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1. Uvod

Svalbard je souostrovi lezic Severnim ledovém oceanu seveod kontinentalni Evropy
(Obr. 1), priblizn¢ uprosted mezi Norskem a Severnim pole78°0 s.S. 16°0 v.d). Sklada
se z ostroir Spitsbergen, Nordaustlandet, Barentsgya, Edgegya, Kamnig Land, Hopen
Prins Karls Forland, Bjgrngy Okolo 60 % tohoto souostrovi je pokryto ledovcenerk je
na ustupu jiz od ukaeni ,,malé doby ledové" od konce 19. stoleti. Titdioim se vytva
v riznych ¢astech Svalbardu fjordyHagen a kol. 1993, Svendsen a Mangerud ).
Podnebi oblasti je mdikovano tephm Zapadnim Spicberskym proudevzhledem k jeho
severni poloze je tedselativie mirné. Pimérna denni teplota se pohybuje kolem 6,5
NejteplejSimi nésici jsoucervenec a srpen, kdy teplota dosahuj— 6 °C. V zint klesa

teplota az na —41°C, zem je pokryta ledem a¢hem a pevlada tmaRachlewicz 200).

forraan

it (1%
R N
oy
V]
!/ ii
- "\k \
A
i
Je.
pe]
//
o
14 . J)
7
v 4
(
2 -;‘
oy
v

o % e
= by, _
§ ~CwT T
:ﬁ I -
=2 (7 A
i
r‘)gww*’ - /L 4

v |

/
/ HOPEN
4 = ? Tl
4 —— S =

_ N - N <
Obr. 1: Souostrovi Svalbarpievzato z Earth — site: URL1igvzato ZNational GeographicURL?2).

V porovnani snirnym podnebim je na Svalbardu nizk& druhova roiost. Nicmég

druhy, které se zde vyskytuji, jsouhojném pdétu. Béhem teplych msiai pozorujeme
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pocetna hejna migkych ptak, ktei odlétaji na zimni ®sice do teplejSich krajin. V zimni
piirodé zastavaji jen nejodokjSi druhy Ziva@ichua, jako jsou med&di ledni, liSky polarni
mrozi, tuleni a Blokuti. Druhy, které zde Ziji, se muselyizpisobit extrémnim podminkam,
kde je nej¢tSi vyzvou ziskani potravy pragziti a reprodukci (Overrein 2009). Jednim ze
zdroji potravy pro ostatni Ziwichy jsou ryby, které obyvaji rozlehlé fjordy a reokolem
souostrovi. Mezi druhy, které ¥dhto vodach Ziji, pait Boreogadus saida, Clupea harengus,
Gadus morhua, Gymnocathus tricuspis heboMyoxocephalus scorpius (Gulliksen 1999). Je

tedy Zejmé, Ze Zivot v mid a na pevnit jsou Uzce spjaty a to nejen potraviigttzcem.

1.1. Studovani hostitelé

1.1.1.Boreogadus saida - Treska polarni

Radime ji do tidy Actinopterygii (paprskoploutvi)fadu Gadiformes (hrdloploutvi),
celedi Gadidae (treskoviti) a roddoreogadus (Bailly 2014).

Obr. 2:Boreogadus saida (foto:Tomas Tyml)

Treska polarni@br. 2) je prava@podobr jednou z nejrozgérgjSich ryb Arktidy, kde se
také stala nejhofjSi potravou pro migké ptaky, savce &tsi ryby. Vyskytuje se v Severnim

Atlantiku, konkrétg v Bilem mdi, na Islandu, v okoli jizniho Gronska peku Miramichi



a Novy Brunswik v Kanatl Déle v Severnim Pacifiku v Beringbvmai, v okoli ostrova
Pribilof a Bristolského zalivu (Cohen 1990).

V Arktickém madském ekosystému zaujimajialdzitou roli v potravnimietzci mezi
zakladni kdisti a nejvySSimi obratl@évmi dravci jako jsou velryby, tuleni a i ptaci
(Boekelheide 1980, Lowry a Frost 1981). Tuto radiugmaji diky tomu, Ze jsou jednou
z energeticky nejbohatSichiksti v Arktidé (Elliott a Gaston 2008).

Casto agreguji do obrovskych hejn, ktera obsahujikst jedind: (Benoit a kol. 2008).
Mladé i dosplé tresky se zdrzuji ve védktera ma vice jak — 1,4 °C (Benoit 2014). Vyskiytu
se v hloubkach 0 — 60 m, coz plati pro mladsi jegliDosplé tresky nalézame v hloubkéch
nékolika stovek metr, negastji okolo 200 — 400 m (Benoit 2014). Velmiidka je spaime
na otevené vodni hladi®y neba jejich typickym habitatem jsou mista obloZzena leghi
krami nebo diry v tajicim ledti v trhlinach (Loone a Gulliksen 1989).

V poloviné prosince jsou rybyilezi, tedy asi gsic gled samotnymienim, které probih&
v zim¢ od prosince doilezna (Bain a Sekerak 1978, Craig a kol. 1982). y ae/vyvijeji 45
— 90 dni (Rass 1968), k jejichrgmene v juvenilni stadia dochazitipdosazeni délky 30
— 50 mm. Ve ¥ku jednoho roku dosahuiji velikosti 60 — 100 mm, kdyjsou ténst dosli,
neba’ dosgli jedinci dosahuji velikosti 300 — 380 mm (Ras$8.9Hognestad 1968, Sekerek
1982).

Rozmanitost potravy je sezonni v zavislosti narithsti karisti. V obdobi, kdy je voda
pokryta ledem, se prim&freivi pozdnimi stadii pelagického zooplanktonu (kgve Frost
1981, Craig a kol. 1982, Lonne a Gulliksen 1989)ejith zaludku nalezneme buchanky
(Calanus glacialis, Metridia longa), které gedstavuji vyznamny ijem uhliku pro ryby
(Bradstreet a kol. 1986, Benoit a kol. 2010). Daldezitou, ale potkud pilezitostnou

sloZzkou potravy jsouwiznonoZzci (Benoit a kol. 2010).



1.1.2.Clupea harengus — Slal’ obecny

Radime jej doifdy Actinopterygii (paprskoploutviyadu Clupeiformes (bezostnégledi
Clupeidae (sléoviti) a roduClupea (Bailly 2014).

Obr. 3:Clupea harengus (prevzato z Animal Diversity Web: URL3).

Nachazi se v z@npelargickych miskych vod, ale také v péd¢nich oblastech. &ni
jsou v severnim Atlantiku, kde je Ize sfilabd jihozapadniho Gronska a Labradoru na jih
k Jizni Karolirg. Dale jsou hojni ve vychodgasti Severniho Atlantiku, zejména v pasmu od
Islandu a severniho Gronska jzk Biskajskému zalivu a na vychod ke Spiclienk Nové
Zemi v Rusku vetrg Baltského mie (Whitehead 1985).

Sledi dofistaji @iblizné 39 cm, ale dospivaji u&ipdosazeni 25 — 27 cm (O Brien a kol.
1993). Maximalni ¥k se pohybuje mezi 15 — 18 lety (Anthony 1972).\Ratla je temrd
ocelow¥ modra nebo zelenavmodra, stbrné boky a hicho. BisSni afitni ploutve jsou
prasvitné bilé. Prsni ploutve jsou podél horniho okraje téhateji jako ocasni a ibetni
ploutvicky (Bigelow a Schroeder 1953).

Sledi obecni@br. 3) agreguji do obrovskych hejn (sta az tisice jeitthem pozdniho
léta acasného podzimu. Hejna se pohybuji mezi mistémita zimovi&m v polieznich
oblastech nebo kolem Gzemi, kde shéni potravu. iNtalihci se nachazeji na¢hiing pobliz
pokiezi, zatimco dosfi jedinci se vyskytuji spiSe na mipokde travi den v hlubSi ved
(Whitehead 1984). &hem noci se shromdaji v mel¢ich oblastech. S#lo je pro r¢
dulezitym faktorem f kontrolovani jejich vertikalni distribuce (Whitead 1985).

Obdobi teni probiha &hem jara a podzimu, kdy se obrovska hejndislshromad’uji
u dna, kde samice provadi specializované pohybladolk vajéka na podlozi, po té samci
uvoluji do okoli mIEi a dochazi k oplodmi (Haegele a Schweigert 1985). Nakladena

vajicka vyvijeji mirré negativni vztlak a rychle se k solepi, postupé z nich vznika jakasi



jednotna vicevrstevna podloZzka z 5 — 10 vrstev {@&ajP93). Toto seskupovani a lepeni se
k sok® mize mit za dsledek vysokou mortalitu végk ve spodni vrstvz nedostatku kysliku
(Holst a kol. 2004). Sartka obvykle naklade 10 tisic — 60 tisic ¥ak, jejich vylihnuti trva
priblizné 3 tydny v zavislosti na tepkgt ktera je také hlavnim faktoremcugici dobu teni
(Lambert 1987).

Jidelngek &chto ryb zahrnuje plankton, hlemyZdozsivky, krevety i larvy desetinozc
Sami jsou potravou mnoha preddtojako napiklad tresek, makrel, tiaki, losos, tulent,
velryb i lidi (Bigelow a Schroeder 1953, Whitehd&385).

1.1.3.Gadus morhua — Treska obecna

Radime ji do tidy Actinopterygii (paprskoploutvi)fadu Gadiformes (hrdloploutvi),
celedi Gadidae (treskoviti) a rodkadus (Bailly 2014).

Obr. 4:Gadus morhua (pievzato z Animal Diversity Web: URL3).

Vyskytuje se v oblastech severniho Atlantiku a Akt presrgji v zalivu Ungava
v Kanad, podél severoamerického pehi az k mysu Hatteras, dale v Severni Kaéolin
v zapadnim Atlantiku. Pozorovat ji Ize i v okolichpdniho a zapadniho pedi Gronska,
kolem Islandu, Barentsova tgo\etrg oblasti okolo Med¥diho ostrova podél Evropského
poliezi po Biskajsky zaliv (Narberhaus a kol. 2012).

Treska obecn&dbr. 4) je jednou z komeén¢ nejvyznamgijSich ryb Severniho Atlantiku

a hraje kltovou roli v rekolika ekosystémech (Ottersen a kol. 2006). Jeg/ha,rktera se drzi



pii dné a jeji distribuce je zavisla spide na vyskytiistoneZ na teplét Zije skoro ve vech
vodéach, od téwri sladké az po ocednskou vodu v Sirokém rozsahottepbd mrznouci az
k 20 °C voa (Reide 2004).

Tento druh ryby je roz&n v fiznych biotopech, od pédZzi po kontinentalni Self. Vzagn
se nachazi v hloubkdch az 600 m, ale nejvice sgtwykv hloubkach okolo 150 — 200 m.
Jedna se o ryby, které spiate spiSe na otéeném mdi, tedy jedna — li se o do&lg jedince;
nedospli jedinci preferuji ndl¢iny v sublitoralni vod se ¢lenitymi stanovisti, ktera jsou
poseta miskou travou, oblastmi se¢gtem a kameny, jez poskytuji ochranieg predatory.
Béhem dne tvii hejna shlukujici se v hloubce 30 — 80 m nade daemmoci se rozptyluji za
Gcelem krmeni. Nkteré skupiny malych tresek jsou relathstabilni, co se mistadsg, ovSem
nekteri jednotlivei i skupiny mohou migrovat na velmi dieé vzdalenosti. Jedinci migruji
z rodnych vod a ¢kdy se ani nevrati, leckdy urazi az 5 km za derh@a kol. 1990, Uzars
a Plikshs 2000).

Obdobi teni z&ina Ehem pozdniho podzimu a trva az do dubnkvétna nasledujiciho
roku (Auditore a kol. 1994). 8iem obdobiieni se samci a samice shlukuji do velkych hejn,
ve kterych samice opakowarkladou jikry v obdobi 1 — 2 #sici od oplodgni. Samice
nakladou v piméru 8 vajtek vrozmezi od 1 do 19 vék na samici (Kjesbu 1989).
Produkce vafiek a zasoba spermiigsreé koreluje s velikosti jedinc (Oosthuizen a Dann
1974).

Strava tresky obecné se da popsat jakleptostna, neldse Zivi vS§im, co je schopna
zachytit. V larvalnim stadiu se zivi malymi organig predevSim zooplanktonem. Nedékp
jedinci pojidaji krevety a jiné malé korySe. D#lgptresky konzumuji chobotnice, musle,
Skeble, ostnokoZce, plédte, mnohostinatce a dokonce i malé ryby svého druhu. Se
zdrojem potravy i&ejme souvisi i barvagchto ryb. Ryby, které se zivi korySi, maji natiou

barvu, u modrozelenychrgvladaji v jidelntku ryby (Cohen 1990, Reide 2004).



1.1.4.Myoxocephalus scorpius — Vranka moiska
Radime ji do ftidy Actinopterygii (paprskoploutvi), fadu Scorpaeniformes

(ropusnicotvarni)¢eledi Cottidae (vrankoviti) a roddyoxocephalus (Bailly 2014).

Obr. 5:Myoxocephalus scorpius (foto: Tomas Tyml).

Myoxocephalus scorpius (Obr. 5) je kEZny, Siroce roz&ény druh ryby pokeznich oblasti
Severniho a vychodniho Atlantiku zahrnujici jihokgdni pobezi Gronska, ostrov Jan
Mayen, Island az po Britské ostrovy, na jih od Biského zalivu, Severni rfey Baltské
more, Spicberky a jiznicast Barentsova nie. Dale ji nalézame v zapadnim Atlantiku
v Jamesonayzalivu v Kanad a polieznich oblastech okolo New Yorku (Robins 1986).

Pati mezi bentické druhy (Coad a Reist 2004), nach&eej dna na skalnatém podlozi
pokrytém piskenxi blatem, déle je pozorujeme meziigedlymi fasami (Fedorov 1986)
v hloubkach od 0 — 451 métr Bechem léta se drzi v psé¥nich oblastech a v zémse
piesouvaji do hlubSich mist (Parin a kol. 2002).

Maji celkem 7 - 11 tbetnich trid a 13 — 19 rkkych hibetnich paprsk Na jejich Ele se
nenachazi zadné analni trny, al&kké paprsky ano (9 — 15). Byvaji zeledakinedé
s tmavymi skvrnami a mé@é bilymi skvrnami nad prsni ploutvi. Spodtést tla samaé je
zbarvenaerveré a samic oranzavs bilymi skvrnami, toto zbarveni jéstice vynika v dob
treni (Fedorov 1986).

Treni probiha v obdobi pozdniho podzimu az do jamawslosti na geografickém
rozsieni druhu, naifiklad jedinci Zijici v Baltském mido se fou od pozdniho listopadugs
prosinec az doilkzna, v té dobkladou vajéka o pameru 2,4 mm mezi skaly gasy (Ennis
1970, Lamp 1966). Naproti tomu, jedinci pochazegji&ilého mée kladou vejce o gmeéru 2
— 2,5 mm od listopadu do ledna (Pavlov a kol 198®)sglost samiek je také tizna dle



rozsieni, rékteré dospivaji uz veéku jednoho roku, jiné az ve dvou letech (Luksenburg
a Pedersen 2002). Nakladena &kai od jedné nebo vice samk steZi jeden sandek, ten
muze hlidat i d¢ sniSky vajiek od jedné samice (Ennis 1970).

Zivi se jinymi rybami, velkymi korysi, ifleZitostr® mnoho&ktinatci a fiznonoZci
(Fedorov 1986).

Vranky obecs pati mezi hostitele mnoha parazitNa zabrach a v zazivacim traktu jsou
velmi ¢asto gitomna Trematoda, mezi ktefadimePodocotyle spp. nebo zastupaeledi
Hemiuridae (Komendova 2014). Dale u nich nachaziarazity patici mezi Nematoda, n&p
Anisakis spp. (Petrushevski a Kogteva 1954). V zazivacinkturase také vyskytuje
Diplocotyle olrikii, ktery nalezi mezi Cestoda (Komendova 2014). Naacibjsoucasto
piitomni zastupci kmene Ciliophora, konkrétrod Trichodina (Khan 2011, Komendova
2014). Ve zlgi byli nalezeni zastupci kmene Myxozoa, fifad Ceratomyxa longispina
neboMyxidium incurvatum (Khan 2011).

