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Seznam pouzitych zkratek

DNA deoxyribonucleid acid — deoxyribonukleova kyselina

dNTP deoxyribonucleotide triphosphate — deoxyribonukleotid trifosfat
ddNTP dideoxyribonucleotide triphosphate — dideoxyribonukleotid trifosfat
PCR polymerase chain reaction — polymerazova fetézova reakce

RNA ribonucleic acid — ribonukleova kyselina



1. Uvod

Parazitizmus jako vysoce specializovana zivotni strategie organizml je jednou
Z nejrozsifengjSich evolucnich strategii zivota vibec. V dne$ni dobé se dokonce
predpokladd, ze kazdy organizmus mize byt hostitelem rovnou néckolika dalSich
parazitickych organizmu. Tento fakt vede k zavéru, Ze znacna ¢ast organizmu jsou parazité
a tedy Ze nejveétsi pocet ze vSech organizml zije parazitickym zpuisobem zivota.
Paraziticky zpiisob zivota nalézame u organizmu v kazdé vyznamné taxonomické skuping,
a to od bakterii a viri az po obratlovce. Tento fenomén se také v prirod¢ vyskytuje
Vv rozlicném mnozstvi forem a strategii (Volf, Horak a kol. 2007).

Z hlediska lidského zdravi bylo Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) stanoveno
deset nejvyznamnéjsich infekénich onemocnéni na svété. Osm z téchto deseti infekénich
onemocnéni je parazitarnich ¢i parazity pfenasenych (www.who.int).

Neni tedy pochyb o tom, Ze vyzkumna ¢innost v tomto oboru biologie nabyva stale vice
na vyznamu. Ackoli doSlo za poslednich nékolik desetileti v této oblasti vyzkumu
k velkému mnozZstvi zasadnich objevi, paraziticka onemocnéni i nadale zdstavaji klicovym
tématem humanni 1 veterinarni mediciny. Soucasny trend pozorovany u nékterych
infekénich onemocnéni je takovy, Ze se postupné zvySuji pocty infikovanych osob,
zvétSuje se areal rozSifeni daného onemocnéni, coz nasledné zvySuje riziko vzniku
pandemii. Zminén4d nejvyznamnéjsi lidskd infekéni onemocnéni se tykaji pievazné
tropického a subtropického podnebného pasu, jejich vyzkumem se ale v soucasnosti
zabyvaji laboratofe ve vyspélych zemich prakticky po celém svété (Volf, Hordk a kol.
2007). Zvysledki unikatni studie, kterou vypracovali védci z institutu CERGE-EI
a Biofyzikalniho tistavu Akademie véd CR a ktera srovnava celkovy a $pickovy publikaéni
vykon CR a dalgich statd, vyplyva, ze v ramci Ceské republiky si v piirodnich védach stoji
nejlépe také prave parazitologie. Ta podle autor zaujimé v mezinarodnim srovnani velice
solidni pozici a produkce clankd v této védni discipliné je nadprimérnd (Jurajda,
Kozoubek, Miinich, Skoda 2015).

Odvétvi parazitologie zabyvajici se studiem parazitl ryb je velice bohaté. Parazity,
kteti vyuzivaji rybu jako mezihostitele nebo ji napadaji jako hostitele definitivniho,
mizeme nalézt v rozliénych skupinach organizmi — viry (Vira), bakterie (Bacteria), houby
(Fungi), mikrosporidie (Microsporidia), améboidni protista (Amoebozoa), bi¢ikovci
(Flagellata), vytrusovci (Apicomplexa), nalevnici (Ciliophora), jednorodi (Monogenea),

tasemnice (Cestoda), vrtejsi (Acanthocephala), hlistice (Nematoda), korysi (Crustacea) ¢i



rybomorky (Myxozoa) (Eiras a kol. 2008).

Prvni zastupci myxozoi byli objeveni na poc¢atku 19. stoleti (Jurine 1825; Miiller 1841)
a od t¢ doby stile narlistd pocet nové popsanych druhil. V pocatecnich fazich vyzkumu
téchto organizmi nebyl jejich mozny ekonomicky dopad povazovan za pfilis dilezity. Toto
se radikalné¢ zm¢énilo s rozsifenim akvakultury v pozdnich letech 20. stoleti. V soucasné
dobé je znamo mnoho onemocnéni ryb, jez jsou zpisobovana parazity ze skupiny
Myxozoa. Ekonomicky nejvyznamngjsi jsou nakazy lososovitych a kaprovitych ryb, ale
také motskych ryb chovanych v klecovych chovech. Patrné nejznaméjSimi piiklady
onemocnéni ryb jsou napi. zanétlivé onemocnéni ledvin (proliferative kidney disease)
zpusobované druhem Tetracapsuloides bryosalmonae, ceratomyxo6za (ceratomyxosis)
zpusobovana zastupcem Ceratonova shasta ¢i tzv. ,,whirling disease* zptisobované druhem
Myxobolus cerabralis (Feist 2008). VsSechny zminéné druhy paraziti najdeme

u lososovitych ryb.



2. Literarni prehled

2.1 Obecna charakteristika skupiny Myxozoa

Myxozoa Grassé, 1970 byla az do roku 1995 povazovana za kmen v ramci protozoi
(Sniddall a kol. 1995). Ackoli dnes jiz s jistotou vime, ze se jedna o parazitickou skupinu
patiici do mnohobunéénych zivocichii (Metazoa) (Nielsen 2001), MyXozoa jsou tradi¢né
v odbornych publikacich prezentovana spolecné se skupinou Protista, a to predevsim kvtli
mikroskopické velikosti jejich t€la. Myxozoa jsou tedy obligdtni mnohobunécni
endoparazité predev§im vodnich bezobratlych a obratlovcl. Maji redukovanou velikost
téla a sekundarné ptesli k parazitickému zptsobu Zivota (Lom a Dykova 2006). Myxozoa
maji komplexni zivotni cyklus zahrnujici bezobratlého hostitele, jenz je definitivni,
i obratlovéiho hostitele, jenz je mezihostitelem (Wolf a Markiw 1984). Typickym ttvarem,
ktery Myxozoa vytvafi v téle obou typu hostitele, jSou mnohobunécné spory s piitomnosti
polovych vackl. Jedna se tedy o vysoce odvozené a morfologicky zjednoduSené zéastupce
zahavcu (Cnidaria) (Jiménez-Guri a kol. 2007; Collins 2009; Holland a kol. 2010). Tato
skupina zahrnuje v soucasné dobé pies 2 400 zastupcu fazenych do piiblizné 65 rodi
(Fiala a kol. 2015), ¢imz vyznamné piispivaji k celkové diverzit¢é kmene Zahavci, jenz
obsahuje ptes 10 000 popsanych druhti (Zhang 2011). Skupina Myxozoa je délena na dvé
tiidy — Myxosporea Biitschli, 1881 a Malacosporea Canning, Curry, Feist, Longshaw
a Okamura, 2000. Znacna cast zastupci skupiny Myxozoa parazituje na rybach
(Osteichthyes) ¢i obojzivelnicich (Amphibia) a krouzkovcich (Annelida) a patii do tiidy
Myxosporea. Tiida Malacosporea reprezentuje pouze nepatrnou ¢ast celkové biodiverzity
myxozoi. Jeji zastupci parazituji v télnich dutinach vodnich mechovek (Bryozoa), z nichz
jsou uvolnovana infekéni stadia, ktera mohou nasledné infikovat ledvinné kanalky ryb
(Hedrick a kol. 2004; Grabner a El-Matbouli 2010). Jedinym zastupcem malacosporei,
u n¢&jz byl kompletné zmapovan zivotni cyklus, je druh Tetracapsuloides bryosalmonae
(Feist a kol. 2001; Morris a Adams 2006).



2.2 Morfologicka struktura myxozoi

Klasifikace myxozoi je zalozena predev§im na morfologii myxospory — vyvojového
stadia typického pro Myxozoa. V soucasné dob¢ uz vime, ze tento systém Klasifikace je
nedostacujici. Ttida Myxosporea zahrnuje veliké mnozstvi tzv. morfotypa (viz Obr. 1),
jejichz rysy mohou casto poskytovat specifické informace potiebné pro klasifikaci
myxosperei. Nékteré rysy jsou vSak obecné, sdilené vSemi zastupci (Fiala a BartoSova
2010). Klasifikace na urovni druhu je tedy zalozena na detailngjsich informacich
o struktufe spory, napi. pocCet zaviti vlaken poélovych vacku, pocet a tvar chlopni spory,
vzajemné polohy a velikosti poélovych vacka aj. (Lom a Artur 1989). Obvykle se kazda
spora skladd z nékolika bun¢k, které obsahuji nejcastéji jeden az Ctyfi polové vacky
a jednu ¢i vice sporoplazem (tj. vlastnich infek¢énich améboidnich zarodka). Morfologické
uspofadani polovych vackl je totozné s morfologickym uspofddanim cnidocytd Zahavcei
(Sniddal a kol. 1995). Toto je typické uspofadani spory v tzv. myxosporeové casti
zivotniho cyklu myxosporei, ve fazi aktinosporeové ma spora nejcastéji formu tzv.
triactinomyxonu (tj. triradidlné soumérna spora) a svym tvarem piipomina kotvu.
Sporoplazma takovéto spory obsahuje velké mnozstvi infek¢énich bunék (Lom a Dykova
1992).

