, jako v piipad¢ terénniho
pokusu). Prvni skupina mekkysa (oznacend pismenem B;) byla vystavena svétlu stolni lampy.
Druhd skupina (oznacend pismenem B;) byla ponechdna v pfirozenych svételnych
podminkach blizko oken. Tento pokus se odehraval ve stejném Case jako pokus v terénu.

Po 24 h byli mékkysi vySetieni na pfitomnost motolic. U plovatek nakazenych
druhem Diplostomum pseudospathaceum bylo spocitino mnozstvi vyplavanych cerkarii.
Mnozstvi bylo pocitano nasledujicim zptisobem: z kddinky byly nejprve vyjmuti mékkysi,
poté byly cerkarie rozptyleny ve vodnim sloupci jemnym promichénim a z kazdé kadinky
bylo odebrano deset vzorkil (kazdy o objemu 1 ml). Do kazdého vzorku bylo pfidano nékolik
kapek formalinu (4 %) pro fixaci cerkdrii. V téchto vzorcich byly spocteny vSechny cerkérie
pod binokularni lupou. V dal§im kroku byl pomoci odmérného valce uren objem vody
v kadince. Tento objem byl poté vztazen na pocet cerkarii spoctenych v 10ml a vysledna
hodnota vyjadiovala celkovy pocet cerkarii na mékkyse a den (24 h).

Nasledujici den byl proveden dalSi pokus. Mékkysi, ktefi byli pouZiti v terénnim
pokusu (skupina A;), byli po jeho ukonéeni okamzité prevezeni do laboratofe (od této chvile

skupina oznacena jako Aj). Zde byli jednotlivé umisténi do kadinek s odstatou vodou a
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vyplouvani cerkarii bylo pozorovano za piirozenych svételnych podminek béhem 24 h (stejné
jako skupina B,).

Teplota vody Vv jednotlivych kadinkach a teplota vzduchu v laboratofi byla méfena na
zacatku vSech provadénych pokust, a to v ptiblizné stejnou denni dobu (viz tab. 4).

Udaje o velikostech m&kkyst a poétu vyprodukovanych cerkarii ve viech skupinach

jsou uvedeny v tabulce 5.

3.3.3 Analyza dat

Zjistovana byla odliSnost v poc¢tu vyprodukovanych cerkarii mezi jednotlivymi
skupinami mekkyst. Pfed samotnymi analyzami byla provedena logaritmickéd transformace
poctu vyprodukovanych cerkarii prepocteného na objem mékkysu.

Rozdily mezi skupinami A; a A, byly testovany pomoci metody ANOVA repeated
measurements. Faktory byly skupina (A1, Az) a obdobi sbéru mékkysa. Skupiny A;, B; a B,
byly testovany pomoci dvoucestné ANOVy. Faktory byly skupina (A1, B1, B,) a obdobi sbéru
mekkysa. U téchto skupin bylo vynechdno obdobi (Eerven), pro které chybéla data u skupiny
B,. Pro porovnani skupin Ay, B; a B; byla rovnéZ pouzita dvoucestna ANOVA. Faktory byly
op¢t skupina (Az, B1, By) a obdobi sbéru mékkysi.

Pro skupiny A; a A; byla provedena analyza oddélen¢, protoze v téchto skupinach byli
pouziti stejni mekkysi, nejednalo se o nezavisla pozorovani. Dal§im divodem byl fakt, ze data
pro skupinu B, (mé&kkysi v laboratofi pii pfirozené svételné period€) chybéla v prvnim
studovaném obdobi (30. 6. 2008), protoze v tomto Case nebylo nalezeno dostate¢né mnozstvi
meékkysu infikovanych motolici D. pseudospathaceum.

Nulova hypotéza ve vSech piipadech znéla, ze neni rozdil v poctu vyprodukovanych
cerkarii mezi jednotlivymi skupinami. Hranice pro zamitnuti nulové hypotézy byla stanovena
na p > 0,05. V ptipad¢ zamitnuti nulové hypotézy byly rozdily mezi jednotlivymi skupinami
testovany pomoci Tukeyho HSD testu.
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4. VYSLEDKY

4.1. KAPITOLA 1. Sezénni rytmus ve vyplouvani cerkarii z plovatky
bahenni — sledovani poctu a velikosti cerkarii tfi modelovych druhu

Béhem tohoto pokusu bylo provedeno 25 odbéra mekkysu z terénu. Celkem bylo
vySetieno a zméfeno 52 mékkysu produkujicich cerkarie druhu Plagiorchis elegans, 34
mekkyst nakazenych motolici Opisthioglyphe ranae a 33 mékkystu infikovanych motolici
Diplostomum pseudospathaceum. Byly méteny morfologické parametry 460 jedinct cerkarii

druhu P. elegans, 310 jedinct cerkarii O. ranae a 280 jedinct cerkarii D. pseudospathaceum.

4.1.1. Velikost mékkyse a teplota vody

Nejprve bylo testovano, jak se méni objem mékkysi béhem roc¢nich obdobi. Bylo
prokazano, ze se objemy mckkyst odchycenych béhem jednotlivych odbért lisily (Fs=
5,6267; p= 0,00127). V zim¢ a na podzim byly odchyceni vétsi jedinci nez na jafe a v 1été
(obr. 10).

Dale byl zjistovan vztah mezi teplotou vody béhem jednotlivych odbéri a mnozstvim
vyprodukovanych cerkarii. Cerkarie druhu P. elegans vykazovaly signifikantné zaporny trend,
kdy se zvy3ujici se teplotou klesalo jejich mnozstvi (F1 4= 21,11407; p= 0,000034; R*=
0,2997; obr. 11). Naproti tomu u cerkarii O. ranae byla zjisténa pozitivni korelace mezi
mnozstvim vyplavanych cerkarii a zvySujici se teplotou (Fy 3, = 14,95493; p= 0,000508; R?*=
0,2972; obr. 12). U druhu D. pseudospathaceum byla rovnéz zjisténa pozitivni korelace mezi
mnozstvim vyplavanych cerkarii a zvySujici se teplotou, kterd ovSem nebyla statisticky

signifikantni (Fy 31= 1,9467; p= 0,1728; R%=0,0287; obr. 13).