1.1.5.Gymnocanthus tricuspis — Vranka severni

Radime ji do iidy Actinopterygii (paprskoploutvi), fadu Scorpaeniformes

(ropusnicotvarni)¢eledi Cottidae (vrankoviti) a rodBymnocanthus (Bailly 2014).

Vranky severni nachazime v okoli Arktidy, v sevemhodnim az severozapadnim
Atlantiku, zalivu Svatého Vaince v Kanad a vzacd vokoli Maine v USA.
V severovychodnim Atlantiku jsou to konkrétoblasti vychodniho pdbzi Grénska, Islandu,



severniho pafezi Norska po Bilé a Barentsovo fepdale Spicberky a souostrovi Nova zem
(Fedorov 1986).

Gymnocanthus tricuspis (Obr. 6) se nachazi v hloubkach 0 — 451 m. (Parin a K022,
kde se teplota vody pohybuje od — 2 do 13 °C (Fedt©86).

Dosahuji maximalni délky 300 mm (Andiyashev 196#)ai tvar &la typicky pro vranky
s velkou hlavou a Sirokymi Usty£Ib je tmavé gernymi skvrnami na bocich, které tvalva
cernohrgdé pruhy. Samice maji &le nazloutly spodekéla a lricho sama je pokryto oblymi
bilymi skvrnami. Ocasnfjtni a prsni ploutve jsou s&tté u obou pohlavi (Fedorov 1986).

Ziji v doupatech v pisku a na bahnitagiich dnech, kde se Zivi malymi bentickymi
raznonozci a mnoho&inatci (Fedorov 1986).

Stejre jako ostatni vranky {Gymnocanthus tricuspis je vyznamnym hostitelem mnoha

parazifi (viz. parazitiMyoxocephal us scor pius).

1.2. Imunitni systém ryb

Zakladni funkci imunitniho systému je chranit ongamus ped infekci. Pokud jde
o ryby, tak fyziologie i imunita jsou ovlilovany sezénnimi zémami ¢asové zrany)

v souvislosti se zgmami abiotickych faktar (teplota vody) a interakci s patogeny a parazity
(Rohlenova a kol. 2011).

Imunitni odpo¥d ryb je stej@ jako u clovéka dvou ty@ (Obr. 7), prvnim typem je
piirozen& neboli nespecifickd imunita, ktera je pawaha za zakladni prvek v boji proti
patogefim diky omezeni adaptivniho imunitniho systému, imidrmni povaze ryb,
omezenému repertoaru protilatek a pomalé prolifggasetovych lymfocyti (Whyte 2007).
Obecr je tento typ imunity roz&len do ti oddili zahrnujicich epitelialni/slizéini bariéry,
humoralni faktory (bu&né receptory, molekuly obsazené v plasmkaovych tekutinach)

a burgéné komponenty (Magnadottir 2006, Subremanian a 2007, Subramanian a kol.
2008).

UpIng prvni obranou ryb je fyzikalni bariéra v podokiZe, kterd se neustale styka
s patogeny, jez se pohybuji vélwe vod, kde ryby ziji (Esteban 2012). KoZni sliz obsahuje
lektiny, C — reaktivni protein, lyzozym, proteingrkplementu, hemolysiny a imunoglobulin
M, ktery hraje dleZzitou roli @i inhibici vstupu patogeain(Yano 1997). Epidermis je schopny

reagovat nauzné utoky zhughim a bugcnou hyperplazii. Svoji integritou je nezbytny pro



osmotickou rovnovadhu a prevenci vstupu ciziho agéiige chrani nejenipd vstupem
patoger, ale i gled Unikem vody, rozpudtych latek a zivin (Kubo 2011, Esteban 2012).

Mezi prvni linii obrany pdaf také tool — like receptory (TLR), jeZ jsou rozpémy
receptory (PRPs) podilejicich se na rozpoznani gealio na zaklad jejich spojeni
s molekularnimi vzory (PAMP). Aktivuji imunitni odpéd’ hostitele. U ryb bylo doposud
rozeznano okolo 17 TLR, z nichz kazdy ma svou wlaspecifitu pro rozpoznani patogen
(Uma a kol. 2012).

DalSim obrannym mechanismem je nespecifickaétnm cytotoxicita, kterou u ryb
zaji¥’uji buiky svou funkci podobné kBkam (Natural killers - NK) u savicspecifické pro
tento typ obrany (Evans a Jaso — Friedmann 199#p buiky se nazyvaji nespecifické
cytotoxické buiky (NCC). Podobnost s bkami sa¢imi je vtypu cilovych bugk
sensitivnich  klyze, v mechanismu rozpoznani citbvy burgk, pozadavcich na
komplementovy lyticky cyklus. Podobnjako NK buiky vyzaduji NCC biiky kontakt
s cilovou btikou, na kterou je narf@na cytotoxicita. Jejich vyhoda sfpea v tom, Ze je
zapotebi mensi mnoZstviéthto bukk a mér ¢asu na zabiti cilové kiky (Evans a Jaso
— Friedmann 1992).
nejmért ovlivnéna teplotou (Blazer 1991, Lange a Magnadottir 20@3agnadottir a kol.
2005). Mezi hlavni biky fagocytdézy pai neutrofily a makrofagy (Secombes a Fletcher
1992), jez odstrauji bakterie pedevsSim produkci forem reaktivniho kysliku. Neutyof
produkuji myeloperoxidazu ve svych cytoplazmati¢dkygranulich, které viftomnosti
halogenidu a peroxidu vodiku zabijeji bakterie gatwaci jejich buktné sény (Fischer a kol.
2006).

Stejre jako u vysSich obratlovici u ryb nechybi v imunitni odpedi komplement, ktery
je aktivovan temi cestami — klasickou (aktivovana vazbou prdtitana burcény povrch)
(Holland a Lambris 2002), alternativni (aktiovdn&inmp mikroorganismy) a lektinovou
(aktivovana vazbou proteinového komplementu segtdhia z mannosy/mannanu vazajiciho
lektin v bakterialnich btkach) (Sakai 1992). Nejtezit¢jSi z €chto ti cest je alternativni
cesta (Yano 1996).

DalSi sloZzkou nespecifické imunity je Tumor necsdsiktor (TNF). TNl a TN jsou
dulezitymi aktivatory makrofaly vedouci ke zvySeni respird aktivity, fagocytdze produkci
oxidu dusnatého (Mulero a Meseguer 1998, Taffakala2001, Yin akol. 1997).
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U ryb jsou také pitomny interferony, které nehraji roli v imu&iproti parazitm, ale
projevuji se u virovych infekci (Robertsen 2006)jtetleukiny reguluji imunitni odp@d
stimulaci T- butk (Magnadottir 2010, Mathew a kol. 2002).

Dulezitou sloZzkou imunity je lyzozym, ktery se vysl v séru, koZznim slizu a tkanich
bohatych na leukocyty (ledviny aista) (Grinde a kol. 1988, Lie a kol. 1989). Vyvaav
opsonizaci komplementu a fagocyt6zu &ufMagnadottir 2006).

Posledni slozkou nespecifické imunity jsou C — teak protein (CRP) a amyeloidni
proteiny séra, které se zvysufi prareni, traumatu nebo infekci (Cook a kol. 2003).

Druhym typem imunity je specificka imunitni odgat; ke které dochazi prastnictvim
mechanism  zahrnujici kompletni 8i specializovanych bwk, proteini, geni
a biochemickych zprav (Uribe a kol. 2011).

Nejdilezit¢jSim imunoglobulinem u ryb je tetramerni imunogibb M (IgM) (Acton
a kol. 1971). Nkteré z ryb maji tento imunoglobulin j&&f podokd monomeru obsazeného
v séru, ovSem faktory vedouci k jeho projevu jsasutl neznamy (Wilson a Warr 1992).
Druhym imunoglobulinovym isotopem identifikovanymryb je IgD (Wilson a kol. 1997).
Hladina protilatek je zavisla whkterych ryb (nap Gadus morhua) na teplot a kvali€ vody
v raiznych obdobich (Magnadottir a kol. 1999, Sanchekoh 1993). Protilatky u ryb
nalézame nai (Hatten a kol. 2001), veistvech (Rombout a kol. 1986), v Zabrovém slizu
(Lumsden a kol. 1993) a ve ZlyJenkins a kol. 1994).

Imunologickéa parét’ je také velmi dlezita. U ryb se rozviji jeStpied druhym setkanim
s antigenem (Arkoosh a Kattari 1991).cBbantigen specifickych B btk je pfimo angrny
frekvenci prekurzar antigen specifickych B b@hk. T buiky, uZivajici specificky receptor,
rozpoznavaji patogeny pouze ve spojeni s MHC markea APC. Rozpoznani vede
k produkci pamstovych T burk, coZz bude fetrvavat po infekci, tyto hiky budou
piipraveny k optovnému setkani. MHC na povrchu kkne klicovym nastrojem odmitani
patogefi. MHC | je primarg zahrnut v odpoddi proti virovym proteiim. MHC 1l je
vyjadien specifickym APC a je zahrnut v presentovani ogsee a degradace patogeB
a T buikami (Magnadotti 2010).
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Obr. 7: Schéma imunitniho systému ryb (Biller kdlmashi, Urbinati 2014).

Imunitni systém je pro Zivot ryb nezbytny, néhmarazité se vyskytuji ve vSech Zivych
taxonech a zahrnuji nejm&nednu fetinu veSkerého eukaryotického Zivota na Zemi
(DeMeeus a Renaud 2002), coz vede k a#ieinému rozsahu adaptaci a obrovské
rozmanitosti hostitelskych prdasti (Cornell a kol. 1999).

Parazité hraji vyznamnou roli ve vyvoji svych htedti (Boots a kol. 2009), fispivaji
nagiklad ke ztrat fithess zfisobené vykifistovanim hostitele, to vede v kame fazi k tzv.
zavodim ve zbrojeni, kteréidi evolini zmeny v obou interagujicich organismech (Hochberg
a kol. 1992, Moller a kol. 2004, Paterson a koll@0 Genotypové a fenotypové &ny
v hostiteli i parazitovi jsou zodp&Ené za vznik koadaptivnich prodée&andon a kol. 1996).
Vyuzivani hostitele parazitemibe vyvolat imunitni odpasd’ (Simkova a kol. 2008), ktera
miva dopad na celkovou metabolickou bilanciw@eohrozit Zivotni rysy hostitele, jako jsou
rast, greziti a reprodukce (Moller a kol. 2001).

Parazitarni infekce ryb jsou velndiasté a to zejména u velrzijicich populaci
z raznych vodnich prosedi, kde jsou splmy ekologické poZadavky atezité pro
mezihostitele a pro uskueni parazitarniho ignosu. Rozmanitost infekci je pozoruhodna
a odrazi iznorodost prastaré linie rybich hostitektei se vyviji od devonu, tedy od obdobi
pied 400 miliony let (Rhode 2005). Pro identifikaeir@ziti a nemoci jimi zpisobenych jsou
k dispozici cetné monografie a jiné taxonomické texty, ovSemétsiny skupin je ieba

odbornych morfologickych znalosti a vyuziti molekulich technik (Woo 2006).
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1.3. Krevni paraziti ryb

Krevni paraziti ryb, jinak také hemoparasiti, jseelos¥tové rozStenou skupinou
organisnii. Fritomnost nemoci, které vyvolavaji, Uzce souvisfimnosti a distribuci jejich
vekton (Sitotaw2014). Do skupingthto parazii paki zastupci Kinetoplastida, Conoidasida,
Aconoidasida Myxosporea a Digenea (Horak a kol.42Khan a kol. 1976, Khan 1980,
Molnar 1988).

Kinetoplastida rod Trypanosoma a Trypanoplasma jsou EZnymi biikatymi parazity
moaiskych i sladkovodnich ryb (Wright a kol. 1999)kali jsou tyto rody zdanli& piibuzné
svou morfologii a fenosem zprogtdkovanym pijavkou, existuji dostaie biologické
rozdily pro jejich rozdleni (Paperna 1996). Zastupci rotiypanoplasma nejsou na rozdil od
trypanosom vyltné cévni paraziti, ale mohou se vyskytovat i jakooplrasiti na povrchu
téla ryb a v zaZivacim traktu (Woo 1987).

NejpcatetrgjSim kmenem vyskytujicim se v krvi ryb jsou Apicoleya (Conoidasida,
Coccidia), mezi ktera piétrody Haemogregarina, Babesiosoma, Dactylosoma a Desseria
(Molnar 1996). Vyvojova stadia vSech zmavanych rod se nachéazeji v krevnich iikkach
cirkulujiciho systému adgkdy i volné mimo buiky. Stejreé jako Kinetoplastea jsou zpravidla
pienaSena krev sajicimi bezobratlymi (Wootten 2012).

V cytoplasn¢ erytrocyti se mohou vyskytovat i parazitéceledi Haemohormidiidae
(Aconoidasida) roduHaemohormidium (Molnar 1996). Benos parazita mezi rybami je
uskute&nén stejre jako u tSiny krevnich parazitprostednictvim pijavek (Khan 1980).

Mezi krevni parazity ryb p#ti Myxosporea (Myxozoa), pestoze jsou lokalizovana spise
v tkanich a vnitnich organech, dktera z jejich vyvojovych stadii se héjwvyskytuji volrg
v krvi ryb (Molnér 1988). Zivotni cyklus paratije celkem slozity a zahrnuje dva hostitele,
druhym obligatnim hostitelem byvaji krouzkovci (Emgan a Shinn 2011).

V cévach a na zabrach ryb se vyskytuji krevni nmedofodi Sanguinicola a Cardicola
(Digenea, Sanguinicolidae) (Horak a kol. 2014),r&tepisobuji zavazna onemaosm
kaprovitych ryb v Evrop a loso§ v USA. Renos &chto parazit mezi rybami je
zprostedkovan prosgednictvim mezihostitél kterymi jsou plZi, mlzi nebo mnoh&&natci
(Wootten 2012).

V piipact volné zZijicich ryb neexistuje Zzadn&iana l&ba jediné nakazenych krevnimi
parazity, ktéi u svych hostitél zpisobuji anémii, kachexii, abscesy apod. Jedinou o&iZzn
je oddleni vektofi od hostitele, coz je velmi obtizné a té&meproveditelné. U ryb
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chovanych v nadrzich nebo rybnicich je d&ja&jSi ochranou karanténa po dobu 30 dni,
diagnostika infekce s naslednou specifickou a pasfickou I&bou (Harms 1996).

1.3.1. Trypanosoma

Podle aktualni klasifikace (Adl a kol. 2012), ipatod Trypanosoma do fiSe Excavata
Cavalier - Smith, 2002, emend. Simpson, 2003 a &z Discoba Simpson in Hampl et al.,
2009; Discicristata Cavalier-Smith, 1998; Euglersz€avalier-Smith, 1981, emend.
Simpson, 1997; Kinetoplastea Honigberg, 1963; Matgtkplastina Vickerman in Moreira et
al., 2004 a Trypanosomatida Kent, 1880, emend.érialan in Moreira et al., 2004.

Discicristata zahrnuji kroth Euglenozoa také Heterolobosea a jsou vybavenauiak
nazev napovida, mitochondriemi s diskovitymi kmsta Kinetoplastea disponuji unikétni
organelou - kinetoplastem, ktery obsahuje mnozstitochondrialni DNA s mimiadnou
strukturou a specifickym Zigobem replikace (Shlomai 2004)ukleotid trypanosom je
tvoren z jemnych sovitych vlaken DNA, ktera jsou organizovana do naninaxikruli, coz
je odliSuje od jejich fibuznychtrypanoplasem (Lom a Dykova 1992). Disponuji pouze
jednim bEikem, ktery vold vychazi z malé uzké &kové kapsy nebo je pe¥rprichycen
k povrchu &la a vytvai tak undulujici membranu (Lom a Dykova 1992).

VSichni zastupci roduTrypanosoma jsou parazité ignaseni zpravidla krevsajicimi
bezobratlymi. Nejastji se vyskytuji v krvi nebo uvnitburgk svych hostital (pokud je
hostitelem obratlovec) nebo v zazivacim Ustrojzéibeatli). Vektorem lidskych trypanosom
jsou mouchy z roduGlossina (Glossinidae) nebo ploStice z rodwiatoma (Triatominae)
(Schofield a Kabayo 2008 Pt&i trypanosomy jsou ignaseny muchékami z rodu
Eusimulium (Diptera, Simuliidae) nebo mouchami, koméryoztati (Votypka a Svobodova
2004). Rybi trypanosomyienéseji pijavky z rodilemiclepsis (Hirudinea, Glossiphoniidae),
Johannssonia nebo Piscicola (Hirudinea, Piscicolidae) (Epstein 1968, KarlsbakB04).