Molekularni a morfologické analyzy ukazaly, ze v ramci tfidy Malacosporea mizeme
nalézt parazity, ktefi v konecném hostiteli — sladkovodni mechovce — vytvaii Cervovité
stadium (napf. Buddenbrockia plumatellae), zatimco jini zastupci (napt. Tetracapsuloides
bryosalmonae) v nich vytvareji vakovité stadium ¢&i podlouhlé vakovité utvary s laloky
(nepopsany druh) (Canning a Okamura 2004; BartoSova-Sojkova a kol. 2014; Hartikainen
a kol. 2014). V mezihostiteli jsou pak Malacosporea morfologicky uniformni, jedna se

o kulovité stadium se dvéma buiikami obsahujicimi polové vacky.

Obr. 1: (A — O) Morfotypy myxozoi — vybrani zastupci

zkazdé fylogenetické skupiny. (A) Bipteria, (B)
Ceratomyxa, (C) Ceratonova, (D) Kudoa, (E)

Parvicapsula, (F) Enteromyxum, (G) moiské Myxidium,

Marine lineage

(H) sladkovodni Myxidium, (1) sladkovodni Chloromyxum,

Freshwater lineage

(J) Myxidium lieberkuehni, (K) Chloromyxum careni, (L)

Hoferellus, (M) Myxobolus, (N) Sphaerospora, (O) moiské

Chloromyxum. (P — Q) Morfotypy malacosporei, (P)

malakospora Tetracapsuloides z rybiho mezihostitele, (Q)
malakospora Tetracapsuloides ze sladkovodni mechovky.

(R - T) Bé&né morfotypy aktinospor, (R)

ACTINOSPORES

MALACOSPORES
A T8

aurantiactinomyxon, (S) triactinomyxon, (T

tetractinomyxon. (Zdroj: Kodadkova 2014).



2.3 Fylogenetické postaveni myxozoi — historie a soucasnost

Myxozoa (respektive jedna ze dvou tfid myxozoi, a to Myxosporea), jez ziskala status
samostatného kmene v roce 1970 (Grassé 1970), byla objevena v prvni poloviné 19. stoleti
(Jurine 1825). Vroce 1882 byla tato skupina organizml piifazena do vytrusovcu
(Sporozoa) (Biitschli 1882). Sporozoa byla skupinou zahrnujici jednobuné¢né, spory
formujici parazity zvifat. Myxozoa byla do této skupiny zafazena napf. spolu
s gregarinami, haemosporidii ¢i kokcidiemi. V rozporu stimto faktem byla pfitomnost
nekterych znakd, jako napf. absence centrioly, tubularni kristy mitochondrii v nékterych
taxonech ¢i specificky typ mitdzy charakteristicky pro néktera Protista. Tato skute¢nost
naznacovala, ze by se mohlo jednat o organizmy ze skupiny Protista.

Domnénka o mnohobunééném ptivodu spor myxozoi vyslovena v roce 1899 (Stolc
1899) byla v nasledujicich letech nékolikrat potvrzena (Emery 1909; Ikeda 1912).
Navzdory tomuto relativné brzkému objeveni mnohobuné¢nosti, byla v§ak Myxozoa jesté
dlouhou dobu v odborné literatute fazena ke skupiné Protista (napi. Hyman 1940; Kudo
1966; Margulis a Schwartz 1998).

Pozdéji zacala byt zdlrazinovana podobnost mezi intracelularnimi organelami zahavct,
nematocystami, a intracelutarnimi organelami myxozoi, polovymi vacky (Weill 1938).
Mnozi autofi pak o mnoho let pozdéji znovu podpofili tuto hypotézu, jez naznacovala, ze
by Myxozoa mohla byt fazena pravé mezi zahavce (napt. Lom 1990). Definitivni tecku za
pochybnostmi o mnohobunééném piivodu ude€lali Smothers a kol. (1994), kteti jako prvni
ziskali sekvenci SSU rDNA myxozoi a fylogenetickou analyzou prokézali piivod myxozoi
vramci mnohobunéénych zivocichd. Pfitomnost mnohych morfologickych znakt
u myxozoi, jako napt. oddéleni somatickych a pohlavnich bungk, specifické, desmozomu
podobné bunécné spoje ¢i strukturni a funkéni diferenciace bun€k, podporovala tvrzeni
o umisténi v rdmci metazoi. Naopak znaky, které diive naznaCovaly pfislusnost myxozoi
ke skupiné Protista, zacCaly byt v pozdé¢jSich letech povazovany za méné informativni.
Napf. tubularni kristy mitochondrii byly zjistény u mnohych skupiny napfi¢ celymi
eukaryoty véetné volné zijicich zahavct (Griparic a van der Bliek 2001).

Dlouhou dobu vSak nebylo zcela jasné piesné umisténi myxozoi v rdmci metazoi.
Riizné studie pfinasely v zavislosti na analyzovanych genech a pouzitych fylogenetickych
metodach odlisné vysledky. Myxozoa tak byla na zéklad¢ vysledkit SSU rDNA analyzy
pfifazena napf. na bazi trojlistych (Bilateria), a to jako sesterska skupina hlistic
(Nematoda) (Smother a kol. 1994; Schegel a kol. 1996). Tvrzeni 0 pozici Vramci
trojlistych bylo v dalsich letech nékolikrat podpofeno v riznych studiich (Zrzavy a kol.
1998; Siddall a Whiting 1999; Zrzavy a Hypsa 2003). Dalsi studie zaloZena na SSU rDNA
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analyze v kombinaci s morfologickymi daty vSak dosla k zavéru, Ze jsou Myxozoa fazena
mezi zahavce (Siddall a kol. 1995).

Definitivni rozkli¢ovani zafazeni myxozoi v ramci metazoi piinesly az studie
provadéné na zastupci Buddenbrockia plumatellae. A¢ tento cEervovity organizmus
pfipomina pii povrchovém prozkoumani piislusnika trojlistych, studie zroku 2007
prokazala, ze se jeho pohybovy aparat sklada ze ¢tyt blokti svaloviny, jez jsou tetraradialné
distribuované, stejn¢ jako je tomu u Zahavct (Jimenéz-Guri a kol. 2007). Dal§im dikazem
o ptislusnosti myxozoi k zahaveim bylo objeveni minikolagend, specifickych proteint
zahavci, které se podileji na formovani nematocysty (Holland a kol. 2010). Dalsi vysledky
analyz nékterych strukturnich (protein-kodujicich) genti pfinesly obdobné vysledky
(Jimenéz-Guri a kol. 2007; Nesnidal a kol. 2013).

V rameci myxozoi rozliSujeme v soucasnosti (po odstépeni linie malacosporei) tii
zakladni linie — sladkovodni linii myxosporei, motskou linii myxosporei a linii zahrnujici

sférospory sensu stricto (viz Obr. 2).
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Obr. 2: Schématické znazornéni evoluce myxozoi zaloZzené na SSU rDNA datech (Zdroj: Fiala a Bartosova-Sojkova
2014).



2.4 Onemocnéni — prenos, faktory prostiedi, pribéh a vyznamni
zastupci

Mnozi zastupci skupiny Myxozoa mohou zplsobovat casto i1 velice vyznamné
ekonomické ztraty, a to zejména v chovech ryb, ale také v jejich ptirozenych populacich.
Tento fakt predstavuje v soucasné dob¢ velikou vyzvu pro védce, ktefi se snazi porozumét
tomu, jak pfesné¢ mohou Myxozoa ovliviiovat populace ryb, jaké konkrétni faktory maji
vliv na rozvoj a nasledné Sifeni infekci a konecné¢, jakym zpiisobem by tedy bylo mozné
témto onemocnénim piedchazet ¢i zmirnit jejich dopad (Okamura a kol. 2015). V soucasné
dob¢ je jednim z problémi v této oblasti nedostatek dat z dlouhodobych vyzkumd, ktera
jsou nezbytné pro urceni prevalence a zdvaznosti konkrétniho onemocnéni, a také odlisna
metodologie pouzivana v riznych studiich. Zna¢na cast dostupnych dat se tyka predevsim
umélych chovl ryb, pfirozené populace jsou v tomto ohledu jen malo prozkoumany.
Nekompletni tidaje o zivotnich cyklech motskych zastupci myxozoi jsou dalsi prekdzkou
Kk pochopeni napt. zptisobu pfenosu dané infekce (Fontes a kol. 2015).

V soucasné dobé¢ jsou jiz také dostupné studie, které podporuji tvrzeni, Ze napt. teplota
vody, salinita vody, potrava hostitele ¢i proudéni vody mohou ovlivnit pienos parazita
a nasledné onemocnéni. Zaroven se také ocekava, Ze rozsifeni arealu vyskytu a obsazovani
novych prostfedi mize byt v dne$ni dob¢é vyznamné ovlivnéno mezinarodnim obchodem,
cestovatelskymi a rekreacnimi aktivitami, rychlej$im transportem i zvySovanim
propojenosti jednotlivych ¢asti svéta (Fontes a kol. 2015).

Patogen se nejprve po uvolnéni z téla definitivniho hostitele zachyti ve formé zralych
aktinospor na povrchu téla ryby (vystfeleni polovych vacki umozni pfichyceni ke kozni
tkani). Penetraci klize €i skrze Zabry nasledné pronika do rybiho téla améboidni zarodek
(sporoplazma). V epitelialni tkani pak dochazi k déleni sporoplasmy a postupné dochazi
k migraci do definitivniho mista infekce, proliferaci plasmodii a tvorbé myxospor. Ty
mohou z téla mezihostitele odchazet defekaci nebo spolu s mo¢i. Z tkani ryby se spory
mohou uvolnit pouze po uhynu ryby a rozkladu tkané (Okamura a kol. 2015). Zdravotni
problémy ryb jsou spjaté s nadmérnym pomnoZzenim vegetativnich stadii (plasmodii) ve
tkanich ¢i organech ryb. Ne u vSech infikovanych ryb (napf. u druhu Myxobolus
cerebralis) se musi nutné rozvinout onemocnéni, tj. nékteré ryby vykazuji rtznou
nachylnost k infekci timto parazitem (Vincent 2002).

