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ABSTRAKT

Mezi nejb&znéjsi endoparazity, ktefi napadaji drobné koryse perloo€ky Daphnia pulex,
patfi mikrosporidie. Tito intracelularni paraziti zdanlivé vypadaji jako jednoduché
jednobunécné organismy, ale jejich stavba bunky a zivotni cyklus dokazuji opak. Mikrosporidie
jsou druhové specifické, pfestoze napadaji vétSinu organism( zvifeci fiSe, jesté nejsou

dostatecné probadané.

Tato prace nepfimo navazuje na studie perlooCek druhového komplexu Daphnia

longlispina a mikrosporidii Berwaldia schaefernai z pfehradnich nadrzi.

Cilem bylo prozkoumat blize mikrosporidialni infekci na hostitelskych perlooCkach
Daphnia pulex v jednoduchém prostfedi lesni tliné, coz zahrnovalo sledovani Casové
dynamiky populace perlooCek a identifikace nakazy zpusobené mikrosporidiemi Berwaldia
singularis a mikrosporidii, pracovné oznacené jako ,HVH®. Laboratorni prace zahrnovala
determinaci zooplanktonu a parazitd a ur€eni prevalence, laboratorni pokusy s pfenosy
mikrosporidialni nakazy mezi zdravou a nakaZenou kulturou perlooCek, nebo pomoci

izolovanych spor.

Zivotni cyklus mikrosporidii a hypotézu o sekundarnim vektorovi pomohlo pfibliZit
otestovani vodnich bezobratlych, zejména larev pakomari a komard, na pfitomnost DNA

patogenu pomoci specifické amplifikace DNA mikrosporidii.

Klicova slova: Daphnia pulex, mikrosporidie, Berwaldia schaefernai, Berwaldia

singularis, DNA amplifikace, hostitel, parazit



ABSTRACT

Among the most common endoparasites who infected small crustacean Daphnia
pulex include microsporidia. These intracellular parasites appear to look like a simple single-
celled organisms, but their cell structure and lifecycle prove the opposite. Microsporidia are
species-specific. Although they infected most organisms of the animal kingdom, they are not

yet sufficiently understood.

This theses is inderectly followed up to the studies of waterflea Daphnia longispina

and microsporidia Berwaldia schaefernai from the dam reservoirs

The aim was to analyze closer microsporidian infection on host Daphnia pulex in a
forest pool with simple enviroment, which included monitoring time dynamics of Daphnia
population and identification infection caused by microsporidia Berwaldia singularis and yet

unknown microsporidia labor-marked “HVH”.

Laboratory work included determination of zooplankton and parasites, calculation of
prevalence, laboratory experiments with transmission of microsporidian infection between

healthy and infected flea culture or by isolated spores.

Genetic analysis of aquatic invertebrates from the forest pool, especially larvae of
mite and mosquitos, helped make closer microsporidian life cycle and hypothesis about
secondary hosts, for the presence of pathogen DNA using specific DNA amplification of

microsporidia.

Key words: Daphnia pulex, microsporidia, Berwaldia shaefernai, Berwaldia singularis, DNA

amplification, host, parasite
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UvoD

PerlooCky, mezi které patfi filtrujici herbivorni druhy i predatofi, tvofi vyznamnou slozku
sladkovodnich ekosystémU(l. Prevazna cast jejich zastupcl je soucasti sladkovodniho
zooplanktonu, ale existuji druhy, které Ziji v extrémnéjSich habitatech od brakickych vod az po
slaniska, stejné tak ne vSechny perlooCky jsou zooplanktonni — nékteré jsou pleustonni,
bentické, jeskynni atp. PerlooCky hraji kliC¢ovou roli v trofickych fetézcich a diky mnoha
vlastnostem jsou vitané i v laboratofich jako modelovy organismus (Dodson et al. 1995,
Lampert 2006, Hudec 2010). Nejstudovanéjsimi skupinou perloo¢ek je rod Daphnia.

PerlooCky r. Daphnia se se svymi mikroparazity staly vyznamnymi modelovymi
systémy pro vyzkum hostitelsko-parazitickych vztahi a genetickych interakci v evolucni
ekologii, nebo infek&nich chorob v epidemiologii (Colbourne et al. 1997, Carius et al. 2001,
Ebert 2005, Decaestecker et al. 2007, Seda et al. 2011). Mezi mikroparazity perlooCek patfi
zastupci raznych taxonomickych skupin, napf. bakterie, kvasinky, rGzné skupiny protist,
oomycety, mikrosporidie a mnoho dalSich (Ebert 2005). Paraziti hojné ovliviuji dynamiku
populace perloocek (Decaestecker et al. 2005, Wolinska 2006, Duncan et al. 2007), takéhraji
vyznamnou roli i v genetické struktufe (nejen) perlooCek, proto védce zajima antagonisticka
koevoluce hostitel-parazit. Prevalence mikroparazitd v nékterych populacich r. Daphnia
dosahuje 50-100 %, coz nasvédCuje tomu, Ze evoluce hostitele muze byt silné ovlivnéna
nutnosti ubranit se parazitim (Little et al. 2001, Ebert 2008).

V antagonistické koevoluci je pro vztah hostitel-parazit pozoruhodna rychlost, s jakou
si napadeny hostitel neustale snazi vyvijet rezistenci proti nejb&znéjSim genotypim parazita,
a naopak, jak se parazit snazi pfizplsobovat na nové adaptace hostitele, ¢imz dochazi ke
zménam genotypu (Ebert 2008). Rychlé zmény genotypu hostitelé dociluji diky sexualnimu
rozmnozovani, které je zdanlivé nevyhodné oproti asexualnimu rozmnozovani (Lively 2010).
Interakce mezi mirou infekce a hostitelskymi genotypy muize vést parazity k negativné
frekvencné zavislé selekci a ke zméné ve frekvenci genotypl v ramci populace. Bézné
hostitelské genotypy budou vice napadany parazity nez vzacné genotypy. Vzacné genotypy
tak ziskaji vétsi fitness a v prubéhu evoluce nahradi dfive bézné genotypy. Tim se zméni
i genotypy parazitd a zacnou byt upfednostriované ty, které jsou schopné napadat pavodné
vzacnéjSi genotypy hostitelt (Carius et al. 2001, Little et al. 1999, Wolinska et al. 2006 a 2009a,
Jokela et al. 2009, Gonzales-Tortuero et al. 2016). MySlenku, Ze ¢asové zpozdéna, negativné
frekvenéné zavisla selekce zprostifedkovana parazity upfednostriuje vzacné hostitelské
genotypy vzniklé rekombinaci, shrnuje znama hypotéza Cervené kralovny (Lively 2010).

Dynamiku genotypovych zmén ale neni v pfirodnich podminkach snadné pozorovat,

protoze to vyzaduje nékolik generaci hostiteld a jejich parazitd (Carius et al. 2001,
12



Koskella et al. 2009, Jokela et al. 2009, Wolinska et al. 2009a). Pro odhaleni asociace mezi
hostitelskymi a parazitarnimi genotypy jsou proto obzvlasté vhodné perloocky, protoZe jejich
genotyp je b&éhem asexualni reprodukce stabilni a k rekombinaci dochazi jednou za €as, na
rozdil od sexualné se rozmnozujicich jedincu (Little et al. 1999). Vzhledem k silnému efektu
genetického pozadi na specificnost infekce a vysokou miru virulence nékterych mikroparazitd,
mohou byt paraziti dominantni silou pfi ovliviiovani genotypového polymorfismu v ramci
hostitelské populace, ¢imz mohou vést k evoluénim zménam v populaci perloocek (Colbourne
et al. 2004, Brede et al. 2006, Duncan et al. 2007, Wolinska et al. 2009 a 2011, Metzger at el.
2016). Odhady toku genli mezi populacemi jsou kli¢em k pochopeni mikroevoluéni proces(
vramci druhu, v€etné mechanismu koevoluce v systému hostitel-parazit (Wolinska et al.
2011).

Moje prace navazuje na spolupraci tymu prof. Justyny Wolinské (nyni na Freie
Universitat Berlin) a katedry ekologie na Pfirodovédecké fakulté UK (Stodola 2013, Hubova
2015) na vyzkumu mikroparazitd druhového komplexu perlooéek Daphnia longispina a
prostorovych gradient(l parazitace v pfehradnich nadrzich (Wolinska et al. 2011, Weigl et al.
2012, Yin et al. 2012). Tyto studie se zabyvaly genetickou strukturou perloo¢ek a vztahy mezi
perlooCkami a jejich mikroparazity, mezi nimiz byly zahrnuty i mikrosporidie.

Patfi mezi né i diplomova prace o mikrosporidiich na téma ,Mikroparaziti a plodnost
perlooCek rodu Daphnia na gradientech v korytovitych pfehradnich nadrzich®, kterou na
katedfe ekologie v roce 2015 obhajila Jana Hubova. Vzorky odebrané z pfehrad Vir a Vranov
slouzily k analyze a urCeni prostorové distribuce a ¢asové dynamiky mikroparazitt
napadajicich perloocky, ovlivnéni distribuce perlooCek i miru jejich parazitace. Cilovymi
skupinami mikroparazitll byly oomycety, prvoci Caullerya mesnili, kvasinky Metschnikowia
bicuspidata a mikrosporidie Berwaldia schaefernai. Diplomova prace Jany Hubové se dale
podrobné zabyvala fixaci a ur€enim mikrosporidialni nakazy v perloockach.

Zjisténé udaje o nizké populacni variabilité mikrosporidie oznaCované jako Berwaldia
schaefernai (Wolinska et al. 2011, Gonzalez-Tortuero et al. 2016) podporuji hypotézu o jejim
vicehostitelském cyklu. Jako vhodny kandidat pro Sifeni mikrosporidie se jevi létajici hmyz
s vodnimi larvami (Wolinska et al. 2011). Takovy pfenos by mohl u¢inné homogenizovat
populaci parazitli, naopak vysoka geneticka diverzita se obvykle nachazi mezi populacemi
parazity infikujici nepohyblivé nebo asocialni hostitele (Huyse et al. 2005). Pokud paraziti
migruji vice nez jejich hostitelské perlooCky, mohou byt v koevolu¢ni vyhodé — vitézi nad svymi
hostiteli, protoZe se pfizpUsobuji zmé&nam v rezistenci hostitele rychleji, nez je hostitel schopny
Celit parazitarnim infekcim (Dybdahl et al. 1996, Metzger et al. 2016).

Prestoze je prostiedi pfehrad a jinych velkych vodnich nadrzi vhodné pro v)yzkum

prostorovych gradientl a studium mikroparazitd perloocek, pro detailngjsi studium vztah
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hostitel-parazit a hledani pfipadného sekundarniho hostitele je to pfili§ velké a komplikované
prostfedi, co do po¢tu mikrohabitatt a jejich dostupnosti (napf¥. dno, pelagial), mnoho druht
zivoCich(l, zahrnujici hmyz a perloocky. Sledovani, vzorkovani i odbéry jsou na pfehradach
komplikované a naro¢né.

K zékladnimu zkoumani vztaht mezi hostitelskymi perloo¢kami a jejich mikroparazity,
v tomto pfipadé konkrétné mikrosporidiemi, a pfipadnymi sekundarnimi hostiteli, je vhodné;si
jednoduché prostfedi s malo druhy. Pod tim si Ize pfedstavit tun, ktera je snadno dostupna,
s jednoduchym spoleenstvem a spiSe s jednodusSimi vztahy mezi zivodichy. KliCovou
podminkou je, aby se na lokalité vyskytoval stejny, nebo alespon pfibuzny druh uréeny ke
zkoumani (tj. mikrosporidie r. Berwaldia) jako se vyskytuje v nadrzich. A zaroven, Ze se na
zkoumané lokalité pokud mozno vyskytuje jen jeden hostitelskych druh r. Daphnia
(v pfehradach druhovy komplex D. longispina a v tlni D. pulex). Proto byla vybrana lesni tan

nedaleko obce Béle¢ na Kfivoklatsku, kterou nam doporudil prof. Vavra.

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK:

12S — mitochondrialni 12S ribozomalni RNA, je soucasti malé podjednotky

mitochondrialniho ribozomu

16S — prokaryotni ribozomalni RNA, ktera se vyskytuje v malé podjednotce,

univerzalni marker ve fylogenetickych studii, prokaryotni ekvivalent 18S
18S — eukaryotni ribozomalni RNA
DNA - deoxyribonukleova kyselina
PCR - z anglického ,polymerase chain reaction®, polymerazova fetézova reakce
SSU - z anglického,small subunit, mala ribozomalni podjednotka
rRNA — ribozomalni ribonukleova kyselin

DNA — deoxyribonukleova kyselina
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CILE PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo prozkoumat vzajemné interakce mezi hostitelskymi
perlooCkami Daphnia pulex a dvéma mikrosporidialnimi parazity - Berwaldia singularis a
prozatim neznamou mikrosporidii, ktera byla pracovné oznacena jako ,HVH®“. Zkoumanou
lokalitou se stala lesni tan u BélCe, ktera je diky jednoduchému spolecenstvu, perlooc¢kam
nakazenymi mikrosporidiemi a dalS§im mnoha vlastnostem vhodna ke studiu.

Prvnim cilem bylo zjiténi sezénni dynamiky hostitelskych perloo¢ek a prevalenci
mikrosporidialni nakazy. Pravidelné terénni odbéry zooplanktonu jsem provadéla v obdobi
2014 - 2016, po kterych nasledovala laboratorni ¢ast se zakladni determinaci zooplanktonu,
uréeni denzity zooplanktonu a vizualni ur€eni perlooCek s mikrosporidialni infekci. Zaroven
jsem sledovala prevalenci infekce a porovnavala vliv mikrosporidialni infekce na ¢asovou
dynamiku populace perlooCek na lokalité mezi lety 2014 a 2015.

Druhym krokem bylo otestovat v pilotnich experimentech, jakym zplsobem se prfenasi
(resp. nepfenasi) mikrosporidie ,HVH" a Berwaldia singularis na hostitelské perloo¢ky nebo
mezi nimi. Provedla jsem pokusy s horizontalnim a vertikalnim pfenosem s pouZzitim zdravych
i nakaZzenych perlooek a pokusy s virulenci spor, které jsem ziskala izolaci z nakazenych
perloocek.

DalSi naplni mé diplomové prace byla molekularni detekce DNA mikrosporidii pomoci
amplifikace fragmentu genu 16S malé podjednotky rRNA pomoci primer(, které jsou
povazovany za specifické pro mikrosporidie. Pokud by se mi podafilo amplifikovat
mikrosporidialni DNA, v pfipadé nejistoty pfi vizualnim ur€eni bych po amplifikaci mohla
vyloudit jinou, vizualné podobnou infekce (napf. bakterialni). Nasledné jsem PCR produkty
osekvenovala pro blizSi ur€eni studovanych druhu a jejich zasazeni do kontextu ostatnich
mikrosporidii napadajicich perloocky.

Nedavno uspésné na perlooCkach a dalSich vodnich ¢lenovcich probéhly studie
odhalujici diverzitu mikroparazitd (i mikrosporidii) (Wolinska et al. 2009, Yin et al. 2012,
Grabner 2016). V neposledni fadé jsem pomoci PCR a sekvenace hledala moznou pfitomnost
studovanych mikrosporidii u dalSich vodnich bezobratlych, pfedevSim u larev létajiciho
hmyzu, &imz jsem se chtéla vice pfiblizit k odpovédi na otazku, zda mikrosporidie maji na

lokalité, kromé hostitelskych perlooCek, sekundarniho vektora.
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1. PERLOOCKY R. DAPHNIA

Na studované lokalité, v lesni tani u BélCe, je nejbéznéjSim zastupcem zooplanktonu,
a vybranym objektem zkoumani, perloocka druhu Daphnia pulex.

Perloo¢ky rodu Daphnia zahrnuji okolo 200 druhd malych vodnich korySu patfici do
fadu Anomopoda (Branchiopoda: Cladocera), jez patfi k typickym zastupciim zooplanktonu ve
sladkych vodach, zejména jezerech, umélych nadrzich a tlnich (Colbourne et al. 1997).
Perloo¢ky hraji dulezitou roli v udrzovani kvality vody a v trofickych sitich sladkovodnich
ekosystému. VétSina perloo¢ek se Zivi primarnimi producenty — jsou to filtratofi fas, bakterii a
dalSich partikuli vyskytujicich ve vodé, nékteré perloocky jsou predatofi. Posléze se perloocky
stavaji potravou pro nékteré ryby a vétsi bezobratlé organismy (Ebert 2005, Forré et al. 2008,
Petrusek 2010, Boehler et al. 2012).

PerlooCky se staly popularnimi modelovymi organismy v riznych odvétvich biologie,
ekologie, toxikologie a mnoha dalSich védeckych oborech diky jejich snadnému chovu a
manipulaci v laboratornich podminkach: perlooéky tvofi velké populace s kratkou generacni
dobou a produkuiji relativné velké mnozstvi potomki (Stollewerk 2010). Télo perloocek je
vétSinou pruhledné, takze Ize snadno pozorovat jejich vnitfni strukturu s organy. Obvykle se
rozmnozuji cyklickou partenogenezi a dokazi vytvaret dormantni stadia, ktera jsou schopna
pretrvat nepfiznivé podminky (Decaestecker et al. 2005; Lampert 2006, Hudec 2010,
Stollewerk 2010).

Daphnia pulex, ¢&esky hrotnatka obecna, je bézna, v dospélosti pfiblizné
1,5-3 mm velka, zaoblena, pruhledna perloocka. Hlavova ¢ast vybiha v rostrum, télo je kryté
chitinizovanym karapaxem, ktery posteriorné vybiha v charakteristickou spinu, jez muze
dosahovat az d&tvrtiny délky téla. V dorzalni ¢asti téla ma D. pulex umisténou plodovou
komdarku, ve které se vyviji vajiCka a embrya (Ebert 2005, Hudec 2010).