4.1.2. Sledovani poctu cerkarii béhem roku

Byl nalezen signifikantni rozdil mezi celkovym poctem uvolnénych cerkarii u vSech
tti modelovych druhd motolic (Fo= 2,6395; p= 0,07618; df= 2). Nejvice jedincii cerkarii
béhem celého pribéhu pokusu bylo zjisténo u D. pseudospathaceum a nejméné u O. ranae
(obr. 14).
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Daéle bylo zjisténo, Ze dochazi ke zménam v poctu vyprodukovanych cerkérii béhem
jednotlivych roc¢nich obdobi (F3= 2,8118; p= 0,04302; obr. 15). Pribéh produkce cerkarii
(pocitano pro vSechny druhy spolecné€) byl nésledujici (obr. 15): od jara dochazelo postupné
ke zvySovani v mnozstvi cerkarii, na podzim dosahovalo mnozstvi cerkarii nejvyssich hodnot
a s klesajici teplotou v zimnim obdobi doslo k poklesu v mnozstvi vyplavanych cerkarii. Byl
proveden Tukey HSD test (tab. 6), ktery potvrzuje, ze signifikantné nejvyssi mnozstvi cerkarii
bylo vyprodukovano na podzim.

Kdyz vsak byl zjistovan vliv rocniho obdobi na jednotlivé druhy motolic (obr. 16),
byla zjisténa odliSnost u cerkarii P. elegans. Na jafe, v 1ét€¢ a na podzim byl prabéh produkce
u vSech tfi druhti motolic velmi podobny. V zim¢ doslo k poklesu u motolic O. ranae a D.
pseudospathaceum, avsak u motolice P. elegans doslo k vyznamnému narGstu v poctu
vyplavanych cerkarii (Fs= 3,0302; p=0,00902).

A¢ byl nalezen signifikantni rozdil v celkovém poctu uvolnénych cerkarii v pribéhu
jednotlivych méfenych intervald béhem dne (F= 17,358; p< 0,001), tento trend se
signigikantné projevil pouze u druhu P. elegans, kde byl nalezen signifikantni rozdil v po¢tu
uvolnénych cerkdrii mezi prvnim a vSemi ostatnimi méfenymi intervaly (obr. 17; F1p=5,5335;
p= 0,02079). U druhu O. ranae a D. pseudospathaceum nebyl pozorovan signifikantni rozdil

v mnozstvi vyprodukovanych cerkérii behem jednotlivych intervald.

4.1.3. Sledovani velikosti cerkarii béhem roku

Bylo zjisténo, ze béhem roku dochazi ke zménam ve velikosti cerkarii u vSech
sledovanych druht (tab. 7-9). Pomoci funkce forward selection byly vybrany rozméry
cerkarii, které vysvétlovaly nejvice variability (tab. 7-9).

U O. ranae se jednalo o siiku téla, Sitku Gstni pfisavky, Sitku ocasku a délku btisni
ptisavky, které byly nejvétsi na jare. Délka ocdsku se zvétSovala 1 na podzim (obr. 18, tab. 7).

U D. pseudospathaceum bylo zjisténo, ze délka i Sifka téla a Sitka Gstni piisavky byly
nejvetsi na jafe. Délka ocdsku byla nejvétsi na podzim. Délka Ustni piisavky rostla spise
vV zimé (obr. 19, tab. 8).

U P. elegans byly nalezeny nejvétsi cerkarie také na jate, kdy nejvice vzrostly
nasledujici rozméry: Sitka ocasku, Sitka bfiSni pfisavky, délka i Sitka téla. V 1été rostla délka

btisni pfisavky a délka océasku (obr. 20, tab. 9).
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Dale bylo zjisténo, Ze na rozméry cerkarii ma rovnéz signifikantni vliv hostitel (tzn.
jednotlivi mekkysi, ze kterych cerkarie vyplouvaly) (tab. 10).

Pro srovnani vlivu sledovanych faktorti (ro¢ni obdobi/hostitel) na rozméry cerkarii
bylo zjistovano, nakolik dané faktory vysvétluji variability. U vSech tfech druh bylo

prokdzano, ze nejvice variability vysvétluje roéni obdobi (tab. 11).

4.2. KAPITOLA 2. Srovnani po¢tu vyplavanych cerkarii Diplostomum
pseudospathaceum z plovatky bahenni v pfirodnich a laboratornich
podminkach

Byl zjistén signifikantni rozdil mezi mnoZzstvim cerkérii vyprodukovanych
V ptirozeném prostiedi (rybnik — skupina Aj;) a mnozstvim cerkarii vyprodukovanych
stejnymi jedinci mekkysu v laboratornich podminkach (skupina A, — obr. 21). V pfirozeném
prostfedi byla produkce signifikantn€ niz§i nez za laboratornich podminek (F3= 103,69;
p<0,001).

Porovnani produkce mezi jednotlivymi odbéry ukazalo podobny trend u obou skupin
(obr. 22). Produkce byla u skupiny A; i A, vysokd v cervnu a Cervenci, pak doslo
k vyraznému poklesu v zati a produkce pak dale klesala i v fijnu (F3= 16,865; p< 0,001).
Skupiny se mezi sebou signifikantné lisily v ¢ervnu a zafi, v Cervenci a fijnu byla odliSnost
tésné nesignifikantni (tab. 12).

Byl nalezen signifikantni rozdil v produkci mezi skupinou A; a skupinami méekkyst
produkujicich za laboratornich podminek (Bj, skupina vystavena svétlu stolni lampy a Bo,
skupina pfi pfirozené svételné periode) (F= 16,953; p< 0,001; tab. 13) Nejnizs§i produkce
cerkarii byla zjiSténa u mekkysi v pfirozeném prostiedi (Aj), signifikantn€ nejvyssi byla
produkce u skupiny B, (obr. 23).

Pfi podrobnéjsi analyze produkce cerkarii mezi skupinami Aj, B; a B, pro jednotliva
sledované obdobi bylo zjisténo, ze mnozstvi vyplavanych cerkarii skupiny A; se signifikantné
lisilo od skupin B; a B, pouze v jednom obdobi, a to v zafi. V Cervenci a fijnu byla produkce
u vSech tfi skupin podobna (obr. 24). Produkce cerkéarii u vSech skupin vykazovala klesajici
trend v Case; u skupiny A; bylo klesani mnohem strmé;jsi, v zafi a fijnu byla produkce témér
nulova (obr. 24).