Mezi nejvyznamngjsi zastupce ze skupiny Myxozoa, jez mohou zplsobovat vyrazné
ckonomické ztraty, patii napi. Myxobolus cerebralis, Ceratonova shasta, Tetracapsuloides

bryosalmonae, Henneguya ictaluri, Enteromyxum leei, Kudoa thyrsites a Parvicapsula



pseudobranchicola (Okamura a kol. 2015). Vétsinou se jedna o napadeni lososovitych ryb,
ale infikovani mohou byt velice ¢asto také napf. kapii ¢i sumci (Feist 2008).

Patrné nejvice patogennim zastupcem ze skupiny Myxosporea je druh Ceratonova
shasta, ktery zpusobuje u infikovanych lososovitych ryb napi. ubytek télesné hmotnosti,
tmavnuti kiize, letargii ¢i puchyiky v ledvinach. Parazituje predevsim v ledvinach, slezing,
zluéniku, jatrech, pohlavnich organech a travicim traktu. Vyskyt tohoto onemocnéni je
zaznamenan na rybach Zzijicich v oblasti Tichého oceanu. Jednotlivé symptomy se lisi
podle druhu ryby a také podle aktualniho vyvojového stadia (Bartholomew a kol. 1989).
Dalsim vyznamné patogennim zastupcem je Myxobolus cerebralis. Tento druh napada
taktéz lososovité ryby, predevsim ty mlad¢. Infikovana ryba pak trpi onemocnénim, které
nazyvame ,,whirling disease”. Toto onemocnéni ma u ryb vysokou miru mortality a je
obvykle doprovéazeno jak morfologickymi, tak behaviordlnimi zménami. Mezi né patii
napi. plavani v kruzich, deformace ¢asti téla (nejvyraznéjs$i na ocasu) ¢i zkraceni Celisti
(Bartholomew a kol. 2002). Dalsim druhem je Kudoa thyrsites napadajici taktéz lososovité
ryby. Tento zastupce myxozoi znehodnocuje maso ryb z umélych chovii, nebot’ zptisobuje
posmrtnou lyzi svalové tkané (Kent a Poppe 1988). Vyznamnym patogennim ucinkem
zastupce Enteromyxum leei popsanym u ryb z oblasti Stfedozemniho mofe je tvorba
stievnich katarti (Diamant a kol. 1994). Henneguya ictaluri je dal§im patogennim druhem
z tfidy Myxosporea. Parazituje na sumcich chovanych ve farmach piedevsim v oblasti
jihovychodniho pobtezi USA. V roce 2003 bylo potvrzeno, Ze je tento parazit plivodcem
proliferative gill disease”. Zabra napadenych ryb jsou obvykle kiehka, otekla, lehce
krvaceji a chrupavka Zebernich obloukli se miZze lamat. Napadené ryby se navzdory
nizkym hladinam kysliku pohybuji v mél¢inach, kde mohou jen obtizn& dychat. Celkové
toto onemocnéni vyrazn¢ zvySuje mortalitu u napadenych ryb (Pote a kol. 2003).
Parvicapsula pseudobranchicola mize u lososovitych ryb zasadné zvysit mortalitu.
Dtvodem je nejCastéji napadeni pseudobranchii (prvnich redukovanych Zabernich
oblouktl), jeZ mlze zcela znicit v ptipadé€, Ze je ryba vyrazné infikovana. Predpoklada se,
ze tok krve proudici pies masivné poskozena pseudobranchia je ¢astecné prerusen, dochazi
ke krvaceni o€i, anemii a patrné také slepoté (Karlsbakk a kol. 2010) Tetracapsuloides
bryosalmonae je dilezitym zastupcem tiidy Malacosporea. U nakazenych jedinct
zpusobuje tento parazit proliferativni onemocnéni ledvin, které se mlze projevovat napf.

celkovou bledosti ¢i patrnym zvétSenim ledvin (Sterud a kol. 2007; Wahli a kol. 2007).



2.5 Charakteristika a zivotni cyklus tFidy Myxosporea

Myxosporea maji komplexni zivotni cyklus, ktery zahrnuje bezobratlé¢ho i obratlov¢iho
hostitele. Kazdy z téchto dvou hostiteltt produkuje odlisné typy spor (Lom 1996). Az do
roku 1984 byla tato skupina povazovana za monoxenni parazity (Markiw a Wolf 1984).
Definitivnimi hostiteli jsou pro tuto skupinu zastupci kmene krouzkovciu. Mezihostitelem
byvaji nejcastéji ryby, ale infikovani mohou byt taktéz obojzivelnici a plazi. Infekce
parazity ze skupiny Myxozoa byla v§ak zaznamenana i u savci a ptakt (Théodoridés a kol.
1981; Bartholomew a kol. 2008; Prunescu a kol. 2007).

Viibec prvnim zastupcem této tfidy, u n¢jz byl popsan kompletni Zivotni cyklus, je druh
Myxobolus cerebralis (Markiw a Wolf 1984). Tento druh zustava dodnes hojné vyuzivan
jako modelovy organizmus pro demonstraci zivotniho cyklu myxosporei (viz Obr. 3).
Komplexni cyklus mizeme v zasadé rozdé€lit do dvou samostatnych fazi. Kazda z téchto
dvou fazi probihd v odlisSném hostiteli a na jejich koncich jsou uvoliiované odlisné typy
spor. Nazyvame je faze myxosporeova a faze aktinosporeova (Lom 1996). Prvni faze
— myxosporeova — je zapocata kontaktem aktinospory, jez byla uvolnéna z téla kone¢ného
hostitele, s pokozkou ¢i epitelialni tkani zaber mezihostitele, tedy nejcastéji ryby. Dochazi
k uvolnéni pélovych vacka a ukotveni jejich vlaken ve tkani hostitele. Polovy vacek se
otevird a uvoliuje se sporoplazma, ktera vstupuje do kiize. Probiha tzv. presporogonicka
etapa, béhem niz sporoplazma proliferuje a vytvari zcela specifické utvary — tzv. ,,bunka
Vv bunice”. Tyto struktury charakteristické pravé pro skupinu Myxozoa miiZeme popsat jako
sekundarni endogenné vzniklé bunky, které se nachdzeji uvnitt bun€k primarnich. Tato
mnohobunééna stadia migruji intercelularné do tkani definitivni infekce, kde pokracuje
jejich proliferace. Vyviji se plazmodium, jez mize byt podle lokalizace ve tkani dvojiho
typu, a to coelozoické (tj. nachazejici se v télnich dutinach — pfevazné v dutinach
zluCovych cest ¢i vyluCovaci soustavy) a histozoické (tj. nachazejici se ve tkani napft. jater,
ledvin, pohlavnich zldz ¢i v kdzi). Vyvoj findlnich myxospor probiha béhem tzv.
sporogonické faze, pii které se vyrazné déli v predeslé (presporogonické) fazi vzniklé
primarni i sekundarni linie bun¢k (Markiw a Wolf 1984).

Vyvoj definitivni aktinospory, ktera ma vétSinou triradialné soumérnou strukturu
a kterd je uvolnovana ztéla konecného hostitele — typicky krouzkovce (Annelida),
ziidkakdy sumySovce (Sipunculida), zahrnuje pohlavni rozmnozovani (Lom a Dykova
2006). Muzeme jej rozClenit na tfi samostatné faze — schizogonie, gametogonie
a sporogonie. Schizogonie zahrnuje pfilnuti spory k epitelidlni tkani hostitele a nasledné
mnohonasobné déleni sporoplasmy, jez vede ke vzniku vicejadernych stadii. Gametogonie

zahrnuje vlastni mitotické 1 meiotické déleni somatickych i generativnich bun¢€k za vzniku
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zygot obalenych somatickymi buiikami. Tieti faze — sporogonie — je tvorba samotné spory
doprovazena mitotickym délenim a diferenciaci bun€k v periferni oblasti. Timto zpisobem
vznikd aktinospora, kterd miize napadnout opét mezihostitele a cely zivotni cyklus se tak
uzavira (Markiw a Wolf 1984). VétsSina zastupci myxosporei s popsanym Zivotnim cyklem
se vyskytuje ve sladkovodnim prostiedi (Fiala a kol. 2015). Vyvojové cykly moiskych
zastupci jsou jen velmi malo probadané a pouze u néckolika druhi byly kompletné
zmapované, a to konkrétné u druhtt Ceratomyxa auerbachi, Gadimyxa atlantica,
Sigmomyxa sphaerica, dvou druha z rodu Parvicapsula a dvou druhii z rodu Ellipsomyxa.
Vsichni maji definitivniho hostitele tfidy mnohostétinatcti (Polychaeta) (Keoie a kol. 2004;
Koie a kol. 2007; Kaie a kol. 2008).