Pro perlooCky je typickym zpusobem rozmnozovani cyklicka partenogeneze, tedy
stfidani nepohlavni partenogeneze se sexualnim rozmnozovanim (obr. 1). Sami¢ky obvykle
partenogeneticky plodi asexualni dcery. Vyvoj potomkl je pfimy, bez larvalniho stadia,
po vylihnuti z vajiCek zlstavaji embrya v plodové komiurce jesté po dobu tfech dni. PerlooCky
prochazi péti juvenilnimi instary, teprve Sesté stadium je dospélé, schopné rozmnozovani.
Dospélé samice mohou v zavislosti na podminkach produkovat vajicka kazdé 3-4 dny az
do jejich smrti. Po urcité zméné Zivotnich podminek (napf. pokles teploty, zména fotoperiody,
nedostatek potravy) dojde u dospélych samic k produkci synu, jez se rozmnozuji pohlavné.
Pohlavné vznikla embrya mohou pozastavit svij vyvoj v pfipadé nepfiznivych podminek a

vzdorovat jim tak, Ze jsou uzaviena do nékolika vrstev matefského karapaxu, ktery jim vytvofi
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dostate¢né odolné chitinizované a melanizované pouzdro, tvarem pfipominajici sedélko —
— efipium (Ebert 2005 a 2008, Kleiven et al. 1992). Jakmile opét nastanou vhodné Zivotni
podminky, pokraCuje diapauzni stadium ve vyvoji a lihne se zné samiCka. Existuji
i vyjimky — u nékterych klonud jsou asexualni samicky schopné tvofit dormantni vajicka i bez
meidzy a tudiz nepotifebuji samce, tento proces se nazyva obligatni partenogeneze (Ebert
2008).

Cyklicka partenogeneze kombinuje pfedevsim vyhody partenogeneze a sexualniho
rozmnozovani. Diky asexualnimu rozmnozovani perloo¢ky rychle reaguji na momentalné
vyhodné environmentalni podminky prostfednictvim rychle se mnozicich klonalnich jedincu.
Sexualni rozmnozovani poskytuje zdroj genetické variability diky rekombinaci, a tim zvySuje
pravdépodobnost, ze nékteré genotypy budou lépe adaptovany na nové zmény prostredi,

mimo jiné napf. odolnéjsi proti parazitim (Innes et al. 2000).

Obr. 1. Zivotni cyklus perlooéek s cyklickou partenogenezi a sexualnim
rozmnozovanim. Autorka kresby: Katleen Van Der Gucht, zdroj: Petrusek 2010.
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2. MIKROSPORIDIALNI PARAZITI PERLOOCEK RODU
DAPHNIA

2.1. MIKROSPORIDIE

Mikrosporidie jsou jednobunécéni obligatni paraziti. Pivod mikrosporidii neni zcela
objasnén, ale nedavno publikované udaje naznaluji, ze mikrosporidie jsou pfibuzné
s houbami, a to bud jako sesterska skupina ,niz§ich hub* Cryptomycota (James et al. 2013),
nebo pfimo podskupinou patfici do Cryptomycota, €i sou¢ast nové navrzené superskupiny
Opisthosporidia, ktera sjednocuje skupiny Microsporida, Cryptomycota a Alphelida, kam patfi
zastupci parazitl fas, a ktery je sesterskou skupinou pravych hub (Karpov et al. 2014).

Mikrosporidie jsou hojni paraziti zahrnujici pfes 1300 popsanych druht v pfiblizné
160 rodech; infikuji pfedevsim ryby, hmyz, korySe, ptaky a savce, nevyjimaje ¢lovéka (Refardt
et al. 2002, Vossbrinck et al. 2004, 2005, Corradi et al. 2009, Stentiford et al. 2013). Od vétSiny
ostatnich protist se mikrosporidie liSi absenci mitochondrii, dale maji organelu zastavajici
funkci Golgiho aparatu a 70S ribozomalni podjednotku (Lom 1999, Corradi et al. 2009).

Mikrosporidie jsou druhové i tkanové specifické a jejich zivotni cyklus muze byt
jednoduchy nebo slozity vicehostitelsky. Mikrosporidie maji ve svém zivotnim cyklu pohlavni
a nepohlavni stadium (Ironside 2007). VétSina mikrosporidii ma jednoduchy zivotni cyklus
s pfimym pfenosem infekce. Za disperzi mikrosporidii, a tudiz jejich pfenos z hostitele na
hostitele, jsou zodpovédné spory. Jedna se o jediné zivotni stadium mikrosporidii, které je
schopné zit mimo bunky hostitele a prezit vyschnuti.

Zivotni cyklus mikrosporidii zadina v moment&, kdy germinalini spory injikuji obsah své
buriky do hostitelské cytoplazmy. Pro infekci hostitele maji mikrosporidie uzpisobeny injek&ni
aparat ve formé dlouhé stoCené injekéni trubice — obvykle oznaCované jako ,polové viakno®
(obr. 2). Spora se aktivuje chemickym podrazdénim a ,vystfeli“ polové viakno do buriky
hostitele, poté pfejde obsah spory — sporoplazma — do hostitele (Xu et al. 2005, Franzen 2005,
Vavra et al. 2013). Jadra sporoplazmy se déli merogonii a vznikd nepravé plazmodium
nazyvané meront, které postupné vyplfiuje cytoplazmu hostitelské buriky. Posléze dojde
k syntéze proteinu, které aktivuji tvorbu bunécné stény za vzniku sporontl. Sporonti jsou
pfechodnym stadiem mezi meronty a sporami, jejich déleni a produkce dcefinych spor je
druhové specifické, nakonec dojde v procesu zvaném sporogonie k maturaci spor s funk&nim

injekénim aparatem (Franzen 2005, Vavra et al. 2013).
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Obr. 2. Obecné schéma spory mikrosporidie. Pfekresleno podle Han et al. 2017

Mikrosporidie infikuji vyhradné hostitelskou cytoplazmu, kde probiha vétSina zivotniho
cyklu s maturaci a reprodukci spor (Vavra et al. 2013). VétSina mikrosporidii napada
u perlooCek bunky stfevniho epitelu, vajeCniky, tukovou tkan &i hypodermis. Ke stfevnim
infekcim dochazi obvykle horizontalnim pfenosem, naopak k infekci vaje€nikil dochazi
vertikalnim pfenosem (viz kapitola 2.2). Pfiznaky infekce, stejné tak tvar a velikost spor byvaji
druhové specifické. Spory mohou byt kulaté, ovalné, hruskovité, uprostfed zuzené, jejich
velikost mize byt vrozmezi 1-5 pm. Nékteré mikrosporidie Ize v pokrocilé fazi nakazy
pozorovat v rlznych odstinech barev (od bélavé, narGizovélé, Zluté, zelené az tmaveé) jako
shluky spor vypliujici specifické tkané Ci celé télo perloocky (Ebert 2005, Weigl et al. 2012,
Vavra et al. 2013). Spory uvolnéné z tél perloo¢ek klesaji na dno, kde mohou pfeckat zimu
nebo se stanou zdrojem pro dal3i infekci (osobni sdéleni prof. Vavry 2016).

U nékterych mikrosporidii se vyskytuje heterosporie, ktera je rovnéz diskutovana
u mikrosporidii s vicehostitelskym cyklem. Heterosporie, jak uz nazev napovida, se vyznacuje
morfologickymi rozdily mezi sporami v jednotlivych Castech Zivotniho cyklu, které maji
pravdépodobné i riznou funkci. Rozdilné typy spor se vyskytuji v hostiteli, jiné ve volném
prostiedi a dalSi napfiklad pfeCkavaji nepfiznivé obdobi bez hostitele v sedimentu (Vizoso et
al.2004, Becnel 1994).

Neni ovdem podminkou, Ze druh s heterosporii musi mit nutné vicehostitelsky Zivotni
cyklus, coz doklada napfiklad mikrosporidie Hamiltosporidium tvaerminnensis, dfive
v literatufe oznaCovana jako Octosporea bayeri (Vizoso et al. 2004, Ebert 2005, Haag et al.

2011). U H. tvaerminnensis byly pozorovany tfi rlzné typy spor, z nichz prvni dva jsou
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hruskovitého tvaru, liSici se od sebe pouze tloustkou stény spory, a objevujici se na pocatku
infekce. TFeti druh spor ma odliSny, nepravidelny tvar. Funkci prvnich dvou typu spor je rdzny
zpUsob Siteni, kdezto funkce tfetiho typu je prozatim neznama (Roth et al. 2008; Haag et al.
2011).

2.2. ZPOSOBY PRENOSU INFEKCE

Infekce zpUusobené uvedenymi mikroparazity se pfenasi dvéma zpUsoby: horizontalné,
nebo vertikalné. Horizontalni pfenos znamena nakazeni novych hostitelt infekénimi sporami
uvolnénymi do vody z nakazenych jedinct. Spory mGzou byt uvolnéné z Zivych nakazenych
perlooCek nebo ze spor, které se uvolnily z mrtvych, rozkladajicich se tél nakazenych jedincu.
Zdravé perlooCky se mohou nakazit sporami béhem filtrace vody (Ebert 2005, Vizoso et al.
2005). Horizontalni pfenos infekce na perloockach Daphnia magna byl spolehlivé doloZen jen
u nékolika druhd mikrosporidii Flabelliforma magnivora (Larsson et al. 1998),
Hamiltosporidium tvaerminnensis (Haag et al. 2011) a Pleistophora intestinalis (Mangin et al.
1995).

Druhy zplsob pfenosu mikroparaziti u perlooCek je vertikalni cestou z nakazené
matky na vajiCka. V pfenosu a disperzi infekce mohou hrat roli i efipia, diky kterym by se
mikrosporidie mohla i snadnéji Sifit do novych lokalit (Vizoso et al. 2004, Ebert 2005). Pfenos
infekce z matky na potomstvo byl popsan u hostitelskych Daphnia magna na mikrosporidiich
Flabelliforma magnivora (Larsson et al. 1998), Hamiltosporidium tvaerminnensis (Haag et al.
2011) a Tuzetia sp. (Mangin et al. 1995).

Nékteré mikrosporidie vodnich ¢lenovcu a vodnich larev potfebuji pro dokonceni svého
zivotniho cyklu infikovat jiného hostitele. Jejich spory totiz nejsou schopné infikovat jedince
stejného druhu (Vavra et al. 2005, Refardt et al. 2008). K podezfeni na vicehostitelsky cyklus
doSlo u mikrosporidii: Tuzetia sp. (Mangin et al. 1995), Flabelliforma magnivora (Ebert 2005),
Binucleata daphniae (Refardt et al. 2008), jejichz mezihostitelem je Daphnia magna; Gurleya
vavrai na D. magna i D. pulex, Larssonia obtusa na D. pulex (Refardt et al. 2002) anebo
u mikrosporidie onaované jako ,Berwaldia schaefernai“®, ktera se nachazi na druhovém

komplexu Daphnia longispina v pfehradnich nadrzich (Wolinska et al. 2009). NejCastégji

1V prubéhu mé diplomové prace jsem se dozvédéla o chybé v GenBank. Pod nazvem Berwaldia
schaefernai byla do r. 2017 chybné oznalena sekvence jiného druhu mikrosporidie. Proto budu tuto

chybné oznacenou mikrosporidii psat v uvozovkach - ,Berwaldia schaefernai“. Vice viz Diskuze.
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diskutovanym alternativnim hostitelem jsou buchanky nebo |étajici hmyz s vodnimi larvami,
diky kterym mikrosporidie ziskavaji vétdi potencial pro rozptyleni (Mangin et al. 1995,
Vossbrinck et al. 2004, Wolinska et al. 2009).

Diverzifikovana skupina vodnich mikrosporidii Amblyosporidae napadajici buchanky a
dospélé komary byla porovnavana na zakladé sekvenace SSU rRNA s mikrosporidiemi
r. Berwaldia, Hazardia, Gurleya, Larssonia a Trichotuzetia. Fylogeneticka analyza pomohla
upresnit pfibuznost mezi skupinou Amblyosporidae a ostatnimi druhy vodnich mikrosporidii,
napadajicimi rovnéz komary, dale ve studii podrobné popisuji pfenos infekce a vicehostitelsky
cyklus (Vossbrinck et al. 2004). Ze se nejedna o ojedinély pripad vicehostitelského cyklu na
vodnich ¢lenovcich, potvrzuji i dalSi studie, napf. buchanky Paracyclops fimbriatus fimbriatus
a komafi Culex renatoi (Micieli et al. 2000), nebo prace Andreadise (1985, 2005) ktery se
dlouhodobé zabyval pfenosem mikrosporidialni infekce mezi buchankami Acanthocyclops
vernalis a komary Aedes cantator v laboratornich podminkach.

V laboratornich podminkach se pfenos mikrosporidialni infekce podafilo nasimulovat
na hostitelské perloocky Daphnia magna, a to konkrétné mikrosporidiemi Binucleata daphniae
(Refardt et al. 2008) a Hamiltosporidium tvaerminnensis (Haag et al. 2011), Ordospora
colligata (Ebert 2005), Tuzetia sp. (Mangin et al. 1995). U ostatnich mikrosporidii, nebo na
hostitelské perlooCky D. pulex se pfenos nasimulovat nepovedlo, coz mize u mikrosporidii
poukazovat na slozZitéjsi Zivotni cyklus s pfitomnosti daldiho mezihostitele (Andreadis 1985,
Ebert 2005, Refardt et al. 2002, 2008, Wolinska et al. 2011).

2.3. PRIKLADY MODELOVYCH SYSTEMU MIKROSPORIDII
PARAZITUJICICH NA ZASTUPCICH R. DAPHNIA

Nasledujici kapitola pojednava o vybranych mikrosporidiich parazitujicich na
perlooCkach r. Daphnia, které jsou zajimaveé kvili podezieni na vicehostitelsky cyklus, anebo
jsou pfibuzné mikrosporidiim z tiné &i pfehrad.

Typickym zastupcem mikrosporidie s jednohostitelskym Zivotnim cyklem, ktery
parazituje na perlooCkach Daphnia magna, je Binucleata daphniae. Zajimavé je na ni to, ze
ackoliv ma B. daphniae pouze jeden typ spor (homosporie), presto patfi do kladu, kde se jeji
pfibuzné druhy vyznacuji heterosporii a vicehostitelskym zivotnim cyklem. Jako vysvétleni se
nabizi, ze teprve evoluéné nedavno B. daphniae pozménila svUj vicehostitelsky Zivotni cyklus
na jednoduchy. Tato mikrosporidie napada vysoce virulentnimi sporami hypodermis a tkané,
které jsou dullezité pro rust a vyvoj, presto je infikovana perloo¢ka schopna rlstu a sviékani

(Refardt et al. 2008).
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Agglomerata cladocera se svymi hruSkovitymi sporami parazituje na perlooCkach
Dahnia magna. Spory tvofi nej¢astéji osmisporové klastry, které vytvareji loziska v hypodermu
a tukovych bunkach (Larsson et al. 1996, Sokolova et al. 2016). Na druhu Daphnia pulex
nebyla Agglomerata cladocera doposud spatfena (Larsson et al. 1996). Na zakladé sekvenace
SSU je pravdépodobné, Ze A. cladocera a Binucleata daphniae jsou blice pfibuzné nebo
dokonce shodné a B. daphniae je jen novéjSi nazev pro jeden a ten samy druh (Sokolova et
al. 2016).

Flabelliforma magnivora napada tukovou tkan u perloocky Daphnia magna (Larsson
1998). Infekce byla pozorovana i v podkoznich bufkach a vajecnicich. Spory jsou pomérné
velké (az 4,5 um), hruskovitého tvaru a tvofi velké shluky v centralni ¢asti téla. Nakazené
perlooCky maiji nizsi zivotaschopnost a u nékterych dochazi k redukci plodnosti. Schopnost
virulence je prekvapivé nizka. Pro F. magnivora je typicky vertikalni pfenos z matefského
hostitele na potomky, horizontalni pfenos neni bézny (Larsson 1998, Ebert 2005). Na zakladé
sekvenace SSU byla F. magnivora pfemisténa do r. Hamiltosporidium a pfejmenovana na
Hamiltosporidium magnivora (Haag et al. 2011).

Blizce pfibuzna mikrosporidie Hamiltosporidium tvaerminnensis, parazitujici pouze na
perloo¢kach Daphnia magna, rovnéz infikuje tukové buniky a vajeCniky, snizuje
Zivotaschopnost a plodnost perloo¢ky (Haag et al. 2011). Jak jiz jsem zminila v kap. 2.1. pro
H. tvaerminnensis je charakteristicka heterosporie, pfestoze ma jednoduchy Zivotni cyklus.
V poslednim stadiu infekce dojde k zaplnéni celého téla perloocky bile opaleskujicimi sporami.
U H. tvaerminnensis je znamy horizontalni pfenos (pouze sporami z rozkladajicich se
nakazenych perlooCek), ktery se podafilo uspé&sdné dolozit i v laboratofi (Haag et al. 2011), ale
i vertikalni (transovarialni) pfenos infekce (Ebert 2005).

Berwaldia schaefernai, pavodné popsana jako Plistophora schaefernai Jirovec,
1937, infikuje perloo¢ky druhového komplexu Daphnia longispina, které se hojné vyskytuji
v rybnicich, pfehradach a jezerech. Infekce je snadno rozpoznatelna diky nazelenému
zabarveni, nejdfive napada vajeCniky a tukové burky, nasledné ostatni tkané. Jelikoz
napadené perloocky nejsou schopné produkovat vajicka, €i vajicka nejsou schopna zrani, lze
pochybovat o0 moznosti transovarialniho pfenosu infekce (Vavra et al. 1994). | dalSi pokusy
s pfenosy infekce v laboratofi byly neuspésné (Vavra et al. 1994) . NejvétSi vyskyt infekce
nastava v letnich mésicich. Zralé spory maji nepatrné asymetricky ovalny tvar, jsou velké cca
4,7x2,5 uym arelativné snadno rozpoznatelné od spor ostatnich druht mikrosporidii diky svému
tvaru, velké zadni vakuole a velkému jadru (Vavra et al. 1994). Berwaldia schefernai je
sesterskym druhem Berwaldia singularis - jedné z mikrosporidii, jeZz se vyskytuje na mnou

zkoumané lokalité v BéI&i (Vavra et al. in press).
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,B. schaefernai“ se stala pfedmétem zkoumani vlivu na populaéni dynamiku a genetickou
strukturu hostitelského komplexu perloo¢ek Daphnia longispina vyskytujici se v pfehradnich
nadrzich (Wolinska et al. 2009a, Yin et al. 2012). U této mikrosporidie byl zjistén rovnomérny
vyskyt a distribuce ve vétSiné zkoumanych nadrzich (Wolinska et al. 2009a, Weigl et al. 2012).
Spole¢né s navrhovanymi moznostmi pfenosu a neschopnosti provést infekci sporami
v laboratornich podminkach nasvédéuji tyto faktory k sloZitému Zivotnimu cyklu se

sekundarnim hostitelem (Refardt et al. 2002).