Byly nalezeny signifikantni rozdily mezi skupinami mékkysu produkujicich cerkarie

Vv laboratornich podminkéch (F= 15,230; p< 0,001; obr. 25). U skupiny mekkyst vystavenych
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v

skupinami B; a A, (m&kkysi produkujici v laboratofi pfi pfirozeném osvétleni) nebyl nalezen

signifikantni rozdil (tab. 14).
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5. DISKUZE

5.1. KAPITOLA 1. Sezénni rytmus ve vyplouvani cerkarii z plovatky
bahenni — sledovani poctu a velikosti cerkarii tfi modelovych druha motolic

5.1.1. Sledovani poctu cerkarii béhem roku

Od ledna do prosince roku 2007 bylo sledovano, zda existuji rozdily ve vyplouvani
cerkarii z plovatky bahenni béhem roku. Byly zjiStény rozdily mezi mnoZstvim vyplavanych
cerkarii u jednotlivych druhti motolic. Nejvice jedinct cerkérii béhem celého pokusu bylo
zjisténo u D. pseudospathaceum a nejméné u O. ranae. Cerkarie téchto druhd se 1isi svoji
velikosti a tvarem téla (primérné hodnoty délky x Sitky téla v um: O. ranae 297 x 123; > P.
elegans 195 x 94 > D. pseudospathaceum 184 x 50; NaSincova 1992). Jednou z teorii, by
mohla byt moznost, Ze se jedna o kompromis mezi mnozstvim vyprodukovanych cerkarii a
jejich velikosti. Produkce cerkarii druhu O. ranae, které jsou ze sledovanych cerkarii nejvetsi,
bude vzhledem K jejich velikosti pravdépodobné nakladngjsi, a tak budou produkovany
v men$im mnozstvi nez mensi D. pseudospathaceum. Zjisténé vysledky by rovnéz mohly
souviset s aktivitou a typem druhych mezihostiteli. Ryby, mezihostitelé motolic D.
pseudospathaceum, jsou béhem dne casto rozptyleny ve vétSim prostoru dané lokality
(Helfman 1986), setkani cerkarii s dobfe pohyblivymi rybami tak muze byt ponékud
mnozstvi cerkarii ve vétsim prostoru vodni nadrze. Motolice rodu Diplostomum jsou rovnéz
povazovany za cerkarie s velmi dobrymi plaveckymi schopnostmi (Haas 2000, 2003;
Karvonen a kol. 2003) umoznujici jim se udrzet ve vodnim sloupci. Cerkarie O. ranae
pronikaji do pulct zab, ktefi byvaji spiSe na mél¢inach, v menSim prostoru a ve vétsi blizkosti
mekkysu, jsou proto v prostoru urcité lokality jednoduseji lokalizovatelni (Stebbins a Cohen
1997). Podobné vztahy mezi velikosti a pohyblivosti cerkarii a typem dal§iho mezihostitele
uvadi McCarthy a kol. (2002).

Dale bylo zjiSténo, ze dochazi ke zméndm v mnozstvi vyprodukovanych cerkarii
béhem jednotlivych ro¢nich obdobi. Na jafe bylo mnozstvi vyprodukovanych cerkarii nizké,
ale postupné¢ béhem l1éta dochdzelo ke zvySeni a na podzim dosahovala produkce cerkarii

nejvyssich hodnot, v zimé pak doslo k poklesu. Taskinen a kol. (1998), ktefi ziskali podobné
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vysledky, zjistili, ze produkce cerkarii Rhipidocotyle fennica byla nizka na jafe (uvadi
vV kvétnu) a pak vzristala béhem 1éta (od Cervna do Cervence). Nejintenzivngjsi produkci
zaznamenali na sklonku léta (v prib¢hu srpna), kterd po n€kolika prvnich dnech v zafi zacala
S prichazejici zimou postupné klesat. Prevalence ndkazy motolicemi v podminkach mirného
pasma u plovatky bahenni ma velmi podobny pribé¢h jako nami zjisténé udaje o intenzité
produkce cerkarii (Probert 1966; Zdun 1959; Bertman 1980; Viyrynen a kol. 2000; Loy a
Haas 2001; Karvonen a kol. 2006; Zbikowska 2007; Zbikowska a kol. 2006). Naptiklad
Bertman (1980) zjistila, Ze nejnizsi prevalence nakazy motolicemi u plovatky bahenni byla na
jate (59%), dale procento nakazenych plovatek vzristalo a svého maxima doséhlo v pozdnim
srpnu (81,1%), pak postupné klesalo na podzim (68,9%). Vayrynen a kol. (2000) zjistili, ze
nakaza xifidiocerkariemi (P. elegans) a furkocerkariemi (D. spathaceum) se ve dvou finskych
jezerech zvySovala od jara a maximalnich hodnot dosdhla v zafi.

Vyplouvani cerkarii by vSak kromé& sezonnich zmén mohlo byt ovlivnéno i velikosti
mekkysa. I presto, ze behem jednotlivych odbérii z terénu byli sbirdni pokud mozno stejné
velci mekkysi, jejich velikost béhem ro¢niho obdobi kolisala (obr. 10). Vysledky ukazuji, ze
nejvice cerkarii vyplavalo na podzim, coz by mohlo byt ovlivnéno i skutecnosti, Ze mekkysi
s velkym objemem byli nalezeni také na podzim. Poulin (2006) ve své studii zjistil, ze
velikost mekkySe ma vliv na mnozstvi cerkarii vyprodukovanych béhem 24 h (tzn., Ze
z vétSich mekkysi bylo vyprodukovano vice cerkarii). Tento jev je také podrobné
zdokumentovan u celedi Schistosomatidae (Loker 1983), kde byla zjiSténa pozitivni korelace
mezi velikosti m&kkySe a celkovou dobou produkce cerkarii. U motolice Diplostomum
spathaceum bylo rovnéz zjisténo, ze pocet cerkarii vyplouvajicich z mékkyse je siln¢ ovlivnén
jeho velikosti (Karvonen a kol. 2003, 2004, 2006). Tuto zavislost pozorovaly i jiné skupiny
autort, napiiklad Brown a kol. (1988); Jokela a Lively (1995a,b); Briers (2003).