Obr. 3: Zivotni cyklus myxosporei (Zdroj: © S. Atkinson).
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2.6 Rod Ceratomyxa

Rod Ceratomyxa Thélohan, 1892 je druhy nejvétsi rod myxosporei, ktery zahrnuje
Vv souc¢asnosti 243 druht, z nichz vétSina jsou parazité moiskych ryb (Lom a Dykova 2006;
Gunter, Burger a Adlard 2010; Fiala a kol. 2015). Pfevazna ¢ast z nich je coelozoickych,
vzacné histozoickych, a u ryb napadaji pfedevSim Zzlucniky. Jsou prakticky celosvétove
rozSiteni a néktefi zastupci mohou zpisobovat zdvazna onemocnéni ryb — zejména
traviciho traktu (Lom a Dykova 1992; Eiras 2006; Fiala a kol. 2015). Pouze n¢kolik malo
druht bylo zkoumano =z hlediska jejich ultrastruktury, napi. Ceratomyxa globulifera
(Desportes a Théodorides 1982), Ceratomyxa labracis a Ceratomyxa diplodae (Alvarez-
Pellitero a Sitja-Bobadilla 1993) a dalsi.

Zastupci rodu Ceratomyxa vytvaii protahlé spory, jez maji obvykle polomésicity,
vejity, okrouhly ¢i kulovity tvar. Chlopné maji tvar konicky a v délce piesahuji axialni
pramér spor. Sporoplazma, kterd ma dvé jadra, nevypliuje celou dutinu spory. Trofozoiti
zastupci rodu Ceratomyxa byvaji nejcastéji disporicti, nékdy ale mohou byt monosporicti

az polysporiéti (Lom a Dykova 1992) (viz Obr. 4).

Obr. 4: Schématicka kresba spory zastupce rodu Ceratomyxa. (Zdroj: Lom a Dykova 2006).

Vsechny druhy rodu Ceratomyxa se znamou sekvenci SSU rDNA klastruji v jedné
skupiné v ramci moiské linie myxosporei (viz Obr. 5) (Gunter a kol. 2009, Fiala a kol.
2015).

Kmen Cnidaria
Nezafazenv podkmen Myxozoa
Tfida Myxosporea
Réd Bivalvulida
Podfad Variisporina
Fodina Ceratomyxidae: Fod Ceratomyxa

Obr. 5: Taxonomické zatazeni rodu Ceratomyxa v ramci skupiny Myxozoa (Zdroj: Fiala a kol. 2015).
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Vyjimkou byl az donedavna druh Ceratonova shasta, jez byl pivodné (pod starSim
nazvem Ceratomyxa shasta) klasifikovan jako ptislusnik rodu Ceratomyxa. Jeho zcela
unikatni biologické znaky a nejasna fylogeneticka pozice vSak vedli v zavéru k presunuti
tohoto druhu do nové vzniklého rodu Ceratonova Atkinson, Foott, Bartholomew, 2014.
Zastupci rodt Ceratomyxa a Ceratonova jsou morfologicky stejni, ale 1isi se jednak
mistem, ve kterém probihd sporulace — zluénik u rodu Ceratomyxa a stieva u rodu
Ceratonova a dale také mistem, kde probiha Zivotni cyklus — moiské prostiedi u rodu
Ceratomyxa a sladka voda u rodu Ceratonova. Samoziejmé je zde také odlisnost v SSU
rDNA sekvencich.

Recentni studie ukazuji, ze rod Ceratomyxa byl prvni vétvici se skupinou v ramci
moiské linie tfidy Myxosporea. K témto vysledkiim dosly riizné studie, a to nehled¢é na
pouzitou fylogenetickou metodu ¢i zvoleny marker (Fiala a kol. 2015, Fiala a BartoSova
2010). Toto zjisténi koresponduje s predchozimi analyzami a naznacuje, ze spory podobné
myxosporam rodu Ceratomyxa byly ancestralnim morfotypem motskych myxosporei. Ke
,znovuobjeveni* tohoto morfotypu doslo u zastupct rodu Ceratonova mnohem pozdéji
Vv evoluci moiské vétve myxosporei. Z vysledki nedavné rozsahlé analyzy bylo zjisténo, ze
rod Ceratomyxa klastruje celkem do 5 podskupin. Evoluéné nejmladsi podskupina je
zaroven také podskupinou druhové nejbohatsi. V provedené analyze byly zahrnuty druhy
pochézejici z riznych geografickych oblasti Atlantického, Tichého 1 Indického ocednu
a bylo zjisténo, ze zastupci z ruznych lokalit klastruji spolu v ramci stejnych podskupin

a neni tu zfeymy fylogeograficky patern.
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Obr. 6: SSU rDNA fylogeneticky strom rodu Ceratomyxa vytvofeny metodou maximum likelihood. Cisla nodt udéavaji
maximum likelihood/ maximum parsimony podporu uzli a Bayesian ,,posterior probabilities” vyssi nez 50 %, respektive

0,5 pro Bayesovskou analyzu. Zvyraznéné vétve znaci nody s nejvyssi podporou uzli.



2.7 Hostitelsky druh — Clinus cottoides

Hostitelsky druh  Clinus  cottoides (,,Bluntnose klipfish) patii do tiidy
paprskoploutvych ryb (Actinopterygii), jez je sesterskym taxonem tiidy nozdratych
(Sarcopterygii). Tato velice rozmanitd a evoluéné uspéSna tfida je jednou
Z nejvyznamngéjSich soucasti skupiny obratlovcii. Prestoze celé tifida neni charakterizovana
silnymi a odvozenymi znaky, je povazovana za monofyletickou (Nelson 2006).
Predpoklada se, ze tyto dv¢ tfidy maji spolecného ptedka, nckteré fosilni ndlezy totiz
vykazuji kombinace znakt obou tiid (Cloutier a Arraia 2004; Zhu a Yu 2004). V ramci
tiéidy paprskoploutvych pak patii Clinus cottoides do fadu ostnoploutvi (Perciformes)
a Geledi paslizounovité (Clinidae). Rad ostnoploutvi je nejdiverzifikovangj$im fadem ze
vSech fadi ryb a je také nejvétsim radem skupiny obratlovet. Zahrnuje 20 podiada, 160
Celedi, ptes 1 500 rodl a vice nez 10 000 druhti. Obecné jsou ostnoploutvi dominantni
skupinou ryb ve vSech svétovych oceanech a obyvaji zejména tropické a subtropické
oblasti. Zastupci ¢eledi paslizounoviti obyvaji moiské prostfedi Atlantického, Indického
i Tichého ocednu, a to primarn¢ v mirném pasu severni i jizni polokoule. Jedna se vétSinou
o malé zastupce s maximalni délkou téla dospélce do 60 cm. Rod Clinus patii do skupiny
Clinini (celkem 11 rodt a 53 druhti). Jedna se o ovoviviparni jedince zpravidla zijici u dna.
Samci téchto druhu ryb maji gonopodium (Nelson 2006;
http://www.iucnredlist.org/details/178997/0). Clinus cottoides je velice bézny endemicky
druh jizni Afriky. Obyva nejcastéji piilivové mél¢iny, brakické vody a mista s vyskytem
makroskopickych fas. Zivi se malymi korysi (Wilson 2009).

Studie z roku 2008 (Mon der Heyden) ukazala, Ze v oblasti pobiezi Jihoafrické
republiky existuje vlivem silné pfirodni bariéry mezi Atlantickym a Indickym ocednem
prokazatelna diferenciace dvou populaci rodu Clinus cottoides. Analyzy mitochondrialnich
1 ribosomdlnich dat jedinci pochazejicich ze 14 rGznych lokalit na zapadnim, jiznim
a vychodnim pobtezim Jihoafrické republiky prokdzaly, ze jedinci vyskytujici se
Vv lokalitach vychodni €asti pobfezi vytvari samostatnou populaci, geneticky odlisSnou od
jedinct vyskytujicich se v lokalitdch jizni a zapadni ¢asti pobiezi. Bylo zjisténo, Ze mezi
témito dvéma geografickymi oblastmi nedochazi u ryb druhu Clinus cottoides k zadnému
toku gentl a ze je tedy populace efektivné izolovana. Ve zbylych oblastech byl prokazan
pozoruhodné symetricky tok gent. Odhadované doba divergence téchto dvou populaci ¢ini

nejméné 68 000 let (Von der Heyden a kol. 2008).
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2.8 Druhy rodu Ceratomyxa u paslizounovitych ryb

U paslizounovitych ryb pochazejicich z oblasti jizni Afriky bylo doposud popséano pét
druhtt myxosporei (Ali 2000, Reed a kol. 2007, BartoSova-Sojkova a kol. 2015), z toho
dva jsou zastupci rodu Ceratomyxa. Ve Zlu¢niku paslizounovitych ryb druhu Clinus
cottoides z pobieznich oblasti jizni Afriky byl popsan druh Ceratomyxa cottoidii Reed,
Basson, Van As a Dykova, 2007. Tento druh je charakterizovan Siroce ovalnou az
srpkovitou sporou o rozmérech 6.5 — 8.0 (7.0 £ 0.6) um délky x 17.0 — 22.0 (18.2 = 1.7)
um Sitky. Vegetativni stadia jsou disporicka a volné se pohybuji ve zlu¢ovém méchyii.
Jsou vétsinou kulovita, pfipadné protahla s ¢etnymi granuly. Typovym hostitelem je Clinus
cottoides Valenciennes, 1836; jako typova lokalita byla stanovena oblast De Hoop Vv jizni
Africe (Reed a kol. 2007).