2.4. MIKROSPORIDIE PARAZITUJfo NA PERLOOCCE D. PULEX
NA ZKOUMANE LOKALITE

Na vybrané lokalité v tni nedaleko Bél¢e parazituji na hostitelskych perloockach
minimalné tfi druhy mikrosporidii.

A to Berwaldia singularis (Larsson 1981), nové popsana Globulispora mitoportans
(Vavra et al. 2016), a dosud nezafazena mikrosporidie, ktera je strukturalné velmi podobna
mikrosporidii Agglomerata sp., avSak podle pfedbézného zkoumani tymu prof. Vavry nebude
patfit do tohoto rodu. Proto budu nadale pro tuto mikrosporidii uzivat jen pracovni nazev ,HVH*
(,HVH* doslova znamena ,hrusky v hlavé® podle hruskovitého tvaru spor a lokalizace v hlavé,
rostru a okoli jicnu perlooCky). Formalni popis této mikrosporidie ma byt dokonéen tymem prof.
Vavry v pribéhu roku 2017.

Berwaldia singularis, poprvé objevena v Daphnia pulex a popsana vroce 1981,
infikuje tukové bunRky. V pokroCilém stadiu infekce Ize spory nalézt i ve vajeCnicich a
hypodermu, ale nikdy se nenachazi ve stfevnim epitelu, svalech nebo nervové tkané.
V Zivotnim cyklu ma dvé vyvojové odlisna, merogonaini stadia, z merontd druhého stadia se
vyviji sporonti produkujici dva sporoblasty, ze kterych se vytvofi par spor, které se mohou
vyskytovat oddélené. Spora je obalena specialni membranou, pfiblizné 5,5x6,5x3,0 um velka,
ale po fixaci a vysuSeni se zmenSi zhruba na polovinu (Larsson 1981).

V BéICi se v hostitelskych peloockach D. pulex vyskytuje jesté dalsi, nové popsany
druh mikrosporidie, a to Globulispora mitoportans (Vavra et al. 2016), kterou se ale blize ve
své diplomové praci zabyvat nebudu, protoze se jeji pfibuzny ekvivalent v pfehradnich
nadrzich nenachazi (a také jsem se o jeji pfitomnosti v tini dozvédéla az v roce 2016). Pfesto
ji chci jako mikrosporidialniho parazita perlooCek kratce zminit. G. mitoportans patfi do
heterogenni skupiny parazitujici na ¢lenovcich. infikuje stfevni epitel perloocek v horni az
stfedni Casti stfeva a ZaludeCni sténu. Nakazené bunky obsahuji ,mnoho parazitickych spor,

vejCitého az ovalného tvaru. Spory se vyskytuji jednotlivé, nejsou seskupené v klastry a jejich
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tvar zlOstava stejny i po vysuSeni. Globulispora mitoportans ma mezi popsanymi
mikrosporidiemi jedinec¢nou strukturu. Kromé perloo¢ky D. pulex parazituje mikrosporidie
G. mitoportans v tlni z BélCe jesté na dalSim druhu perloo¢ky Simocephalus vetulus. Jako

u perloocky D. pulex i zde G. mitoportans infikuje gastrointestinalni tkarn (Vavra et al. 2016).
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METODIKA

1. STUDOVANA LOKALITA

Vhodnym prostfedim pro mou praci se ukazala lesni tin (obr. 3) mezi obcemi Béle€ a
Nizbor (50.054N, 14.019E), ktera mi byla doporu¢ena prof. Vavrou. Byla vybrana kvdli

jednoduchému spole€enstvu, které zde zije, a pfitomnosti perlooCek nakazenych

mikrosporidiemi r. Berwaldia. T0n je velmi vhodna pro terénni odbéry — je snadno dostupna a
v bezprostiedni blizkosti silnice, je dostate¢né mélka pro jednoduché odbéry z bfehu anebo
v rybarskych brodicich kalhotech dale od bfehu.

V sezéné 2014 byla tan hluboka az 120 cm a jeji plocha dosahovala az 800 m2.
Nasledujici rok v srpnu tuf postupné vyschla az na minimalnich 10 cm v nejhlubSich mistech
o ploSe 50 m?. V prosinci 2015 se tun zacala opét zaplrovat, presto v obdobi jara 2016
dosahovala maximalni hloubka jen 80 cm a plocha tiné se zmensila asi o 200 m?. V kvétnu
2017 maximalni hloubka dosahovala jen 50 cm a plocha tiiné asi 150 m?, pres léto oGekavam
jeji kompletni vyschnuti. Vétinu roku je hladina pokryta okfehkem Lemna minor, teplota vody

v [été nepfesahuje 25°C.

Obr. 3. Zkoumana lokalita — lesni tin mezi Nizborem a Béléem, pokryta
okiehkem, 30. dubna 2015. Autor: P. J. Juracka
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2. TERENNI ODBERY VZORKU0

Terénni odbéry jsem provadéla v sezénach 2014 — 2016, s frekvenci jedenkrat tydné
az mésicné od bfezna do zafi, tedy v obdobi vyskytu hostitelské perlooCky Daphnia pulex.
Frekvenci odbérl jsem podle sezény 2014 v sezénach 2015 a 2016 upravila a zvysila v obdobi
prevalence infekce od konce dubna do konce Cervna (viz Pfiloha I-1ll). (Vybaveni potfebné
k odebirani vzorkl je uvedeno v Pfiloze V)

Z jednoho odbéru jsem pofizovala nékolik vzorku podle typu zkoumaného objektu i
rocniho obdobi. Pro pozorovani chovani populace zdravych a nakazenych jedinci Daphnia
pulex a pokusy s pfenosem infekce jsem potfebovala zivy zooplankton, ktery jsem nahodné
odebirala litrovou nadobou, obvykle stagilo odebrat 1-2 litry vody. Pro dlouhodobé&jsi
laboratorni analyzy, determinaci bezobratlych a pocitani denzity jsem odebrala dva
kvantitativni a dva kvalitativni vzorky, od kazdého z mél¢iny (odebirané pfi bfehu do hloubky
cca 30 cm) a z hlubSi ¢asti (ve vzdalenosti vice nez 5 m od bfehu a pfi hloubce vétsi nez 30
cm).

PFi odbéru kvantitativnich vzorkd jsem nahodné po 1 litru odmérnou nadobou odebirala
10 litrG vody z mél€iny i z hlubsi &asti, které jsem posléze prefiltrovala pfes planktonni sit o
velikosti ok 100 um. Kvantitativni vzorky jsem zafixovala formaldehydem do vysledné
koncentrace ve vzorku cca 4% a pro pozdéjsi analyzu uchovavala v lednici. Dale jsem pro
pozorovani infekce a genetickou analyzu odebirala planktonni siti o velikosti ok 100 ym na
teleskopické ty€i vzorek z mél€iny a pro odbér z hlubsi ¢asti jsem pouzivala asi dva metry
dlouhy trubicovy odbérak se spodni zaklopkou (obr. 4). Kvalitativni vzorky jsem zafixovala v
96% etanolu a opét uchovavala v lednici. PfileZitostné jsem planktonni siti odebrala dalSi
vodni bezobratlé ZivoCichy a efipia perlooCek; bahno s napadanym listim, ze kterého jsem
ziskala bentické bezobratlé, jsem nabirala litrovou nadobou.

Soucasti terénnich odbérd bylo i méfeni chemickych a fyzikalnich vlastnosti vody:
teplota vody a vzduchu, konduktivita a mnoZstvi chlorofylu. Bohuzel, ne vzdy se mi dafilo

zajistit méfici pristroje, a proto je soubor dat neuplny.
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Obr. 4. Trubicovy odbérak se zaklopkou a s detailem na zaklopku s magnetem.
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3. LABORATORNI CAST

3.1. DETERMINACE ZOOPLANKTONU A MIKROSPORIDII

V laboratofi jsem pod svételnym mikroskopem pfi zvétSeni 400x urCila do cCeledi
Zivogichy (nékteré z nich jsem urgila druhu, viz kap. VYSLEDKY), které se vyskytujici na
lokalité: perlooCky (Celed Daphniidae) a ¢ockovci (Chydoridae), buchanky (Cyclopoida),
lasturnatky (Ostracoda), vodule (Hydrachnidae), pijavka (Hirudinidae), v bentosu se nachazeji
Zizalice (Lumbriculidae), naidky (Naididae) a bahnivka (Bithyniidae). Z hmyzu se vyskytuji
larvy dvoukfidlého hmyzu: koretry (Chaoboridae), pakomafi (Chironomidae), pakomarcoviti
(Ceratopogonidae) a komafi (Culicidae); larvy potapnika (Dytiscidae), na hladiné (pokud neni
zarostly okfehkem) se prohanéji bruslarky (Gerridae).

Bez pomoci mikroskopu Ize mikrosporidialni infekci snadno zaménit s jinymi, které
zbarvuji télo perloo¢ky, napf. infekce zplUsobené bakteriemi, kvasinkami, oomycetami a
dalSimi mikroparazity (Ebert 2005, Hubova 2015). Kromé vizualnich pfiznakd méli nakazené
perlooCky i zrychlenou sedimentaci ve vodnim sloupci a zhor$ené schopnosti plavani, z cehoz
vyplyva, Ze pro perloocky tak typicky priskokovy zplisob plavani byl nevyrazny a tézkopadny
(osobni pozorovani podpofené pozorovanim prof. Vavrou).

Nakazené perlooCky se nejlépe pozorovaly pod bocnim svétlem na tmavém podkladu
stereomikroskopem pfi 16x zvétSeni. Pro pfesné uréeni mikrosporidialni infekce bylo tfeba
pozorovat perloocky pfi vétSim zvétSeni (100-1000x) pod svételnym mikroskopem, jenomze
v prochazejicim svétle neni idealni pozorovat mikrosporidialni infekci kvili zastinéni a
Spatnému uhlu svétla (obr. 4). Detaily spor a infekce Ize dobfe pozorovat (kromé elektronového
mikroskopu) inverznim mikroskopem pfi pouziti temného pole pod pozorovanym objektem
(obr. 5).

Obr. 4. Hostitelska perlooc¢ka Daphnia pulex

nakazena sporami mikrosporidie ,,HVH",

pozorovana v prochazejicim svétle.
Autor: J. Vavra, 2014.
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Obr. 5. Hostitelska perloo€ka Daphnia pulex
nakazena sporami mikrosporidie ,,HVH",
pozorovana na tmavém pozadi inverznim

mikroskopem. Autor: P. J. Juracka, 2015.

Obr. 6. Hostitelska perloocka
D. pulex nakazena mikrosporidii
Berwaldia singularis.
Autor: J. Vavra, 2014.

V pfipadé nejistoty, zda se jedna o mikrosporidialni nakazu a o jaky druh, jsem

nakazené perlooCky rozmackavala mezi podloznim a krycim sklickem, ¢imz doSlo k vyliti spor

do vody a mikrosporidie se podle tvaru spor snaze identifikovaly.

Nakaza mikrosporidii Berwaldia singularis se pojevuje zabarvenim téla perlooCek

od bélavé az po narUzovéle opaleskujici barvu loziskami spor, které postupné zpusobu;ji

nepruhlednost perlooCek. Spory se nachazeji v hrudni oblasti okolo jicnu, horni ¢asti stfeva a

filtraCniho aparatu (obr. 6), v hlavové Casti jsem spory pozorovala jen v poslednim stadiu

infekce, kdy uz je sporami zamorena cela hostitelska perloo¢ka. Spory jsou ovalného, mirné

nepravidelného tvaru (Vavra et al. v tisku).

Nakaza mikrosporidii ,HVH" (rovnéz obr. 5)
se projevuje jako bélavé kompaktni shluky v hlavové
Casti, v hrudni &asti okolo jicnu, stfeva a filtracniho
aparatu, infikuje tukové bufiky a hypodermis.
Nejlépe se infekce pozoruje pfi pouziti temného pole
pod pozorovanym objektem. Spory mikrosporidie
LSHVH® jsou pfiblizné 4 ym velké, na jedné strané
ovalku zuZené do tvaru pfipominajici hrusticku.
Spory zaujimaji kulovité klastry bé&lavé barvy o poctu
8-16 spor (obr. 7), po wyliti do vody se klastry
rozpadaji na jednotlivé spory.
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Autor: J. Vavra, 2014 .



3. 2. POCITANI DENZITY

Vzorky pro pocCitani denzity populace jsem odebirala kvantitativné z 10 | vody, kterou
jsem prefiltrovala pfes sitku s velikosti ok 100 ym, €¢imz jsem ziskala zahusténé vzorky o
objemu 100 ml a zafixovala je formaldehydem. Pro spocteni denzity populace jsem musela
projit a spocitat 28 vzorku ze dvou odbérovych mist — ze bfehu a z vétsi hloubky, které
pochazely pfevazné z obdobi duben az ¢ervenec 2014 a 2015 (viz pfiloha V a VI). Pro ur€eni
denzity perloodek a vyskytu infekce jsem zkontrolovala vzorky, které jsem odebrala
v podzimnich a zimnich terminech. Pro spocitani prevalence a naslednou genetickou ¢ast
jsem pouzivala vzorky s uréenou infekci odebranych v sezénach 2014 — 2016.

Po spocteni denzity jednoho vzorku s nékolika tisicovkami zooplanktonu jsem zvolila
pocitani pomérovym zpusobem. Po dikladném promichani a proprani vzorku pod vodou,
abych se zbavila formaldehydu, jsem na pocitaci sklicko odebrala 2ml podvzorek se
zooplanktonem. Urcila jsem zooplankton, spocitala jej a rozfadila do deseti kategorii: dospélé
samice r. Daphnia, dospélé efipialni samice, samci, juvenilové, Chydorus, buchanky, larvy
koretry, larvy pakomarovcq, larvy komaru a ostatni bezobratli Zivo€ichové. Pro uréeni denzity
zooplanktonu jsem spocitala tolik podvzorkl, aby pocet jedincl v kategorii ,dospélé samice*
nebo ,juvenilové® presahl 300.

Pro spocteni populaéni dynamiky ovlivnéné infekci a pro ureni prevalence jsem
pouzivala kvalitativni vzorky, které byly za dostatku vody odebrané ze bfehu i z hlubsi ¢asti
tuné. Vzorky byly pro pozdéjSi genetickou analyzu zafixované ethanolem. Na zakladé
jsem ziskala hruby odhad vyskytu infekce pro pfisti sezonu 2015, kdy jsem mohla odbéry
v obdobi vyskytu infekce zintenzivnét, jednalo se o pét odbérd. Pro urCeni prevalence jsem
v kompletnim vzorku detekovala nakazené perloocky, dle pfiznakd odhadla mikrosporidialni
infekci pod stereomikroskopem a rozfadila perloo¢ky do kategorii zdravé versus nakazené:
dospélé samice, efipialni samice, juvenilové a samci, na zavér jsem spocitala zdravé a
nakazené perloocky a na zakladé podilu nakazenych perloo¢ek vic&i zdravym jsem vypocitala

prevalenci.

3. 3. STATISTICKA ANALYZA DAT Z TERENNICH VZORKUO

Z celkem 22 odbérovych termint béhem sezén 2014 — 2016 (viz pfiloha VI a VII), jsem
ziskala dostatené mnozstvi dat ke zpracovani. Po urCeni celkové denzity perlooCek a

bezobratlych a spocitani prevalence z 8 odbérovych terminu, jsem se rozhodla statisticky
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otestovat hypotézu, zda mira prevalence signifikantné zavisi na denzité hostitelskych
perlooCek. V literatufe se uvadi, Ze k vyskytu mikroporidialni infekce u perlooek dochazi
v obdobi s nejvysSi denzitou hostitelské populace (Brambilla 1983). V MS Excel jem zvolila
korela¢ni analyzu, pomoci které lze urcit linearni zavislosti mezi veli€inami na zakladé
stanoveni Pearsonova korela¢niho koeficientu. Vysledky byly zobrazeny graficky na bodovém
diagramu.

Dale jsem statisticky testovala hypotézu, jestli se signifikatné nelisily podily jednotlivych
zivotnich stadii mezi zdravymi a nemocnymi perlooCkami. Ne/zavislost jsem porovnavala
pomoci kontingenéni tabulky (chi-kvadréat testem) v MS Excel a vysledky znazornila graficky.

Hladina vyznamnosti byla stanovena na a = 0,05.

3. 4. LABORATORNI POKUSY S PRENOSEM INFEKCE

V laboratornich podminkach jsem v letech 2015 a 2016 provedla tfi pilotni pokusy
s nakazenim klonalnich kultur hostitele sporami mikrosporidii. Pro pfenos infekce jsem
potfebovala mikrosporidialni spory, které jsem vyizolovala z nakazenych perloo¢ek, anebo
pfimo nakazené dospélé perloocky. Spory jsem ziskala z Cerstvé odebranych vzork( z terénu
v obdobi vyskytu infekce zadatkem kvétna. Zivé perlootky jsem pod stereomikroskopem
zanalyzovala a vytfidila jsem ty, u kterych jsem vizualné urcila infekci. Pro potvrzeni jsem jesté
nahodnym vybé&rem nékolik z nich rozmackla podloZznim sklickem, abych mohla zkontrolovat,
zda lozZiska infekce skute€né obsahuji mikrosporidialni spory, tyto spory jsem dale vyuZila jako
zdroj infekce pfi krmeni perloocek. V roce 2015 jsem provedla dvé série pokusu s pfenosem
infekce zplsobené mikrosporidii ,HVH®. V roce 2016 s pfenosem infekce ,HVH" (jen 12
jedincu, vzdy po tfech v kazdé sadé), doplnéné a Berwaldia singularis, u které jsem testovala
jen horizontalni pfenos, nebot jsem mezi ziskanymi jedinci nenasla jedinou dospélou samici

s embryi &i efipiem.