U svych hostitel mohou trypanosomy #gobit zavazna onemogmi, v gripact clovéka jde

o takzvanou spavou nemoc (vyvoldhabrucei) nebo Chagasovu nemot. (cruz). Pisobi
onemocgni také mnoha dalSich sayaag. naganu T. vivaxa T. brucei, u prezvykava aT.
simiae u prasat), u koni durinuT( equiperdum) nebo mal de caderadl.(equinum)

a onemoc#ni mnoha druth sav@ surra {. evansi). Znamé nakazy jsou i u jinych skupin
obratlova, nag. T. bennetti, T. corvi aT. culicavium u ptaki (Zidkova a kol. 2012)T. grayi

u krokodyfi (Adams a kol. 2010) nebi ranarum u obojzivelniki (Barta a Desser 1984).
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Z rybovitych obratlové (Chondrichthyes, Osteichthyes) byla popsfada druly, velka
¢ast z nich je ale pra¥gdodobr neplathd (Woo 2006)Trypanosomy jsou celostové
rozSienym druhem parazit ktefi se vyskytuji od jizni polokoule az po nejsewgsncasti
zentkoule. Na jizni polokouli v okoli Nového Zélandu lé@ame rybi trypanosomu
T. coelorhynchi, jez infikuje hlavouny Coelorhynchus australis) a moridy Physicusius
bachus) (Laidr 1951). DalSim zastupcem Je barretoi, kterd infikuje rybu hypostomus
parananskyHypostomus paulinus) v brazilskych vodach (Lopes 1990). V JiznimimoCing
se vyskytujeT. epinepheli infikujici kanice Epinephelus fuscoguttatus) (Su 2014). Hblizné
na stejné rovnatice, ale na americkém kontinentu, v Mexickém zaliza pozorovat
T. bullocki v platysovcich Raralichthys lethostigma) (Becker a Overstreet 1979). V Eviop
jsou nefasegjSimi trypanosomamil. danilewski a T. carassii, které byly ol poprvée
izolovany z krve kapgr (Cyprinus carpio) (Laveran a Mesnil 1904), ale dalSi vyzkumy
ukazaly, Ze se vyskytuji i v krvi kaagnag. Carassius auratus), lina (Tinca tinca), uhau
(Anguilla anguilla) a dokonce i &kterych ryb v Indii (Thompson 1908, Pavlovskii 1964m
1973, Qadri 1962). Nejseveqgim druhem, ktery snaSi velmi debnizké teploty, je
T. murmanensis, jeZ je nejvyznam¥)Sim druhem této oblasti. Konkrétnse vyskytuje
v Barentsow mari, v okoli Ruska i Kanady, kde infikuje tresky (iafgsadus morhua)
a vranky Myoxocephlaus octodecemspinosus) (Khan 1980, Nikitin 1927).

VSechny znamé Zzivotni cykly zahrnuji krémyby také pijavku (ida Hirudienea), ndp
u T. murmanensis (znama z miskych ryb) je vektorem pijavkdohanssonia arctica (Khan
1976), u sladkovodniT. carassii (Obr. 8) jsou vektoremPiscicola geometra nebo
Hemiclepsis marginata (Lom a Dykova 1992 Zivotni cyklus T. murmanensis zaina
namnozZenim se parakziv podolé amastigai (neni pozorovatelny &ik) a sféromastigét
(kulovity tvar buky a viditelny bEik) v zazivacim traktu pijavky. Ze sféromastigse vyviji
epimastigoti (Stihlééto s bikem vytvaejici undulujici membranu), kiemigruji do saciho
astroji pijavky, kde se transformuji do infekich metatrypanosom a tygqehazi do ryby
béhem sani{Khan 1976. Vyvoj kon¢i po 62 dnech, tedy pokud je teplota 0 °C — 10piC,
teplot 4 °C — 6 °C kodi po 42 dnech. il dny po infikovani se v krvi ryb objevuji mali Bki
trypomastigoti (tzv. trypanosomova forma sikem na zadnim koncélg), ktei beéhem 29.
— 55. dne darstaji do velkych forem. Pleomorfni povaha parajptanejvice patrna po 29
dnech, kdy parazitémie &aa klesat a v krvi se objevuji formy typické primmé Zivotni
cykly (Khan 1976).
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Obr. 8: Zivotni cyklusTrypanosoma carasii: a — d: Volné formy v krevnineisti; b:  Nerovnomirné dlent;

e - p: Proliferace v pijavkach, transformace davegigofs; i: Nerovnongrné cleni (j — n) a transformace do
dlouhych forem (o, p), které se vyvijeji v metadgké trypomastigoty vstupujici do krevnikaisté ryby (Lom

a Dykovéa 1992).

Nejlépe popsané projevy onemeénnjsou z pokusnych infekdi. carassii u zavojnatek.
Nakaza se f1ize projevovat anémii a anorexii a j&inpo zavisla na parazitémii.
Histopatologické zrny byly pozorovany zejména ve sleginatrech a ledvinach, nicmén
zaretliva reakce zaznamenana nebyla (Dykova a Lom 1979)

NejbeéznejSi diagnostickou metodou u ryb je stale pomocivikileo rozéru obarveného
Giemsou, Vv fipact siln¢jSich infekci lze pozorovat pohybujici se trypamogov kapce
cerstvé krve nebo v roztlakovém preparatu Zaber (laykova 1992). Hematokritova
centrifugace mize byt napomocna wipac slabych infekci. DalSimi moZznymi metodami
jsou PCR detekce nebo kultivace (Woo 2006).

1.3.2. Trypanoplasma

Souwrasna klasifikace (Adl a kol. 20123di rodTrypanoplasma dofiSe Excavata Cavalier
- Smith, 2002, emend. Simpson, 2003 a dale mezidbe Simpson in Hampl et al., 2009;
Discicristata Cavalier - Smith, 1998; Euglenozoasdliar - Smith, 1981, emend. Simpson,
1997; Kinetoplastea Honigberg, 1963; MetakinetdpiasVickerman in Moreira et al., 2004

a Parabodonida Vickerman in Moreira et al., 2004.
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Trypanoplasmy p#ét mezi Parabodonida, kterA se vyama tim, Ze jejich
pankinetoplastova KDNA netyiojednotnou s, ale je rovnorérné distribuovana po celé
mitochondrialni plas (Vickerman 1990). Kinetosom je situovan v pravérkrap
dorzolateralni drazky. Nukleotid je ttem jemnymi giovitymi viakny DNA a lezi na opsé
strar¢ nez kinetoplast, tedy v levém okraji drazky (Viokan 2000). Stavboula jsou velmi
podobné trypanosomam, ale na rozdil od nich magi hiéiky, z nichZ jeden je anteriorni
(predni) a druhy posteriorni (zadni). Oba&iky mohou byt az 3 x delSi nedld, ovSem zadni
bicik je vzdy kratSi neziedni. Btiky jsou @ipojeny napevno k tenké membga posteriorni
bicik spolu s ni vytvA undulujici membranu (Lom a Dykova 1992).

Zéastupci roduTrypanoplasma (Obr. 9) jsou krevni parazité, kiese nachézeji voin
v krvi svého hostitele nebo v jeho tkanich. Vektorgsou u nich, stefhjako u trypanosom,
krev sajici pijavky patci do rod: Piscicola, Calliobdella a Hemiclepsis. Mezi sladkovodni
vektory pati Hemiclepsis marginata, kterd se hoj& vyskytuje v malych rybnicich a pomalu
tekoucich vodach v Asii a EvregElliot a Mann 1979, Sawyer 1986, Shanavas a1f9);
dale Piscicola geometra (Obr. 9), ktera preferuje chladjsi rychle tekouci vody a jezera
(Mann 1961, Malecha 1984, Sawyer 1986). Meziské zastupcéadime pijavkuPiscicola
salmositica, coz je jediny znamy vektor prorypanoplasma salmositica. V mafich kolem
Severni Ameriky se vyskytuj@ystobranchus virginius (Becker a Katz 1965, Putz 1972).

Byla popsandada druli vyskytujicich se mezi rybimi obratlovci, u kterytdké existuji
rozdily v citlivosti mezi jednotlivymi populacemi tkmto paraziim. Nagiklad losos
Oncorhynchus nerka je velmi citlivy k Trypanoplasma salmosistica, zatimco u vranek z rodu
Cottus spp. se Zadné Klinickéfignaky neprojevi (Lom a Dykova 1992)rypanoplasma
cataractae infikuje jelciky (Rhinichthys cataractae), pro r€Zz je nepatogenni; také je
rezervoarem pro votnzijici kaprovité ryby, pro které patogenni je @P0072). UCarassius
auratus nalézamer. borreli zpasobujici velmi vysokou parazitémii az 120 tisiciped na
1 ml krve (Lom 1979). Nejvyznandjsim mezi maéskymi zastupci jeT. bullocki, kterd byla
poprvé popsana u platyZPseudopl euronectes americanus) v USA (Strout 1965).

Zivotni cyklus je velmi podobny jako u trypanosohoii a Dykova 1992). Vektorem
T. bullocki je pijavkaCalliobdella vivida (Burreson 1982). V jejim sacim Ustroji se parazit
mnozi do 24 hodinipteplo& okolo 10 °C. Stihlé formy trypanoplasem se objexaj4 dny,
soustedi se v pednicasti saciho Ustroji a o den péfde jiz nalézame v fedni gisavce. Na
VyVvoj parazita v pijavce ma velky vliv teplotaji 20 °C jsou hiikovci v pfisavce do 24
hodin, zatimco § teplo€ 5 °C dochéazi ke zpoZdi jejich gesunu, ktery tak trva az 10 dni.

Infikované pijavky maji formy trypanoplasem staldtgmné v sacim astroji i pdech po
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sok® jdoucich sanich na neinfikovanych rybach (Burre$882). Trypanoplasmy projevuiji
vyrazny pleomorfismus v fibéhu infekce ve svych obratldich hostitelich. V akutni fazi
infekce se objevuji poénné mali aktivreé se alici bicikovci, kteri jsou Stihli aasto maji tvar
pulmésice (nap T. borreli) nebo zaobleného trojuhelnikuT.( catasomi). Pozdji
trypanoplasmy rostou a nakonec se z nich stavagtélformy, které maji tvar dasgpch
forem chronické infekce. Tyto formy maji nepravidgektvar a odrazeji vinivy pohyb celého
téla. Vzhledem k extrénipromenlivému tvaru biky, na rozdil od trypanosom, je obtizné
charakterizovat rozdilné tvary vyvojovych stadikasné a pozdni faze infekce (Lom
a Dykovéa 1992).

Obr. 9: Zivotni cyklusTrypanoplasma sp. v rybim hostiteli (kapr) a pijaim vektoru Piscicola geometra):
1. Transformovand metacyklicka stadia trypanoplasem 4: Zkracena stadia vznikla binarningpsnim;
4: Volné stadia v krevnirrecisti, ktera mohou bytignesena krevni mékou do pijavic; 5 — 7: Vyvojova stadia
uvnitt hitanu, jicnu a hornihoist steva vektoru; 7 — 8: Stihlé formy penetrujicirst steva (7.1., 7.2., 7.3.,
7.4. — zkracené formy vyskytujici se voln krvi pijavky, kterA mohou po kazdém séani osidlostevo);
8: Metacyklické formy trypanoplasmy (Mehlhorn 2008)

Mezi piiznaky tzké trypanoplasmosy gatchudokrevnost (znatelna na Zzabrach
a rekdy na visceralnich organech). Dale je patrna atd@m distenze iicha zpgisobena
ascitem, také splenomegalie, letargické stavy sgojse ztratou normalnich reakci
a odmitanim potravy (Thomas a Woo 1988). Dochda taorganovym zgmam, kdy se
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vytvari krvaciva loziska zietizeni cév a kapilar parazity, ulcerozni léze timgubiisSni
a nekrézy seva (Lom a Dykovéa 1992).

Trypanoplasmy jsou celo&ové rozStenym parazitem, ktery infikuje ryby v Africe
(T. gandei), Asii (T. borreli) a Evrog (T. cataractae). OvSem nejrozE&nejSi jsou na severni
polokouli, kde je Ize zaznamenat v populacich rgbpoliezi Severni AmerikyT(.bullocki)
po Golfsky zaliv (Lom a Dykova 1992,Woo 2003). Dake poliezi Pacifiku T. salmositica),
kde byly poprvé pozorovany u losogOncorhynchus kisutch) z USA (Katz 1951). Pozgl se
prokazal i jejich vyskyt virznych druzich vranekOpttus spp.) ve vodach Kalifornie, Britské
Kolumbie a jihozapadni Aljasky (Woo 2003).

Béhem akutni faze onemoam jsou paraziti snadno detekovatelni v kageestw
odebrané krve nebo ascitu pomoci mikroskopu. lterai morfologie mize byt potvrzena
vySetenim vzork obarvenych Giemsou (Woo 1969) nebo za pouziti ¥dAdy, ktera je
specificka prol. salmositica (Li a Woo 1996). Centrifugace hematokritu se peai detekci
chronické faze infekce, nebge mnohem citli¢jSi a még caso¥ nar@na nez techniky

s mokrou kapkou (Bower a Margolis 1984, Woo a kéB3).

1.3.3.Sanguinicolidae

Rody Sanguinicola Plehn, 1905 &Cardicola Short, 1953fadime do iidy Trematoda
Rudolphi, 1808; podidy Digenea Carus, 186Fadu Strigeatida Larue, 1926 emend.
Sudarikov, 1959; naeledi Diplostomatidae Poirier, 1886 ¢aledi Sanguinicolidae von
Graff, 1907.

Digenea maji ustniffsavku na jednom konci (horni) a ventralfisavku na druhém
(spodnim) konci da. Cely povrch dla je kryt plastm, ve kterém mizi fechody mezi
bunkami a vytvdi tak cytoplazmatické syncytium (Berman 2012). dediceledi
Sanguinicolidae byvaji az 211 mm dlouzi, disponelikym dorzoventrathplochym €lem,
které je Uzké podlouhlé nebo ovalné, ridpedné nebo téat prahledné. Dosglci nékterych
druhi maji vyduté &lo. Jsou schopni vyuZivat ventralni povrch svéha jako gisavku, jez
umoziuje se udrzet na hladkém povrchu, tedy na tepnZitdich a dokonce i na Petriho
miskach. K jejich upewni slouzi také jakési 3ai tegumentalni ostnyutezité i pro rychly
pohyb. Na rozdil od s&ich krevnich motolic jsou SirSi a byvaji hermaftéd{Bullard
a Overstreet 2002).
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Sanguinicolidae (synonymum Aporocotylidae) jsou vkie motolice, které infikuji
vaskularni systém ryb (Bullard a Overstreet20023li Be do dvou roél z nichZz jeden
nalézame pouze u riskych ryb —Cardicola (Cribb a kol. 2011, Horéak a kol. 2014) a druhy
- Sanguinicola, ktery infikuje gedevsSim sladkovodni ryby, ale je znam i jeden dalioto
rodu S maritimus) infikujici ryby maské (Hoffman a kol. 1985, Kirk and Lewis 1993,
Meade a Pratt 1965, Nikitina 1986, Scheuring 1928ko prvniho mezihostitelem vyuzivaji
plze (Gastrospoda) nebo mnoliistatce (Polychaeta) (Cribb a kol. 2011, Koie 1988ith
1997).

Existuje velké mnozstvi druhinfikujici ryby, jedna se ndfklad o S inermis, ktera se
vyskytuje u kaprovitych ryb (Kirk a Lewis 1994),kt plotic Rutilus rutilus), perlin
(Scardinius erythrophtalmus) a lind (Tinca tinca) (Smith 1997). Masovou umrtnost siven
v n¢kterych gripadech az 400 tisic jediinczpisobujeS. fontinalis (Hoffman a kol. 1985).
Infekce loso8 v Americe jsou zfisobené S. davis nebo S klamathensis (Bullard
a Overstreet 2002Aporocotyle simplex infikuje platyze v Severnim niio(nap. Limanda
limanda, Pleuronectus platessa) (Koie 1982, Koie a Petersen 1988).