Druhym zastupcem je druh Ceratomyxa dehoopi Reed, Basson, Van As a Dykova,
2007. Ceratomyxa dehoopi ma sporu ve tvaru pulmésice s mirné konvexni ptedni
a konkavni zadni ¢asti spory o rozmérech 4.0 — 5.5 (4.5 + 0.5) um délky x 12.0 -17.5 (15.4
+ 1.4) um Sitky. Plasmodia jsou téméi kulovita s ¢etnymi granuly a dlouhymi vybézky.
Typovym hostitelem je Clinus superciliosus Linnaeus, 1758; jako typova lokalita byla
stanovena oblast De Hoop V jizni Africe. Druh popsan také na lokalité Jeffreys Bay (Reed
a kol. 2007).
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7.Clile prace

Cilem prace bylo:

e Molekularné-taxonomicky charakterizovat druhy rodu Ceratomyxa nalezené
u hostitelti pochazejicich z ¢eledi Clinidae, a to na zakladé SSU rRNA genu.

e Parazity morfologicky charakterizovat a urcit, zda nékteré morfologicky identické
druhy reprezentuji ve skute¢nosti komplex vice druht.

e Zjistit pfibuzenské vztahy mezi jednotlivymi vySetfovanymi druhy rodu Ceratomyxa
a posoudit jejich piibuzenské vztahy, a to Vv souvislosti s jejich mistem vyskytu
a konkrétnim druhem hostitele.
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4. Metodika prace

4.1 Material

Pro ¢ast experimentu vénujici se morfologické charakterizaci myxosporei byly pouzity

vzorky zlu¢niki a jater konkrétnich paslizounovitych ryb pochazejicich z Jizni Afriky (viz

Tab. 1).

Pro molekularni charakterizaci myxosporei byly pouzity vzorky DNA izolované z jater

a zluénikl konkrétnich paslizounovitych ryb pochézejicich z jizni Afriky (viz Tab. 1).

Tab. 1: Vzorky DNA izolované z rtiznych organti paslizounovitych ryb pochazejicich z lokalit v jizni Africe.

DNA Hostitelsky druh Lokalita sbéru (viz obr. 17) Organ
1464 Clinus acuminatus Mouille point zluénik
1532 Clinus acuminatus Mouille point Zluénik
1533 Clinus acuminatus Mouille point jatra

1534 Clinus acuminatus Mouille point jatra

1535 Clinus acuminatus Mouille point Zluénik
1517 Clinus brevicristatus Jongensfontain (Still Bay) zluénik
1518 Clinus brevicristatus False Bay zluénik
1470 Clinus cottoides Jeffreys Bay zluénik
1474 Clinus cottoides Jeffreys Bay zluénik
1475 Clinus cottoides Jeffreys Bay zluénik
1476 Clinus cottoides Jeffreys Bay zluénik
1498 Clinus cottoides Jongensfontain (Still Bay) zluénik
1499 Clinus cottoides Jongensfontain (Still Bay) zluénik
1500 Clinus cottoides Jongensfontain (Still Bay) zluénik
1501 Clinus cottoides Jongensfontain (Still Bay) zluénik
1502 Clinus cottoides Jongensfontain (Still Bay) zluénik
1503 Clinus cottoides Jongensfontain (Still Bay) zluénik
1504 Clinus cottoides Jongensfontain (Still Bay) zlucnik
1459 Clinus superciliosus Cape Columbine zlucnik
1461 Clinus superciliosus Cape Columbine zluénik
1460 Clinus superciliosus Cape Columbine zlucnik
1463 Clinus superciliosus Cape Columbine zlucnik
1462 Clinus superciliosus Cape Columbine zluénik
1519 Clinus superciliosus Kommetje zlucnik
1520 Clinus superciliosus Kommetje zlucnik
1523 Clinus superciliosus Kalk bay zluénik
1529 Clinus superciliosus Mouille point zluénik
1531 Clinus superciliosus Mouille point zluénik
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Tab. 1 — pokracovani: Vzorky DNA izolované z riiznych organi paslizounovitych ryb pochazejicich z lokalit v

jizni Africe.

DNA Hostitelsky druh Lokalita sbéru (viz obr. 17) Organ
1530 Clinus superciliosus Mouille point jatra
1540 Clinus superciliosus Jacobs Bay zluénik
1541 Clinus superciliosus Jacobs Bay zluénik
1449 | Muraenoclinus dorsalis Mouille point Zluénik
1456 | Muraenoclinus dorsalis Mouille point Zluénik
1457 | Muraenoclinus dorsalis Mouille point zluénik
1477 Clinus cottoides Sea View (Camp Beach View) Zluénik
1478 Clinus cottoides Sea View (Camp Beach View) Zluénik
1479 Clinus cottoides Sea View (Camp Beach View) zluénik
1480 Clinus cottoides Sea View (Camp Beach View) zluénik
1481 Clinus cottoides Sea View (Camp Beach View) Zluénik

4.2 Metody

4.2.1 Metody studia morfologie

4.2.1.1 Svételna mikroskopie

ProhliZzeni vzorkli bylo provadéno optickym mikroskopem znacky Olympus BX51.

Ptipadné potizeni fotografii umoznil digitalni fotoaparat znacky Olympus DP70.

4.2.2 Molekularni metody

4.2.2.1 1zolace DNA

DNA byla izolovana z jater a zluénikt jednotlivych vysetfovanych ryb (viz Tab. 1), a to
fenol-chloroformovou smési. Fenol a chloroform jsou organické latky nemisitelné s vodou,
coz zpusobuje, Ze po piidani do bunétného lyzatu vytvaii dveé faze (vrstvy). Po dikladném
promichdni dochazi k denaturaci a naslednému vysrazeni bilkovin, jez muzeme
centrifugaci koncentrovat v tzv. fizovém rozhrani a poté je snadno odstranit. Jestlize se pfi
extrakci vyuziva fenol ekvilibrovany neutralnim ¢i alkalickym pufrem, zistavaji nukleové
kyseliny (DNA i RNA) koncentrované ve vodné fazi. Nasledné byvaji nukleové kyseliny
koncentrovany a predistény precipitaci alkoholem (Smarda a kol. 2005). V nagem piipadé
byla pouzita sada pro izolaci DNA od firmy Roche s.r.o. — Diagnostic Division (Praha,
CR).
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4.2.2.2 Nested PCR

Nested PCR (tzv. odstupniovana PCR/ PCR vyuzivajici vnéj$i a vnitini primery) je
vysoce citlivou modifikaci standardni PCR metody. Nested PCR zamezuje amplifikaci
nechténych tsektt DNA, a to diky pouziti dvou riiznych typt primert (tzv. vnéjsi a vnitini
primery). Probihd ve dvou krocich — v prvnim kroku vznika za pouziti vnéjSich primera
produkt, ktery je vyuzit v nasledném amplifikacnim kroku za pouziti vnitinich primert,
které jsou specifické pro vnitini &ast sekvence amplifikované vnéjsimi primery (Smarda
a kol. 2005). V nasem ptipadé byla pouzita Tag-Purple polymeraza (Top-Bio, Ceska
republika), vnéjsi primery ERIB 1 a ERIB 10 (Barta a kol. 1997) a vnitini primery
18S-cerR a 18S-cerF (Fiala a kol. 2015) — oba typy primeri byly syntetizované spole¢nosti
Generi-Biotech s.r.o. (Hradec Kralové, CR).

Tab. 2: Mnozstvi jednotlivych komponent pouzitych pro Nested PCR.

Komponenta Objem [nl]

voda 16,5
Tag-Purple polymeraza (1U/ul) 1
reverse primer (20 uM) 1
forward primer (20 uM) 1
10x Tag-Purple pufr 2,5
dNTPs (250 umol) 2
DNA 1

celkovy objem reakce 25

Tab. 3: Primery a jejich odpovidajici sekvence pouZité pro Nested PCR.

Primer Sekvence (5¢ — > 3¢)

Erib 1 ACCTGGTTGATCCTGCCAG

Erib 10 CTTCCGCAGGTTCACCTACGG
18S-cerR GTACAAGAGGCAGAGACGTAT
18S-cerF CTWGTTGGTADGGTAGTG

Tab. 4: Cyklus Nested PCR.

Kroky PCR Primarni PCR | Sekundarni PCR
Pocatecni denaturace 95°/ 3 min 95°/ 3 min
Denaturace 94°/ 1 min 94°/ 1 min , L
Nasedani primerti 52°/ 1 min 55°/'1 min Poznamka: V/ primdni |
Extenze/ Elongace 72°/ 1 min 40 s 72°/ 1 min 15§ | sckundimiPCR
Finélni elongace 72°/ 10 min 72°/ 10 min probéhlo vzdy celkem
Chlazeni 10°/ oo 10°/ oo 30 eyl
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4.2.2.3 Gelova elektroforéza a extrakce PCR produkti

Gelova elektroforéza je jednou z nejpouzivanéjsich separacnich metod molekularni
biologie viibec. Pracuje se schopnosti pohybu nabitych molekul v elektrickém poli, ¢imz je
umoznéna specificka separace fragmentl nukleovych kyselin podle jejich velikosti.
Zaporn¢ nabité fragmenty DNA =ziskavaji svllj naboj piedevSim diky pfitomnosti
fosfatovych skupin. Nukleové kyseliny se tedy Vv elektrickém poli pohybuji vzdy smérem
k anodé. K separaci se vyuziva nejéastdji agarozovy gel (Smarda a kol. 2005). V nasem
ptipad¢ byl pouzit 1% agarézovy gel. Extrakce PCR produktii byla provedena pomoci
Gel/ PCR Fragments Extraction Kit dle pfedepsaného protokolu dodavatele Geneaid
Biotech Ltd.