Pro pokusy jsem pouzila Ctyfi sady kadinek po 10 kusech, do kterych jsem umistila

zdravé D. pulex z chovu a nakazené z tuné v téchto variantach (obr.8):
e 1. sada - 10 kadinek, po 2 zdravych (z laboratorniho chovu) a 2 nakazenych

perlooCek v kazdé kadince (pro testovani mozného horizontalniho prenosu

z nakazenych jedincu)
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e 2. sada — 10 kadinek, po 2 zdravych perloockach v kazdé kadince krmené
smési fas a mikrosporidialnich spor (pro testovani horizontalniho pfenosu a

infek&nosti spor)

e 3. sada - 10 kadinek, po 2 nakazenych perloCkach s embryi (pro testovani

vertikalniho pfenosu z nakazenych samic na potomky)
o 4. sada- 10 kadinek, po 2 zdravych perlooCkach (kontrolni skupina)

Doba trvani pokuslt byla pfiblizné jeden mésic, béhem néhoz jsem perloocky
1-2x tydné krmila ad libitum Fasovou suspenzi Monoraphidium sp., podle potieby doplfiovala
vodu a pozorovala jejich chovani a pfipadnou pfitomnost infekce pod stereomikroskopem.
Po ukoncéeni pokusu jsem pod bocnim svétlem stereomikroskopu zkontrolovala pfitomnost
infekce. Pro jistotu jsem pozdéji perlooCky rozmackla podloZznim sklickem, aby se wylil

kompletni obsah jejich télnich bunék.

Obr. 8 llustracni obrazek pokust s mikrosporidialnimi prenosy

horizontalni prenos

krmeni Fasovou
vertikalni prenos suspenzi se sporami

32



3. 5. AMPLIFIKACE MIKROSPORIDIALNI DNA POMOCI PCR

Pro detekci mikrosporidialni DNA v perloo¢kach a bezobratlého zooplanktonu
a bentosu ztuné jsem pouzila k amplifikaci gend 16S malé podjednotky rRNA parové
mikrosporidialni primery pomoci PCR. Pod mikroskopem jsem ze vzorkd z odbérovych
termind s nejvy$Si prevalenci, které byly nafixovany etanolem, vybrala zdravé a nakazené
perloo¢ky. Pod boénim svétlem stereomikroskopu na tmavém podkladu jsem vizualné urcila
mikrosporidialni infekci.

Vybrala jsem perlooCky, které byly infikované pfevazné mikrosporidii “HVH", nebot’ na
lokalité v sezénach 2014 a 2015 dominovala, a infikované mikrosporidii Berwaldia singularis
ze sezény 2016. Ze dvou terminu jsem odebrala zdravé perlooCky pro negativni kontroly.
Absolutni jistotu v uréeni nakazy jsem ziskala az po rozmacknuti perloocky a vyliti spor. Podle
pfiznak(l nakazy jsem mohla jen predpokladat ur€ity druh mikrosporidie.

Mezi zastupci bezobraltych jsem pro amplifikaci mikrosporidialni DNA vybrala koretry,
larvy i pupy komard a pakomarq, larvy pakomarcl, naidek a zizalice, larvy jepice

a larvy potapnika.

3. 5. 1. Izolace DNA

DNA perlooCek jsem pfipravovala rozpusténim v roztoku proteinazy K standardni
metodikou (Schwenk et al. 1998). Vybrané perloo¢ky jsem nejprve osusila filtranim papirem
a vymachala v kapce deionizované vody, abych se zbavila co nejvétS§iho mnozstvi etanolu.
Odtud jsem jednu perlooC¢ku pfenesla do své mikrozkumavky s 200 ul roztokem enzymu
proteinazy K. Mikrozkumavky jsem inkubovala ve vodni lazni o teploté 56 °C po dobu
minimalné 4 hodin. Nakonec jsem zbylou proteinazu denaturovala kratkym zahfatim (min. 10
min) na teplotu 98 °C.

DNA bezobratlych jsem izolovala pomoci Genomic DNA MiniKit (Tissue) od firmy

GeneAid. Postupovala jsem dle pfedepsaného protokolu:

1. Disociace tkané — celé télo nebo pfiblizné pllcentimetrovou ¢ast bezobratlého jsem
vlozila do 1,5ml mikrozkumavky a drtitkem rozmélnila. Pfidala jsem 200 yl GT pufru a roztok
zhomogenizovala. Nakonec jsem pfidala 20 ul proteinazy K, zamichala na tfepa&&ce (vortexu)
a nechala inkubovat na 60 °C po dobu 30 minut. BEhem inkubace jsem mikrozkumavky

protfepavala kazdych 5 minut.

2. Lyze — Ke vzorkiim jsem pfidala 200 yl GBT pufru, zamichala a inkubovala na 60 °C

po dobu 20 minut. BE€hem inkubace jsem opét mikrozkumavky protfepavala kazdych 5 minut.
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3. DNA binding — Pfidala jsem 200 pl 99 % ethanolu a okamzité protfepavala po dobu
10 sekund. Sedimentacni kolonku jsem vlozila do 2ml sbérné zkumavky a za ucCelem
prefiltrovani do sbéraci zkumavky jsem vzorky po dobu 2 minut centrifugovala pfi maximalni

rychlosti (14 000 x g). Sedimentaéni kolonku jsem pfemistila do nové 2ml sbérné zkumavky.

4. Precisténi — Pridala jsem 400 pl Wash 1 pufru a centrifugovala po dobu 30 sekund
na max. 14 000 x g. Ze sedimentacni kolonky jsem prote€eny roztok vylila a kolonku vratila
zpét do sbérné zkumavky. Poté jsem pfidala 600 ul Wash 2 pufru (s pfidanym etanolem) na
sedimentacni kolonku. Po dobu 30 sekund jsem vzorky centrifugovala pfi maximalni rychlosti.
Opakovala jsem wyliti prote€eného roztoku, kolonku vratila zpét do sbérné zkumavky a opét

centrifugovala pfi maximalni rychlosti po dobu 3 minut.

5. Vymyvani — Sbérnou zkumavku s proteCenym roztokem jsem vyhodila a
sedimentacni kolonku jsem vloZila do 1,5ml mikrozkumavky. Pfidala jsem 100 pl pfedehiatého
vymyvaciho (eluéniho) pufru do stfedu sedimentacni kolonky a inkubovala po dobu 5 minut pfi
pokojové teploté. Na zavér jsem pufr s uvolnénou DNA stocila do sbérné mikrozkumavky

v centrifuze pfi maximalni rychlosti po dobu 1 minuty.

3. 5. 2. PCR

PCR je enormné citliva metoda, kdy béhem procesu muze byt amplifikovano i malé
mnozstvi kontaminujici DNA (Mulis 1990). Vzhledem k moznym fale$né pozitivnim vysledkim,
které mohly nastat kdykoliv b&hem pfipravy DNA izolatu a pfipravé reakéni smési pro PCR,
bylo nutné provadét kontroly — negativni vzorek bez DNA izolatu. Jako dalSi kontroly bez
pritomnosti DNA mikrosporidie slouzily nenakazena perloocka, DNA izolat bleSivce komplexu
Gammarus fossarum nebo DNA izolat z hlemyzdé zahradniho ze sbirek mych kolegl
v laboratofi.

Nejprve jsem se snazila o optimalizaci protokolu PCR a jako prvni jsem amplifikovala
mitochondrialni gen hostitelskych perloocek, abych zjistila, zdabyly vzorky vhodné zafixovany
(DNA je nedegradovana) a funguje izolaceDNA i nasledny proces PCR. Pouzila jsem
primerovy par vyvinuty pro rod Daphnia, ktery amplifikuje 12S rRNA, a to 12S-F 5 ATG CAC
TTT CCAGTACAT CTAC 3'a12S-R5'AAATCG TGC CAG CCG TCG C 3'. Jako pozitivni
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kontrola poslouzil izolat DNA z bleSivce HUN14A ze sbirky Denise Copilase. Pro pfipravu PCR
produktu o celkovém objemu 12 pl jsem potiebovala 1,5 yl DNA izolatu. Pro proces PCR jsem
pouzila pfistroj Cycler Bio-Rad a zvolila na ném program 12S (viz Pfiloha VII).

Pro dalSi kontrolu DNA izolatu vodnich bezobratlych, jsem pouzila mitochondrialni
cytochrom oxidazové CO-1 primerové pary (dle Folmer et al. 1994): LCO1490: 5'- GGT CAA
CAA ATC ATA AAG ATATTG G-3'a HC02198: 5'-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT
CA-3'. Jednalo se o fragmenty dlouhé 710 bp. Celkovy objem vzorku mél 25 pl, s objemem 2
Ml DNA izolatu, nejprve jsem pouzila CO-I primery o koncentraci 0,35 uM a pufr (NH4)SO., ale
proces PCR nevysel. Na doporuceni Ondfeje Korabka, kolegy z laboratofe, jsem snizila
koncentraci primer o polovinu a vyménila pufr (NH4).SO. za KCI, poté uz byl proces PCR
uspésny (viz Priloha VII).

VSechny DNA izolaty perlooCek i bezobratlych jsem podrobila amplifikaci DNA
mikrosporidii pomoci obecnych primerd, které amplifikuji geny 16S malé podjednotky rRNA,
u nichz jsme predpokladali, ze jsou specifické pro mikrosporidie, ale neamplifikuji DNA
hostitele (dle Weigl et al. 2012). Jednalo se 0 16SMicGen_361F 5 CTG GTG CCA GCA GCC
GCG GTA AT 3 a 16SMicGen_869R 5 TTK TCC CGC GTT GAG TCA AAT TAA 3 o délce
438-494 bp, pro tento par primer budu nasledné pouzivat oznaceni ,16SMic“. PCR produkt
jsem pfipravila o celkovém objemu 25 pl s 2 yl DNA izolatu (viz Pfiloha VII). Celkem jsem
amplifikovala 64 nakazenych perloocek, 16 zdravych perloocek a 120 bezobratlych. Vysledky
amplifikace DNA mikrosporidii, obzvlasté u PCR produktd s bezobratlymi, nebyly uspokojivé
(viz kap. 3.4.).

Proto jsem na zakladé vysledku amplifikace 16SMicprimery (dle Weigl et al. 2012) jsem
zopakovala amplifikaci mikrosporidialni DNA pomoci mikrosporidialnich primert V1 5° CAC
CAG GTT GAT TCT GCC TGA C 3*a uni-3R 5° ATT ACC GCG GMT GCT GGC AC 3‘ o délce
450 bp, které amplifikuji geny 16S malé podjednotky rRNA (dle Grabner 2017). Pro celkovy
objem 25 pl jsem pouzila 1,5 ul izolatu DNA (viz PFiloha VII).

Vysledna délka DNA fragmentl byla analyzovana gelovou elektroforézou (1,5% gel
s pufrem TBE 1x, obarveny ethidium bromidem, jako DNA marker byl pouzit 100 bp DNA
ladder Thermo Scientific, napéti 500V, doba 23-30 min a zobrazeni pomoci UV svétla o vinové
délce 312 nm).
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3. 5. 3. Purifikace PCR produktu

Pro purifikaci DNA byly vybrany PCR vzorky amplifikované mikrosporidialnimi primery
16SMic a V1/Uni-3R, které se na gelové elektroforéze zobrazily Cistymi, konkrétnimi prouzky.
Postup purifikace PCR produktu pro sekvenaci byl nasledovny:

Do 1,5 ml mikrozkumavky bylo k 25 yl PCR produktu pfidano 75 pl deionizované vody
a roztok promichan napipetovanim tam a zpatky asi 10 x. Poté byl pfidan roztok octanu
sodného o objemu 10 pl, po promichani bylo pfidano 200 pl vychlazeného 99% etanolu.
Roztok byl zhomogenizovan zatfepanim a sraZzena DNA nasledné zcentrifugovana po dobu
10 minut pfi maximalni rychlosti (14 000 x g). Pfi manipulaci se vzorky bylo nutné jednat
opatrné, aby se nepromichala sedimentovana DNA. Takto se mohlo opatrné odebrat od vrchni
blanky pfiblizné 300 ul roztoku, ¢imz se odstranilo asi 90 % roztoku.

K sedimentované DNA bylo dale pfidano 100 ul vychlazeného 75% etanolu pro promyti
peletu. Roztok byl opét zhomogenizovan zatfepanim a srazena DNA nasledné
zcentrifugovana po dobu 10 minut pfi maximalni rychlosti (14 000 x g). Z mikrozkumavky bylo
stejnym zplsobem opatrné odebrano asi 100 ul roztoku. Oteviené mikrozkumavky byly
vlozeny do ohfivade nastaveného na teplotu 40 °C na pfiblizné 3 hodiny pro odpareni
zbyvaijiciho etanolu a vody. Na zavér byl pelet DNA rozpustén ve 20 ul deionizované vody.

PCR produkty jsem prohlédla v Sirokospektralnim spektrofotometru Nanodrop
ND-1000 v modulu Nucleic Acid. Z PCR produktd jsem vybrala ty, které mély namérené
hodnoty koncentrace vy$si nez 10 ng/ul. Podle sekvena&niho protokolu jsem namichala vzorky
na sekvenacni reakci o urcitém objemu PCR produktu s 0,5 ul reverzniho primeru, doplnéné
deionizovanou vodou do objemu 8 pl. PCR produkty jsem odeslala na sekvenaci do Laboratofe
sekvenace DNA, Core facility- Genomika, PfF UK, BIOCEV ve Vestci (viz Pfiloha VIII).

3. 5. 4. Analyza sekvenacnich dat

Sekvence ocisténé od sekvenci primerud a pfipadnych necitelnych oblasti v programu
Chromas byly porovnany se zaznamy v GenBank v programu Nucleotide Blast

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) Tento program porovnava shodu mezi sekvencemi

nukleotidl (nebo protein() se sekvencnimi databazemi a vypocitava statistickou vyznamnost.

Pro zjisténi pfibuznosti a fylogenetické pozice se zkonstruoval fylogeneticky strom
s pouzitim stejnych sekvenci jako v praci Weigl et al. (2012). Nové vytvoieny fylogeneticky
strom zahrnuje identické sekvence mikrosporidialnich parazitl perloo€ek r. Daphnia a blizce

pfibuznych mikrosporidii napadajicich ostatni druhy, ke kterym byly pfidany dvé nové
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sekvence nakazenych perlooCek z BélCe a sekvence Agglomerata cladocera (Sokolova et al.
2016).

Sekvence byly ,alignovany* algoritmem MUSCLE, Spatné ,alignované® oblasti s vétSim
mnozstvim inserci a deleci byly odstranény v programu Gblocks 0.91 s pouzitim méné
pfisnych nastaveni, coz vedlo k vytvofeni vysledného eligmentu dlouhého 404 bp (délkou
srovnatelny s Weigl et al. 2012 — 406 bp). Vztahy mezi jednotlivymi taxony byly odvozeny
pomoci metody maximalni vérohodnosti modelem evoluce GTR+G, ktery byl vybran pomoci
Bayesovského informacniho kritéria, v programu MEGA7. Podpora vétvi ve vysledném stromu
byla odhadnuta pomoci neparametrického ,bootstrappingu“ na 100 opakovani s hodnotou
podpory had 50 %.
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VYSLEDKY

SEZONNI DYNAMIKA POPULACE PERLOOCEK A VODNICH BEZOBRATLYCH

V sezoné 2014 se zkoumané perlooCky Daphnia pulex na lokalité za¢inaly objevovat
koncem bfezna, vyrazny vzestup populace nastal pfiblizné v poloviné dubna. Maximalni
denzity dosahla populace perloo¢ek D. pulex na konci kvétna, tj. okolo odbéru 30. kvétna.
Efipialni samice se objevovaly v nizkém poctu v pribéhu celé sezdny, jejich maximalni vyskyt
jsem zaznamenala v poloviné kvétna. Juvenilové se nachazeli ve vSech odbérovych
terminech, k prvnimu vyraznému populaénimu vzristu doSlo 15. dubna a kdalSimu
30. kvétna. Zastoupeni juvenilt bylo pocetnéjsi na meél€iné nez v hlubsi ¢asti. Samci perloocek
se sporadicky vyskytovali od 15. dubna, ale jejich pocet vice nez 10x stoupl v poloviné kvétna.
Vyrazny propad populace perloo¢ek nastal 30. dubna a velikost populace prudce poklesla

v pribéhu Cervence (viz Pfiloha VI).

V laboratofi se mi podafrilo uréit do druhu tyto Zivo€ichy, které se na lokalité nachazely
(pFiloha): kromé perloocek Daphnia pulex také Simocephalus vetulus, ktery se na lokalité zacal
vyskytovat v prib&hu léta. Cockovec Chydorus sphaericus se na lokalité vyskytoval celou
sezonu, nejvétsi velikosti jeho populace dosahovala na pfelomu kvétna a ¢ervna. Buchanky
Diacyclops bicuspidatus se na lokalité vyskytovaly po celou sezénu, nejpo€etnéjsi byla jejich
populace na za¢atku jara. Larvy dvoukfidlého hmyzu se v tuni vyskytovaly predevsim v dubnu,
kromé& Kkoreter jsem uz vkvétnu larvy dvoukfidlého hmyzu v odebranych vzorcich
nepozorovala. Dale jsem mezi bezobratlymi pozorovala pijavku Dina lineata, larvu potapnika
ryhovaného Acilius sulcatus, bruslafku Gerris lacustris, a bahnivka Bithynia tentaculata, larvy

jepic, zastupce nitének, zizalic a efipia zvifena ze dna tlné.

V sezéné 2015 se perlooCky na lokalité zacinly objevovat zaatkem dubna. Efipialni
samice se nachazely v tani po celou sezénu, samci az od 23. dubna, vyskyt juvenill byl
podobny jako v r. 2014. Maximalnich hodnot dosahla populace v poloviné kvétna. 31.5. doslo
k populaénimu propadu a populace perlooCek vymizela koncem srpna. Oproti r. 2014 byla
denzita perloo€ek r. 2015 vySsi (obr. 9)

Vyskyt dalSich zastupct zooplanktonu buchanek Cyclopoida a ¢o¢kovcu Chydoridae
byl obdobny jako v pfedchozi sezoné, jen byly jejich populace pocetnéjsi. Larvy dvoukfidlého

hmyzu jsem v odebranych vzorkach pozorovala do 3.5., koretry se objevily jesté v Cervenci a
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srpnu, komafi larvy v srpnu. PFileZitostné jsem v odbérech nachazela larvy potapnika, jepic.