Krevni motolice ryb pat do skupiny parazit v jejichz Zivotnim cyklu Qbr. 10) chybi
druhy mezihostitel a encystovana nebo zapirreel metacerkarie (Smith 1997). Jako prvniho
mezihostitele vyuZivaji plZze z péeledi Bithyniidae $ armata) (Sendersky a Dobrovolsky
2004), Hydrobiidae & alsae) (Maede a Pratt 1965), Ancylid48. rutili) (Simon — Martin
a kol. 1987) nebo Pleurocering fontinalis) (Hoffman a kol. 1985). Bkolik druhi vyuziva
mnohos&ttinatce (Polychaeta) jako prvniho mezihostitelepina Artacama proboscidae
(Aporocotyle simplex) neboLongicarpus modestus (C. fosteri), patici doceledi Terebellidae
(Cribb a kol. 2011, Koie 1982). Dadp jedinci kladou tenkoghna ohebna vajka do
cévniho systému kotieého hostitele. Bktera z vajek cestuji a uchytavaji se na rybich
Zabrach, kde se vyvijeji v embryo. Po vylihnutirprvolré plovouci forma — miracidium
- migruje skrz Zabrovy epitel a hled4 vhodnéhoihmetitele. Po pmiku do mezihostitele se
parazit asexuatnhrozmnozuje. Sporocysty produkuji druhé oflovouci neinfe&ni stadium
— cerkarie, které hlinapadaji vhodného hostitele, nebo hynou. Cerkanaika do hostitele
pies zabry, #Zi, o, ploutve nebo zaZivaci trakt a rozviji se v julr@n stadium
— schistosomulum ipd tim, nez skaf v uritém mist obthového systému. Motolice
nakonec dozrava, kopuluje a uioje vajika (Smith 1972, Smith 1997).
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Obr. 10: Zivotni cyklusieledi Sanguinicolidae: A: Dosly jedinec v cévnim systému definitivniho hostitele
B: Miracidium — vol# plovouci stadium. C: Mezihostitel a asexualni ogjikce. D: Cerkarie (Bullard
a Overstreet 2002).

Jejich vyvojova stadia a vékia, ktera se nehromadi v Zabragdsto uviznou ve vrthich
organech nebo v pojivové tkani atspbuji granulomatozni zénvedouci k nevratnému
poSkozeni tk&h (Bullard a Overstreet 2002)fiFkontaktu ryby s velkym mnoZzstvim cerkarii
dochazi k akutnim a chronickym staw, kdy ryby trpi &¢2kymi otoky a epidermalnim
krvacenim, jez vede ke smriiiem reékolika hodin (Kirk a Lewis 1992).

Vyskytuji se po celém W&, pres Australii & maritimus), Malajsii (C. lates) az po
Mexicky zéliv a dale na sever (Bullard a Overstr2@02, Herbert a kol. 1995). V okoli
Severni Ameriky $ davis) infikuji hejna loso8 a v nejseverozapa&ich castech
Atlantského oceanu( fosteri) infikuji tunaky (Bullard a kol. 2004).

Parazity Ize detekovat morfologickou identifikadsglych motolic hem posmrtného
vySeteni ryby pomoci mikroskopu s fazovym kontrastenal@ri nezrala vajka, steji jako
miracidia, mohou byt pozorovana ve vzorcich Zabernedvinné tk&¥ také za pouziti
mikroskopu pi velkém z¢tSeni (40 x — 100x). Serologické ani molekularrdhteky [i
stanoveni diferencialni diagnostiky dosud nebylyinyty (Kirk a Lewis 1992).

NejiinngjSi strategii jak se vyhnout infekci je adiehi mezihostitél od definitivnich
hostitefi, coZ je u vola Zijicich ryb velmi obtizné. V uzéenych chovech ryb je zdsadni
véasna detekce infikovanych ryb a ods#@n specifickych mezihostitél (Bullard
a Overstreet 2002).

21



1.3.4.Myxosporea

Myxosporea Butschli, 1881 jsou s@sti kmene Myxozoa Grasse, 1970 aipab fiSe
Opisthokonta Cavalier — Smith, 1987, emend. Adlét 2005. PRisluSnost myxozoi
k Zahavém Cnidaria Hatschek, 1888 byla relaguymedavno peswdcivé podpdena (Holland
a kol. 2011; Jiménez-Guri a kol. 2007 a Nesnidabla2013).

| kdyZz jsou tito parazité lokalizovani spiSe v tldn orgam ryb, rektera z jejich
vyvojovych stadii se mohou objevit i vaélrv krvi. Jedna se naéjlad o presporogonicka
a extrasporogonicka vyvojova stadia rdghaerospora, ktera byla poprvé detekovana v krvi
kapii jako Csaba parazité a pojmenovana C — protozo&n@d980). Pozji bylo zjisténo,
Ze se jedna o vyvojova stadsphaerospora renicola (Hofte a kol. 1984, Grupcheva a kol.
1985, Molnar 1988), jenz jsou proliferativni formounezi krevnim a renalnim stadiem
(Molnar 1984, Molnar a Kovacs-Gayer 1986). Pokusy@dorga a kol. (1994) dokazaly, ze
extrasporogonicka vyvojova stadfphaerospora sp. se vyskytuji i v krvi losds (Salmo
salar) chovanych na rybich farmach nebo v krvi kranasoy®achycentron canadum,

Actynopterygii) v Taiwanu (Chen 2001).

Obr. 11: Obecné schéma zivotniho cykidy Myxosporea. A: Vytl&ovani polarnich viaken k ukotveni spor na
strevni epitel, nasleduje otmni chlopni myxospory; B: Gametogonie; C: Sporogoaktinosporni faze;
D: Dozravajici aktinosporni stadia vyvijejici sepansporocystu, aktinospory jsou uvéig do vody;
E: Vytazeni polarnich vldkertigkontaktu aktinospor sii ¢i zabrami hostitele, usnadm vstupu sporoplasmy
do ryby; F: Presporogonické mnozeni ve staviikbuv buice; G: Sporogonie myxosporni faze (Yokoyama
a kol. 2012).
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1.3.5.Apikomplexa

Prislusnici kmene Apikomplexa Levine, 1980, emend! Adal. 2005 jsou obligatni
celoswtové rozSteni intracelularni parazité, ktenapadaji erytrocyty, lymfocyty, makrofagy
nebo buky zazivaciho traktuiznych druli obratlové (Sam — Yellowe 1996). Kmen je
rozklen do ¢ty hlavich skupin  — Coccidia, Gregarinasina, Haemosporidia
a Piroplasmorina (Adl a kol. 2012), ty zahrnuji vice nez 6000 znamydruhi parazifi
(Morrison 2009) zpisobujici rkkterd vazna onemoéni v lidské a veterinarni medi@in
nagiklad malarii Plasmodium falciparum), toxoplasmasu Toxoplasma gondi), babesiésu
(Babesia canis) a dalSi (Sam — Yellowe 1996).

Nazev Apikomplexa je odvozen od apikalniho kompleraz je soubor unikatnich
organel, mezi & pati rhoptrie, mikronemy, apikalni polarni prstenekoamoid (Morrissette
a Sibley 2002). Rhoptrie a mikronemy jsou jedim® sekréni organely, které obsahuji
produkty potebné pro motilitu, adhezi k hostitelskénoa, invazi do biky a zalozeni
parazitoforni vakuoly, coZ je jakasi vakuola chcarparazita ped lysosomalnim atakem
imunitniho systému hostitele (Aikawa 1988, Carrwteekol. 1999, Carruthers a Sibley 1997,
Chobotar a Scholtyseck 1982, Dumbremetz a kol. 1®holtyseck a Melhorn 1970).
Konoid |ze popsat jako malou kuZelovitou struktgtazenou ze spiraly neidentifikovanych
vlaken (Nichols a Chiappino 1987, Scholtyseck ahdet 1970); pedpoklada se, Ze hraje
mechanickou roli i invazi do buiky a je gitomen pouze udkterych apikomplex. Apikalni
kruh pati mezi charakteristicky znak vSech jedirtohoto kmene (Nichols a Chiappino 1987,
Russell a Burns 1984). Slouzi jako jeden iZzarikrotubularnich center. Kro#napikalniho
komplexu ma tento kmen dalSi unikatni struktur@siy, jako chloroplastu podobné organely
zvané apikoplast (Kohler a kol. 1997, Mc Fadderok k997, Striepen a kol. 2000, Wilson
a Williamson 1997).

Télo paraziti je ohranteno pelikulou, coZz je kompozitni struktura sest@vage
z plazmatické membrany a Uzce vyge@eho komplexu vrimich membran (IMC) (Aikawa
1967, Dubremetz a Torpier 1978). Pelikula byva Uap®jena $adou cytoskeletalni
element, wv¢etné aktinu, myosinu, mikrotubtil a sit podobné gednim filamenim
(Morrissette a Sibley 2002).

Zakladni zivotni cykluséchto parazii je slozity Obr. 12). Obeci plati, Ze existujétyii
transformace k doka@eni cyklu — zygota, sporozoity, merozoity a ganketistadia. Typicky
Zivotni cyklus apikomplex je ustanoven dle tohok jaodstupuji série pohlavniho

23



a nepohlavniho rozmnozZovani zahrnujici jednoho miaohostitele (Lee a kol. 2000, Levine
1973). Zivotni cyklus probihé tak, Ze se gagamonti vyvijeji v jednu nebo vice mikrogamet
(gametogeneze), jedna z mikrogamet oplodni makregaprodukujici zygotu, ktera rodd
oocystu do mnoha sporoziifsporogonie), kazdy ze sporoZogte obvykle asexualrnkli do
mnoha primarnich merozéifprimarni merogonie). Vznikli merozoiti se daleasalre deli
do dalSich merozait(sekundarni merogonie), nakonec se merozoity efifarji do gamoirit

(gamontogonie), coz je prekurzorem pro sexualni(fizidall 1995).
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Obr. 12: Zivotni cyklus kmene Apikomplexa a jehalirdPlasmodium a Toxoplamsa. (Morrissette a Sibley
2002).

Mezi raiznymi skupinami apikomplex jsou malé rozdily v zimvich cyklech. Napklad u
kokcidii vyvolava pistup atmosférického kysliku sporulaci zygoty ariwo haploidnich
sporozoiti, takZze do progedi jsou uvalovany neinfekni oocysty (Levine 1973). Naproti
tomu tvorba oocyst a sporulace u hematozoi prob@héstevech bezobratlych hostitel
a uvolréné sporozoity jsouipnaseny do nového hostitekhbm sani (Krotoski 1985).

Z apikomplex je mezi rybimi parazity nejro&kjSi podtida Coccidia (Molnar 1996).
Zastupci této podidy se BZn¢ vyskytuji mezi méskymi (nap. Haemogregarina, Desseria)

i sladkovodnimi (naip Eimeria) rybami (Davies 1995, Davies a Johnston 2000)lkdve se
vi velmi malo o hostitelské speciitrybich apikomplex (Molnar 1996). Bylo zj&to, ze
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mohou infikovat gkolik Uzce gibuznych hostitelskych driilobvykle stejného rodu (Belova
a Krylov 2000).

1.3.5.1. Babesiosoma a Dactylosoma

Souwrasna klasifikace (Adl et al. 2012adi rody Babesiosoma a Dactylosoma do tidy
Conoidasida Levine, 1988adu Coccidia Leuckart, 1879; padlu Adeleorina Léger, 1911
aceledi Dactylosomatidae Jakowska et Nigrelli, 1955.

Jak uz samotny ndzev napovida Conoidasida, m&zipati i Adeleorina, jsoutfdou
protozoi, ktera obsahuje kompletni apikalni komplesetné konoidu (Woo 2003).
Dactylosomatidae jsou charaktersti tvorbou malych buwk, pohyblivou zygotou
(sporokineta) a merogonii lokalizovanou pouze \regytech (Lom a Dykova 1992). Rody
Dactylosoma a Babesiosoma jsou si velmi podobné, lze je odliSit na zaklagrodukce
merozoifi. Babesiosoma maji mér granulovanou a vice vakuolizovanou cytoplasmu nez
jejich pribuzny rod. Bhem merogonie (@@&nim nebo binarnimétenim) neprodukuji vice
nez 4 merozoity uspadané do tZice ¢i kiize. Gametocyty jsou klubkovit& podlouhlé
buiky dosahujici délky 7 um (Barta a Desser 1989actylosoma produkuji Ehem
merogonie 4 — 16 ndhodmispdadanych merozait(Barta a kol. 1987).

Parazité paici do rodi Babesiosoma a Dactylosoma se nachazeji uvititerytrocyti
studenokrevnych obratlouczejména obojzivelnika ryb (Barta 1991). VSechny druhy byly
nalezeny v hostitelich, ktiejsou v izkém kontaktu s vodou, to naanje, Ze vektorem pro
tyto rody jsou hematofagni pijavky peti mezi Piscicolidae (Hirudinea) a Glossiphonidae
(Hirudinea) (Barta 1991, Lom a Dykova 1992).

Mezi zastupce, které nalézame u obojzivelnipati nagiklad Dactylosoma ranarum
infikujici skokany Pelophylax kl. esculentus) nebo Babesiosoma stableri u ropuch Bufo
americanus, Rana septentrionalis, Rana clamitans, Rana catesbeiana) (Barta 1991; Barta
a kol. 1989, 2012). V rybich obratlovcich maji tgarazité také hojné zastoupeni, fildpd
u siveri nalézameD. salvelini (Salvelinus fontinalis), u cejnovek I(ethrinus nebulosus) D.
lethrinorum (Lom a Dykova 1992), dal8. rubimarensis u ploskozubé (Epinhelus
summana) neboB. tetragonis u pakaprové (Catostomus sp.) (Lom a Dykova 1992, Saunders
1960).

Negm — Eldin (1998) popsal Zivotni cykluB. mariae (Obr. 13), po té co ji
experimentald infikoval ryby. Jako vektor pro ipnos pouZil pijavkuBatracobdeloides
tricarinata (Hirudinea, Glossiphoniidae). V infikovanych rybacloslo ke iiem po sob

25



jdoucim merogonickym cykin v erytrocytech. fleti cyklus produkoval merozoity, ze
kterych se poziji stavaji gamonti, kté jsou WtSi nez merogonicka stadia. Parazitémie
v rybach petrvava az 7 gsiai. V sacim Ustroji pijavky se gamonti sdruzuji v aiga fazuji.
Vytvoirena zygota prochazi sporogonii véeshi tkani a vznika 8 sporozoit Sporozoity
prochazeji typickou merogonii ve slinné tkani (jakoyby v erytrocytech). Merozoity du
zahdji dalSi cyklus merogonie, nebo sd&espuvaji srrem Kk gisavce. KiZzovym

experimentalnimignosem bylo zjigho, Ze rybi babesiosma neni hostitelsky specificka.

;@ % @'WFU X
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Obr. 13: Vyvojova stadidBabesiosoma mariae uvnité erytrocyti Serranochromis angusticeps. A — C: Rybi
erytrocyty s jednotlivymi nebo parovymi trofozoity): Meronti na z&atku cleni; E: Meronti sectyimi
merozoity; F: Nezrali gamonti; G - H: Ziakeni zrali gamonti; | — J: Siroci zrali gamonti{®a kol. 2003).

Oba rody jsou celostové rozStenymi druhy parazit Vyskytuji se ve vodach Afriky
(B. mariae) mezi tlamovci Serranochromis angusticeps) (Smith a kol. 2003) a v IndiiB
batrachi) infikuji kefickovce Clarias batrachus) (Chaudhuri a Choudhury 1983). Na severni
polokouli se vyskytuji fedevsim v okoli USAR. tetragonis) u pakaprové (Catosomus sp.)

a v okoli vychodni KanadyD(. salvelini) u siverii (Salvelinus fonitnalis) (Becker a Katz 1965,
Lom a Dykova 1992).

Diagnostika probiha pomoci krevnich rat obarvenych Giemsou (Shahi a kol. 2013)

a pomoci sételného a elektronového mikroskopu (Barta a Dek386).

1.3.5.2Haemogregarina

Podle systematického izxeni (Adl et al. 2012) pat rod Haemogregarina
Danilewsky, 1885 do kmene Apicomplexa Levine, 198Mend. Adl et al., 2005§idy
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Conoidasida Levine, 1988; pafty Coccidia Leuckart 1879; p#atlu Adeleorina Léger,
1911 afeledi Haemogregarinidae Neveu — Lemaire, 1901.