4.2.2.4 DNA klonovani za pomoci vektoru

Tvorba DNA klond (DNA klonovani, klonovani geni ¢i molekularni klonovani)
pomoci vektoru, tj. tvorba identickych molekul, fragmenti nebo usekd DNA pomoci
vektoru se provadi mnozenim rekombinantnich molekul DNA v hostitelské bunce
(in vivo). Tato metoda zahrnuje dva typy DNA molekul — DNA organizmu, ktera ma byt
primarné namnozena a DNA Zzivého hostitele. Do genomu hostitele se vnese tzv. insert
(fragment DNA, ktery je ur€en k namnoZeni) a nasledné se vyuzZiva pfirozené schopnosti
hostitele replikovat vlastni genom vcetné vloZzeného insertu. Na misté insertu se
vV piivodnim genomu nachazel néktery z tzv. reporterovych gend, coZz umoziuje pozdéjsi
selekci klonti obsahujicich rekombinantni DNA (Smarda a kol. 2005). V nasem ptipadé byl
jako vektor pouzit plazmid — pDrive Cloning Vector (Qiagen). Ligace byla provedena
pomoci Qiagen PCR Cloning Kit (Qiagen) podle pfilozeného manualu, a to pii 14 °C po
dobu 2 hodin. Vektor byl pomnoZzen v kompetentnich bunkach DH5a. Extrakce
plazmidovych vektori byla provedena pomoci High Pure Plasmid Isolation Kit dle

instrukci vyrobce (Roche s.r.0).

4.2.2.5 Sekvenace

Sangerova metoda (enzymova metoda) sekvenovani vyuziva DNA, jejiz sekvence ma
byt stanovena, jako matrici pro syntézu komplementdrnich fetézci DNA razné délky.
Tvorba fetézce na matricové DNA je zapocata od mista, na néz je pfipojen sekvencné
specificky primer, a ukon¢ena v misté, kde je do rostouciho fetézce namisto standardniho
dNTP inkorporovan jeho analog 2°,3‘-ddNTP, ktery diky chybé&jici 3-OH skupiné

znemozni DNA-polymeraze pokraCovat v pfipojovani nukleotidii. Dulezity je fakt, ze
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ddNTPs jsou do rostouciho fetézce DNA inkorporovany DNA-polymerazou podle pravidel
o parovani bazi (Smarda a kol. 2005). V nasem piipadé byly jednotlivé fragmenty DNA
sekvenovany za pouziti Sangerovy metody u spole¢nosti SeqMe s.r.o. (Dobiis, CR).
Sekvenac¢ni reakce obsahovaly 1 ul piislusného primeru (10 uM) a 9 ul izolovaného
produktu PCR. Tento rezim byl pouzit, pokud byl ziskdn PCR produkt dobré kvality
(koncentrace DNA min. 100 ng), ktery byl ptfimo izolovan z agar6zového gelu. Pokud se
jednalo o plazmidovou rekombinantni DNA ziskanou DNA klonovanim, mnozstvi daného
plasmidu bylo v reakéni smési upraveno na 500 ng. Sekvenovani nukleotidového poradi

produkta bylo vzdy provadéno obousmérng.

4.2.2.6 Fylogenetické analyzy

Vsechny kroky fylogenetické analyzy byly provedeny v programu Geneious (v 8.0.1).
Pro konstrukci fylogenetickych stroma byly sestaveny kompletni ,,datasety skladajici se
jednak ze ziskanych sekvenci SSU rDNA zminovanych druhti rodu Ceratomyxa a jednak
z SSU rDNA sekvenci dalSich druhli rodu Ceratomyxa vyhledanych v genové bance.
Alignmenty byly vytvofeny v programu MAFFT v7.017 (Katoh a kol. 2002) pomoci
E-INS-i metody. Pro prohlizeni a upravovani alignmentii byl pouzit program SEAVIEW
3.2 (Galtier a kol. 1996). Tyto upravy se tykaly zejména odstranéni evidentné
nehomologickych tsekl vyskytujicich se v hypervariabilnich usecich genu.

Konstrukce fylogenetickych stromti byla provedena tfemi metodami — maximum
likelihood (ML — maximalni pravdépodobnost), maximum parsimony (MP — maximalni
uspornost) a Bayesovskou metodou (BI). Maximum likelihood stromy byly vytvofeny
v programu RaxML (Stamatakis 2006) s GTRGAMMA modelem. Analyza metodou
maximum parsimony byla provedena v programu PAUP* (Swofford 2002) s heuristickym
zpusobem vyhled4dvani, ndhodnym pfikladanim taxonti a pomérem Ts: Tv = 1. 2,
Bootstrapova metoda byla zaloZena na analyze 500 generovanych datasetli. Bayesovska
metoda byla realizovana v programu MrBayes v3.0 (Ronquist a Huelsenbeck 2003), a to
ve dvou paralelnich fetézcich s 1 000 000 generaci. ,,Burn-in“ byl nastaven na hodnotu
jedné pétiny z celkového poctu generaci. Pro kontrolu spravnosti nastaveni hodnoty
,ourn-in“ byl pouzit program Tracer v1.4.1 (Rambaut a Drummond 2007).

Vizualizace vSech ziskanych fylogenetickych strom byla umoznéna programem

FigTree (Rambaut 2009) a graficka uprava byla provedena v programu Illustrator CS6.
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5. Vysledky

5.1 Charakterizace nalezenych druhi rodu Ceratomyxa

Ceratomyxa sp. 1
Hostitel: Clinus superciliosus
Organ: zlu¢nik
Lokalita: Kommetje; Jihoafricka republika; pobtezi Atlantického oceanu
Morfologicky popis (viz Obr. 7): spory rohlikovitého tvaru; konce spory zaoblené; polové
vacky kulovité dosahujici cca do poloviny spory; délka spory 4,29 — 5,20 (4,77 + 0,40)
um, $itka spory 13,14 — 14,68 (13,75 + 0,73) um, n= 5; rozméry poélovych vacka 2,8 x 2,2

um; plasmodia nebyla pozorovana.

Obr. 7: Spory Ceratomyxa sp. 1.
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Ceratomyxa sp. 2
Hostitel: Clinus superciliosus
Organ: zlu¢nik
Lokalita: Kommetje; Jihoafricka republika; pobtezi Atlantického oceanu
Morfologicky popis (viz Obr. 8): spory srpkovitého tvaru; konce spory zaoblené; polové
vacky kulovité dosahujici cca do poloviny spory; délka spory 6,2 — 6,3 um; Sifka spory
18,2 — 18,5 um; n= 2, rozméry poélovych vacki 2,5 x 2,7 um; plasmodia kulovitd az ovalna
sdlouhymi tenkymi vybézky; obsahovala dvé nezralé spory; rozméry plasmodii
22,5 x 14,2 um.

Obr. 8: Spory Ceratomyxa sp. 2.

Ceratomyxa sp. 3
Hostitel: Clinus superciliosus, Clinus brevicristatus
Organ: zluc¢nik
Lokalita: Cape Columbie, False Bay; Jihoafricka republika; pobiezi Atlantického oceanu
Morfologicka data tohoto druhu nejsou kdispozici, druh byl zjistén na zakladé

molekularné-fylogenetické analyzy.

Ceratomyxa sp. 4
Hostitel: Clinus superciliosus
Organ: zlu¢nik
Lokalita: Cape Columbie; Jihoafricka republika; pobiezi Atlantického oceanu
Morfologicka data tohoto druhu nejsou kdispozici, druh byl zjistén na zakladé

molekularné-fylogenetické analyzy.
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Ceratomyxa sp. 5
Hostitel: Clinus cottoides
Organ: zlu¢nik
Lokalita: Jogensfontain (Still Bay); Jihoafricka republika; pobiezi Indického oceanu
Morfologickd data tohoto druhu nejsou kdispozici, druh byl zjistén na zakladé

molekularné-fylogenetické analyzy.

Ceratomyxa sp. 6
Hostitel: Clinus superciliosus, Clinus cottoides
Organ: zlu¢nik
Lokalita: Jogensfontain (Still Bay), Cape Columbie, Mouille point; Jihoafricka republika;
pobiezi Atlantického a Indického ocednu
Morfologicky popis (viz Obr. 9; Obr. 10): spory ovalného az rohlikovitého tvaru; konce
spory zaoblené; polové vacky kulovité az kapkovité dosahujici cca do tietiny spory; délka
spory 5,97 — 9,26 (7,46 + 1,24) um; §itka spory 13,68 — 20,99 (15,96 + 2,67) um, n= 10;
rozméry polovych vacki 2,4 x 2,0 um; plasmodia protahla (kapkovita) s dlouhymi tenkymi
vybézky; obsahovala dvé nezralé¢ spory; rozméry plasmodii 19 X 20,2 um; pozorovana

aberantni spora.

Obr. 9: Spory Ceratomyxa sp. 6 (vzorek ¢islo 1501).
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Obr. 10: Spory Ceratomyxa sp. 6 (vzorek &islo 1503).

Ceratomyxa sp. 7
Hostitel: Clinus superciliosus, Clinus cottoides, Clinus acuminatus, Muraenoclinus
dorsalis
Organ: zlucnik, jatra
Lokalita: Mouille point, Jeffreys Bay, Jongensfontain (Still Bay), Sea View (Camp Beach
View); Jihoafricka republika; pobiezi Atlantického a Indického oceanu
Morfologicky popis (viz Obr. 11; Obr. 12; Obr. 13): spory ovalného az srpkovitého tvaru;
konce spory zaoblené; polové vacky kulovité dosahujici cca do poloviny spory; délka
spory 5,24 — 8,42 (6,35 + 0,95) um; Sitka spory 11,69 — 17,70 (14,34 + 1,64) um; n= 13;
rozméry polovych vackna 3,3 x 2,6 um; plasmodia kulovita; obsahovala dvé nezralé spory;

rozmeéry plasmodii 13,9 x 13,2 um.
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Obr. 11: Spory Ceratomyxa sp. 7 (vzorek &islo 1456).