Zastupci niténkovitych a efipia zvifena ze dna se vyskytovaly pribé&zné po celou sezénu (viz
Pfiloha).

Obr. 9. Histogram sezénni dynamiky perlooéek v sezénach 2014 a 2015.
Perloocek jsou rozdéleny do 5 kategorii: dospélé samice, dospélé samice s efipiem (zkratka
dops. s ef.) , plovouci efipia, juvenilové a samci. Na ose x jsou znazornéna odbérové terminy
s mistem odbéru M — mél€ina, H — hlubsi ¢ast, na ose y je znazornéna denzita perloocek
(v poctu jedinct na litr).
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PREVALENCE MIKROSPORIDIALNI INFEKCE

Infikované perloocky se v sezoné 2014 zacinaly na lokalité objevovat zacatkem kvétna
a mizi v pribéhu Cervence. Perloocky nakazené mikrosporidiemi byly nalezeny pouze ve
vzorcich pofizenych v terminech 13. 5., 30. 5. a 22. 6 U mnou zkoumanych jedincu se jednalo
se vyhradné o mikrosporidii ,HVH", pfitomnost B. singularis v téchto vzorcich jsem
nepozorovala. Hodnoty prevalence v obdobi, kdy jsem detekovala mikrosporidialni infekci, se
pohybovaly od minimalnich 2 % po maximalnich 18 % zterminu 22.6. (tab. 1). Nejvice

nakazenych perlooCek se nachazi v kategorii ,dospélé samice“ z 13.5. z hlubSi ¢asti (max.
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pocet 90 z celkového poctu 2635 jedinc, dil¢i prevalence pro tuto kategorii je 3,4%), nakazeni

v ostatnich kategorii se pohybuji vyrovnané v priibéhu sezény v hodnotach jednotek.

Tab. 1. Hodnoty prevalence mikrosporidialni infekce pro sezénu 2014

Prevalence infekce 2014 mélcina (v %) hlubsi ¢ast (v %)
13. 5. 2014 2,6 4,0
30.5. 2014 4,8 1,9
22.6.2014 18,0 11,5

Z odbéru pfedchozi sezony 2014 jsem jiz méla vytvofeny odhad pfitomnosti infekce,
a proto jsem ji mohla Iépe kontrolovat a zintenzivnét terénni odbéry v dobé propuknuti infekce
v sezoné 2015. PerlooCky nakazené mikrosporidiemi ,HVH® byly nalezeny v péti terénnich
odbérech, atov terminech 3. 5., 13. 5., 19. 5., 31. 5. a 15. 6. Nakaza mikrosporidii B. singularis
byla nalezena jen v terminech 13. 5. v poc¢tu 15 perloo¢ek nakazenych vaci 185 nakazenym
mikrosporidii ,HVH®“ z celkovy po¢tu 11994 perlooCek) a 19. 5. v poc¢tu 9 nakaZenych
perlooCek B. singularis vici 89 nakazenych mikrosporidii ,HVH* z celkového poc¢tu 1533
perlooCek. Hodnoty prevalence v obdobi, kdy jsem detekovala mikrosporidialni infekci, se

pohybovaly od minimalnich 0,05 % po maximalnich 6 %, které byly dosazeny 31. 5. (tab. 2).

Tab. 2. Hodnoty prevalence mikrosporidialni infekce pro sezénu 2015

Prevalence infekce 2015 Infekce méléina (v %) Infekce hlubsi ¢ast (v %)
3.5.2015 0 0,05
13. 5. 2015 1,4 2,1
19. 5. 2015 4.9 1,8
31.5. 2015 6,0 0,5
15. 6. 2015 0,1 0,9

V roce 2016 jsem provedla odbéry jen ve tfech terminech, a to 9.5.2016, 22.5.2016 a
22.6.2016, kdy jsem kvali nizkému stavu hladiny mohla odebrat jen jeden vzorek.
Pozorovanim pod stereomikroskopem jsem zjistila, Zze ve vSech vzorcich se hojné nachazi
B. singularis, oproti mikrosporidii HVH je pfitomna az 4 x vice, napf. v terminu 9.5.2015 z 323
nakazenych perloocek, bylo 275 nakazenych B. singularis. V sez6né 2016 infekce propukla

az v 25% prevalenci (tab. 3). Mezi perlooCkami nakaZenymi mikrosporidii ,HVH* jsem
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pozorovala samice s embryi i efipidlni samice, zatimco u perlooCek nakazenych mikrosporidii

Berwaldia singularis jsem dospélé samice s embryi ani s efipii nepozorovala.

Tab 3. Hodnoty prevalence mikrosporidialni infekce pro sezénu 2016

Prevalence infekce 2016 méléina (%) hlubsi ¢ast (%)
9.5.2016 13,9 6,9
22.5.2016 24,7 12,0
22.6.2016 18,6

VYHODNOCOVANI DAT STATISTICKYMI METODAMI

Pomoci Pearsonova korela¢niho koeficientu jsem testovala, zda mira prevalence ne/zavisi na
velikosti populace perloocek. Pearsonlv korelacni koeficient vysel
p = - 0,175 - tyto dva jevy jsou na sobé signifikantné nezavislé (P hodnota = 0,68).
Nezavislost téchto dvou jevl na sobé byla ofekavana, nebot vétSina pfirodnich jevl je
charakteristicka svou proménlivosti a ovlivnénim mnoha faktory, které nemuseji (a nebyly) do
souboru dat zahrnuty, coz je patrné u odlehlé hodnoty z odbérového data 22. 6. 2014.
Vysledky jsem graficky znazornila bodovym diagramem (obr. 10).

Obr. 10 Vztah mezi denzitou hostitelskych perlooéek a prevalenci infekce mikrosporidii
HVH z osmi odbérovych terminu v sezénach 2014 a 2015.
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Dale jsem statisticky testovala, jestli se signifikatné neliSi podily jednotlivych Zivotnich
stadii mezi zdravymi a nemocnymi perlooCkami. Ne/zavislost jsem porovnavala pomoci
kontingen¢ni tabulky (chi-kvadrat testem). Z vysledk( vyplyva, Ze se podily jednotlivych
Zivotnich stadii mezi zdravymii a nemocnymi signifikantné liSily, coz je dobfe patrné i ze
sloupcového grafu, kde jsou vedle sebe porovnany obé skupiny (obr. 11). Nejnakazeng;si
kategorii jsou dospélé samice, které v 10-nasobnych hodnotach prevySuji ostatni kategorie.
Nepozorovala jsem usamice s efipii nakazu mikrosporidii B. singularis, pouze nakazu
mikrosporidii ,HVH®. Vyjimku tvofi hodnoty z odbérového data 3.5.2015, které nemélo smysl
testovat, nebot se zde vyskytovaly pouze 3 nemocné perlooCky z kategorie dospélé samice
na celkovy pocet 11 373 perloocek.

Obr. 11. Porovnani podill jednotlivych Zivotnich stadii zdravych a nemocnych

perlooéek. HvézdiCkou * jsou oznacené signifikantni rozdily mezi Zivotnimi stadii

infikovana zivotni stadia.

u jednotlivych odbérovych dat. Zkratka ,ZDR" znamena zdrava Zivotni stadia, ,INF*“ znamena
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VYSLEDKY LABORATORNICH POKUSU S PRENOSEM INFEKCE

Mikrosporidialni spory byly pfitomny pouze ve stfevech u sady dospélych perloocek,
které byly krmené suspenzi zelenych fas a mikrosporididlnich spor. Tyto perloo¢ky byly
testované na horizontalni pfenos nakazy a miru virulence spor. Vtomto pfipadé nelze
predpokladat prenos infekce, nebot u perlootek nepropukla mikrosporidialni nakaza
(nepozorovala jsem pfiznaky infekce) a vSechny spory byly posléze vyloueny zazivacim
traktem. Ani v dalSich sadach perlooCek &i sériich pokust jsem nepozorovala pfiznaky

mikrosporidialni infekce.

AMPLIFIKACE DNA MIKROSPORIDI]

Testy s amplifikaci DNA nakazenych perlooCek s pouzitim 12S primertd probéhl
uspésné. Testovani amplifikace DNA bezobratlych pomoci CO-| primerd probéhlo uspésné az
po Upravé koncentraci primerd na polovinu a zmény pufru (viz Pfiloha VII). VSechny PCR
produkty perlooCek a bezobratlych byly finalné amplifikovany mikrosporidialnimi primery
16SMic a V1/uni-3R.

Amplifikace DNA mikrosporidii pomoci mikrosporidialnich primert 16SMic dle Weigl et
al. 2012

Nejprve jsem porovnala zdravé perlooCky s nakazenymi pomoci obecnych
mikrosporidialnich primert. Ukazalo se, Zze 16SMic primery jsou vhodné pro amplifikaci DNA
mikrosporidii v hostitelskych perloockach. S PCR produkty, z DNA izolatu bezobratlych,
nastaly potiZe, které jsem ale identifikovala az po osekvenovani, protoZze se amplifikovala DNA
hostitell (viz Pfiloha VIII).

PFi opakovani PCR se mi stavalo, Ze se jeden a ten samy PCR produkt zobrazil na
gelové elektroforéze jinym vysledkem. Mohlo se jednat o chybu v pfipravé PCR produktu,
kontaminaci cizi DNA, nebo kontaminaci chemikalii pouzivanych pro pfipravu PCR produktu
a dalsi.

Pfi kontrole PCR se na gelu agar6zové elektroforézy zobrazily produkty viditelnymi
prouzky na rtiznych urovnich: na 150 bp se osekvenovaly pravdépodobné bakterialni DNA, na
urovni od 300-400 bp se osekvenovaly mikrosporidialni DNA, ale osekvenovala se i bakterialni
DNA. Od této urovné vyse, pfedevsim okolo 600 bp se osekvenovaly DNA hostitel( (viz obr.
VIII-1, PFiloha VIII).

43



U &tyfech PCR produktd s DNA izolaty perloo¢ek se amplifikovaly geny pro 16S rRNA
mikrosporidii a u dvou se amplifikovaly geny pro SSU rRNA.

U dvaceti PCR produktd s DNA izolaty bezobratlych se amplifikovaly geny pro 18S
rRNA hostiteld, u dvou se amplifikovaly geny pro SSU rRNA a a po jednom gen pro 16S rRNA.

Amplifikace DNA mikrosporidii pomoci mikrosporidialnich primertd V1 a uni-3R dle
Grabner 2017

Jelikoz se ukazalo, ze 16SMic primery nejsou dostateéné specifické pro mikrosporidie,
byla potfeba aplifikovat DNA mikrosporidii pomoci jinych mikrosporidialnich primert V1 a uni-
3R (tab. 6, pfiloha). PocCet prouzkd, které se zobrazily na gelu, byl vyrazné mensi nez v pfipadé
ampliface pomoci 16SMic primert (pfiloha 10)

U jednoho PCR produktu DNA izolatu perloo¢ky se amplifikovaly geny pro SSU
v pfipadé PCR produktil DNA izolatu bezobratlych se u tfech amplifikovaly geny pro SSU a
u jednoho gen pro 16S rRNA.

VYSLEDKY SEKVENACE

Fylogeneticky strom

Nové vytvoreny fylogeneticky strom (s pouzitim stejnych sekvenci jako u Weigl et al.
2016) zahrnuje sekvence mikrosporidialnich parazit( perloo¢ek r. Daphnia a blizce pfibuznych
mikrosporidii napadajicich ostatni druhy, ke kterym byly pfidany dvé nové sekvence
nakazenych perlooCek z Bél¢e — Berwaldia singularis a ,HVH* a sekvence Agglomerata
cladocera (Sokolova et al. 2016).

Po zafazeni fragmentu sekvenci tfech mikrosporidii do fylogenetického stromu (obr. 9)
jsem zjistila, ze mikrosporidialni sekvence, kterou jsem ziskala z perloo¢ky nakazené
Berwaldia singularis, je sesterska k sekvenci Mic-6 (dle Weigl et al. 2012), ve skute€nosti se
jedna o sekvenci skute¢né Berwaldia schaefernai (dle ustniho sdéleni prof. Vavry).

Mikrosporidialni sekvence ,HVH® je identicka se sekvenci ,Berwaldia schaefernai®,
tj. Berwaldia sp. JWW 2009a (Wolinska et al. 2009) a sestersky pfibuzna s Larssonia obtusa
(Refardt et al. 2002). Pavodni pfedpoklady pfibuznosti na zdkladé morfologickych podobnosti
,HVH" a Agglomera cladocera (KT950767) se nepotvrdily, nebot’ A. cladocera patfi do jiného

kladu, nez ve kterém se nachazi Berwaldia schaefernai.
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Obr. 9 Fylogeneticky strom. na zakladé identickych sekvenci s Weigl et al. 2012
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Po osekvenovani fragmentl PCR produktl, jez jsem amplifikovala 16SMic primery,
jsem ziskala sekvence fragmentl identické se sekvenci Berwaldia sp. JJW-2009a (dle
Wolinska et al. 2009, Weigl et al. 2012). Tyto PCR produkty byly pfipravené z DNA izolatl
perloocek, u kterych jsem pod stereomikroskopem uréila infekci mikrosporidii ,HVH* (viz
Pfiloha 1X)

U dvou perloocek, u kterych jsem pod stereomikroskopem urcila infekci mikrosporidii
Berwaldia singularis, byla osekvenovana na fragmentu dlouhém 378 bp sekvence Berwaldia
singularis, ktera je na 96,8% identicka sMic6. Mic6 je prava Berwaldia schaefernai (ustni
sdéleni prof. Vavry), ktera se nachazi, byt relativné vzacné, také v prehradnich nadrzich
(Weigl et al. 2012).

U dvou PCR produktt s DNA izolaty z bezobratlych, amplifikovanych 16SMic primery,
se mi, i pres problémy s amplifikaci DNA hostitelt, podafilo osekvenovat dvé mikrosporidialni
sekvence. A to uPCR produktu ,421“ s DNA izolatem larvy pakomara se na fragmentu
dlouhém 374 bp osekvenovala identicka sekvence s Berwaldia sp. JJW-2009a. U PCR
produktu ,503“ s DNA izolatem larvy komara se osekvenovala mikroporidie, ktera je na 307 bp
dlouhém fragmentu na 96,8% identicka s Hazardia milleri, coZ je mikrosporidie specializovana
na komary (Vossbrinck et al. 2004, 2005). Sekvenace ostatnich PCR produktu ukazaly, ze
doslo k amplifikaci SSU (v tomto pfipadé 18S) bezobratlych — nejpodobné&jsi byly sekvence
zastupcl pfislusnych cCeledi: Culicidae, Chironomidae, Dytiscidae aj. (viz Pfiloha X
Tab. X - 1)

U jednoho PCR produktu s DNA izolatem z perlooCky, kterou jsem oznacila jako
nakazenou ,HVH“ a amplifikovala primery V1/uni-3R, se podafilo osekvenovat na fragmentu
dlouhém 330 bp mikrosporidialni sekvenci identickou s ,Berwaldia schaefernai®

U PCR produktu ,,420“ s DNA izolatem zlarvy komara byla na fragmentu dlouhém 301
bp osekvenovana identicka sekvence se sekvenci ,Berwaldia schaefernai“. U PCR produktu
,421“ s DNA izolatem z larvy byla osekvenovana rovnéz, U PCR produktu ,520 a ,,521“ s DNA
izolaty z larev pakomaru byly na fragmentu dlouhém 307 bp osekvenovany sekvence na 96%

identické se sekvenci Hazardia milleri.

46



DISKUZE

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala vztahy mezi mikrosporidialnimi parazity a
jejich hostiteli Daphnia pulex v prostfedi lesni tuné, ktera byla inspirovana studiemi na
mikrosporidiich a druhovém komplexu Daphnia longispina v pfehradach pfed nékolika lety na
katedre (Stodola 2013, Hubova 2015) ve spolupraci s prof. Wolinskou (Wolinska et al. 2009a,
2009b, 2011, Weigl et al. 2012, Gonzalez-Tortuero et al. 2016). Tyto studie se zabyvaly
populaéni dynamikou, genetickou strukturou perloo¢ek a vzajemnym ovliviiovanim jejich
parazity, mezi kterymi se nachazely i mikrosporidie. Vyzkum mikrosporidiich i dalSich
mikroparazitu je v pfehradach slozity. A tak vznikl napad, aby se vztahy mezi mikrosporidiemi
a jejich hostiteli studovaly v jednodussim prostredi tiné. Dle Ustniho sdéleni prof. Vavry jsem
se dozvédéla, ze se v lesni tani v Bél&i vyskytuje stejny typ hostitell jako v pfehradach — v tani
perlooCky Daphnia pulex a v prehradach druhovy komplex Daphnia. longispina, dale
u mikrosporidii stejny rod Berwaldia, a to v pfehradach Berwaldia schaefernai a v tuni

Berwaldia singularis.

Jenomze v pribéhu mé diplomové prace jsem se od prof. Vavry dozvédéla o chybé
v GenBank. Pod sekvenci SSU udajné z mikrosporidie Berwaldia schaefernai (pod
pFistupovym koédem v GenBank: AY090042, Vossbrinck et al. 2004) nebyla osekvenovana
Berwaldia schaefernai, ale jind mikroposporidie, prozatim neuréena, kterd nepatfi do
r. Berwaldia. Abych odliila skute¢nou mikrosporidii B. schaefernai (Vavra et al. 1994) a
chybné oznagenou piehradni, budu chybné oznalenou psat v uvozovkach - ,Berwaldia
schaefernai“, ktera je témér identicka (rozdil asi 0,5 %) se sekvenci Berwaldia sp. JWW2009a
(FJ794857.1, Wolinska et al. 2009a).