Kdyz byl zjistovan vliv ro¢niho obdobi na jednotlivé druhy motolic, byla
zaznamenana odlisnost ve vyplouvani cerkarii P. elegans. Na jafe, v Iét¢ a na podzim byl
prubéh produkce u vsech tii druht motolic velmi podobny. V zim¢ doslo k poklesu u motolic
O. ranae a D. pseudospathaceum. Avsak u P. elegans doslo k nartistu v po¢tu vyplavanych
cerkarii. Jedno z moznych vysvétleni by mohlo byt, ze infekce motolicemi v mekkysich
pfetrvava i pies zimu a s klesajici teplotou sice dojde k pozastaveni ¢i potlaeni produkce
cerkarii, ovSem akumulace rédii ¢i sporocyst pokracuje i za sniZzenych teplot (Schell 1962;
Mindel 1963; Watertor 1968; Brassard a kol. 1982, Galaktinov a Dobrovolskij 2003; Poulin
2006). Protoze v laboratofi byla produkce méfena pokazdé pii 17°C a v terénu byla teplota

v zim¢ mnohem niz$i (okolo 2°C a mén¢), mohlo tak v kratké dobé dojit k intenzivnimu
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vyplouvani cerkarii; rovnéz manipulace s mékkysi mohla mit vliv na produkci cerkarii. Ale
toto vysvétleni je mozné vztahnout na vSechny tii druhy, protoze u vSech bylo zaznamenano
vyplouvani cerkérii v laboratoii v zimnim obdobi (produkce cerkdrii ustava, kdyz teplota
okoli klesne piiblizn¢ pod 10°C; Crews a Esch 1986; Ataev 1991; Lyholt a Buchman 1996).
V tomto piipadé by bylo nutné provadét pokus pfimo na dané lokalité, aby se ptedeslo vlivu
zvolené metody (viz kapitola 2). Pomoci regrese vsak bylo zjisténo, Ze mnozstvi vyplavanych
cerkarii P. elegans bylo negativné korelovano s teplotou. Signifikantné¢ vyssi mnozstvi
cerkarii P. elegans v zimé by mohlo souviset s tim, Ze tento druh je bud’ adaptovan na nizsi
teploty (v pfirozeném prostiedi dochazi K vétsi akumulaci sporocyst se zarodky cerkarii
pripravenych k vypluti) nebo pouze citlivéji reaguje na teplotni zmény. Byly by vSak nutné
dalsi pokusy pro podlozeni takovychto tvrzeni.

Motolice O. ranae a D. pseudospathaceum po cely rok vykazovaly podobny prubéh
Vv produkeci cerkarii béhem dne. U obou druhti jejich pfitomnost béhem dne vyrazné nekolisala,
coz by mohlo souviset s aktivitou dalSich mezihostiteli. OvSem u druhu P. elegans bylo
prokézano, ze signifikantné nejveétsi mnozstvi cerkarii vyplouvalo v prvnim méfeném
intervalu, postupné klesalo béhem dne, a v poslednim intervalu (22 h) opét stoupalo. Tento
trend by mohl byt vysvétlen tim, Ze cerkarie P. elegans vyplouvaji v noci (Genov a Samnaliev
1984; Webber a kol. 1986; Lowenberger a Rau 1994; Zakikhani a Rau 1999). Vysoka
produkce béhem prvniho intervalu (7 h — 10 h) a vzestup pii poslednim méfeni (19h — 22h) by
mohly byt soucasti no¢niho maxima; avsak produkce cerkarii byla méfena jen béhem dne (viz

Material a metodika, str. 13).

5.1.2. Sledovani velikosti cerkarii béhem roku

Vysledky v této studii prokazaly, Ze dochazi ke zménam ve velikosti cerkarii vSech tii
studovanych druhti motolic v pribchu roku. U vSech tii druhil bylo zjisténo, ze cerkarie byly
nejvetsi na jafe. V piipadé P. elegans rostlo i nékolik morfologickych paramertt v letnim
obdobi. Jednotlivé morfologické parametry cerkarii se u kazdého druhu liSily, ovSem ,,Sifka
téla® rostla na jafe u vSech tfech druht. Dale se shoduje O. ranae a D. pseudospathaceum ve
vzrustu ,Sitky Gstni pfisavky* (na jate). ,,.Délka 1 Sitka téla* rostly na jafe jak u D.
pseudospathaceum, tak P. elegans. Jedna z moznych tuvah je, Ze na jatre, kdy vyplouvani
cerkarii (a 1 jejich tvorba) neni tak intenzivni, jsou energetické zasoby hostitele pro motolice

jesté v nadbytku. AvsSak v 1été, kdy je produkce cerkarii maximalni, velmi pravdépodobné
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postupné dochazi k optimalizaci velikosti cerkdrii a jejich poctu, protoze jsou hostitelské
zdroje Cerpany intenzivnéji. Na podzim jsou hostitelské zdroje pravdépodobné vycCerpané a je
mozné oCekavat, ze hostitel i parazit se budou spiSe pfipravovat na zimu. Jedna se vSak pouze
o spekulaci a byly by nutné dalsi testy, aby se tato teorie potvrdila, ¢i vyvratila.

Déle by mohly byt zajimavé udaje o tom, v kterém obdobi roste délka ocasku u
jednotlivych druhti. Jednou z Givah by totiz mohlo byt, ze délka ocasku souvisi s pohybem a
pohyb cerkarii je hlavnim prostiedkem k dosazeni dal$iho mezihostitele. Mohla by se tak
optimalizovat i1 velikost pohybového organu cerkarii v zavislosti na pfitomnosti dalSich
mezihostiteld, aby pro cerkarie bylo snazsi dal$ich hostitelt dosahnout. V této praci bylo
zjisténo, ze délka ocasku rostla shodné na podzim u druhti O. ranae a D. pseudospathaceum.
U druhu P. elegans rostla délka ocasku v 1été.

Z provedenych analyz bylo také zji$téno, Ze na velikost cerkarii ma vliv 1 individudlni
hostitel. Mizeme najit studie, které se zabyvaji ovlivnénim produkce cerkarii naptiklad
vzhledem k tomu, jak byl mé&kkysi hostitel vyzivovan a jaké mél dostupné potravni zdroje
(Rondelaud a kol. 2002). Na velikost cerkarii by tak mohla mit vliv i fyziologicka kondice
jednotlivych individui méekkysa, z kterych jsou produkovany, piipadn€ i staii konkrétnich
mékkySich hostiteltl. Zatim vSak podobné studie, které by se zabyvaly ovlivnénim velikosti
cerkarii ve vztahu k fyziologickym dispozicim hostitele, nebyly provadény.

Mnoho autorti, napf. Poulin (2006) nebo Mas-Coma a kol. (2009) se vsak ve svych
pracich zminuje o tom, Ze velikost cerkarii je dulezitou komponentou, kterd by méla byt ve

studiich o produkci cerkarii zohlednéna.