Obr. 12: Spory Ceratomyxa sp. 7 (vzorek ¢islo 1464).
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Obr. 13: Spory Ceratomyxa sp. 7 (vzorek ¢islo 1470).
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5.2 Fylogenetické vztahy

V ramci této diplomové prace bylo ziskano celkem 35 ¢astecnych SSU rDNA sekvenci
myxosporei. VSechny sekvence vykazovaly kontrolnim ,,blastovanim® nejvétsi homologii
se zastupci rodu Ceratomyxa. Toto zjisténi korelovalo s mikroskopickym vySetfenim
vzorkl, ve kterych se vyskytovaly spory morfologicky odpovidajici zastupctim rodu
Ceratomyxa.

Fylogenetickd analyza odhalila nékolik samostatnych skupin sekvenci a jejich
vzajemné piibuzenské vztahy. Vysledny fylogeneticky strom je zndzornén na Obr. 14.
Topologie SSU rDNA stromu umoznila definovat celkem sedm pravdépodobnych druhti
rodu Ceratomyxa, a to na zakladé¢ délek vétvi oddélujici jednotlivé skupiny sekvenci.
Podpory uzll, které naznacuji stabilitu vzajemnych vztah jednotlivych druhti, jsou
pomérné nizké (pohybuji se okolo 80 % bootstrapové podpory v ML a MP). Vymezeni
druhu Ceratomyxa sp. 6 je problematické. Tato skupina sekvenci by mohla reprezentovat
na zaklad¢ délek vétvi vice samostatnych druhd.

Na Obr. 15 je do fylogenetického stromu zanesena informace o hostitelich a lokalitach
jejich vyskytu. Vztahy vysledku fylogenetické analyzy, hostitele a lokality vyskytu jsou
vice diskutovany v kapitole 6. Diskuze.

Vsech sedm definovanych druhii vytvafi blizce ptibuznou skupinu, kterda se vétvi
v blizkosti druhit Ceratomyxa aegyptiaca, Ceratomyxa cheilinae a Ceratomyxa
oxycheilinae. Vysledky fylogenetické analyzy vybranych sekvenci reprezentujici
jednotlivé studované druhy v navaznosti na dalsi druhy rodu Ceratomyxa jsou znazornény
na Obr. 16. V genové bance neexistuje zadny sekvencné totozny druh s druhy zjisténymi

v predkladané diplomové praci.
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Obr. 14: Fylogenetické vztahy ziskanych SSU rDNA sekvenci druhi rodu Ceratomyxa odvozené

metodou maximum likelihood. Procentualni hodnoty bootstrapti a hodnoty "posterior probabilities"
(ML/MP/BI) vyssi nez 50 % (0,5) jsou uvedeny u jednotlivych uzlii. Jako outgroupy byly zvoleny
druhy Ceratomyxa aegyptiaca, Ceratomyxa oxycheilinae a Ceratomyxa cheilinae. Piistupova ¢isla

do genové banky jsou uvedena za jmény druhti. Métitko délky vétvi je uvedeno pod stromem.
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Obr. 15: Fylogeneticky strom znazornény na Obr. 14 doplnény o informace o hostitelskych druzich

a lokalitach odchytu hostiteld.
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Obr. 16: Fylogenetické vztahy druht rodu Ceratomyxa odvozené metodou maximum likelihood (nové ziskané
druhy jsou vyznacCeny barevné). Pocentudlni hodnoty bootstrapti a hodnoty "posterior probabilities"
(ML/MP/BI) vyssi nez 50 % (0,5) jsou uvedeny u jednotlivych uzli. Jako outgroupy byly zvoleny druhy
Parvicapsula pseudobranchicola a Auerbachia pulchra. Pristupova &isla do genové banky jsou uvedena za

jmény druhti. Méfitko délky vétvi je uvedeno pod stromem.
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6. Diskuze

Jedinym ze dvou dosud popsanych druhti myxozoi, ktery parazituje na rybach druhu
Clinus cottoides (¢eled’ Clinidae), je druh Ceratomyxa cottoidii, jenz byl popsan u tohoto
hostitele na lokalit¢ De Hoop Nature Reserve na pobtezi Jihoafrické republiky (Reed a kol.
2007). Vzorky zlu¢niki ztohoto rybiho hostitele zpracované v ramci predkladané
diplomové prace obsahovaly morfologicky dva odlisné druhy rodu Ceratomyxa. Druh
oznaceny v této praci jako Ceratomyxa sp. 7 morfologii spory a jejimi rozméry
neodpovidal popsanému druhu Ceratomyxa cottoidii (Reed a kol. 2007 uvadi nasledujici
rozméry spor: délka spory 6,5 — 8 um; Sitka spory 17 — 22 um; rozméry pdlovych vacka
srpkovitého tvaru. Druh oznaceny jako Ceratomyxa sp. 6 ma ovalnéjsi tvar myxospor,
ktery ptipomina tvar spory druhu Ceratomyxa cottoidii, a také svymi rozméry, i kdyz jen
okrajové, spada do popsaného rozmezi velikosti spor tohoto druhu. Vzorky z hostitele
z lokality De Hoop, ktera je typovou lokalitou Ceratomyxa cottoidii, nebyly k dispozici.
Dostupné ovsem byly vzorky z lokality Jongensfontain, ktera sousedi s lokalitou De Hoop,
a je od ni vzdalena pouhych 50 km vychodnim smérem. Ceratomyxa sp. 6 byla na lokalité
zachycena (tfi z péti DNA vzorki) a je tedy velmi pravdépodobné, ze Ceratomyxa sp. 6 je
totozna s popsanym druhem Ceratomyxa cottoidii.

Druh Ceratomyxa dehoopi byl popan u hostitele Clinus superciliosus (Reed a kol.
2007). Ceratomyxa sp. 7, ktera byla v jednom DNA vzorku zaznamenana u tohoto
hostitele, rozmérové odpovida pravé druhu Ceratomyxa dehoopi, ov§em tvar jeji spory je
v porovnani s Ceratomyxou dehoopi vice zavalitéjsi. Spory tvarem podobné druhu
Ceratomyxa dehoopi byly zaznamenané u druh Ceratomyxa sp. 1 a 2. Ceratomyxa sp. 2
ma Sifku spory nepatrné vétsi, nez je horni mez rozmezi $ifky spory u druhu Ceratomyxa
dehoopi. Naopak spory Ceratomyxa sp. 1 pfesné¢ odpovidaji svymi rozméry, tvarem
1 polohou a velikosti polovych vackl. Prestoze Ceratomyxa sp. 1 byla zaznamendna na
lokalité¢ pomérné vzdalené od typové lokality Ceratomyxa dehoopi, mizeme se domnivat,
ze Ceratomyxa sp. 1 je s velkou pravdépodobnosti totozna s timto druhem. Reed a kol.
(2007) zaznamenali druh Ceratomyxa dehoopi také na velmi vzdalené lokalité Jeffreys Bay
a lze tedy predpokladat Sirsi geografické rozsifeni tohoto druhu. K vyfeseni piesného
zatazeni tohoto druhu by bylo zapotiebi ziskat material z Clinus superciliosus z typové

lokality De Hoop.
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Fylogenetickd analyza vSech sekvenovanych vzorkl z paslizounovitych ryb odhalila
jejich blizkou piibuznost a zjistila jejich fylogenetickou pozici vramci celé linie
ozna¢ované podle Fialy (2006) ,the Ceratomyxa clade“. Fylogenetické vztahy jsou
znazornény na Obr. 16. Z provedené analyzy vyplyva, Ze se druhy fadi do blizké
piibuznosti k druhtim Ceratomyxa cheilinea, Ceratomyxa oxycheilinea a Ceratomyxa
aegyptica, které jsou ve stromu napadné svymi dlouhymi vétvemi. Stejné tak i druh
Ceratomyxa cottoidii patii k tzv. ,,dlouhovétevnym druhim®, které diky své vysoké
evolucni rychlosti SSU rDNA mohou putsobit problémy pfi konstrukcich fylogenetickych
stromt — tzv. Long-branch attraction (LBA) (Anderson a Swofford 2004). Pozici skupiny
druht vramci ,,the Ceratomyxa clade®, které maji tendenci tvofit ve fylogenetickych
stromech dlouhé vétve, se v souvislosti s LBA jevem zabyvali Fiala a kol. (2015).
Vysledna fylogeneticka pozice prezentovana Vv této magisterské praci odpovida zjisténému
postaveni ve vySe zminéné publikované préci (Fiala a kol. 2015).

Kromé druhu Clinus cottoides se ze jmenovanych lokalit vySetfovaly jesté dalsi druhy
paslizounovitych ryb, a to konkrétn¢ druhy Clinus acuminatus, Clinus superciliosus,
Muraenoclinus dorsalis a Clinus brevicristatus. Nejvice parazitovanym druhem ryby,
vzhledem k celkovému poctu vysettenych jedinct a infikovanych jedincti, byl druh Clinus
superciliosus, u kterého byla zjisténa pfitomnost parazita u Sesti z celkového poctu
dvanacti ryb a na zdkladé SSU rDNA molekularnich dat byla prokazéna pfitomnost Sesti
riznych druhd paraziti z rodu Ceratomyxa (Ceratomyxa sp. 1, 2, 3, 4, 6 a 7). U kazdé ze
zkoumanych druhti paslizounovitych ryb byla prokazéna pfitomnost minimalné jednoho
druhu parazita. Nelze ovSem na zaklad¢ provedenych analyz specifikovat, zda by mohl
néktery z téchto druhti ryb byt potencionalné nachylnéjsi k infekci nékterym druhem rodu
Ceratomyxa, protoze u jednotlivych druht byl vySetfen odliSny pocet jedincti.