Coccidia jsou jednobwiné organismy bez pohybovych organel, pr& rjsou
charakteristické velmi odolné oocysty sporocysty, diky kterym jsou schopnyephazet
sttnami orgad bez morfologickych zgn (Teixeira a kol. 2003). Haemogregariny maji malé
oocysty s okolo 8 sporozoity, které se formuji dneho germinalniho centra. Nejvice jsou
znamy podle svych dlouhyakervovitych gamorit uloZzenych v krevnich hikach (Desser
1993).

Parazité pdfci mezi hemogregariny se nachézeji uvrdirkulujicich erytrocyi
a v buwkach leukocytovérady svych obratlatich mezihostitdél nebo ve gevnich
epitelovych biikach bezobratlych vektdr(Davies 1995, Siddall 1995, Siddall a Desser 1992,
Wilford 1977). Byly zaznamenany u Zelv (Acholonu749 Paterson a Desser 1976, Siddall
a Desser 1992, Wilford 1977), jes&k (Elwasila 1989), krokodgla ryb (Khan a kol. 1980,
1980b). Do jejich krve se dostavaji pomoci infikoyeh pijavek (Hirudinea) nebo
stejnonozé (Isospoda) (Davies 1982, Siddal a Desser 1992jvislosti na geografické
poloze. Pijavky slouZi jako vektory prégmos parazit na severni polokouli, zatimco na jizni
nebyly zaznamenany, zde se ujlgit pouze stejnonoZzci (Fantham 1919, Davies 19%jd3
a kol. 2004, Smith a Davies 1999).

Jednim z druiln prenadSenych iospodami, vtomtdigad Gnathia maxillaris, je
Haemogregarina bigemia (Obr. 14), ktera infikuje slizouny Elennius pholis) (Laveran
a Mesnil 1901). DalSim nem&rzndmym parazitem tohoto rodu k¢ sachai, kterd byla
poprvé identifikovana mezi kambal§gopphtalmus maximus) na rybich farmach ve Skotsku
(Kirmse 1978)H. simondi nalézame v neutrofilech a lymfocytech rylSpl€la solela) znamé
pod kome&nim nazvem misky jazyk (Laveran a Mesnil 1901). Rejnoky rda&aja infikuje
H. delagel, jeZz nevytlgéuje jadro erytrocyt, jak je tomu u jinych zastufictohoto rodu
(Laveran a Mesnil 1901H. curvata (Obr. 15) infikuje paslizouny Clinus cottoides) Zijici
v tropickych vodach (Hayes a kol. 2001). Mezi hadimogregariny pé#tH. sauritus nebo
H. guttata nalézané négastji u uzovek Pantherophis obsoletus) na Florid (Teleford a kol.
2002, Teleford a kol. 2004). V krevnich ikéch krokodyh muzeme vidt H.
crocodilinorum, jejimz vektorem je pijavkaPlacobdella multilineata (Hirudinoidea:
Glossiphoniidae) (Khan 1980). Stejny vektdemaSiH. balistapi a H. triatomae na jeStrky
v Kostarice (Smit a kol. 2006, Osimani 1942).
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Obr. 14: ErytrocytyLipophrys pholis a vyvojova stadidd. bigemia: A: Trofozoity; B — C: Vyvijejici se meronti;
D — F: Meronti prochazejiciifgnym binarnim dlenim; G — I: Podélné binarngléni meront; J: Dozravajici
parovi gamonti (Davies a kol. 2004).

Zivotni cyklus hemogregarin zahrnuje proliferativstiadia (merogonie) v bikach
cirkulujiciho systému obratl@gich hostitel. V krev sajicim vektoru probihd gamogonie
a sporogonie@br. 14). Gamogonie je charakterizovana spojenim 2 garyetokteré spolu
dozravaji v jednu sartii makrogametu &tyii nebiikaté samii mikrogamety, z nichz jedna
kopuluje s makrogametou. Vznikla zygota produkujezimrekolika aZz mnoha volnymi
sporozoity uvnit tenké obélky oocysty. V obratlém hostiteli se vyvojova stadia
schizogonie vyvijeji zpravidla v bilych krevnichibdch (lymfocytech, monocytech nebo
neutrofilech) a binarnimakenim nebo pravou merogonii produkuji 2 — 8 meriiizoa jednu
hostitelskou bitku. Po schizogonii merozoiti §t8inou ¢ervovitého tvaru) unikaji z bek
bilé fady a vstupuji do erytrobldshebo erytrocyt. V ¢ervenych krevnich bikach se dale
rozvijeji a @li se binarnim denim nebo merogonii do 2( bigemia) (Davies 1982), 4H.
guadrigemina) (Brumpt a Lebailly 1904), &H. simodi) (Kirmse 1978) nebo 16H(
polypartita) (Neumann 1909) zavalitych nebo podlouhlgenvovitych merozoit. Pozdji se
tato stadia diferencuji do mikro a makrogametdciteré se mohou objevit i vairv krevni
plazme (plati pro druhy ,bigemia“). U ostatnich dftuhse intraerytrocyticka stadia
nerozeluji, ale gfimo se penmenuji do gametocyt (Laidr 1952).
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Obr. 15: Zivotni cyklusHaemogregarina curvata v rybim hostiteli (kapr) a pijam hostiteli Piscicola):
A: Clinus cottoides; B: Dosgly Zeylanicobdella arugamensis; C — L: Stadia v periferni krvi ryby. M — R: Stadi
v pijavkach; C — Intraerytrocyiii trofozoiti; D: V&tSi trofozoiti; E: Intraerytrocytti meronti; F: Extracelularni
meronti; G — H: Extracelularni merozoiti; I: Stadiatraerytrocytickych pregamaint J: Nezrali gamonti;
K: Gamonti mezihostitele; L: Dozravajici intraendytiti gamonti; M: Nezrald oocysta; N: Vyvijejici se
oocysta; O: Volné trofozoity; P: Meronti; Q: Prvpénerace merozdit R: Druhd generace meroZoifHayes
a kol. 2011).

Zpusobuji zavazna onemasm, jako jsou nafiklad anémie a vyhublost rytH(
acipenseris) (Nawrotzky 1914). U infikovanych ryb se objevtaké velké nadorové nekrozy
jicnu, somatickych sval Zaludku, pohlavnich orgéara Zaber zfisobenychH. sachai; déle je
v krvi detekovatelna leukocytéza a erytrocytopeni&nika ascites iicha spojeny se
zvétSovanim orgai (Kirmse 1978).

Zastupci rodiHaemogregarina maji Siroké zastoupeni po celéngtsy vyskytuji se od
nejjiznéjSich c¢asti po nejseveysi casti Zend. V marich Antarktidy se nachazejii ryby
z ¢eledi Nototheniidae (ledovkoviti), v jejichz mondiearnich leukocytech srdce Ize
detekovat H. notothenidae (Barber a kol. 1987). V erytrocytech novozélandskyryb
Hoplichthys coelorhynchis se vyskytujeH. hoplichthys (Laird 1952).H. rubimarensis infikuje
ryby rodi Scarus a Chlororus v Rudém ma (Saunders 1960). U jeseiel(Acipenser
ruthenus) zfeky Volhy nalézame infekce @pobenéH. acipenseris (Nawrotzky 1914). Ve
vodachCeské republiky jsou okounPérca fluviatilis) nakaZenH. vitavensis (Lom a Dykovéa

v s

1989). Mezi sladkovodnimi kaprovitymi rybanCyprinus carpio) Francie je nejrozEnsjsi
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hemogregarindl. carpionsis (Franchini a Saini 1923). V severnitastech Zemh nalézame
H. platessae, jeZ infikuje platyzgTrinectes maculatus) v Severni Americe (Lebailly 1904).
Diagnostika probiha pomoci krevnich raatobarvenych Giemsou (Smit 2003). Dale

jsou preparaty studovany elektronovym mikroskop8iddal a Desser 1992).

1.3.5.2. Desseria

Rod Desseria Siddall, 1995radime podle systematickéhorazeni (Adl a kol. 2012) do
kmene Apicomplexa Levine, 1980, emend. Adl et2005; tidy Conoidasida Levine, 1988;
podiidy Coccidia Leuckart, 1879; ptatlu Adeleorina, Léger, 1911 &eledi
Haemogregarinidae Neveu — Lemaire, 1901.

Paraziti jsou zaveni, dlouzi a Siroci. NefiSi Stky dosahuji na konci, ktery lezi gnam
kjadru. Stejg jako jim pibuzné haemogregariny jsou charakteristické gamonty
lokalizovanymi kolem jadra v normocytech, kde sgewebji bud’ jednotlive, nebo v parechip
vysoké parazitémii (Smith a Davies 2006). SiddbB895) z&adil 41 druli haemogregarin do
rodu Desseria na zéklad odliSnosti v morfologii a if@devSim na zéakl&d odliSnosti
v Zivotnich cyklech. Smith (1996) pa%d ptidal dalSi druhy (Siddall 1995, Smith 1996).
OvsSem gkteré z desserii nebyly dosud uznany nebo bylyampadk pivodnimu rodu (Davies
a kol. 2012).

Jejich vyvojova stadia jsou lokalizovana v krevnigtnkach, volném krevnintecisti
(obratlowi hostitelé) nebo v zazivacim Ustroji (bezobratékter). Byvaji genaseny krev
sajicimi pijavkami (Hirudinea, Piscicolidae) (Davig Smith 2001).

Vyskytuji se u ryb v téit vSech oblastech &ta. Na jiznim a jihozapadnim pi@zi jizni
Afriky se vyskytuje Desseria zei u pilokrichi (Zeus capensis) (Smith a Davies 2006).
V tekéch severni Afriky jsou cipalov®(gil cephalus) infikovani Desseria mugili (Fantham
1919, Saunders 1955, Paperna 1996)tiddich uhdu (Anguilla anguilla) v Portugalsku
nalézameDesseria bettencourti (Cruz a Davies 1998). V centralni¢iastech Evropy jsou
okouni Perca fluviatilis) infikovani Desseria vitavensis (Lom a Dykova 1989, Davies a kol.
2012). | v severgSich ¢astech Zera maji tito paraziti hojné zastoupeni, v Severovytiho
Atlantiku (v okoli Irska) nalézame v erytrocytecachymér Harriotta releighana) Desseria
hariottae (Siddall 1995, Davies a kol. 2012). SiveBalivelinus spp.) v Kanad byvaji ¢asto
infikovani Desseria irkalukpiki (Laird 1961, Davies a kol. 2012). Tresky a vranadus
morhua, Myoxocephalus octodecernspinosus) v maich a bentickych oblastech severniho
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Norska mivaji v krvi a erytrocytecBesseria myoxocephali (Obr. 16), jejimZz vektorem je
Malmiana scorpii (Siddall a Desser 1992, Siddall 1995).

intraerytrocytickych gamofit Mn — mikronem, Rh — roptrie, Pv — parazitofrnkuala; 3. Rana stadia gaméant
v epitelidlnich biikkach stevaM. scorpii: Co — konoid, Mn — mikronem, Nu — jadro (SiddaDasser 1992).

Zivotni cyklus probiha v rybach i v pijavkach avielmi podobny Zivotnimu cyklu rodu
Haemogregarina s tim rozdilem, Ze u rodDesseria chybi intaerytrocytickd merogonie
(Davieas a Smith 2001). V pijavce je postupovar@agonie, Bhem které je produkovano
16 sporozoii, po ni nasleduje primarni merogonie ve stejné/pggSiddal 1995).

Vkrvi ryb byla khem poku8 nalézana stadia pregamontcoz jsou malé
intraerytrocyticka vzachextracelularni stadia. Jsou rovna nebo mirakivena. Jednotlivé
jadro je centralés umistno v €le parazita. V bilkach jsou stadia uloZzena jednodliiDavies
a kol. 2012). DalSim stadiem vyskytujicim se jetimdtv erytrocytech jsou gamonti, kte
jsou mirg zakiveni nebo maji klubkovity tvar. fBdni ¢ast jejich &la je zaoblena
a posteriorntast se zuzuje. Maji jemirgranulovanou cytoplasmu a jadro neni vzdy vidéeln
(Davies a kol. 2012).

Vzhledem k blizkému vztahu rédesseria a Haemogregarina je pravépodobné, Ze tito
parazité zpsobuji podobna onemoami. Jedna sefpdevsim o anémii a kachexii (Pazooki
a Masoumian 2004).

Diagnostika probiha stejnym igobem jako u hemogregarin. Krevni gytjsou barveny
roztokem Giemsa — Romanowski a prohlizengtelmym mikroskopem (Smith a Davies
2005). K detekci stadii rodDesseria v bezobratlych vektorech mohou byt uzity techrdiy

vizualizace pomoci $telnéhoci konfokalniho mikroskopu (Hayes a kol. 2011).
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. Cile préace

1. Zpracovat literarni reSerSi o krevnich parazitedh r

. Obarvit a mikroskopicky vysgt krevni rozéry ryb z litoralnich vod Svalbardu
(zejménaMyoxocephal us scorpius), nalezené parazity charakterizovat morfologicky.
. Ziskat sekvenci vhodného genu (haf8S rDNA) pro fylogenetické studie nalezeného

parazita.
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3. Material a metody

3.1. Materiél

Vzorky rybi krve byly ziskany édhem dvou expedic (sezény 2012, 2013) Centra polarni
ekologie pod zastitourPodowdecké fakulty Jihteské univerzity (URL 4, URL 5). VeSkeré
vzorky pochazeji z centralnfasti souostrovi Svalbard, z nejzazSiho konce Rilldénu
(Obr. 17).
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Obr. 17: Pozice Billefijordenu v centralfésti Svalbardu (f@vzato z Norsky polarni institut: URL 6).

Ryby byly odchytavany do tenatovych siti pokladdmydo gibieznich zon
(maximalré do hloubky 40 m). Po té byly rybygmistny do polni laborat@, kde jim byla
odebrana krev pomoci Pasteurovy skteénpipety nebo skl€éné kapilary metodou krevniho
nakEru vrejSi punkci srdce (Svobodova a kol. 1986). Vzdy hptoveny 2 rozry od kazdé
ryby (Tab. 1.) Fri odkéru krve nebyl pouzivan heparin, krevni iaytbyly pfipraveny ihned
po odkEru krve. Po zaschnuti krve byly rém fixovany 100 % methanoleniero pozdjsi
extrakci DNA bylacast odebrané krve uloZzena do 400 pl TNES pufrul{iisaa kol. 1996),
v idealnim pipact ve stejném objemu jako préipravu jednoho krevniho razti.

Konani expedic a vyzkumnénnost na Svalbardu byla povolena mistnifad@m
Sysselmanna, odbtbnim ochrany firody (povoleni.2009/00596-11, 2013/00722-2).
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Tab. 1: Pehled ryb, z nichZ byla odebrana a vysSea krev

Poket vySefenych jedinai za jednotlivé roky
2012 2013

Myoxocephal us scor pius 32 21
Gymnocanthus tricuspis 0 5

Boreogadus saida 0 10
Clupea harengus 0 2
Gadus morhua 2 2

3.2. Metody

3.2.1 Mikroskopicka diagnostika

Nafixované krevni rozty byly barveny pomoci 10sedného (vodovodni vodou) roztoku
Giemsa - Romanowski (Penta, 14460 - 11000) po @&tbmin. Po uplynuti doby barveni
byla skltka oplachovanaijblizné 30 s pod tekouci vodovodni vodou a po té ponechana
zaschnout f laboratorni tepldt Takto obarvené vzorky byly prohlizeny meandravity
postupem (Svobodova a kol. 2012) pod imerznim divjedk (@i 100x zwtSeni) mikroskopu
Olympus BX53. Nalezy byly dokumentovany pomoci kameDP72 (Olympus).

U jednotlivych gamorit byla jako délka rérena jejich podélna osa, tj. nabyl&iena linearni
spojnice anteriorniho a posteriorniho koncélyy ale spojnice prochazejiciistiem zahnuté

buiky. Pro néftena byl pouzit program ImageJ (imagej.nih.gov).