Z duvodu zamény téchto dvou mikrosporidii jsem se obavala, Zze studované prehradni
populace jsou vyrazné odliSné od populaci v tani v BéI¢i. Jak to dopadlo, Zze nakonec mohu
své vysledky porovnavat, popisuji v nasledujicich odstavcich:

Vlbec prvnim svizelem se ukazala amplifikace 16SMic primery (dle Weigl et al. 2012).
Prestoze jsem perlooCky urcila pod stereomikroskopem jako nakazené, ne vzdy se pomoci
téchto primerd podafilo amplifikovat mikrosporidialni DNA. Po opakovani PCR stejnym
zplsobem se jeden a ten samy PCR produkt zobrazil na gelové elektroforéze jinym
vysledkem. Mohlo se jednat o chybu v pfipravé PCR produktu, kontaminaci cizi DNA, nebo
kontaminaci chemikalii pouzivanych pro pfipravu PCR produktu a dal8i. KdyZ jsem eliminovala

zminéné, nakonec se mi podafilo u perloocek uspédné amplifikovat DNA mikrosporidii.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/226818952?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RP1ENT7Y014

Ovsem, u PCR produktt z DNA izolatd bezobratlych se ukazalo, Zze 16S Mic primery
nejsou dostate¢né specifické pro bezobratlé, nebot pouzZity primerovy par 16S MIC
amplifikoval nejcastégji hostitelskou DNA. Proto jsme zkusili jiny par mikrosporidialnich primer(
V1/uni-3R, pouzity na vodni ¢lenovce (dle Grabner 2016), ktery se ukazal jako vhodnéjsi.

Osekvenovanm PCR produktl s DNA izolaty z perlooCek a larev bezobratlych jsem
ziskala tfi referenéni mikrosporidialni sekvence, které se shoduji se sekvencemi
v pfedchazejicich odstavcich (dalSi osekvenované sekvence byly identické s témito (viz
Priloha XI):

1. sekvence Berwaldia singularis, ktera je na 96% identickd se sekvenci MIC-6
Z prehrad.

2. sekvenci ,HVH", ktera je kompletné identicka se sekvenci Berwaldia sp. JWW
2009a.

3. sekvenci, ktera je na 96,8% identicka se sekvenci komafi mikrosporidie Hazardia
milleri.

Po vytvofeni fylogenetického stromu se ziskanymi sekvencemi jsem zjistila, ze
sekvence Berwaldia singularis patfi do sestersky pFibuzného taxonu se sekvenci
Microsporidium sp. MIC-6, ktera by na zakladé morfologie a fylogeneze mohla byt skuteCnou
Berwaldia schaefernai (dle ustniho sdéleni prof. Vavry). U mikrosporidie pracovné oznacené
jako ,HVH" jsem na zaCatku mé prace predpokladala, diky jeji morfologii, zafazeni do
r. Agglomerata. Pfi vytvafeni fylogenetického stromu jsem proto zafadila i sekvenci
Agglomerata cladocera (Sokolova et al. 2016), protoZze mé zajimala pfibuznost mezi témito
sekvencemi. Ukazalo se ale, Zze Agglomerata cladocera patfi do sesterského kladu, ale
fylogeneze neni dostate¢né podpofena, nebot hodnota podpory byla stanovena na 62 %.
Osekvenovanim ,HVH* jsem zjistila, Ze je tato sekvence 100% identicka se
sekvenci Berwaldia sp. JWW 2009a a dle jejich zafazeni ve fylogenetickém stromu se jedna
o totozné mikrosporidie. Obé sekvence spadaji do sesterského kladu s mikrosporidii
Larssonia obtusa s hodnotouu podpory 94 %.

Pdvodnim zamérem bylo srovnavat mikrosporidie Berwaldia singularis z Bél¢e
s ,Berwaldia shaefernai“ z pfehradnich nadrzi. Skvélym zavérem je, ze obé& mikrosporidie
z Bél¢e mohu srovnavat s pfehradnimi mikrosporidiemi — mikrosporidii ,HVH" s Berwaldia sp.

JWW 2009a a Berwaldia singularis s Microsporidium sp.MIC-6.

O mikrosporidii  ,Berwaldia  schaefernai“, napadajici hostitelské perloocky
v pfehradnich nadrzich, byla vyslovena hypotéza, Ze by mohla mit vicehostitelsky cyklus a
jejim sekundarnim hostitelem by mohl byt zastupce létajiciho hmyzu, ktery ma vodni larvy

(Wolinska et al. 2011). | mikrosporidie Larssonia obtusa, kterd je sestersky pfibuzna
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s ,Berwaldia schaefernai“, se predpoklada vicehostitelsky cyklus (Refardt et al. 2002).
Vicehostitelsky cyklus u vodnich ¢lenovcl je nejCastéji dolozen mezi buchankami a komary,
které jsou napadany mikrosporidiemi Amblyosporidae (Andreadis 1985, 2005, Micieli et al.
2000, Vossbrinck et al. 2004, 2005). Podle sekvenace SSU rody mikrosporidii Larssonia,
Gurleya, Trichotuzetia, Hazardia a Berwaldia patfi do kladu, ktery je pravdépodobné sestersky
Celedi Amblyosporidae (Vossbrinck et al. 2004)

Naznakem pro podporeni této hypotézy je osekvenovani DNA mikrosporidie ,HVH*, jez
se podaifilo u larev komarli a pakomard. Samoziejmé nelze spoléhat na to, Ze larvy byly
nakazené mikrosporidiemi, mohly se sporami ,jen“ nakrmit. Vhodnym zplsobem, jak to
prozkoumat, je odebrat larvy komari a pakomarl v dobé, kdy perloocky jesté nejsou
nakazené, tedy v bfeznu a dubnu. Larvy bych pro porovnani odebrala i v kvétnu, kdy uz jsou
perlooCky nakazené. Pokud by larvy nebyly infikované sporami mikrosporidii, pravdépodobné
by v sobé mély spory jen v travicim traktu. Hypotézu by podpofil nalez spor v dospélcich (ktefi
se zivi potravou na sousi) nebo v kuklach (které nezerou viibec).

Pro dal§i  studium by mohlo byt pfinosné nastudovat mnozstvi poznatkd
o mikrosporidiich v komarech a pakomarech, které povede ke schopnosti pozorovat spory ve
vSech Zzivotnich stadiich pakomarll a komart pod zvétSenim svételného mikroskopu a
identifikovat druh, typ spor (aby se nejednalo o heterosporii) a pfiznaky infekce.

Hypotéze s vicehostitelskym cyklem nasvédCuji také (nejen mé) neuspéchy
s pfenosem urc€itych mikrosporidialnich infekci na hostitelské perloo¢ky v laboratornich
podminkach (Andreadis 1985, Ebert 2005, Refardt et al. 2002, 2008, Wolinska 2011).
Negativni vysledky pokust mi potvrdil i prof. Vavra, ktery taktéz nékolikrat provedl pfenosy
mikrosporidialnich spor z B&lée na perlooéky Daphnia pulex. Cast pozorovani pokusu na

elektronovém mikroskopu mi nasledné popsal takto: ,Po nakrmeni mladé perlooc¢ky D. pulex

sporami ,HVH* doslo po dvou hodinach k zaplnéni stfeva sporami. Z hostitele vychazi cast
spor jen jako prazdné skorfapky. V elektronovém mikroskopu jsou vidét sporoplasmy
v burikach stfevniho epitelu a ojedinéle i ve tkanich mimo stfevo. Perloo¢ky ale rostou a Ziji
dal bez pfiznaku infekce.” (2015)

Domnivam se, Ze k prenosu mikrosporidialni infekce nemuselo dojit z divodu, ze
stadium spor vyizolované z nakazenych perloocek, neni pfizplsobené k dalsi infekci
perlooCek. Mohu jen diskutovat, co rozhoduje o schopnosti spor infikovat dalSiho hostitele.
Jestli to jsou vnitini podminky v hostiteli, ur€ity chemicky signal, nebo zda spory musi projit
dali fazi Zivotniho cyklu zahrnujici pfipadné i dalSiho hostitele. Bylo by zajimavé provést
pokusy s pfenosy mikrosporidialnich spor vyizolovanych zlarev pakomarli a komard na

perloocky.
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Populace hostitelskych perlooCek se v BEICi vyskytuje pfiblizné od zaCatku dubna do
zari, velikost populace perlooCky Daphnia pulex dosahuje svého populacniho maxima
v kvétnu, velikost populace klesa v pribéhu léta a je nahrazena populaci perloocky
Simocephalus vetulus (osobni pozorovani). V. mnoha eutrofnich nadrzich maji perloocky dvé
populaéni maxima souvisejici se sezénni dynamikou fytoplanktonu — na jafe a v Iété (Ebert
2005).

K vrcholu promorenosti populace perlooek mikrosporidialni infekci dochazi v kvétnu a
¢ervnu (vlastni pozorovani), k mensimu vrcholu dochazi je$té na konci sezony v prabéhu zafi
(osobni pozorovani prof. Vavry). V literatufe se s mymi pozorovanimi shoduji poznatky
0 vysokém vyskytu prevalence Binucleata daphniae na perloockach Daphnia magna v obdobi
brzkého léta (napf. Refardt 2008), nebo v obdobi na pfelomu kvétna a €ervna u mikrosporidie
Thelohania sp. na perloockach Daphnia pulex (Brambilla 1983).

K vyskytu mikroporidialni infekce u perlooCek dochazi v obdobi s nejvyssi denzitou
hostitelské populace (Brambilla 1983). Rozhodla jsem se statisticky otestovat, zda mira
prevalence signifikantné zavisi na denzité hostitelskych perlooek. | pfes plvodni
predpoklady, jsem signifikantni korelaci zavislosti prevalence na velikosti populaci perloogek
nepozorovala. Pfesto to neznamena, Zze mira prevalence a velikost denzity nejsou spole¢né
ovlivnéné urcitym faktorem, ktery neni v datech zahrnut (napf. fyzikalni a chemické faktory,
pritomnost predatora, kastrace dospélych samic atp.), ¢emu by nasvédCovala i odlehla
hodnota odbérového terminu 22.6.2014. Podily jednotlivych Zivotnich stadii zdravych a
nakazenych perlooCek se znaéné liSi, coz je patrné napf. u nakazenych efipialnich samic,
jejichz hodnoty vyskytu jsou nizké, nebot jsem pozorovala pouze efipidlni samice nakazené
mikrosporidii ,HVH".

Vyskyt mikrosporidii se v obdobi 2014 — 2016 podstatné liSi. V sezénach 2014 i 2015
byla na lokalité pfitomna predevSim mikrosporidie oznaovana jako ,HVH®, nakaza
B. singularis se vyskytovala zfidka. Hodnoty prevalence jsou nezvykle nizké v sezéné 2015,
pamatuje. ObCasna nizka prevalence je zmifiovana i v literatufe (Stirnadel et al. 1997,
Wolinska et al. 2009a, Yin et al. 2012). Oproti tomu v r. 2016 se v tuni nakaza B. singularis
vyskytuje hojné. Muzu jen odhadovat, co ovlivnilo vyskyt mikrosporidialnich infekci a hodnoty
vyskytovaly hostitelské perloocky, jejichz klony byly vici parazitovi vice rezistentni. Pokud ano,
pokles jedné mikrosporidialni infekce a vzestup jiné maze byt zaloZzeny na principu negativni

frekvencné zavislé selekci (Carius et al. 2001, Wolinska 2009a, Routtu et al. 2015).
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Ponékud sloZité se na zacatku mé diplomové prace jevilo uréovani mikrosporidialni
nakazy. Pozorovani nakazy pod pfimym svétlem svételného mikroskopu se mi jevilo jako
nemozné. Podezielé nakazené perloocky jsem musela rozmackat na podloZznim sklicku, aby
se rozlil obsah spor. Ob¢as se mi podafilo mikrosporidialni infekci zaménit s bakterialni, nez
jsem méla dostateéné vypozorované, jak vypada a jak se projevuje mikrosporidialni infekce.
Nejvice se mi osvédCilo pozorovani mikrosporidialni nakazy na tmavém pozadi pod
stereomikroskopem. V pribéhu mé diplomové prace obhdjila na katedfe Jana Hubova
Diplomovou praci na téma Mikroparaziti a plodnost perloo¢ek rodu Daphnia na gradientech v
korytovitych prehradnich nadrzich, ve které se podrobné zabyvala identifikaci mikrosporidialni
nakazy v perlooCkach. | diky této praci jsem pozdéji dokazala urcit mikrosporidialni infekci i
bez rozmackani perloocek doslova mrknutim oka.

Nejsnadnéjsi pfistup k identifikaci mikrosporidialni nakazy se jevi pfes vizualni
pfiznaky - barvu lozisek spor a lokalizaci nakazy. Spory HVH se vyskytuji nejvice v hlavé a
v rostru, nakaza se postupné Sifi po téle dol podél stfeva a srdce a spory maiji bélavou barvu.
Spory mikrosporidie Berwaldia singularis jsou umisténé spiSe v v oblasti vaje¢niku, tukovych
bunék a traviciho ustroji, pokud se nachazi i v hlavé, tak spiSe v dorzalni ¢asti a nezasahuiji
az do rostra. Zajimavé je, Zze nakaza B. singularis opaleskuje do riizovofialove, takze jsem po
prvotnim ureni nékolika nakazenych perloocek, byla schopna rozeznat nakazu B. singularis
diky jeji barvé prakticky okamzité. U této mikrosporidie jsem nikdy nepozorovala masivni
infekci, ktera by se projevila zaplnénim celého téla perloocky sporami.

Zajimavé je, Ze jsem u perlooCek nakazenach mikrosporidii B. singularis nepozorovala
nakazené dospélé samice s embryi Ci nakaZené efipialni samice, zatimco u perlooCek
nakazenych HVH jsem nakazené samice s embryi i nakazené efipialni samice pozorovala.
Nabizi se otazka, zda mikrosporidie Berwaldia singularis hostitelské perloo¢ky kastruje?
Mnoho parazitl kastruje svého hostitele. Kastrace je povazovana za lepsi strategii, nebot
kastrovany hostitel muze stale Sifit parazitické spory (Stirnadel et al. 1997, Ebert et al. 2004).
Extrémnim pfikladem je nakaza mikrosporidii Thelohania acuta u hostitelské perlooCky r.
Daphnia, u kterych nikdy nebyly spatfeny samice s vaji¢ky. PFi dalSim zkoumani bych se vice
zaméfila na ovlivnéni populaéni dynamiky hostitelské populace perloocek nakazenych pouze
mikrosporidii Berwaldia singularis. Zajimalo by mé, i potomci se v pfisti generaci €i sezéné
vylihli, a jakou maji genovou strukturu.

Rozdily a shody ve vizudlnich pfiznacich mikrosporidii z tGné a z pfehrad jsou
nasledujici: Skute¢na Berwaldia schaefernai infikuje vaje€niky, tukové buriky, a poté ostatni

tkané téla. Barva lozisek spor je nazelenala (Larsson et al. 1994). Weigl et al. 2012 popisuje
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nakazu ,Berwaldia schaefernai“ dvéma odliSnymi vizualnimi vzhledy — v jednom pfipadé byla
nakaza lokalizovana pfedevSim v hlavé a. V druhém pfipadé jsou zahrnuty vSechny

detekované mikrosporidie v€éetné HVH a i Mic-6.
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ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala vztahy mezi hostitelskou perloo¢kou Daphnia pulex
a jejimi mikrosporidialnimi parazity - Berwaldia singularis a blize neurenym druhem,

oznacenym jako ,HVH".

Sledovala jsem velikost hostitelské populace perlooCek a prevalenci mikrosporidialni
infekce v prubéhu sezény. Populace perlooCek se na lokalité vyskytuje od bfezna do zafi,
k nejvétsi velikosti populace dochazi od poloviny kvétna. Mikrosporidialni infekce se na lokalité
zaCina objevovat na zacCatku kvétna. NejvySSi vyskyt mikrosporidialni infekce nastava
v intervalu od konce kvétna do poloviny ¢ervna. Mikrosporidialni infekce bezpochyby ovlivAuji
populaci hostitelskych perloo¢ek, ale velikost populace spole€né s vyskytem infekce a mirou

prevalence na sobé nejsou pfimo zavislé.

Obé mikrosporidie se od sebe odliSuji v pfiznacich, velikosti spor, vyskytu i miry
propuknuti infekce. Po dva roky jsem sledovala pfevazné infekci mikrosporidii ,HVH", aby jeji
vyskyt prfevySila nasledujici rok Berwaldia singularis. Pokusy s pfenosy mikrosporidialni
nakazy, které neprobéhly Uspésné, pfispély k podpofeni hypotézy o vicehostitelském cyklu

mikrosporidii.