Z hlediska poctu druhii parazita jsou nejbohatSimi lokalitami Jongensfontain (Still
Bay), Mouille point a Cape Columbie. Na téchto tiech lokalitach byly nalezené tii rizné
druhy parazita (Jongensfontain — Ceratomyxa sp. 5, 6 a 7; Cape Columbie — Ceratomyxa
sp. 3, 4 a 6; Mouille point — Ceratomyxa sp. 2, 6 a 7). Z hlediska poc¢tu druhti hostitele je
nejbohatsi lokalitou Mouille point, na niz byly zjiStény celkem tfi druhy hostitelské ryby
— Clinus acuminatus, Clinus superciliosus a Muraenoclinus dorsalis. | v tomto ptipad¢ je
ale nezbytné zminit, ze pocet vySetfovanych ryb z této lokality byl nejvyssi ze vSech
zkoumanych lokalit.

Z provedené fylogenetické analyzy lze usuzovat, Ze evolucné€ nejodvozengj$im druhem
je Ceratomyxa sp. 7. Tento druh parazituje nejvice druhd ryb (celkem Ctyfi druhy), byl

nalezen na ¢tyfech raznych lokalitach a také byl prokazan u nejvyssiho poctu jedincua (15).
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Ve srovnani s timto byly ¢tyfi druhy rodu Ceratomyxa objeveny pouze u jediného rybiho
hostitele (Ceratomyxa sp. 1, 2, 4 — Clinus superciliosus a Ceratomyxa sp. 5 — Clinus
cottoides).

V populacni struktuie u druhu Ceratomyxa sp. 7 miizeme pozorovat urcity geograficky
vliv. Jsou zde tii linie — prvni linie zahrnuje sekvence vzorkli pochazejicich z jediné
lokality, ale tfech riznych hostiteld. Dvé dalsi linie zahrnuji sekvence vzorki vyhradné
z hostitele Clinus cottoides, pii¢emz jedna z téchto dvou linii obsahuje vétSinu vzorki
z ryb odchycenych na lokalité Jongenfontain (Still Bay) a druha vétSinu vzorku z lokality
Sea View (Camp Bech View).

Ze ziskaného fylogenetického stromu odrdzejiciho pozici jednotlivych vybranych
vzorkt vzhledem k ostatnim druhiim rodu Ceratomyxa (viz Obr. 16) je zfejmé, ze
Ceratomyxa spp. ziskané z paslizounovitych ryb pochazejicich z pobtezi Jihoafrické
republiky maji SSU rDNA, kterd m4a mnohem rychlejsi miru evoluce, nez u vétSiny druhti
rodu Ceratomyxa. Usuzujeme tak na zakladé velmi dlouhych vétvi vedoucich ke studované
skupin¢ ceratomyx a také na zakladé¢ sesterskych druhi Ceratomyxa cheilinae, Ceratomyxa
oxycheilinae a Ceratomyxa aegyptica. Vzhledem k této velmi rychlé evoluci SSU rDNA je
nesnadné rozhodnout, zda sekvence piedstavujici druh Ceratomyxa sp. 6 jsou
reprezentanty jednoho druhu, nebo se jednd o zéstupce vice velmi piibuznych druhd.
Sekvence dvou klonl vzorku €. 1503 by naznacovala prvni moznost, kdy v ramci jednoho
genomu existuje vysokd intragenomovéa variabilita. Naopak pfitomnost vice druhil
naznacuje klonovany vzorek €. 1501 s témét identickymi sekvencemi dvou klont. Situaci
komplikuje fakt, Ze hostitelé byvaji velmi Casto parazitovani vice druhy rodu Ceratomyxa
zaroven, coZ dokazuji naptiklad sekvence dvou klonti vzorku Zluéniku ryby s oznaenim
1504. NemUlZeme tedy vyloucit variantu, Ze vzorek 1503 také obsahoval smiSenou infekci
dvou druhii rodu Ceratomyxa.

Druh Ceratomyxa cottoidii byl dosud znam jen u druhu Clinus cottoides (Reed a kol.
2007). Vysledky predkladané prace mohou rozsitit hostitelské spektrum druhu Ceratomyxa
cottoidii, a to o druh Clinus superciliosus, pokud se bude druh Ceratomyxa sp. 6 povazovat
za Ceratomyxa cottoidii. Podle prace z roku 2008 (Von der Heyden) existuji na pobifezi
Jihoafrické republiky dvé geneticky odlisné populace druhu Clinus cottoides, mezi kterymi
nedochazi de facto k Zzddnému toku gent. Lze ptedpokladat, ze by se ona silnd ptirodni
bariéra, rozhrani Atlantického a Indického oceanu, ktera s nejvétsi pravdépodobnosti
odrazit také v populaéni struktuie parazita Ceratomyxa cottoidii. V ramci této diplomové

prace nebyly k dispozici vzorky z Clinus cottoides z Atlantického oceanu a proto nelze
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posoudit moznou koevoluci druhu Ceratomyxa sp. 6 s hostitelskym druhem. Nicméné
sekvence pochazi z lokality Mouille point (sekvence 1529 1) a Cape Columbie (sekvence
1461 1) z pobiezi Atlantického oceanu. Tyto sekvence pochazi ovSem z hostitele Clinus
superciliosus. Muzeme se jen domnivat, Zze Clinus cottoides z pobieZi Atlantického oceanu
je parazitovan druhem Ceratomyxa sp. 6 (pravdépodobné Ceratomyxa cottoidii), ktery ma
sekvenéni podobnost se sekvencemi 1529 1 a 1461 1 a takto vytvaii oddélené populace
v ramci Ceratomyxa cottoidii v souladu s popula¢ni strukturou hostitele. Stejné tak lze
predpokladat, ze populacni struktura zminéného parazita by pravdépodobné mohla
korelovat s popula¢ni strukturou definitivniho hostitele — v pfipadé motskych myxosporei
se jedna o zastupce tfidy mnohostétinatci (Polychaeta). Ani tato hypotéza vSak nemiize byt

prozatim ovéfena, protoze definitivni hostitel druhu Ceratomyxa cottoidii neni znamy.
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7. Z.aveér

e Ze vSech zkoumanych vzorkt ryb z ¢eledi Clinidae bylo celkem ziskano 35 SSU rDNA
sekvenci myxosporei.

e Na zakladé téchto sekvenci byly zpracované fylogenetické analyzy, ze kterych byla
zjisténa pritomnost pravdépodobné sedmi raznych druhii rodu Ceratomyxa — oznacené
jako Ceratomyxa sp. 1, 2, 3, 4, 5, 6 a 7. V genové bance neexistuje zadny sekvencné
totozny druh s témito druhy.

e Vsechny druhy tvofi spole¢nou fylogenetickou skupinu, kterd se vétvi v ramci ,,the
Ceratomyxa clade®, a to spolu s druhy, které jsou ve stromu charakteristické svymi
dlouhymi vétvemi. Na zéklad€ provedenych analyz mizeme usuzovat, ze Ceratomyxa
spp. ziskané z paslizounovitych ryb pochazejicich z pobtezi Jihoafrické republiky maji
SSU rDNA, kterda ma mnohem rychlejsi miru evoluce, nez u vétSiny druht rodu
Ceratomyxa.

e Evolu¢né nejodvozenéjSim druhem je druh oznaceny jako Ceratomyxa sp. 7. Tento
druh rozméry a tvarem své spory neodpovidd popsanym druhiim z této oblasti
— Ceratomyxa cottoidii a Ceratomyxa dehoopi.

e V populaéni struktufe u druhu Ceratomyxa sp. 7 miizeme pozorovat urcity geograficky
vliv. Jsou zde tfi linie — prvni linie zahrnuje sekvence vzorkl pochdzejicich z jediné
lokality, ale tfech riznych hostitelt. Dvé dalsi linie zahrnuji sekvence vzorka vyhradné
z hostitele Clinus cottoides, piicemz jedna z téchto dvou linii obsahuje vétSinu vzorku
Zryb odchycenych na lokalit¢ Jongenfontain (Still Bay) a druha vétSinu vzorka
z lokality Sea View (Camp Beach View).

e Druh oznaeny jako Ceratomyxa sp. 6 nalezeny na lokalit¢ Jongensfontain (Still Bay)
svymi rozméry i tvarem spory odpovida popsanému druhu Ceratomyxa cottoidii
z typoveé lokality De Hoop Nature Reserve a lze tedy usuzovat, Ze se jednd prave
o tento druh.

e Druh oznaceny jako Ceratomyxa sp. 1 nalezeny na lokalit¢ Kommetje svymi rozméry
I tvarem spory odpovida popsanému druhu Ceratomyxa dehoopi z typové lokality De
Hoop Nature Reserve a lze tedy usuzovat, ze se jedna prave o tento druh.

e Zhlediska poctu druhli parazita jsou nejbohatSimi lokalitami Jongensfontain (Still
Bay), Mouille point a Cape Columbie, na nichz byly zaznamenany tii rizné druhy

parazita.
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e Zhlediska poctu druhli hostitele je nejbohatsi lokalitou Mouille point, na niz byly
zjistény celkem tii druhy hostitelské ryby — Clinus acuminatus, Clinus superciliosus a

Muraenoclinus dorsalis.
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Obr. 17: Mapa pobiezi Jihoafrické republiky — konkrétni geograficka poloha jednotlivych lokalit sbéru vzorkd.
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