3.2.2. Molekularni diagnostika

DNA byla extrahovana pomoci zrychlené fenol - obformové extrakce (Holzer
a kol. 2004). Krev uchovana v 400 pl TNES pufru (b Tris — HCI, 125 mM NacCl,
10 mM EDTA, 0,5 % sodium dodecyl sulfat, 4 M &owina) byla pes noc lyzovana ve
100 pg.mf proteinazy K pi 55 °C. Nasledujici den bylo ke kazdému vzorkiddno 400 pl
fenolu a poz#i 400 ul chloroformu, sks byla vtomto kroku promichana razantnim
protrepanim zkumavky v ruce. Jednotlivé faze byly @elay st&enim i 15 000 g po dobu
5 min. Vodni faze (330 pl) bylaignesena do nové zkumavky a DNA vysrazehdapim
trojnasobného mnozstvi 92 % vychlazeného (- 20 &fnolu. Nasledovalo s&@ni
(15 000g/20 min) a poté sliti etanolu. DNA bylapsga 1 ml 70 % vychlazeného etanolu
(- 20°C) a opt statena (15 000g/5min).iBbyte&ny etanol byl odstram pipetou a zkumavka
byla umistna do suché lazn(37 °C), kde se zbytkovy etanol odipaVysrazena DNA byla
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rozpuséna ve 100 pl sterilni deionizované vody (PCR vodikrozkumavky s izolovanou
DNA byly ponechany fes noc v ledrice (4 °C), aby doSlo k dokonalému rozgn§tDNA
a nasledné ulozeny do - 20 °C.

U mikroskopicky vySdenych a zarove pozitivnich vzork byla provedena
polymerazovaretézova reakce (PCR). Jako negativni kontrola slouzbrek E407

(Boreogadus saida), u kterého nebyl mikroskopicky prokdzan Zadnykigarazit.

Reakce byla provedena v celkovém objemu 12;60Reakni smés obsahovala
1,25ul 10x Taq buffer complete (15 mM Mg CTop-Bio); 1,00ul dNTP (2 mM kazdé baze,
Invitek); 0,50ul forward primer a 0,5@l revers primer (25 pmaqll, Generi Biotech); 0,5Ql
Taq Purple polymerazy (Top-Bio, 1 |y, 8,25 ul PCR vody a 0,5Ql templatové DNA.

Amplifika¢ni program se #nil podle kombinace priméra typu reakceT@ab. 3).

Tab. 2: Pouzité primery.

Primer Smér Sekvence Zdroj/citace

Hemo 1 Forward TATTGGTTTTAAGAACTAATTTTATGATTG Perkins a
Keller 2001

Hemo 2 Revers CTTCTCCTTCCTTTAAGTGATAAGGTTCAC Perkins a
Keller 2001

Erib 1 Forward ACCTGGTTGATCCTGCCAG Barta a kol.
1997

Erib 10 Revers CTTCCGCAGGTTCACCTACGG Barta a kol.
1997

Medlin A | Forward CCGAATTCGTCGACAACCTGGTTGATCCTGCGAT Medlin a kol.
1988

Medlin B | Revers CCCGGGATCCAAGCTTGATCCTTCTGCAGGTTCAR | Medlin a kol.
TAC 1988

Des233F Forward | GCTCATTAHAACAGTTATAGTTTR Noweé
navrzeny
primer

Desl1151F | Forward | TTGAATACTBCAGCATG Nowveé
navrzeny
primer

Des1408R | Revers AATACRAATGCCCCCAA Nowe
navrzeny
primer

Des1416F | Forward | TCAGAGGTGAAATTCTTAGATTT Nowé
navrzeny
primer

Des1416R | Revers AAATCTAAGAATTTCACCTCTGA Nowé
navrzeny
primer
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Tab. 2 pok&ovani.

Des1750R

Revers

GAACCCAAAGACTTTGATTTCT

Nowve
navrzeny
primer

Des2200R

Revers

CACAGACCTGTTATTGCCT

Nowve
navrzeny
primer

M13F

Forward

GTAAAACGACGGCCAGT

Univerzalni
sekvenani
primer

M13R-pUC

Revers

CAGGAAACAGCTATGAC

Univerzalni
sekvenani
primer

PCR reakci bylo provedenegkolik s iznymi kombinacemi priméra iznymi vzorky.

Tab. 3: Provedené amplifikai reakce.

Forward Revers Modifikace Amplifika éni program Pocet
primer primer PCR (v zavorce cyklicky opakujici se | cykli
kroky)
Hemol Hemo?2 Bez 95 °C /5 min (94 °C/1 min, 48 °C/ 1 min, | 25
modifikace | 72°C/110 sek) 72 °C/ 10 min, 4 °C/
nekon€no
Eribl Erib10 Nested PCR| 95°C /3 min (95°C /50 sek, 48 °C /50 sek, | 30
- 1. 72°C/110 sek) 72°C /10 min, 4°C
/nekongno
MedlinA MedlinB Bez 95 °C /5 min (94 °C /1 min, 48°C/ 1 min, | 25
modifikace | 72°C/110 sekund) 72°C/ 10 min, 4°C
/nekongno
Eribl Hemo?2 Bez 95 °C /5 min (94 °C/1 min, 48 °C/ 1 min, | 25
modifikace | 72°C/110 sek) 72 °C/ 10 min, 4 °C/
nekonéno
Hemol Erib10 Bez 95 °C /5 min (94 °C/1 min, 48 °C/ 1 min, | 25
modifikace | 72°C/110 sek) 72 °C/ 10 min, 4 °C/
nekonéno
MedlinA Hemo?2 Bez 95 °C /5 min (94 °C/1 min, 48 °C/ 1 min, | 25
modifikace | 72°C/110 sek) 72 °C/ 10 min, 4 °C/
nekon€no
Hemol MedlinB Bez 95 °C /5 min (94 °C/1 min, 48 °C/ 1 min, | 25
modifikace | 72°C/110 sek) 72 °C/ 10 min, 4 °C/
nekonéno
Des233F Des2200R Nested PCRO5°C/ 3 min (95°C /40 sek, 52°C/ 40 sek, | 30
-2, 72°C/80 sekund) 72°C /10 min, 4°C
/nekongno
Des233F Des1750R Nested PCRO5°C/ 3 min (95°C /40 sek, 52°C/ 40 sek, | 30
-2, 72°C/80 sekund) 72°C /10 min, 4°C
/nekongno
Des233F Des1416R Nested PCR95°C/ 3 min (95°C /40 sek, 52°C/ 40 sek, | 30
—2. 72°C/80 sekund) 72°C /10 min, 4°C
/nekongno
Desl1151F Des2200R Nested PCR95°C/ 3 min (95°C /40 sek, 52°C/ 40 sek, | 30
-2, 72°C/80 sekund) 72°C /10 min, 4°C
/nekongno
Eribl Des2200R Nested PCR 95°C/ 3 min (95°C /40 sek, 52°C/ 40 sek, | 30
-2, 72°C/80 sekund) 72°C /10 min, 4°C
/nekong&no
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Tab. 3 pokraovani.

Eribl Des1750R Nested PCR 95°C/ 3 min (95°C /40 sek, 52°C/ 40 sek, | 30
-2, 72°C/80 sekund) 72°C /10 min, 4°C
/nekon€no
Erib1 Des1416R Nested PCR 95°C/ 3 min (95°C /40 sek, 52°C/ 40 sek, | 30
-2, 72°C/80 sekund) 72°C /10 min, 4°C
/nekon€no
Eribl Des1408R Nested PCR 95°C/ 3 min (95°C /40 sek, 52°C/ 40 sek, | 30
—2. 72°C/80 sekund) 72°C /10 min, 4°C
/nekon€&no
Des233F Erib10 Nested PCR 95°C/ 3 min (95°C /40 sek, 52°C/ 40 sek, | 30
-2, 72°C/80 sekund) 72°C /10 min, 4°C
/nekon€no
Des233F Des1408R Nested PCR95°C/ 3 min (95°C /40 sek, 52°C/ 40 sek, | 30
- 2. 72°C/80 sekund) 72°C /10 min, 4°C
/nekon€&no
Des1151F Erib10 Nested PCR 95°C/ 3 min (95°C /40 sek, 52°C/ 40 sek, | 30
-2, 72°C/80 sekund) 72°C /10 min, 4°C
/nekon€&no
Des1151F Des1750R Nested PCRO5°C/ 3 min (95°C /40 sek, 52°C/ 40 sek, | 30
-2, 72°C/80 sekund) 72°C /10 min, 4°C
/nekon€no

* Nested PCR = odstupvana PCR, kde v prvni reakci (Nested PCR — 19 byluZzito vi&jSich a univerzalnich
primeni, v nasledujici reakci (Nested PCR — 2.) byly pouZnitini primery, kde byl vzdy alespojednou
zastoupen primer navrzeny pro rDdsseria.

Po dokokieni amplifik&ni reakce nasledovala agarézova elektroforéza (BL#D
1 % agar6zovém gelu rozp&sém v 1x TAE pufru (40 mM Tris, 20 mM kyselina o¢éo
a1l mM EDTA). DNA byla obarvena pomaoci ethidiumtoidu (PCR Ethidium bromid, Top
- Bio) v koncentraci 0,5 pg.ml Vysledky elektroforézy byly kontrolovany pomocivU
transiluminatoru a dokumentovany kamerou (Scion p@Gatior). Pomoci skalpelu byl
vyfiznut potebny produkt pro dalSi krok afgmesen do mikrozkumavky. Zirgnutého
blocku gelu byl extrahovan PCR produkt pomoci kitu (BEIR DNA Fragments Extraction
Kit, Genaid nebo QIA quick PCR Purification Kit, &jen) a podle postupu dodaném
vyrobcem.

Ve snaze ziskat sekvence 18S rDNA nalezeného Kkrevigarazita pomoci
univerzalnich eukaryotickych prime(Eribl + Erib10) a vyhnout se sekvencim hostibsly
ziskané PCR produkty zaklonovany (vzorky D201, D2D212). Nejprve byla provedena
ligace do vektoru pDrive Cloning Vector (Qiagen)mnavodu vyrobce. Ligace probihala
pii 14 °C po dobu 2 hod vcycleru, poté byl vzorekozaéin do ledrky. Timto
rekombinantnim plasmidovym vektorem byly transfomdimy kompetentni bakterie
Escherichia coli (DH5a, Invitroger™). Bakterie (50 ul) byly napipetovany pomoci &yi
s ustizenym koncem Kk ligéani snesi, jeZ byla promichana a inkubovana 10 min na.leduté
byla snés s buikami pondena na 30 s doipdem pipravené vodni 1azn(42 °C), ktera jim
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zpisobila teplotni Sok. Biky byly ihned vraceny na led po dobu 2 min. Datsns buikami
bylo piidano 200 pul SOC média (Invitrogen) ¥atého na pokojovou teplotu. Zkumavka byla
umis€na ve vodorovné poloze do inkubovarepttky na 30 min i 37 °C.

Na LB agaru (5 g NaCl; 5 g trypton; 2,5 g kvaswyi extrakt; 7,5 g agar, 500 ml
dH20/ 90 mm Petriho miska) byloikladné rozeteno 40 pl X-galu sterilni hokejkou.
Nasledr byly na misku vylity transformované tky a ogt rozeteny. Miska byla uloZzena do
termostatu (37 °C) fips noc. Rano byla zkontrolovanditpmnost bilych kolonii, které
obsahuji cizorodou DNA. iRomnost ligovaného fragmentu DNA byla zkontrolo&gest
také pomoci (screening) PCR.

Nejprve bylo napipetovano 30 pl vody do 1,5 ml zewRy. Spekou z pipety byly
vypichnuty bilé kolonie buik, které byly nasledn pireneseny do fiedem pipravené
zkumavky s vodou. Zkumavka byla ungisd do fepaky na 10 min f teplot 37 °C. PCR
smes byla rozpipetovana po 11 pl do zkumavek a 10inknbovanaPo té byly k PCR s#si
pridany 2 pl buscné suspenze a vsalkdadne promichano. Zbyla buina suspenze byla
uloZena v lednici k pozgsimu pouZiti.

Reakni smés pro PCR screening probihala v celkovém objemullReakni snes
obsahovala 1,25 pl 10x Taq Buffer complete (Top;Bi6 mM MgCh); 1,00 pl dNTP;
0,50 pl M13 Forward primeru; 0,50 pl M13 Reversntu; 0,50 pl Taq polymeradzy A
a 7,25 ul PCR vody (sterilni deionizovana vodastdveny amplifikéni program je popsan
v Tab. 3.

Po provedeni PCR screeningu byl u Klos aekavanou velikosti vloZeného
fragmentu namnoZen plasmid. &npro namnoZeni plasmidu obsahovala 3 ml LB média
(10 g NaCl; 10 g trypton; 5 g kvasny extrakt); 12 pl ampicilinu (BIOTIKA, korma
koncentrace 50 mg/ml); zbylou bakterialni suspdfzicoli. Takto gipravena srés byla
umis€na do tepaky pies noc f 37 °C.

DalSim krokem k ziskani sekvence DNA byla izolatasmidu. Plasmid byl izolovan
pomoci High Pure Plasmid Isolation kitu (Roche)lpgatotokolu vyrobce.

Izolovany plasmid byl rozpudt v 70 pl PCR KO, z celkového objemu bylo 5 pl
pouzito na zrieni koncentrace DNA pomoci spektrofotometru a 2byd odeslano na
osekvenovani pomoci primeru M13F-pUC do Macrogdicozemsko, Amsterdam). Zbyla
¢ast plasmidu byla ulozena do - 20°C.

Byla také navrzena sada novych pritneégekvence vhodnych primiebyly hledany
v alignmentu 18S rDNA sekvenci zastupci ifmt téneéf do vSech #id eukaryotickych

organisni — Excavata, Rhizaria, Chromalveolata, Amebozoa m@astGkonta (Tab. 4).
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Sekvence FJ710886, 18S rDNA losoSamo salar, zastupovala hostitelskou sekvenci,

protoze ani z jedné vrank¥( scorpius neboG. tricuspis) nebyla sekvence k dispozici. Nov

navrzené primery jsou zaznamenankab. 7 (kapitola 4. Vysledky).