Porovnavani systému v tini a v pfehradach diky vzajemné podobnosti a pfibuznosti
druhd, bylo do€asné ohrozeno zjisténou chybou v GenBank. Dosud neuréena mikrosporidie

z pfehrad zde byla zafazena pod jménem Berwaldia schaefernai, ktera by bez chyby byla

vvvvvv

Diky sekvenaci PCR produktl bylo zjisténo, Ze spojeni mezi pfehradami a tlni preci
jen existuje. Sekvence ,nepravé Berwaldia schaefernai“ z pfehrad a mikrosporidie ,HVH"
z tiné se shoduje, takZze se jedna o stejny druh mikrosporidie. A i mikrosporidie Berwaldia
singularis ma svoiji pfibuznou mikrosporidii v pfehradach, a to MIC-6, ktera je pravou Berwaldia
schaefernai. Sekvenaci PCR produkttl s DNA izolaty bezobratlych, pfedevsim larev pakomaru
a komart, jsem ziskala referenéni sekvence tfech mikrosporidialnich druha vyskytujicich se

v tanich.
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PRILOHA I

Tab. | - 1 Kalendar odbérav r. 2014

. konduktivita | teplota
datum tas g vzork pozn.
W) | (o !
2x kvalita EtOH (hloubka vs. mélCina), 2x kvantita FORM . .
1.4.2014 | 10:00 78 7.3 s ;
| (11 Iméléina, 101 hloubka) S S B LRI
15.4.2014 | 10:00 67 5.8 2 _Em__.ﬁ. .mE_._ (hloubla vs. Em_m_. :m._uh 2x kyantita FORM mu._qmsmx na 100 % hladiny, hodné
(101 méléina, 101 hloubka) + 1 | Zivy zooplankton fas a pylu.
2x kvalita EtOH (hloubka vs. mélgina), 3x kvantita FORM . . o
30.4.2014 | 18:00 a7 14,2 . . b
(10 | mélina, 10 | hloubka) + 2 | Zivy zooplankton DR AR T 257
1350014 | 19:00 67 11,3 2 _n..,m,.___m. EtOH (hloubka vs. Em,_ﬂqmr 2% kvantita FORM wo?ﬁmzmq_.___..._._ inf. - min 10 j/1, BS
(5 I mélgina, 10 | hloubka) + 1| ivy zooplankton inf. ne. Okiehek.
2x kvalita EtOH (hloubka vs. mélGina), 2x kvantita FORM . . . .
30.5.2014 | 14:00 69 12,6
® | (101 m&fEina, 101 hloubka) + 2 | Zivy z00plankton B AT A I S R 2
22.6.2014 | 18:00 61 14,6 2% _n..,m___.a. .mE_._ (hloubka vs. :_m__m_.:m.;h 2x kvantita FORM | HVH _En zmﬂ_.‘__u samcu. Bez larev,
(101 mélgina, 101 hloubka) + 1 | Zivy zooplankton Kulminace okfehku.
17.7.2014 | 10:00 66 g | ilbealm R s e R, 20 BRIV o o o e

(5 I mélgina, 10 | hloubka) + 1| Zivy zooplankton
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PRILOHA II

Tab. Il — 1 Kalenar odbérd v r. 2015

datum tas konduktivita| teplota vzorky pozn
(WS) (*C) _
16.3.2015 | 10:00 100 gg | 2 kvalita EtOH (hloubka vs. mélina), 2x kvantita FORM 0 okiehek, 0 perlootky; buchanky,
- ’ _ (10 | mél&ina, 10 | hloubka) + 1 | Zivého zooplanktonu niténky, efipia - ANO
3132015 | 930 08 44 2x _Em__c”m{ .mE_._ {hloubka vs. Em_w__._mu_" 2% kvantita FORM 0 okiehek, 0 perloocky; buchanky, efipia
(10 | melcina, 10 | hloubka) + 1 | Ziveho zooplanktonu - ANO
. 2¥ kvalita EtOH (hloubka vs. mélfina), 2x kvantita FORM . _
12.4.2015 | 16:00 93 13 . .
(10 | melcina, 10 | hloubka} + 1 | Ziveho zooplanktonu 0 okrehek, 0 damie
23.42015 | 10:00 15 1p | 2*kvalita EIOH (hloubka vs. melcina), 1x kvantita FORM | yopye samic s VAJIGKY, 0 okfehek
(10 | melcina, 10 | hloubka) + 2 | Ziveho zooplanktonu
. 2x kvalita EtOH (hloubka vs. mélcina), 1x kvantita FORM .
352015 | 16:00 106 15 " .
(10 | melcina, 10 | hloubka) + 2 | Ziveho zooplanktonu ieizies EEHLE
13.5.2015 | 1030 NA 13 2x kvalita EtOH (hloubka vs. mélcina), 1x kvantita FORM nastup okiehku, pyl na hlading, nastup
o ’ (10 | méléina, 10 | hloubka) + 2 | Zivého zooplanktonu efipialnich perlooéek, bez fluprimetru
. 2¥ kvalita EtOH (hloubka vs. méléina), 1x kvantita FORM .
1952015 | 12:00 NA NA — o
(10 I melcina, 10 | hloubka) + 2 | Ziveho zooplanktonu INFHVHTBS
. 2% kvalita EtOH (hloubka vs. méléina), 1x kvantita FORM
31.5.2015 | 16:00 MNA 16 " . i
(10 | melcina, 10 | hloubka) + 2 | ziveho zooplanktonu INF
; 2x kvalita EtOH (hloubka vs. méléina), 1x kvantita FORM = .
15.6.2015 | 14:00 NA NA ‘e . . i
(10 I melcina, 10 | hloubka) + 2 | ziveho zooplanktonu AL RS T DB e
1472015 | 10:00 NA 21 1x E__m_:m EtOH (1 droven), 1x kvantita FORM (10 1) okishek, pokles _.._,m__.,__E cca o 30-40 cm,
+ 1 | Ziveho zooplanktonu INF 0, D. pulex malo
7482015 | 1500 NA 25 1x _n..__m__ﬁ.m EtOH (1 droven), 1x kvanfita FORM (10 1) vyska _u_."...“_.:_._q cca u.m_ cm, husty okiehek,
+ 1| Ziveho zooplankionu perloocky odhad 3 jf
15.10.2015 | 10:00 NA 12 1% kvantita FORM (1 drovefi) + 1| Zivoki hladina cca 20 cm jen ve stredu tune,

odebrana pouze 1 kvantita, 0 perloocek
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PRILOHA III

Tab. Ill - 1 Kalendar odbéria v r. 2016

u konduktivita | teplota
datum cas VZOTky pozn.
(ns) (°c)
. . . i i ) odbér bezeobratlych pro genovou analyzu,
8.5.2016 9:30 MA 14 2 | Ziveho zooplanktonu, 1 x kvalita melcina, 1x kvalit hloubka, . e . )
predevsim infekce Berwaldio singularis.
2252016 | 16:00 NA 16 | 213ivého zooplanktonu, 1 x kvalita mféina, 1x kvalit hloubka | * Pro- Vevrou, vysoka prevalence Berwaidia
singuigris, malo HVH.
22.6.2016 | 14:00 MA 189 1| fivého zooplanktonu, 1x kvalita mélEina Stale infekce B. singularis i HYH.
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Tab. IV — 1 Vybaveni potfebné pro terénni odbéry

PRILOHA IV

vialka 100 ml (min 4 ks)

planktonka na ty€i (hustota ok 100 pm)

rybarské brodici kalhoty

terénni fluorimetr pro stanoveni chlorofylu

filtrovaci sit’ (hustota ok 40-100 ym)

kapesni oxymetr

ttubicovy odbérak vody

papir, tuzka, permafix

formalin 4% 100 ml

fotak

EtOH 96% 100 ml

cednik normalni

sbérna nadoba (kybl)

bila miska

litrova odbérova nadoba

entomopinzeta

PET lahve na zivy zooplankton (1-2 ks)

bila miska
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PRILOHA V

Tab. V- 1 Denzita zkoumaného zooplanktonu v r. 2014

Denzita | Mekina(M) | dospéle | efidini | juvenilové | samc | Chydoridse | Cyclopoida | horetrs pakomar | komar | cstatni
hlubgi cast (] | samice | samice perioocek Chacharidae | Chironamidae | Culicidae
2014 |/
M 130 |01 15 00 02 433 00 01 00 05 |02
14.2014 H 15 0 1 0 0] 19,8 01 05 0 0 17
M 15 |0 08 {03 13 34 01 04 02 01 |13
a2 H 135 |1 19 05 135 25 01 04 0 0 15
M 4 01 09 01 6 145 03 01 0 06 |2
042014 | 4 13 |27 ] 11 13 2 0 01 0 01 |18
M 02 |36 17 4 15 10 0 0 0 06 |44
1352014 |y 10 25 703 o2 2 0 0 0 0 26
M a 17 13 |23 3 2 01 0 0 0 15
3052014 | H 71 16 3 03 1 15 01 0 0 01 13
M 75 |16 75 |52 LS 15 0 0 0 0 38
22.6.2014 | H 75 |12 ; 16 55 08 0 0 0 0 17
M 12 0 133 |2 4 : 0 0 0 0 14
11.7.2014 | H 43 0 15 03 1 15 0 0 0 0 24
192014 | M+H 0 0 0 0 25 18 0 0 0 07 |0
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PRILOHA VI

Tab. VI - 1. Denzita zkoumaného zooplanktonu v r. 2015

Denzita melcina (M) | dospéle | efipidlni | juvenilove | samci Chydoridae | Cyclopoida | koratra pakomar komar ostatni | efipium

hloubka (H) | samice | samice perloocek Chaoboridae | Chironomidae | Culicidae
2015 (uf

] 14 3 36 0 0 22 02 1 0 0 0
15.4.2015 - - -

H 11 |0 28 0 3 ) 01 05 0l 0 0

M 11 |0 43 02 03 3% 02 09 02 05 |0
23.4.2015

H 85|06 31 0 12 28 0 03 03 02 |03

M 15 |45 173 |47 24 16 0 02 1 1 15
3.5.2015

H 47 |23 85 |18 18 131 |0 01 0 02 |06

M R EE 13 29 28 135 |0 0 0 02 |25
13.5.2015

H 16 |15 7, 10 03 3 0 0 0 0 03

W 285 b 26 38 07 L4 0 0 0 01 4
19.5.2015 _ : 5 . 5

H 35 |20 7 03 11,0 130 0 0 0 01 |04

W 152 11 147 03 13 0,6 0 0 0 0 0
1.5.2015 _ : _ : 5

H 50 |72 130 15 182 |05 0 0 0 0 02

i 297 04 i3 12 b2 01 0 0 0 0 02
4 m_m.m‘”_—m r ? r ¥ v ? v

H 107 |52 130 |22 47 1, 0 0 0 0 01

M 3 |0 93 08 2 35 11 0 0 0 01
14.7.2015

H 1|0 45 1, 1, 17 0 0 0 0 00

M 3 1 0 0 02 15 25 0 0 0 02
24.5.2015

H ) 0 0 05 05 17 0 0 02 0 7
15102015 | e 0 0 0 0 0 04 0 0 01 07 ol
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Tab. VIl — 1 PCR protokoly

PRILOHA VII

Nazev primeru Druh PCR proces Koncentrace produktt
94° C — 1 min 2 mM MgClz
38 x [94°C — 1 min, | (\H4)2SOspufr
12S-F 12 SSuU rRNA 56°C — 1 min 0,15 mM dNTP
12S-R Metazoa R .1 0,5U/ul TAQ polymeraza
72°C — 2 min] .
79°C — 7 min 2 x 0,4 uM primer
1 % DMSO
95° C —3 min 2 mM MgClz
16SMic general F Microsporidia spp. 35x [95°C - 30s, (NH4)2SOa pufr
16SMic general R | (Weigl et al. 2012) 65°C—-30s, | 0,25mM dNTP
72°C — 30s] 1,0 U/ul TAQ polymeraza
72°C — 7 min 2 x 0,5 uM primer
95° C — 3 min 2 mM MgClz
. 35 [95°C —30's, | UNH4)2SO0apulr
16S-BERW F B. schaefernai 58°C — 30 s 0,25 mM dNTP
16S-BERW R (Weigl et al. 2012) o ' 0,0625 U/ul TAQ polymeraza
72°C — 30s] .
79°C — 7 min 2 x 0,5 uM primer
1 % DMSO
94° C — 2:30 min 2,2 mM MgClz
CO-I_F 40 x [90°C - 30 s KClI pufr
CO-I-R 16S - Metazoa 48°C — 1 min, | 0,15 mM dNTP
72°C — 1 min] | 0,7 U/ul TAQ polymeraza
72°C — 10 min 2 x 0,18 yM primer
94 °C-3 min, 2 mM MgClz
12 SSuU rRNA | 35x[95 °C - 15 s, (NH4)2S04 pufr
V1 MIC-uni-3R Microsporidia  spp. 68°C-30s 0,2 mM dNTP
(Grabner 2017) 72°C - 30s] 1,0 U/ul TAQ polymeraza
72°C - 3 min 2x0,5 uM primer
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PRILOHA VIII

Tab VIII - 1 PCR produkty perloo¢ek a bezobratlych

PCR produkty amplifikace pomoci 16SMic primery a V1/uni-3R primery se na gelu agarézové
elektroforézy zobrazily nasledovné — okolo 200 part bazi a méné se jednalo nejcastéji o
bakterialni sekvence, okolo 400 bp se jednalo o mikrosporidialni sekvence a na 600 bp a vice

bp se amplifikovaly sekvence bezobratlych.

6.vz. | druh datum odbéru ToSvic primery | VAlumi-aR primery
Dz11 | Daphnia pulex 13. 5. 2015 hloubka, zdravé NE NE

Dz12 | Daphnia pulex 13. 5. 2015 hloubka, zdravé NE NE

Dz13 | Daphnia pulex 13. 5. 2015 hloubka, zdravé NE NE

DZz14 | Daphnia pulex 13. 5. 2015 hloubka, zdravé NE NE

DZz15 | Daphnia pulex 13. 5. 2015 hloubka, zdravé NE NE

DZz16 | Daphnia pulex 13. 5. 2015 hloubka, zdravé NE NE

Dz17 | Daphnia pulex 13. 5. 2015 hloubka, zdravé NE NE

Dz18 | Daphnia pulex 13. 5. 2015 hloubka, zdravé NE NE

DZz51 | Daphnia pulex 13. 5. 2015 mélcina, zdravé NE NE

DZz52 | Daphnia pulex 13. 5. 2015 mélcina, zdravé NE NE

DZ53 | Daphnia pulex 13. 5. 2015 mélcina, zdravé NE NE

Dz54 | Daphnia pulex 13. 5. 2015 mél&ina, zdravé NE NE

Dz55 | Daphnia pulex 13. 5. 2015 mél&ina, zdravé NE NE

DZ56 | Daphnia pulex 13. 5. 2015 mélcina, zdravé NE NE

DZz57 | Daphnia pulex 13. 5. 2015 mélcina, zdravé NE NE

Dz58 | Daphnia pulex 13. 5. 2015 mél&ina, zdravé NE NE

DI11 | Daphnia pulex 13. 5. 2015 hloubka, nakazené | ANO - 380 bp ANO - 380 bp

DI12 | Daphnia pulex 13. 5. 2015 hloubka, nakazené | ANO - 380 bp ANO - 380 bp

DI13 Daphnia pulex 13. 5. 2015 hloubka, nakazené | ANO - 380 bp ANO - 380 bp

Di14 Daphnia pulex 13. 5. 2015 hloubka, nakazené | NE NE

DI15 | Daphnia pulex 13. 5. 2015 hloubka, nakazené | ANO - 380 bp ANO - 380 bp

DI16 Daphnia pulex 13. 5. 2015 hloubka, nakazené | NE NE

DI17 Daphnia pulex 13. 5. 2015 hloubka, nakazené | NE NE

DI18 Daphnia pulex 13. 5. 2015 hloubka, nakazené | ANO - 380 bp ANO - 380 bp

DI21 Daphnia pulex 13. 5. 2015 mél&ina, nakazené | ANO - 380 bp ANO - 150 bp

DI22 | Daphnia pulex 13. 5. 2015 mélcina, nakazené | ANO - 300 a 380 bp ANO - 150 380 bp
DI23 | Daphnia pulex 13. 5. 2015 mélcina, nakazené | ANO - 380 bp NE

Di24 Daphnia pulex 13. 5. 2015 mél&ina, nakazené | ANO - 400 bp ANO - 380 bp

DI25 Daphnia pulex 13. 5. 2015 mél&ina, nakazené | ANO - 380 bp ANO - 350 bp

DI26 Daphnia pulex 13. 5. 2015 mél&ina, nakazené | ANO - 380 bp ANO - 350 bp

DI27 | Daphnia pulex 13. 5. 2015 mélcina, nakazené | ANO - 380 bp ANO - 350 bp

DI28 | Daphnia pulex 13. 5. 2015 mélcina, nakazené | ANO - 380 bp ANO - 380 bp

DI31 Daphnia pulex 30. 5. 2014 hloubka, nakazené | ANO - 380 bp ANO - 380 bp

DI32 Daphnia pulex 30. 5. 2014 hloubka, nakazené | ANO - 380 bp ANO - 380 bp

DI33 Daphnia pulex 30. 5. 2014 hloubka, nakazené | ANO - 380 bp ANO - 150 380 bp
DI34 | Daphnia pulex 30. 5. 2014 hloubka, nakazené | ANO - 380 bp ANO - 300 a 380 bp
DI35 Daphnia pulex 30. 5. 2014 hloubka, nakazené | ANO - 380 bp NE

DI36 Daphnia pulex 30. 5. 2014 hloubka, nakazené | ANO - 380 bp ANO - 1501 380 bp
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DI37 Daphnia pulex 30. 5. 2014 hloubka, nakaZzené | ANO - 380 bp ANO - 50 bp
DI38 Daphnia pulex 30. 5. 2014 hloubka, nakazené | ANO - 380 bp ANO - 150 380 bp
Dl41 Daphnia pulex 13. 5. 2014 hloubka, nakazené | ANO - 380 bp ANO - 380 bp
Dl42 Daphnia pulex 13. 5. 2014 hloubka, nakazené | ANO - 380 bp ANO - 380 bp
D143 Daphnia pulex 13. 5. 2014 hloubka, nakazené | NE ANO - 380 bp
Dl44 Daphnia pulex 13. 5. 2014 hloubka, nakazené | ANO - 380 bp ANO - 380 bp
Dl45 Daphnia pulex 13. 5. 2014 hloubka, nakazené | ANO - 380 bp ANO - 380 bp
Dl46 Daphnia pulex 13. 5. 2014 hloubka, nakazené | NE ANO - 380 bp
Dl47 Daphnia pulex 13. 5. 2014 hloubka, nakazené | NE NE

D148 Daphnia pulex 13. 5. 2014 hloubka, nakazené | ANO - 380 bp

Dl61 Daphnia pulex 30. 4. 2014 mélCina, nakazené | ANO- 380 bp

Dl62 Daphnia pulex 30. 4. 2014 mél¢ina, nakazené | ANO-380 bp ANO - 150 a 380 bp
DI63 Daphnia pulex 30. 4. 2014 mélc¢ina, nakazené | ANO-380 bp NE

Dl64 Daphnia pulex 30. 4. 2014 mél¢ina, nakazené | NE NE

DI65 Daphnia pulex 30. 4. 2014 mél¢ina, nakazené | NE NE

DI66 | Daphnia pulex 30. 4. 2014 mélCina, nakazené | ANO - 400 bp ANO - 380 bp
DI67 | Daphnia pulex 30. 4. 2014 mélc¢ina, nakazené | NE NE

DI68 | Daphnia pulex 30. 4. 2014 mélc¢ina, nakazené | NE NE

DI71 Daphnia pulex 14. 7. 2015 mélcina, nakazené | NE NE

DI72 | Daphnia pulex 14.7. 2015 mélcina, nakazené | ANO - 300 a 350 bp ANO - 350 bp
DI73 | Daphnia pulex 14. 7. 2015 mélcina, nakazené | ANO - 400 bp ANO - 350 bp
DI74 | Daphnia pulex 14. 7. 2015 mélcina, nakazené | ANO - 350 bp ANO - 350 bp
DI75 | Daphnia pulex 14. 7. 2015 mélcina, nakazené | ANO - 350 bp ANO - 350 bp
DI76 | Daphnia pulex 14.7. 2015 mélcina, nakazené | ANO - 250 a 380 bp ANO - 150 bp
DI77 | Daphnia pulex 14. 7. 2015 mél€ina, nakazené | ANO - 250 a 380 bp ANO - 150 bp
DI78 | Daphnia pulex 14. 7. 2015 mélcina, nakazené | ANO - 150 i 350 bp ANO - 150 bp
DI81 | Daphnia pulex 9. 5. 2016 mélcina, nakazené ANO - 250 a 380 bp ANO - 150 a 380 bp
DI82 | Daphnia pulex 9. 5. 2016 mél¢ina, nakazené ANO - 250 a 380 bp ANO - 150 bp
DI83 | Daphnia pulex 9. 5. 2016 mélcina, nakazené ANO - 250 a 380 bp ANO - 150 a 380 bp
DI84 | Daphnia pulex 9. 5. 2016 mélcina, nakazené ANO - 150 bp ANO - 150 bp
DI85 Daphnia pulex 9. 5. 2016 mélc€ina, nakazené ANO - 250 bp NE