5.2. KAPITOLA 2. Srovnani po¢tu vyplavanych cerkarii Diplostomum
pseudospathaceum z plovatky bahenni v prirodnich a laboratornich
podminkach

Tato prace navazuje na piedchozi problematiku vlivu laboratornich podminek a
manipulace s mekkysi na vyplouvani cerkarii. Cilem bylo srovnat mnozstvi vyprodukovanych
cerkarii v laboratornich podminkach s mnozZstvim vyprodukovanych cerkarii v pfirozeném
prostiedi.

Vysledky ptedkladané studie ukazuji, ze mnozstvi cerkarii vyprodukovanych
Vv laboratornich podminkach (A2) bylo signifikantn€ vy$§i nez mnozstvi cerkarii

vyprodukovanych stejnymi jedinci mekkyst v pfirozeném prostiedi (Ai). | u skupin
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testovanych ve stejném cCase bylo zjisténo, ze produkce v laboratornich podminkach (skupiny
B1, By) dosahovala vyssich hodnot nez v rybniku (A;). I piesto, ze v tomto piipadé nebyl
rozdil mezi jednotlivymi skupinami mékkysu ve vSech sledovanych mésicich tak vyrazny.

O predpokladu, ze v laboratornich podminkach je vyprodukovéno vyS§i mnozstvi
cerkarii, nez jaké vyplave v pfirozeném prostiedi, se ve svych pracich zminuji naptiklad
Thompson (1997) nebo Taskinen (1998). ZvySeni v mnozstvi cerkdrii vyplavanych
Vv laboratornich podminkach miize byt zptisobeno né¢kolika faktory. Kuptikladu v pracich
autort Erasmus (1972) a Anderson a kol. (1976) je diskutovano o tom, Zze mechanicka
stimulace mékkysi pii pfevozu z terénu do laboratoie mize zpusobit zvySeni jejich aktivity a
vyvolat tak produkci mnohem vétsiho mnozstvi cerkarii, nez by bylo obvyklé. Jokela a kol.
(1999); Karvonen a kol. (2004) ve svych praci zvazuji, ze laboratorni podminky mohou
pfivodit stresové podminky piisobici na intenzitu produkce cerkarii a také na zvySeni
mortality u mékkysich hostiteld. Vysledky této studie, proto velice dobfe koresponduji
S témito pracemi. Proto by pozorovani provadéné v laboratofi mélo byt nejlépe podpoieno
sledovanim a pokusy provedenymi v ptirozeném prostiedi (Karvonen a kol. 2004; Poulin
2006).

Dalsi jev, ktery byl odhalen, byla skute¢nost, Ze rytmus ve vyplouvani cerkérii béhem
jednotlivych mésicti mél stejny trend jak v terénnich podminkach, tak v laboratofi. V ¢ervnu
postupné dochéazelo ke zvySeni v mnoZstvi vyprodukovanych cerkarii u obou skupin (A;-
terén; A, — laboratof), v ¢ervenci dosahovala produkce cerkarii hodnot nejvyssich a postupné
klesala od zafi a v fijnu (smérem k zimnimu obdobi) bylo mnoZzstvi vyprodukovanych cerkarii
zachovan 1 pti laboratornich podminkéch.

Dale bylo zjistovano, zda je rozdil mezi mnoZstvim vyprodukovanych cerkarii u
skupin mékkysu, ktefi produkovali pouze v laboratornich podminkach (B3, B,, Az). U skupiny
mékkyst vystavenych svétlu stolni lampy (B;1) bylo totiz zjisténo, Ze dochazi k produkci
signifikantné mensiho mnozstvi cerkarii ve srovnani se skupinami mékkysi, ktefi produkovali
cerkarie pfi ptirozené svételné periode. To by mohlo znamenat, Ze mnozstvi jedinct cerkarii
D. pseudospathaceum z plovatky bahenni miize byt negativné ovlivnéno zvysenou svételnou
stimulaci. Toto zjiSténi je ve shodé s nékterymi predchozimi studiemi napf. autori Sous
(1992) a Lyholt a Buchmann (1996), ktefi ziskali podobné vysledky u druhu D. spathaceum.
Karvonen a kol. (2004) ovsem zjistili, Ze produkce cerkarii tohoto druhu motolice klesa v noci
a je naopak vysokd pres den, coz souvisi s tim, Ze dal$i mezihostitelé (ryby) jsou aktivni

hlavné béhem dne, a je tak pravdépodobné snazsi jejich ndkaza (Helfman 1986; Wootton
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1990; Wieser 1991). Lyholt a Buchmann (1996) uvazuji o tom, Ze pfitomnost ryb neni
zavisla na ménici se svételné intenzité, jejich pritomnost nijak zvlast' v prabéhu dne nekolisa,
a proto ani motolice rodu Diplostomum nemusi optimalizovat ¢as vyplouvani podle svételné
intenzity, ktera se méni béhem dne. Jak dokazuji také vysledky z ptedchozi kapitoly, u D.

pseudospathaceum nedochazi béhem dne ani ke kolisani v mnozstvi vyplavanych cerkarii.
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6. ZAVER

Cilem této magisterské prace bylo studium zivotnich strategii vyvojovych stadii
motolic, se zaméfenim se na charakteristiky cerkarii, jako je jejich vyprodukované mnozstvi a
velikost ve vztahu k ménicimu se ro¢nimu obdobi. Vysledky této studie prokazuji, Ze jak
mnozstvi vyprodukovanych cerkérii, tak jejich velikost se béhem ro¢niho obdobi méni.
Nicméné¢ biologické charakteristiky v procesu produkce cerkarii se pravdépodobné budou lisit
mezi jednotlivymi taxony motolic a kazdy druh bude zfejmé reagovat vice ¢i mén¢ odliSnym
zpusobem. Proces produkce cerkarii bude ovlivnén i jinymi faktory, které v rtizné souvislosti
a spolupraci mezi sebou samymi budou hrat roli, v tom kolik a jak velké cerkarie budou
vyprodukovany z meékkyst za urcitou casovou jednotku. OvSem udaje poskytujici relevantni
informace o vlastnostech produkce cerkarii jsou velmi vyznamné, a to jak z hlediska
biologického, tak ptedevSim epidemiologického. Vzhledem ke zjistenym vysledkim by do
budoucna bylo vhodné zohlednit i obdobi, ve kterém je méteni produkce provadéno, aby se
vliv ro¢niho obdobi na mnozstvi vyprodukovanych cerkarii optimalizoval. Také by bylo
velmi zajimavé obohatit tyto pokusy o dalsi, které by mohly s vétsi jistotou odiivodnit ziskané
vysledky a otestovat predlozené uvahy.