Tab. 4: Taxony a jejich 18S rDNA sekvence pouzitéhpavrhovani novych primér

Taxon

Pristupovééislo sekvence
(databdze NCBI)

Systematické z#azeni

Gymnodi nium fuscum AF022194 Alveolata, Dinoflagellata
Theileria parva AF013418 Alveolata, Apicomplexa
Toxoplasma gondii M97703 Alveolata, Apicomplexa
Eimeriatenella U67121 Alveolata, Apicomlexa
Hepatozoon cateshianae AF130361 Alveolata, Apicomplexa
Adelina bambarooniae AF494059 Alveolata, Apicomplexa
Rhytidocystis polygordiae DQ273988 Alveolata, Apicomplexa
Cryptosporidium parvum AF093489 Alveolata, Apicomplexa
Paraschneideria metamorphosa | FJ459755 Alveolata, Apicomplexa
Monocystis agilis AF457127 Alveolata, Apicomplexa
Mattesia geminata AY334568 Alveolata, Apicomplexa
Gregarina blattarum FJ459741 Alveolata, Apicomplexa
Lankesteria chelyosomae EU670240 Alveolata, Apicomplexa
Difficilina tubulani FJ832160 Alveolata, Apicomplexa
Thiriotia pugettiae HQ876006 Alveolata, Apicomplexa
Ganymedes FJ976721 Alveolata, Apicomplexa
Lecudina polymorpha AY196707 Alveolata, Apicomplexa
Selenidiumterebellae AY196709 Alveolata, Apicomplexa
Euplotidium HE775112 Alveolata, Ciliophora
Cercomonadida EF024163 SAR, Cercozoa

Amoeba proteus AJ314604 Amoebozoa, Tubulinea
Naegleria DQ768720 Excavata, Discoba
Trypanosoma rotatorium AJ009161 Excavata, Discoba
Dermocystidium percae AF533944 Opisthokonta,lchthyosporeg
Salmo salar FJ710886 Opisthokonta, Pisces
Aggregata octopiana DQ096837 Alveolata, Apicomplexa
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PCR produkty o &kavanych velikostech, které se povedlo ziskat RPC
amplifikacich s no¥ navrzenymi primery, byly izolovany a odeslany nsekvenovani.
Kombinace primar Des233F + Desl750R a Desll1l51F + Des220@Regla pozitivni
vysledek. D¥ ziskané sekvence (pochazeji pouze z hostekeorpius E396) byly sloZzeny
dohromady v programu Geneious Pro R7 (BiomattemyyNZéland) a vysledna sekvence
porovnana pomoci algoritmu BLAST (Basic Local Aligent Search Tool) se sekvencemi
uloZzenymi v databazi NCBI (National Center for Richnology Information). Ze stejné
databaze byly staZzeny dalSi sekvence 18S rDNA wylota zastupt fiSe Apicomplexa
(Adelina bambarooniae AF494059, Adelina grylli DQ096836, Dactylosoma ranarum
HQ224957, Dactylosoma ranarum HQ224958, Babesiosoma stableri HQ224961,
Haemogregarina balli HQ224959, Haemogregarina stepanowi KF257929, Hepatozoon
ayorgbor EF157822, Hepatozoon sp. Hep.BiCM001 AY600626Hepatozoon sp BV1
AY600625, Hepatozoon sp. BV2 AB181504Hepatozoon sp. Boiga AF297083;1epatozoon
cateshianae HQ224954 Hepatozoon cf. catesbianae HQ224962 Hepatozoon cf. clamatae B2
HQ224963,Hepatozoon cateshianae AF130361,Hepatozoon sp. JRB — 2011 HQ224960,
Hepatozoon canis DQ439543,Hepatozoon canis DQ439540,Hepatozoon sp. AY461377,
Hepatozoon felis AY620232, Hepatozoon felis AY628681, Adelina dimidiata DQ096835,
Klossina helicana HQ224955) a také Dinoflagellat&dlpodella tetrahymenae AF330214,
Colpodella pontica AY078092 a Voromonas pontica AF280076), ktd poslouzili
v nasledujicich analyzach jako outgrougipRaveny dataset z celkem 60 sekvenci byl
alignovan pomoci programu MAFFT 7 (Katoh 2013) pregramu Geneious Pro R7 byl
alignment vizuala zkontrolovan a zkracen o nejednogmasrovnané nebo neinformativni
Useky. Pro Upravu alignmentu byly pouzity duarré gistupy: razantjsi (alignment zkracen
na 1016 bp) a misi (alignment zkracen na 1202 bp). Oba alignmdayy analyzovany
metodou maximum likelihood provedenou v programuxRA 7.0.3 (Stamatakis 2006)
a smodelem GTR gamma a bootstrapova podpora bypactena z 1000 opakovani.
Vysledky obou analyz byly porovnany a dalSi analygda provedena pouze na delSim
alignmentu (1202 bp). Dataset byl analyzovan¢jegetodou Bayes interference pomoci
programu MrBayes 3.1.2 (Ronquist a Huelsenbeck R03nodelem GTR gamma
a nastavenim na 1 milion generaci a eliminaci pdesetiny uloZzenych kladogranjako
burn-in. Vysledny kladogram byl graficky upraven vektorovém editoru lllustrator CS6

(Adobe Systems, San Jose).
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4. Vysledky

Krevni paraziti byli nalezeni na celkem 9 krevnioztrech a pouze u vranek drfuh
M. scorpius a G. tricuspis. Celkem bylo na krevnich razech zaznamenano 75 jedinc
parazita {ab. 5). Ve vSech fipadech se jednalo o vnitrobigné parazity, ki@ byli nalezeni
pouze uvnit erytrocyfi (Obr. 18). Na zaklad morfologie, tj. dlouzi¢ervoviti gamonti
uloZeni v cytoplazm krevnich bugk (Desser 1993) a lokalizace, tj. gamogonie lokaiana
v erytrocytech studenokrevnych obratlovd.om a Dykova 1992) byli ¢eni jako zastupci
celedi Haemogregarinidae.

Z celkového p&tu 53 vySetenych roziri krve Myoxocephalus scorpius bylo
pozitivnich pouze 7 jediricryb. Na kazdém z roath bylo nalezeno 3 - 17 jedifiqparazita
(pramér = 7,9; median = 6).

Krevnich rozéra pochéazejicich z krv&ymnocanthus tricuspis bylo pozitivnich 40 %

jedinai ryb (n = 5). V jednom z krevnich r&zd bylo identifikovano 6 jedint parazita a ve

druhém 14 jedint parazita (pimér = 10; median = 8).

Tab. 5: Mikroskopické nélezy parazit krevnich roztrech.

Kod Druh hostitele Datum odkéru | Mikroskopicky Pocet
hostitele krve /pitvy nalez jedinci
parazita®

D1 Myoxocephal us scor pius Cervenec 2012 0

D2 Myoxocephal us scor pius Cervenec 2012 0

D4 Myoxocephal us scorpius Cervenec 2012 0

D5 Myoxocephal us scor pius Cervenec 2012 0

D6 Myoxocephal us scor pius Cervenec 2012 0

D7 Myoxocephal us scor pius Cervenec 2012 0
D111 Myoxocephal us scor pius Cervenec 2012 0
D112 Myoxocephal us scor pius Cervenec 2012 0
D114 Myoxocephal us scor pius Cervenec 2012 - 0

D115 Myoxocephal us scor pius Cervenec 2012 0
D116 Myoxocephal us scor pius Cervenec 2012 0
D118 Myoxocephal us scorpius Cervenec 2012 - 0

D119 Myoxocephal us scor pius Cervenec 2012 - 0

D135 Myoxocephal us scor pius Cervenec 2012 - 0

D174 Gadus morhua Cervenec 2012 - 0

D196 Gadus morhua Cervenec 2012| - 0

D197 Myoxocephal us scorpius Cervenec 2012 - 0

D198 Myoxocephal us scor pius Cervenec 2012 - 0

D200 Myoxocephal us scorpius Cervenec 2012 - 0

D201 Myoxocephal us scorpius Cervenec 2012 + 6

D202 Myoxocephal us scor pius Cervenec 2012 + 5

D 203 Myoxocephal us scor pius Cervenec 2012 + 8
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Tab. 5 pokréovani.

D204 Myoxocephal us scorpius Cervenec 2012 0
D205 Myoxocephal us scorpius Cervenec 2012 0
D206 Myoxocephal us scor pius Cervenec 2012 0
D207 Myoxocephal us scor pius Cervenec 2012 0
D208 Myoxocephal us scor pius Cervenec 2012 0
D209 Myoxocephal us scorpius Cervenec 2012 0
D210 Myoxocephal us scor pius Cervenec 2012 0
D212 Myoxocephal us scor pius Cervenec 2012 6
D213 Myoxocephal us scor pius Cervenec 2012 0
D215 Myoxocephal us scor pius Cervenec 2012 0
D216 Myoxocephal us scorpius Cervenec 2012 0
D217 Myoxocephal us scor pius Cervenec 2012 0
E48 Boreogadus saida Srpen 2013 0
E51 Boreogadus saida Srpen 2013 0
E53 Boreogadus saida Srpen 2013 0
E206 Clupea harengus Srpen 2013 0
E207 Clupea harengus Srpen 2013 0
E220 Gadus morhua Srpen 2013 0
E221 Boreogadus saida Srpen 2013 0
E230 Myoxocephal us scorpius Srpen 2013 0
E231 Myoxocephal us scorpius Srpen 2013 0
E232 Myoxocephal us scor pius Srpen 2013 0
E233 Myoxocephal us scor pius Srpen 2013 0
E234 Gymnocanthus tricuspis Srpen 2013 0
E302 Myoxocephal us scor pius Srpen 2013 0
E386 Gymnocanthus tricuspis Srpen 2013 0
E387 Gymnocanthus tricuspis Srpen 2013 0
E389 Boreogadus saida Srpen 2013 0
E393 Gymnocanthus tricuspis Srpen 2013 14
E395 Myoxocephal us scor pius Srpen 2013 0
E396 Myoxocephal us scor pius Srpen 2013 10
E397 Myoxocephal us scorpius Srpen 2013 0
E398 Myoxocephal us scor pius Srpen 2013 17
E399 Myoxocephal us scor pius Srpen 2013 0
E400 Myoxocephal us scor pius Srpen 2013 0
E401 Myoxocephal us scor pius Srpen 2013 0
E402 Myoxocephal us scor pius Srpen 2013 0
E403 Myoxocephal us scor pius Srpen 2013 3
E404 Boreogadus saida Srpen 2013 0
E405 Boreogadus saida Srpen 2013 0
E406 Boreogadus saida Srpen 2013 0
E407 Boreogadus saida Srpen 2013 0
E408 Boreogadus saida Srpen 2013 0
E409 Gadus morhua Srpen 2013 0
E410 Myoxocephal us scor pius Srpen 2013 0
E411 Myaoxocephal us scor pius Srpen 2013 0
E412 Gymnocanthus tricuspis Srpen 2013 6
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Tab. 5 pokréovani.

E413 Myoxocephal us scorpius Srpen 2013 -
E414 Myoxocephal us scorpiu Srpen 2013 -
E415 Myoxocephal us scor pius Srpen 2013 -
E416 Myoxocephal us scor pius Srpen 2013 -
E417 Myoxocephal us scor pius Srpen 2013 -

‘mikroskopicky nalez (+) =ifitomnost parazita na krevnim réat; mikroskopicky nalez (-) =iftomnost
parazita mikroskopicky nepotvrzena.

2poset jedind parazita se vztahuje vzdy pouze k jednomu obaraerg prohlizenému krevnimu réai.
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Obr. 18: A - |. GamontiDesseria myoxocephali nalezeni na krevnich r@zéch vranekM. scorpius a G.
tricuspis, GiemsaA - D. Gamonti nalezeni na krevnich rgeich M. scorpius (D201, E396, E403) viznych
konformacich vzhledem k jadr@. Mirné zwtSeny infikovany erytrocytE - G. Gamonti nalezeni na krevnich
roztrech G. tricuspis (E393). E, G. ZwtSené infikované erytrocytyH. Uvolnény gamont z infikovaného
erytrocytu M. scorpius, E403).1. Gamont uvnit infikovaného erytrocytu, jehoz jadro téimvytlatuje mimo
buiiku a patrna variabilita ve velikostech erytracgl. scorpius, D201). Mefitko (5 pm) je pro 18 A - | totozné.
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Paraziti nalezeni v krevnich rémtch Myoxocephalus scorpius a Gymnocanthus
tricuspis vykazovali stejné znaky. Jedna se konkfétm polohu gamorit vici jadru.
V erytrocytech infikovanych ryb byli jednotkvulozeni cervoviti gamonti v parazitoforni
vakuolou. Jeden konec byl vzdy zavgét a zaobleny, zatimco druhy se na konci nepatrn
zuzoval. Gamonti byli v erytrocytu nalézéni v bldzki jadra, které byl@asto vytl&eno na
okraj buiky. Oba konce gamonta siovaly bul’ k jadru erytrocytu, nebo naopak se
odklarely od jadra (pouze v 6ffpadech ze 75 nalezenych ganidniChromatin gamoiit
u obou hostiteél byl velmi dol¥e barvitelny a tedy viditelny, n&jsgji se nachazel uprasd
gamonta a bliZze k jeho SirSimu konci. Infikovangrecyty M. scorpius si zachovavaly svou
velikost i po infikovani parazitemckteré infikované erytrocyty u vrank@. tricuspis byly

bud’ zvétSené, nebo si svou velikost zachovaly (Obr. 1B, H).
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Roznery nalezenych gamoitnebyly ve vSech ifjpadech stejné. Jejich délka se
pohybovala od 7,5 — 11,6 pm.H& gamoni se pohybovala od 1,8 — 4,3 pm.
U vranek Myoxocephalus scorpius se délky nalezenych vyvojovych stadii parazita
pohybovaly od 7,5 — 11,6 um (onér = 9,6 um, median = 9,7, s$nodatnd odchylka
= 1), zatimco u vrankysymnocanthus tricuspis byly délky od 9,9 — 11,2 um @meér =
10,4 um; median = 10,4; $nodatna odchylka = 0,5). Pouze v jednofipac, u M. scorpius
(D201) délky nalezenych vyvojovych stadii parazitadosahly hodnot pod 10,4 pum,
u ostatnich zastupayb (D202, D203, E396, E398, E403) byly délky abrini a pohybovaly
se i pod hodnoty 8,0 um.i&y nalezenych paragitse také znmé liSily. U M. scorpius se
hodnota &k pohybovala od 1,8 — 4,3 umiper = 2,8; median = 2,8; sfrodatna odchylka
= 0,5). UG. tricuspis se hodnoty $&k pohybovaly od 2,2 — 3,1 um gpnér = 2,7; median
= 3, sn¢rodatna odchylka = 0,4). Peény v délce a $€e gamont byly 2,7 — 5,2 (n = 32)
u M. scorpius a 3,2 — 4,5 (n = 5) vifpact nalezi u G. tricuspis. Nejwtsi Sftka (4,3 um) byla
nantiena uM. scorpius (D201), jehoz vyvojova stadia dosahovaly délkadil, 5 um.

Na zaklad morfologickych znak (Obr. 18), nantiené délky a $ky gamont
a hostitele Myoxocephalus scorpius) byli paraziti identifikovani jakdesseria myoxocephali,
kterd byla popsana Fanthamem a kol. (1942) a diozubzorovana a do detailu
charakterizovana Siddallem a Desserem (1992).

U ryb, kde byla mikroskopicky diagnostikovan2esseria, byla provedena PCR
amplifikaéni reakce. Protoze neni znama jedina sekvence D8R rani Zadna jina, bylo
postupr vyzkouSeno &kolik kombinaci univerzalnich priméra primefi s vyS$Si mirou
specifénosti (Tab. 2). Pres veliké Usili a opakované zkouseidnych kombinaci némesly
amplifikaéni reakce Zadné pozitivni vysledky. Stepopadly pokusy s odstiipvanou PCR,
zaklonovanim PCR produktdo kompetentnich bék a naslednym hledanim mezi klony
transformovanych bakterii. Vysledek sekvenace wjlouspéSné zaklonovani useku 18S
rDNA nalezeného parazita. Ziskané sekvence:di®pzaklonovanych uUseék pafily bud
hostiteli, nebo bakteriiribrio alginolyticus.

Po rekolika neuspsnych pokusech byly navrzeny nové primefalf. 2, Tab. §.
Nové navrzené primery jsou univerzalni pro apikomplexaahrnuji i bazalni skupiny,

zérove vSak neamplifikuji hostitelskou (rybi) 18S rDNA.
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Tab. 6: No¥ navrZzené primery.

Novy Smér Sekvence Poet Teplota
primer béazi (bp)

Des233F Frorward| GCTCATTAHAACAGTTATAGTTTR | 24 55 -58
Des1151F Forward | TTGAATACTBCAGCATG 17 45 - 47
Des1416F Forward | TCAGAGGTGAAATTCTTAGATTT 23 55
Des1408R Revers | AATACRAATGCCCCCAA 17 47 - 50
Des1416R Revers | AAATCTAAGAATTTCACCTCTGA 23 55
Des1750R Revers | GAACCCAAAGACTTTGATTTCT 22 56
Des2200R Revers | CACAGACCTGTTATTGCCT 19 55

S novymi primery byla naslednprovedena odst@pvana PCR, s mikroskopicky
pozitivnimi vzorky E393, E396, E398, E403, E41Palj. 5. Jako kontrola byl pouzit
mikroskopicky negativni vzorek Boreogadus saida (E407), u kterého nebyl nalezen zadny
krevni parazit. Amplifikdni reakce a pouzité primery jsou zaznamenanjaly. 3.
Elektroforetické owreni prokazalo namnozZeni Usek atekavané velikosti a kombinace
primeri Des233F + Des1750R a Desl1151F + Des220ifega pozitivni vysledek. Jedina

18S rDNA sekvence pochazi z hostitslescorpius a z jedince E396.

Tab. 7: Srovnani ziskané sekvence s nejpagjsioni sekvencemi v databazi NCBI.