D186 Daphnia pulex 9. 5. 2016 mél€ina, nakazené NE NE

D187 Daphnia pulex 9. 5. 2016 mél€ina, nakazené ANO - 150 bp NE

DI88 Daphnia pulex 9. 5. 2016 mélCina, nakazené NE NE

DI91 | Daphnia pulex 22.5.2016 mélcina, nakazené ANO - 350 bp ANO - 380 bp
D192 Daphnia pulex 22.5.2016 mél&ina, nakazené ANO - 350 bp ANO - 380 bp
DI93 Daphnia pulex 22.5.2016 mél€ina, nakazené ANO - 350 bp ANO - 380 bp
D194 | Daphnia pulex 22.5.2016 mélcina, nakazené ANO - 250 bp ANO - 380 bp
DI95 | Daphnia pulex 22.5.2016 mélcina, nakazené ANO - 350 bp ANO - 380 bp
DI96 | Daphnia pulex 22.5.2016 mélcina, nakazené ANO - 350 bp ANO - 380 bp
DI97 Daphnia pulex 22.5.2016 mél€ina, nakazené ANO - 350 bp ANO - 380 bp
D198 Daphnia pulex 22.5.2016 mél&ina, nakazené NE NE

101 Chironomidae 12.4.2015 ANO - 650 bp NE

102 Chironomidae 12.4.2015 ANO - 650 bp NE

103 Chironomidae 12.4.2015 ANO - 650 bp NE

104 Chironomidae 12.4.2015 ANO - 650 bp NE

105 Chironomidae 9.5.2016 ANO - 650 bp NE

106 Chironomidae 9.5.2016 ANO - 650 bp NE

107 Chironomidae 9.5.2016 ANO - 650 bp NE

108 Chironomidae 9.5.2016 ANO - 650 bp NE

109 Chironomidae 9.5.2016 ANO - 650 bp NE
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110 Chironomidae 9.5.2016 ANO - 650 bp NE

111 Ceratopogonidae 9.5.2016 ANO - 650 bp NE

112 Ceratopogonidae 9.5.2016 ANO - 650 bp NE

113 Ceratopogonidae 9.5.2016 ANO - 650 bp NE

114 Ceratopogonidae 9.5.2016 ANO - 650 bp NE

115 ?Zl:w?r?)nomi . 9.5.2016 ANO - 650 bp NE

116 pcwi)gnomi dae 9.5.2016 ANO - 650 bp NE

117 | dae 9.5.2016 ANO - 650 bp NE

118 g‘#ﬁgnomi dae 9.5.2016 ANO - 650 bp NE

119 g‘:}ﬁ’gnomi . 9.5.2016 ANO - 650 bp NE

120 Chaoboridae 12.4.2015 ANO - 650 bp NE

121 Chaoboridae 12.4.2015 ANO - 650 bp NE

122 Chaoboridae 12.4.2015 ANO - 650 bp NE

123 Chaoboridae 12.4.2015 NE NE

124 Tubificidae 12.4.2015 ANO - 650 bp NE

201 Chironomidae 23.4.2015 ANO - 650 bp ANO - 380 bp
202 Chironomidae 23.4.2015 ANO - 380 a 650 bp NE

203 Chironomidae 23.4.2015 ANO - 380 a 650 bp NE

204 Chironomidae 23.4.2015 ANO - 650 bp NE

205 Chironomidae 23.4.2015 ANO - 650 bp NE

206 Culicidae 23.4.2015 ANO - 650 bp NE

207 Culicidae 23.4.2015 ANO - 650 bp NE

208 Culicidae 23.4.2015 ANO - 650 bp NE

209 Culicidae 23.4.2015 ANO - 650 bp NE

210 Culicidae 9.5.2016 ANO - 650 bp NE

211 Chaoboridae 1.4.2014 ANO - 380 a 650 bp NE

212 Chaoboridae 1.4.2014 ANO - 380 a 650 bp NE

213 pupa Culicidae 1.4.2014 NE NE

214 pupa Culicidae 1.4.2014 ANO - 700 bp NE

215 pupa Culicidae 1.4.2014 ANO - 380 a 650 bp NE

216 pupa Culicidae 1.4.2014 ANO - 400 a 650 bp NE

217 pupa Culicidae 30.4.2014 ANO - 650 bp NE

218 pupa Culicidae 30.4.2014 ANO - 650 bp NE

219 Ceratopogonidae 12.4.2015 ANO - 380 a 650 bp NE

220 Ceratopogonidae 12.4.2015 ANO - 380 a 650 bp g\é\loob-plBO, 380a
221 Ceratopogonidae 12.4.2015 ANO - 380 a 650 bp éé\loobeSO, 280
222 Ceratopogonidae 12.4.2015 ANO - 400 a 650 bp NE

223 Dytiscidae 1.4.2014 ANO - 150 a 650 bp NE

224 Dytiscidae 1.4.2014 ANO - 150 a 650 bp égloobblso’ 380a
301 Tubificidae 9.5.2016 NE NE

302 Tubificidae 9.5.2016 NE NE

303 Tubificidae 9.5.2016 NE NE

304 Tubificidae 9.5.2016 ANO - 600 bp NE

305 Tubificidae 9.5.2016 NE NE

306 Tubificidae 9.5.2016 ANO - 600 bp NE

307 | Pupd 9.5.2016 ANO - 380 a 650 bp ANO - 150 a 380 bp

Chironomidae
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pupa

308 Chironomidae 9.5.2016 NE NE

309 pupa Culicidae 9.5.2016 ANO - 600 pb NE

310 pupa Culicidae 9.5.2016 ANO - 380 a 650 bp NE

311 pupa Culicidae 9.5.2016 ANO - 650 bp ANO - 150 bp
312 pupa Culicidae 9.5.2016 ANO - 400 a 650 bp NE

313 Chaoboridae 14.7.2015 ANO - 380 a 700 bp ?cl)\loobeSO, S8
314 Chaoboridae 14.7.2015 ANO - 700 bp NE

315 Chaoboridae 14.7.2015 ANO - 700 bp NE

316 Chaoboridae 14.7.2015 ANO - 650 bp NE

317 Baetidae 30.4.2014 NE NE

318 Baetidae 30.4.2014 NE NE

319 Baetidae 30.4.2014 ANO - 650 bp NE

320 Baetidae 30.4.2014 ANO - 650 bp NE

321 dc(r)ﬁr%nomi dae 23.4.2015 ANO -380a650bp | ANO - 650 bp
322 dc%?%nomi dae 23.4.2015 ANO - 380 a 650 bp NE

323 Chironomidae 23.4.2015 ANO - 650 bp ANO - 150 bp
324 Chironomidae 23.4.2015 ANO - 650 bp ANO - 150 bp
401 Culicidae 9.5.2016 NE NE

402 Culicidae 9.5.2016 NE NE

403 Culicidae 9.5.2016 NE NE

404 Culicidae 9.5.2016 ANO - 380 a 650 bp NE

405 Culicidae 9.5.2016 ANO - 380 a 650 bp NE

406 Culicidae 30.4.2014 NE NE

407 Culicidae 30.4.2014 NE NE

408 Culicidae 30.4.2014 NE NE

409 Culicidae 30.4.2014 ANO - 700 bp NE

410 Culicidae 30.4.2014 ANO - 700 bp NE

411 Culicidae 3.56.2015 ANO - 650 bp NE

412 Chaoboridae 30.4.2014 ANO - 650 bp NE

413 Chaoboridae 30.4.2014 ANO - 650 bp NE

414 Culicidae 30.4.2014 ANO - 650 bp NE

415 Culicidae 1.4.2014 ANO - 380 a 650 bp NE

416 Culicidae 1.4.2014 ANO - 380 a 700 bp NE

417 Culicidae 1.4.2014 ANO - 380 a 650 bp NE

418 Culicidae 1.4.2014 ANO - 380 a 650 bp NE

419 Culicidae 14.7.2015 ANO - 380 a 650 bp NE

420 Culicidae 14.7.2015 ANO - 380 a 650 bp ANO - 380 bp
421 Culicidae 12.4.2015 ANO - 380 a 650 bp NE

422 Culicidae 12.4.2015 ANO - 650 bp NE

423 Culicidae 12.4.2015 ANO - 700 bp NE

424 Culicidae 15.4.2014 ANO - 650 bp NE

501 Culicidae 9.5.2016 ANO - 700 bp NE

502 Culicidae 9.5.2016 ANO - 380 a 650 bp NE

503 Culicidae 9.5.2016 ANO - 380 a 650 bp ANO - 380 bp
504 Culicidae 9.5.2016 ANO - 380 a 650 bp NE

505 Culicidae 9.5.2016 ANO - 650 bp NE

506 Culicidae 9.5.2016 ANO - 650 bp NE

507 Culicidae 9.5.2016 ANO - 650 bp NE

508 Culicidae 9.5.2016 ANO - 650 bp NE
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509 | Culicidae 9.5.2016 ANO - 650 bp NE
510 Culicidae 9.5.2016 ANO - 650 bp NE
511 Culicidae 9.5.2016 ANO - 650 bp NE
512 Culicidae 9.5.2016 ANO - 650 bp NE
513 | Culicidae 9.5.2016 ANO - 650 bp NE
514 | Culicidae 14.7.2015 ANO - 650 bp NE
515 | Culicidae 14.7.2015 ANO - 700 bp NE
516 | Culicidae 14.7.2015 ANO - 650 bp NE
517 | Culicidae 14.7.2015 ANO - 380 a 700 bp NE
518 | Culicidae 14.7.2015 ANO - 380 a 650 bp NE
519 | Culicidae 1.4.2014 ANO - 650 bp NE
520 | Culicidae 1.4.2014 ANO - 380 a 650 bp ANO - 380 i 700 bp
521 | Culicidae 1.4.2014 ANO - 380 a 650 bp ANO - 380 i 700 bp
522 | Culicidae 1.4.2014 ANO - 380 a 650 bp NE
523 | Culicidae 1.4.2014 ANO - 650 bp NE
524 | Culicidae 1.4.2014 ANO - 700 bp NE
Obr. VIII — 1 Nazorna fotografie gelu s PCR produkty z DNA izolatl bezobratlych,

amplifikovanych 16Smic primery (dle Weigl et al. 2012).
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PRILOHA IX

Tab. IX — 1 vysledky sekvenace PCR produkttl s DNA izolaty z perloocek

G | NAZEV pickayv | identita E'g;:g::{“““ :ﬁL‘iﬂce
DZ56 | bakiere Arciell aquatcs e e |Kessmood [0
DHIMIC | Benvaldia sp. J0VI-200%a stin BERW SECO2clone 4 165 RNA | 100% | 100% | FJ784857 1 %0
DH3MIC | Bevaldia sp.J0VI-200%a strain BERW SECO2 cone 4 165 RNA | 100% | 100% | FJ784857 1 %0
DHEMIC | Microsporidium sp. Micé SSU rRNA % o | | M8
DIZZMIC | Bevaldia sp. J0VI-200%a stin BERW SECO2cone 4 165 RNA | 100% | 100% | FJ784857 1 %0
DIZAMIC | NA NA [NA | NA NA
DM2MIC | Bevaldia sp.J0VI-200%a stain BERW SECO2clone 3 165 RNA | 64% | 96% | FJ7a4850.1 %0
DITB-MIC | baierie Flectobacilus Lacu S 9% | NRLMISSAT | 417
DIB2MIC | Microsporicium sp. Micé 55U rRNA % o | JovisTd | M8
DIE3VA | NA N [NA | MA m
DIBIVA | Benvaldia schaciemsiisalate 1 55U rIA 0% | 100% |AYON00L1 |30
DIBAVA | bakiere Arciella aquatcs 8% |67% | KCHTO1 |19

71




v 7

PRILOHA X

Tab. X - 1 Vysledky sekvenace larev bezobratlych

pristupovy kod

&.vz | NAZEV prekryv | identita v Genfank délka sekvence
201 | Zavrelimyiz sp. SEM-2009 isolate Z8Y or CAMOS 185 rRNA 7% 09%, FJ5T0807.1 655
204 | Paramerina sp. 1 SEM-2010 voucher V211 185 rRNA O7% 5%, HO440641.1 B55
214 | Psorophora cyansscens 185 rRNA 89% 92% HEG00019.1 473
217 | NA NA A NA NA
220 | NA NA A NA MNA
M | NA NA A NA MNA
223 | Aciius sulcatus 183 rRNA 97% 99% AJ313699.1 669
224 | Acllius sulcatus 183 rHNA 96% 99% AJ318699.1 662
304 | Lumbricwius cf. vanegatus BWW-2012 isolate Lumb 155 rRINA 05%, 009y, JOB21522.1 504
306 | Lumbricwivs of. varnegatus BWW-2012 isolate Lumb 185 rRNA Q8% 9%, JOE21522.1 604
341 | Ochlerofatus excrucians isolate 1662 55U rRMA 97% 9%, JFE3T524.1 A54
33 | Psecirotanypus dyarl MODOCT 185 rRNA 95% 99% HO440664.1 i
316 | Psorophora cyanescens 185 rRNA a8% 92% HE&00019.1 478
39 | Zavrelimyia sp. SRM-2009 isolate ZAV or CAMOS 185 rRNA 05% 98 FJ5T0307.1 652
324 | Zavrelimyiz sp. SEM-2009 isolate 28V or CAMOS 185 rRNA 7% OR% FJ570807 1 B53
M0 | NA MA A HA MA,
444 | Psorophora cyansscens 185 rRNA B8% 92% HEE00019.1 466
419 | Psorophora cyansscens 185 tRNA B8% 92% HEG00019.1 471
420 | Berwaldia schaefernal isolate 1 35U rRNA (s V1/uni-3R primery) 100% 100% AvD90042 1 380
a1 _.mma..m__m___.m m_n_. ”tq_h_.m_unmm m._E_: BERW SECO2 clone 4 165 rRNA 100% 100% FJ794857 1 320

(= MIC i V1/uni-3B primery]

433 | Zavrelimyia sp. SRM-2009 isolate ZAV or CAMOS 185 rRNA 7% 95% FJ5T0307.1 653
424 | Zavrelimyia sp. SEM-2009 isolate ZAV or CAMOS 185 rRNA OR% 09%, FJ570807.1 663
501 | Cchlerofatus excrucians isolate 1662 35U rRMA 8% 99% JFE3T524.1 657
503 | Hazardia milleri 1 55U rRNA {3 MIC i V1iuni-3R primery) 100% 96,8% AYD90067 1 307
514 | Psorophora cyanescens 185 rRNA 49% 92% HEGDD019.1 473
515 | Psorophora cyansscens 185 tRNA 92% 92% HE&G00019.1 458
520 | Hazardia milleri 1 35U rRMA (3 V1funi-3R primeny) 100% 96.8% AYD90067.1 307
524 | FPsorophora cyanescens 185 rRNA a6% 48% HEEO0019.1 452
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PRILOHA XI

Referenéni sekvence 3 druhii mikrosporidii, které jsem ziskalasekvenaci:

Komar PAK520LV1
ATGTTCACGCCTCGTCACTACCTCTGGTCCTCCAAGTGGGTAAGTTTCGCGCCTGCTGCC
GTCCTTGGACGTGGCAGCCATCTCTCAGGCTCCCTCTCCGGAATCAAACCCCGATTCCCC
GTTACCCGTCGTCGCCGCGGTACGCACTTACCGTACCGCCTAGCTGATAGGCCAGGAACT
CACCCACGCTTGTCTTAGCAGCAGCTTACCGCTGTTATCCCCTGTCGTGGCCAGATTTTC
CTGTCCTACTGAGCCGTTCGCCGCTCCGTTACCTTCGCTGGCTTGCATGGCTTAATCCTT

GAGGCAAGCGTCCAC

Perloo¢ka PAK11DM - HVH
TCCAGCTCCAGGAGCGTCTGTGTGTGTTGCTGCGGTTAAAGAGTGCGTAGTCGGGTTTTT
TGCCAGCAATAAAGGTGCGGTCTTCAACTGTGCATTGTGCTGGTACTTAAATCTAGGGAC
CGGAGAAGGGCAATGGTATTCGACAGCGAGGGGTGAAAACTGATGACCTGTTGAGGAGCG
ACTGAGGCGAAAGCGGTTGTCCGGGACGGGTTCGACGATCAAGCGCGTGAGCAGGAGGAT
CGAAGGCGATTAGAGACCGTCGTAGTTCCTGCAGTAAACGATGCCAACGGGATTGCAAGC
TATGTGATTCAAGGGAAACCGAGTGTATGGGCTCCGGGGATAGTACGGGCGCAAGCCAGA

AACTTGAAGAAATIGACGGA

Perloocka PAK15DM - Berwaldia singularis
TCCGCCATTTCTTTAAGTTTGTCCGTTGCCGGATTACTATCCCTAGAGCCCATACACTCT
TAATTTCTCTATATTGCATCAGCGCACTGACACGATAAGTAGGCATCGTTTACGGCCGGA
ACTACAACGGTATCTAATCATTTTTGATCCTCCGGCTAACGTTCTTGACCATCAGAGGCG
TACTAGGTAATCGCTTTCGCTACTGGTTGTCCTCGGCAGGTCTTCAATTTTCACCTCTCG
CTGCCAAATACAATTACCTCCATCCGCTCCTTAATGTTACGTCTACTGTAAGTTAGAGTG

CACTTTAAGGGTCCTCGTTTCCAAACAGGACTATAACACGGCTACAAACTTTCTAACTAC
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