V dalsi kapitole bylo cilem kvantifikovat mnoZstvi vyprodukovanych cerkarii ptimo
na studované lokalit€¢ a porovnat jej s mnozstvim cerkarii vyprodukovanych v laboratofi.
Ziskat spolehlivé udaje o zménach produkce cerkdrii vyzaduje komplexni zohlednéni
veskerych vnégjSich vlivii. Doposud byly pokusy ohledné¢ produkce cerkdrii provadény
piedevsim za laboratornich podminek. A to i piesto, Ze ne vZdy jsou vysledky laboratornich
studii jednoduSe extrapolovatelné na ptirodni populace. Vysledky této studie dokazuji, ze
mnozstvi cerkarii vyplavanych v laboratornich podminkach je odli$né od mnozstvi cerkarii,
které ve skuteCnosti vyplouva (a to 1 ze stejnych individui mékkysa) v pfirozeném prostiedi.
Je proto velmi dulezité pii riznych vypoctech a predikcich o tom, jak rychle by se mohli
infek¢éni onemocnéni motolicemi §ifit na nova tzemi, napiiklad vlivem globalniho oteplovani,
brat v potaz skutecnost, Ze vysledky naméfené v laboratornich podminkach mohou byt odlisné
od dé&jii probihajicich v pfirozeném prostiedi. Metodika pouzita v této studii by proto mohla
slouZit jako novy néstroj pro studium produkce cerkarii v pfirozenych podminkéch, pfimo na
studovanych lokalitich. Mohla by se tak zvySit urovenl vysledkd tykajicich se poctu

vyprodukovanych cerkarii riznych druhii motolic.
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8. PRILOHY

8.1. Tabulky

Tabulka 1. Primérna velikost plovatky bahenni a pocet uvolovanych cerkarii druhu
Plagiorchis elegans.

rok délka mekkyse Sitka mekkyse objem mekkyse cerkarie
2007 mekkys (cm) (cm) (mm3) (pocet)
mesic  pocet priamer smeér.odch. primér smér.odch. primér smér.odch. primér smeér.odch.

1 3 55,37 1,95 31,55 1,62 14,51 2,05 25837 6740
2 3 52,33 2,18 32,05 1,25 14,13 1,67 21097 9328
3 3 49,45 0,96 26,72 0,84 9,25 0,72 1761 814
4 6 45,33 5,92 25,25 3,50 7,97 3,18 4224 3942
5 9 45,99 7,96 23,97 6,13 7,96 5,10 813 995
6 6 46,69 6,54 24,6 3,87 7,88 3,18 2285 2479
7 9 46,46 4,33 23,83 2,92 7,13 2,32 2253 2426
8 6 40,17 2,80 20,89 2,36 4,71 1,30 677 501
9 3 42,4 1,69 20,7 1,54 4,81 0,91 5264 975
10 3 44,02 4,77 24,02 2,29 6,82 1,89 9748 6230
12 1 51,6 0,00 28,1 0,00 10,66 0,00 56642 0

Tabulka 2. Primémé hodnoty velikosti plovatky bahenni a poctu cerkarii druhu
Diplostomum pseudospathaceum.

rok délka mekkyse Sitka mékkyse objem mekkyse cerkarie
2007 mekkys (cm) (cm) (mm3) (pocet)
mesic (pocet) primér smér.odch. primér smér.odch. primér smér.odch. primér smér.odch.

2 3 50,4 5,00 29,48 2,55 11,75 3,23 758 198
3 1 53,55 0,00 28,5 0,00 11,38 0,00 540 0
4 2 47,78 2,38 25,63 2,63 8,38 2,09 1508 74
5 3 55,4 2,40 31,72 1,69 14,68 2,04 10648 4499
6 5 48,21 4,17 24,82 2,09 7,89 1,77 6954 3237
7 9 48,78 3,85 25,8 1,88 8,6 1,74 3879 3921
8 4 49,34 6,72 27,03 3,63 9,91 3,52 6487 5731
9 1 56,95 0,00 31,5 0,00 14,79 0,00 22721 0
10 2 53,33 2,92 29,98 1,88 12,67 2,26 10132 8049
11 1 50,25 0,00 29,7 0,00 11,6 0,00 8831 0
12 2 52,95 3,40 29,88 1,48 12,47 2,02 3133 899
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Tabulka 3. Primérné hodnoty velikosti plovatky bahenni a poctu cerkarii druhu
Opisthioglyphe ranae.

rok délka mékkyse Sitka mekkyse objem mekkyse cerkarie
2007 mekkys (cm) (cm) (mm3) (pocet)
mésic pocet priamer smér.odch. primér smér.odch. primér smér.odch. primér smeér.odch.

3 49,27 1,35 27,78 1,61 10,01 1,44 219 43,12
54,47 0,93 33,17 1,62 15,73 1,76 379 201,48
53,55 0,00 28,5 0,00 11,38 0,00 125 0,00
45,7 1,65 25,8 0,55 7,98 0,63 231 44,20
47,75 3,23 26,06 0,81 8,5 0,91 3499  1544,99
43,72 5,02 23,22 3,18 6,48 2,60 2795  1207,22
43,32 7,07 21,95 1,11 5,49 1,06 1328  1023,22
47,69 1,72 25,36 1,76 8,06 1,16 6648  5765,69
44,75 3,46 23,45 1,81 5,77 1,38 3741  1186,41
49,65 0,00 25,15 0,00 8,22 0,00 788 0,00
421 0,00 21,65 0,00 5,16 0,00 1890 0,00

e
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Tabulka 4. Teplota vody a vzduchu u jednotlivych skupin pii odbérech v roce 2008 (A; —
meékkysi produkujici v terénu; A, — skupina stejnych jedinci mekkysu jako ve skupiné Ay, ale
produkujici v laboratornich podminkach pii pfirozené svételné periodé; B; — mekkysi
produkujici v laboratofi pod svétlem stolni lampy; B, — mékkysi produkujici v laboratofi pfi
ptirozené svételné periode).

vzduch
skupina  datum (rok 2008) voda (°C) (°C)
Ay 30.6. 26 26,2
A 28.7. 24,6 20
B, 28.7. 26,5 27
B> 28.7. 25,3 25,5
A, 28.7. 25,3 28,8
A1 22.9. 11,1 10
B: 22.9. 18,4 14
B, 22.9. 18,4 19,4
A, 22.9. 18,8 22,3
Ay 21.10. 10,3 16,7
B: 21.10. 17 14
B> 21.10. 16 15,6
A, 21.10. 18,2 20,5
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Tabulka 5. Primérné hodnoty velikosti mékkysu (poc¢et mekkysu byl v kazdém obdobi stejny
— 10 jedinct) a pocet vyprodukovanych cerkarii (Diplostomum pseudospathaceum) v roce
2008 (vysvétlivky k jednotlivym skupindm méekkyst viz. Tab. 4).