Desseria
myoxocephali E396 HQ224957| HQ224958
(E396)

Dactylosoma
ranarum 95,43 %

(HQ224957)

Dactylosoma
ranarum 95,47 % 99,80 %

(HQ224958)

Babesiosoma
stableri 95,43 % 99,51 % 99,55 9%

(HQ224961)

Srovnani ziskané sekvence pomoci algoritmu Bladatabazi NCBI potvrdilo
piislusnost nalezeného parazita mezi Adeleorina @wpplexa), do blizkosti rad
Dactylosoma, Hemolivia, Hepatozoon a Haemogregarina. Sekvegini identita sDactylosoma
ranarum a Babesiosoma stableri je zaznamenana Vab. 7. Fribuznost s druhy. ranarum
a Babesiososma stableri byla potvrzena vSemi fylogenetickymi analyzamékaéliv byl pro
ob¢ fylogenetické metody (kro&nBayes interference také Maximum likelihood) vybran
pouze jeden z upravenych alignmelis délkou 1202 bp), vysledek jediné analyzy (Bayes
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interference) kratSiho alignmentu (1016 bp) nebjgknv rozporu. Pouze podpory (posterior
probabilities) byly pro &které uzly nizSi (nap 0,98 pro linii Dactylosoma ranarum,

Babeiosoma stableri a Desseria myoxocephali oproti 1 v gipadt delSiho alignmentu).
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00 Colpodella tetrahymenae (AF330214) )
| [ Colpodella pontica (AY078092) Dinoflagellata
Voromonas pontica (AF280076)
Adelina bambarooniae (AF494059)
1199 4" Adelina grylli (DQ096836)
1/100.\ Dactylosoma ranarum (HQ224957)
1"98\\ Dactylosoma ranarum (HQ224958)
Babesiosoma stableri (HQ224961)
1100 Desseria myoxocephali (E396)
1/96 Haemogregarina balli (HQ224939)
= by Haemogregarina stepanowi (KF257929)
0s82-] | Hepatozoon ayorgbor (EF157822)
™ Hepatozoon sp. HepBiCM001 (AY600626)
11963, }1 Hepatozoon sp. BV1 (AY600625)
.94/ Hepatozoon sp. BV2 (AB181504)
1/95 | Hepatozoon sp. Boiga (AF297085) Adeleorina
11100 I Hepatozoon catesbianae (HQ224954)
| i@ Hepatozoon cf. catesbianae (HQ224962)
Hepatozoon cf. clamatae B2 (HQ224963)
| Hepatozoon catesbianae (AF130361)
1/96 Hepatozoon sp. JRB-2011 (HQ224960)
ool Hepatozoon canis (DQ439543)
Hepatozoon canis (DQ439540)
1/92 Hepatozoon sp. (AY461377)
Hepatozoon felis (AY620232)
100" Hepatozoon felis (AY628681)
= Adelina dimidiata (DQ096835)
Klossia helicina (HQ224955)
Choleoeimeria sp (AY043207)
[l 1100 Eimeria falciformis (AF080614)
11100 Eimeria nieschulzi (U40263)
1/100 Isospora robini (AF080612)
Eimeria tenella (U67121)
T Goussia metchnikovi (FJ0099242)
Goussia neglecta (FJ009241)
d Goussia noelleri (FJ009244)

Cystoisospora belli (AY043206) . L.
Cystoisospora suis (DQO060674) Eimeriorina
Neospora caninum (U97523)

1.- Toxoplasma gondii (AJ271354)
Frenkelia glareoli (EF472967)
Frenkelia microti (AF009245)
Sarcocystis mucosa (AF009244)
Sarcocystis lacerfae (AF109679)
Sarcocystis rangi (AY015113)
1M00™= Sarcocystis rangiferi (EF056011)
— Goussia janae (EF056016)

| | 1100 Babesia equi (Z15105)
Theileria annulata (DQ287944) S -
Babesia felis (AF244912) Iroplasmorida
1/100

Babesia rodhaini (DQ641423)

[ Plasmodium falciparum (M19172) H =
1100———— Plasmodium inui (EU400394) aemosporida
1100~ Cryptosporidium felis (AF108862)
|[ Cryptosporidium meleagridis (AF112574) Cryptosporidium
0.9791*  Cryptosporidium parvum (AF108865)
0.97/87 1100r Ascogregarina culicis (DQ462457)
Ascogregarina taiwanensis (DQ462454)

95 Syncystis mirabilis (DQ176427) Gregarinasina
Mattesia geminata (AY334568)

¥

[1/97

0.2

Obr. 19: Kladogram fylogenetické analyzy sekvenci 18S rDiétodou Bayes interference. Hodnoty uvedené
u uzli jsou posterior probabilities (vySSi nez 0,8) / tstrapy (vySSi nez 80 %). Kody v zavorce jstistppova
¢isla sekvenci, vifipact Desseria myoxocephali ozn&uje kdd konkrétniho jedince hostitele. Noxziskana
sekvence je zvyrazna tienym pismem. Dinoflagellata slouzi jako outgroup.
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5. Diskuse

Krevni paraziti jsou celogtové rozSfenou a usgsnou skupinou, ktera jerguvazr
zavisla na penosu pomoci neajergjSich krevsajicich vektar Mezi jejich hostitele péit také
ryby Zijici v severskych oblastechésa. Rekvapiv se nam ve vySiivanych vzorcich krve
ryb nepod#lo objevit Zzadné zastupce rodirypanosoma, neba@ praw ve vodach kolem
severniho Norska jsodasto zaznamenany infekce Gadus morhua a Myoxocephalus
scorpius vyvolanéTrypanosoma murmanensis (Khan 1980, Nikitin 1927). V tomtotfpad: je
ale vysvtleni Zejmé — pijavkaJohanssonia arctica (Khan 1976), jediny zndmy vektor
T. murmanensis, neni ze Svalbardu znama (Prestrud a kol. 200&yeVhich rozirech nebyli
nalezeni ani zastupci rodurypanoplasma, ktei jsou svou morfologii podobni trypanosomam
(Khan 1976). Trypanoplasmy jsou ve vychodnim a dépa Atlantiku gendSeny pijavkami
Cystobranchus virginius a Calliobdella vivida, které se na Svalbardu také nevyskytuji
(Prestrud a kol. 2004), neni zndm ani zadny jirstugdce rodurrypanoplasma, ktery by zde
mohl infikovat ryby (Becker a Katz 1965, Burresd@82, Putz 1962).

V arktickych oblastech byli zaznamenani také pargatici do tidy Myxosporea
(Kodadkova a kol. 2014). Na Svalbardu byla idektifiana Ceratomyxa porrecta
(Ceratomyxidae) uMyoxocephalus scorpius (Kodadkova a kol. 2014). Paraziteledi
Ceratomyxidae jsou v Arktickych oblastechepaseni prostdnictvim mnohostinatai
(Polychaeta), kié pati do celedi Sabellidae (Koie a kol. 2008, Kodadkova a. i&6114).

U Gymnocanthus tricuspis vyskytujicim se na Svalbardu byla pops&aavicapsula petuniae
(Parvicapsulidae) (Kodadkova a kol. 2014). V ledeim rybBoreogadus saida Zzijicich také
na Svalbardu byla naleze@achokkella siegfriedi (Myxidiidae). U Clupea harengus byla
identifikovanalLatyspora sp. (Sinuolineidae), tito parazité byli @pdokalizovani v ledvinach
(Kodadkova a kol. 2014). V naSich krevnich oeth nebyla fitomnost myxosporei
potvrzena. V krvi ryb se vyskytuji pouze prespomigkd nebo extrasporogonicka stadia
myxosporei (Holzer a kol. 2013, Molnar 1988). Jeraedpodobneé, Ze by se v krvi
studovanych ryb tato krevni stadi@bec nevyskytovala, alefipomnost ukitych druhi
myxosporei je zavisla na sez0mMapiklad u Ceratomyxa spp. je intenzita infekce zvySena
béhem zimy a sniZzenathem léta (Foott a Hedrick 1987, Molnar a Kovacs-&&y986). Je
tedy mozné, Ze v debsbiru materialu se u ryb infekceilbvec nevyskytovala. Nelze také
vyloucit moznost, Ze byla krevni stadia myxospotehtédnuta vzhledem k jejich podobnosti

s buikami leukocytovéady (Molnar 1988).
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Ve vaskularnim systému ryb mohou byasto nalezena trematodéeledi
Sanguinicolidae (Bullar a Overstreet 2002). Mezitels jsou plzi (Gastropoda) nebo
mnohosétinatci (Polychaeta) (Cribb a kol. 2011, Koie 198R)a Svalbardu se vyskytuje
mnohos&étinatecArtacama proboscidae, 1ze tedy pedpokladat, Zze ryby mohou byt infikované
krevni motoliciAporocotyle simplex, kterd je timto vektoremienaSena (Koie 1982, Prestrud
a kol. 2004). V krevnich ro&stech, které byly k dispozici, nebyl Zadny z parazéto ¢eledi
nalezen. Jednou Zipin by mohl byt vyskyt parazita v cévach a némo v komde a sini
srdce odkud je rybam krev odebirana.

Jedinym doposud nalezenym krevnim parazitem v tylzec Svalbardu takistava
Desseria myoxocephali. Druhové uéeni je zaloZené na n@hené délce a &e gamont
a rybim hostiteli iMyoxocephalus scorpius). Roznéry uvadné Fanthamem a kol. (1942) pro
D. myoxocephali byly 5,5 — 9,2 um na délku a 2,2 — 2,9 um rfauSiPozdji tyto udaje
upresnili Siddall a Desser (1992), kiteve své podroh#jSi charakteristice tohoto parazita
uvadji, Ze délka se pohybuje mezi 5,4 — 10,5 untkadhnezi 1,8 — 3,1 um. Nami naiané
rozmery gamonitt z M. scorpius mirné prekratovaly horni hranici rozgi délky i Stky.
Fantham a kol. (1942) ani Siddall a Desser (1982 napopisuji, jakym Zisobem gamonty
D. myoxocephali metili. Vzhledem Kk jejich charakteristickému tvarutgkovy Udaj podstatny.
NiZ8i hodnoty v dosavadnich publikacich v g&né délce a &e mohly vzniknout prév
jednoduchym zrenim vzdalenosti mezi anteriornim a posteriornimdem. ReSenim by
bylo vratit se k typovému mikroskopickému prepayg@tipadré archivnim krevnim roztam
zhotovenych v pibéhu prace Siddalla a Dessera (1992 Kmyoxocephali typovy material
ale velmi pravdpodobré neexistuje.

Popsanym vektorem rodDesseria ve vodach Severniho ledového oceanu je pijavka
Heptacyclus scorpii (diive uva@na jakoMalmiana scorpii), ktera parazituje na vrankach rodu
Myoxocephalus. V jejim sacim ustroji byl prokazan vyskyt sporogtgich stadiiDesseria
myoxocephali (Khan 1980), poziji Siddall a Desser (1992) vyrazmozsfili znalosti o této
¢asti vyvojového cykluD. myoxocephali. Rod Desseria byl vytvoiren Siddallem (1995)
vyclerénim 41 zastupcrodu Haemogragarina, které odliSovalo ¢&kolik spole&nych
morfologickych charakteristik a znake vyvojovém cyklu. Pravdruh D. myoxocephali je
podle mezinarodnich pravidel zoologické nomenkiatypovym druhem pro roBesseria.

Vranky roduMyoxocephalus jsou krong pijavky Heptacyclus scorpii dalSim typovym
hostitelemD. myoxocephali. Typovou lokalitou parazit®. myoxocephali jsou oblasti St.
Andrews a Halifax (Nové Skotsko), kde byli gamobti myoxocephali popsani z vranek

Myoxocephalus octodecemspinosus (Fantham a kol. 1942). Dale je potvrzena ve stdjny
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hostitelich  Zijicich v pateznich oblastech jizniho Labradoru (Khan 1980).
M. octodecemspinosus ma pondrné maly areal v severozapadnim Atlantiku (Robins § Ra
1986), zatimco pijavkaleptacyclus scorpii zasahuje svym roz&nim az na Svalbard a jejim
typickym hostitelem jsou préwranky roduMyoxocephalus (Utevsky a Khakiv 2011). Prav
roz8teni definitivniho hostitele fZe byt casto udujici a mezihostitel fize byt na nové
lokalit¢ nahrazen jinym, iouznym druhem. Takovéripady jsou znadmy proékteré druhy
myxozoi, nap. Tetracapsuloides bryosalmonae (Henderson a Okamura 2004) nebo
Myxobolus cerebralis (Bartholomew a Reno 2002).

Fylogenetick& pozice rodDesseria odpovida dosavadninrgrstavam o systematice
adeleorin a dosavadnim znalostem o jeho biologina¥i fylogetické analyze vytiity
samostatnou linii druhjpactylosoma ranarum a Babesiosoma stableri, které jsou penaseny
pijavkami celedi  Glossiphonidae Dfsserobdella picta) (Barta 1991, Lom
a Dykova 1992) spotmé s no¥ osekvenovanouD. myoxocephali. Pijavky celedi
Glossiphonidae slouzi také jako vektory p¥ermmpsHaemogregarina balli a Haemogregarina
stepanowi (Mihalca a kol. 2002, Paterson a Desser 1976)¢kiévdily samostatnou stev,
kterd je ovSem na bazi Hepatozoon spp. Zastupcu rbépatozoon jsou ipnaseni
prostednictvim kli¥at (na. Hyalomma spp.,Rhipicephalus spp.), v gkterych gipadech jim
jako vektory penosu slouZzi i konfa(Culex spp.) (Wozniak a Telefod 1991).

Otazkou stale ustava druhové deni nalezu 2Zymnocanthus tricuspis. Now
navrzené primery amplifikovaly Usek 18S rDNA pouzgednoho vzorku M. scorpius.
Vzorky zG. tricuspis Zzadné vysledky népmesly, i kdyZz pi mikroskopické diagnostice
roz€ra bylo na jednom z ro&ti nalezeno 14 jediricparazita, coz byl jeden z nejvySSich
poctu parazita nalezenych u ryb. Lzéedpokladat, Zze vzorek, ze kterého byla provedena
izolace DNA, neobsahoval Zzadnou DNA parazita {napdivodu chybné izolace DNA).
DalSi moznosti je, Ze paraziti nalezer.Mricuspis nebyli stejni jako ti WM. scorpius a now
navrzené primery nebyly proénpouzitelné. Toto posledni tvrzeni ovSem nepodporuj
morfologické podobnosti mezi nalezenymi parazitybou vranek. Navic ani z ostatni vziork
DNA z M. scorpius (vyjma vzorku E396) se nepdila ziskat sekvenci desserie.

Mezi zastupci adeleorin parazitujicich v rybachhilstale molekularni charakterizace
nékterych zastupc Pati mezi & nag. rod Dactylosoma, kde Ize jmenovat n&pD. salvelini
(Lom a Dykova 1992); rodabesiosoma nag. B. batrachi (Chaudhuri a Choudhury 1983)
neboB. tetragonis (Becker a Katz 1965); roHaemogregarina nag. H. hoplichthys (Laird
1952) neboH. vitavensis (Lom a kol. 1989) a mnoho dalSich diulz rodu Desseria

(nejaktudljSi souhrn v Davies a kol. 2012). Krérmapiesréni znalosti o jejich fylogenezi
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jsou dalSi molekularni datail@zit4 také pro zavedeni molekularni diagnostikyhogtitelich
totiz byvaji zjiStovany v pogné nizkych parazitémiich (alespo v piipact druhi

parazitujicih v rybach) a mohou velmi snadno unikrmmmzornosti.
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6. Souhrn

Na krevni parazity bylo vySetno celkem 74 jediric ryb ziskanych v centralnéasti
souostrovi Svalbard, v Billefjordenu. Material ydebran v letnich sezénach 2012 a 2013.
Konkrétre byly vySeteny druhy Myoxocephalus scorpius, Gymnocanthus tricuspis,

Boreogadus saida, Gadus morhua a Clupea harengus. Vysledkem je:

* Celkem 9 pozitivnich krevnich razti pouze u vranek druihMyoxocephal us scorpius
a Gymnocanthus tricuspis.

» V krevnich roz&rech zMyoxocephalus scorpius bylo nalezeno 3 — 17 jeditagparazita,
u Gymnocathus tricuspis bylo nalezeno 6 a 14 jedihparazita.

* Ve vSech pipadech se jednalo o jednoktiné a intracelularni zastupce skupiny
Adeleorina (Apikomplexa) a konkrétndruhu Desseria myoxocephali, ktery je
typovym druhem rodu.

» Byla navrZena sada novych primigaro Usek 18S rDNA, které byly naslediisgsne
pouzity.

* Byla ziskana prvni molekularni data pro fdsseria, navic pro jeho typovy drub.
myoxocephali.

o Ziskana sekvence se nejvice shodovalaDactylosoma ranarum (95,47 %)
a Babesiosoma stableri (95,43 %), s kterymi ve fylogenetickych analyzéetaximum

likelihood a Bayes interference) vyia spole&nou linii.
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