délka meékkyse Sitka mekkyse objem mékkyse
(mm) (mm) (mm?3) cerkarie (pocet)
30.6.2008 pramér smér.odch. primér smér.odch. primér smér.odch. primér smér.odch.
B 53,69 2,39 26,19 1,51 9,68 1,37 100060 36183
Ax 54,87 2,83 28,39 1,47 11,62 1,59 64140 46683
A, 54,87 2,83 28,39 1,47 11,62 1,59 125920 47640
28.7.2008
B 53,99 3,74 27,61 2,39 10,93 2,63 74408 30383
B, 52,17 1,84 26,87 1,05 9,88 1,08 127236 36571
Ax 55,29 3,58 28,06 2,21 11,5 2,36 123231 49082
A, 55,29 3,58 28,06 2,21 11,5 2,36 172082 35056
22.9.2008
B 54,34 3,47 28,77 3,37 12,02 3,47 34393 13847
B, 53,87 3,92 28,81 2,25 11,86 2,6 61154 34219
Aq 54,26 2,43 29,34 1,74 12,37 1,78 5112 3659
A, 54,26 2,43 29,34 1,74 12,37 1,78 71872 18853
21.10.2008
B 52,76 2,11 28,34 1,29 11,12 1,28 7408 8273
B, 52,08 3,43 27,13 1,88 10,12 2,06 6605 5710
Aq 54,89 3,4 29,93 2,14 12,99 2,38 4176 2408
A, 54,89 3,4 29,93 2,14 12,99 2,38 9532 5473

Tabulka 6. Statistické udaje ziskané pomoci Tukey HSD testu popisujici rozdil v produkci
cerkarii mezi jednotlivym ro¢nim obdobim. Cervené zvyraznéné udaje vykazuji signifikantni
rozdil.

rocni 1 2 3 4
obdobi

jaro 0,20 0,01 0,95
1éto 0,20 0,40 0,65
podzim 0,01 0,40 0,09
zima 0,95 0,65 0,09
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Tabulka 7. Kanonickd variani analyza pro rozméry cerkarii Opisthioglyphe ranae
Z jednotlivych rocnich obdobi. Statistickd signifikance vysvétlujicich proménnych vybranych
na zaklad¢ forward selekce, testovdna neparametrickym permutacnim Monte Carlo testem

(999 permutaci pro analyzu).

Opisthioglyphe ranae F p
1. 0sa 37,875 0,001
ostatni osy 10,734 0,001
Forward selekce

Sitka ustni prisavky 27,667 0,001
délka btisni ptisavky 14,728 0,001
Sifka téla 13,765 0,001
délka ocasku 9,180 0,001
§itka ocasku 6,009 0,001

Tabulka 8. Kanonickd varia¢ni analyza pro rozméry cerkarii D. pseudospathaceum
Z jednotlivych ro¢nich obdobi. Statistickéd signifikance vysvétlujicich proménnych vybranych
na zaklad¢ forward selekce, testovana neparametrickym permutaénim Monte Carlo testem

(999 permutaci pro analyzu).

D. pseudospathaceum F )
1. osa 34,284 0,001
ostatni osy 8,331 0,001
Forward selekce
Sitka ustni prisavky 23,968 0,001
délka ocasku 12,591 0,001
Sitka téla 9,837 0,001
délka téla 11,82 0,001
délka tustni prisavky 10,041 0,001
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Tabulka 9. Kanonicka variacni analyza pro rozméry cerkarii P. elegans z jednotlivych
ro¢nich obdobi. Statisticka signifikance vysvétlujicich proménnych vybranych na zakladé
forward selekce, testovdna neparametrickym permutaénim Monte Carlo testem (999
permutaci pro analyzu).

P. elegans F p

1. osa 67,389 0,001
ostatni osy 17,922 0,001
Forward selekce

§ifka ocasku 43,874 0,001
Sifka téla 35,639 0,001
Sirka bfisni ptisavky 11,802 0,001
délka ocasku 10,768 0,001
délka tustni prisavky 10,165 0,001
délka téla 9,338 0,001

Tabulka 10. Kanonicka variacni analyza pro rozméry cerkarii z jednotlivych hostiteld (L.
stagnalis). Statisticka signifikance vysvétlujicich proménnych testovana neparametrickym
permuta¢nim Monte Carlo testem (999 permutaci pro analyzu).

O. ranae F )
1. osa 6,862 0,001
ostatni osy 3,65 0,001
P. elegans

1. osa 7,481 0,001
ostatni osy 4,046 0,001
D. pseudospathaceum

1. osa 5,646 0,001
ostatni osy 2,847 0,001

Tabulka 11. Analyza hlavnich komponent (PCA) vlivu ro¢niho obdobi a hostitele na velikost
cerkarii. Variabilita dat vysvétlena na jednotlivych osach je uvedena v procentech.

O. ranae 1. osa 2. 0sa 3. 0sa 4. 0sa
ro¢ni obdobi 50,6 77 100 0
hostitel 3,9 7,6 11,1 15
P. elegans

ro¢ni obdobi 50 79,6 100 0
hostitel 2,3 45 6,6 8,5
D. pseudospathaceum

ro¢ni obdobi 55,2 82,1 100 0
hostitel 4,2 8,1 12 14,6
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Tabulka 12. Statistické udaje, ukazujici rozdil v mnozstvi vyprodukovanych cerkarii (D.
pseudospathaceum) u skupin A; a A, mezi jednotlivymi odbery, ziskané pomoci Tukey HSD

testu. Cervené zvyraznéné udaje vykazuji signifikantni rozdil.

ro¢ni skupina 1 2 3 4 5 6 7 8
obdobi  mékkysi

Cerven Al 0,00 0,00 0,00 0,00 0,72 0,00 0,00
Cerven A2 0,00 1,00 0,50 0,00 0,26 0,00 0,00
Cervenec Al 0,00 1,00 0,33 0,00 0,15 0,00 0,00
Cervenec A2 0,00 0,50 0,33 0,00 0,00 0,00 0,00
zafi Al 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,97
zati A2 0,72 0,26 0,15 0,00 0,00 0,00 0,00
fijen Al 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,59
fijen A2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,96 0,00 0,59

Tabulka 13. Statistické udaje ziskané pomoci Tukey HSD testu, popisujici rozdil v produkci
cerkarii mezi jednotlivymi skupinami mé&kkyst. (Aj- produkujici v terénu; Bi- produkujici
Vv laboratornich podminkach, pod svétlem stolni lampy; B,- produkujici v laboratornich
podminkach, pfi pfirozené svételné period). Cerven& zvyraznéné udaje vykazuji signifikantni

rozdil.
skupina 1 2 3
mékkySi
Al 0,00 0,00
Bl 0,00 0,00
B2 0,00 0,00

Tabulka 14. Statistické tdaje ziskané pomoci Tukey HSD testu, popisujici rozdil v produkci
cerkarii mezi jednotlivymi skupinami mékkyst. Cervené zvyraznéné udaje vykazuji

signifikantni rozdil.

skupina 1 2 3
mékkysi

Bl 0,00 0,00
B2 0,00 0,24
A2 0,00 0,24
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8.2. Obrazky

Obrazek 1. Poloha studovanych lokalit.

Poloha studovanych lokalit
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Rybnik Hluboky u Hamru

Rybnik Vlkov

Obrazek 2. Fotografie n¢kterych ze studovanych rybnika z Tieboniské lokality.
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AR n
gl 5.
Rybnik Velky Dvorecky

Rynik Zavadil

Obrazek 3. Fotografie nékterych ze studovanych rybniku na lokalité Jindfichohradecké.
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Obrazek 4. Plovatka bahenni (Lymnaea stagnalis).
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Obrazek 5. Graf znazorijici pribéh pramérnych teplot vody a vzduchu béhem roku 2007
ve sledované oblasti (hodnoty z obou lokalit jsou zpraimérovany).
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Obrazek 6. T¢lesné rozméry méfené u xifidiocerkarii (na obrazku je znazornén druh
Opisthioglyphe ranae) 1. sitka ustni piisavky; 2. délka ustni piisavky; 3. Sitka bfisni piisavky;
4. délka btisni ptisavky; 5. Sitka océsku; 6. délka ocasku; 7. Sitka téla; 8. délka téla.
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Obrazek 7. T¢lesné rozméry méiené u furkocerkarie (Diplostomum pseudospathaceum)

1. sitka Ustni pfisavky; 2. délka Ustni ptisavky; 3. Sitka bfiSni pfisavky; 4. délka biisni
ptisavky; 5. Sitka océsku; 6. délka ocasku; 7. Sitka furky; 8. délka furky; 9. Sitka téla; 10.
délka téla.
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Obrazek 8. Odmérné valce v nosné konstrukci uréené pro sledovani vyplouvéani cerkarii
z me&kkysh na sledované lokalité.

Obrazek 9. Odbér vzorkl vody s cerkdriemi z odmérnych valcii, kde byli umisténi mékkysi.
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Obrazek 10. Primérné hodnoty objemu me&kkysi béhem jednotlivych ro¢nich obdobi.
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Obrazek 11. Plagiorchis elegans — vztah mezi teplotou vody a mnozstvim vyplavanych
cerkarii béhem jednotlivych odbéri.
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Obrazek 12. Opisthioglyphe ranae — vztah mezi teplotou vody a mnozstvim vyplavanych
cerkarii béhem jednotlivych odbéri.
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Obrazek 13. Diplostomum pseudospathaceum — vztah mezi teplotou vody a mnozstvim
vyplavanych cerkarii béhem jednotlivych odbéri.
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Obrazek 14. Celkové mnozstvi vyplavanych cerkarii tfi vybranych druhti — Opisthioglyphe
ranae (O.R.), Diplostomum pseudospathaceum (D.P.) a Plagiorchis elegans (P.E.).
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Obrazek 15. Celkové mnozstvi vyplavanych cerkarii béhem jednotlivych roénich obdobi.
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Obrazek 16. Mnozstvi vyplavanych cerkarii jednotlivych druhti béhem roku (Opisthioglyphe
ranae (O.R.), Diplostomum pseudospathaceum (D.P.) a Plagiorchis elegans (P.E.).
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Obrazek 17. Priibéh vyplouvani cerkarii béhem dne, pro kazdy druh motolice samostatné
(vysvétlivky k legendé viz obr. 16).
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Obrazek 18. Rozméry cerkarii Opisthioglyphe ranae v zavislosti na ro¢nim obdobi.
Zobrazeny jsou pouze vysvétlujici proménné vybrané na zakladé forward selekce.
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Obrazek 19. Rozméry cerkarii D. pseudospathaceum v zavislosti na ro¢nim obdobi.
Zobrazeny jsou pouze vysvétlujici proménné vybrané na zakladé forward selekce.
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Obrazek 20. Rozméry cerkarii P. elegans v zavislosti na sezoné. Zobrazeny jsou pouze
vysvétlujici proménné vybrané na zakladé forward selekce.
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Obrazek 21. Mnozstvi cerkarii (D. pseudospathaceum) vyplavanych ze stejnych jedinci
plovatek v ptirozeném prostiedi (A1) a v laboratornich podminkach (Ay).
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Obrazek 22. Mnozstvi cerkarii (D. pseudospathaceum) vyplavanych ze stejnych jedinci
plovatek skupin A; (nejprve v pfirozeném prostiedi) a A, (pifevezenych do laboratofe)
Vv jednotlivych studovanych obdobich.
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Obrazek 23. Mnozstvi vyplavanych cerkarii (D. pseudospathaceum) z plovatek ponechanych

V pfirozeném prostiedi (A1) a plovatek ponechanych v laboratornich podminkach (B; — pod
svétlem stolni lampy; B, — pii pfirozené svételné periode).
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Obrazek 24. Mnozstvi vyplavanych cerkarii u skupin A; (v pfirozeném prostiedi), B;
(v laboratofi, pfi svétle stolni lampy) a B, (v laboratofi, pfi pfirozené svételné period¢€) v
jednotlivych studovanych obdobich.
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Obrazek 25. Mnozstvi cerkarii vyplavanych z plovatek ponechanych v laboratornich
podminkach. (B; — produkujici v laboratornich podminkach, pod svétlem stolni lampy; B,-
produkujici v laboratornich podminkéch, pfi pfirozené svételné periode; A, — mekkysi, kteti
nejprve produkovali v terénnich podminkach, poté pievezeni do laboratofe a produkujici zde
pii pfirozené svételné periodg).
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