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ABSTRAKT

Pivodnim cilem mé diplomové prace bylo vySetfeni fixovanych vzorkli perloocek
z druhového komplexu Daphnia longispina z piehradnich nadrzi Vir a Vranov na pfitomnost
4 skupin mikroparazitt: mikrosporidii, oomyceti, prvoka Caullerya mesnili a kvasinky
Metschnikowia bicuspidata, u opakovanych odbérti pak zjisténi vlivu paraziti na plodnost
perloocek a uréeni jejich ¢asové a prostorové distribuce v rdmci nadrze. Z celkového poctu
4452 vysetienych samicek perloocek bylo ale nakazeno pouze 56 jedincd. Tento pocet nebyl
dostacujici pro planované analyzy. Pfi vySetfovani perloocek jsem také zaznamenévala jejich
pocet vajicek ve sntsce. Ve vysledkové ¢asti diplomové prace se proto zabyvam alternativni
problematikou — vlivem environmentélnich faktori na plodnost perloocek. Ob¢ zminéné
udolni ptehradni nadrze maji charakteristicky kanonovity profil, ktery umoznuje vytvareni
environmentalnich gradientti na horizontalni a vertikalni ose nadrze. Vysledky potvrzuji, ze
vybrané faktory (identita nadrze, sezona a poloha v ramci nadrze resp. potravni nabidka) maji
signifikantni vliv na plodnost perloocek.

Béhem své prace jsem se potykala s fadou potizi spojenych s ur¢ovanim mikroparazitt
u fixovanych vzorkl perlooc¢ek. Problematikou fixace zooplanktonu se zabyva ptilohova cast
mé diplomové préace, ve které uvadim: ne/vyhody fixa¢nich ¢inidel, detailnéjsi popis zdravych
a infikovanych perloo¢ek a metodicka doporuceni pro praci s fixovanymi vzorky perloocek za
ucelem prace s mikroparazity, zejména rozpoznani mikrosporididlni infekce od artefakt

fixace.

Kli¢ova slova: Daphnia longispina komplex, plodnost, mikroparaziti, environmentalni

gradienty, korytovité ptehradni nadrze, fixace zooplanktonu, mikrosporidie.



ABSTRACT

The original aim of my diploma thesis was examination of fixed samples of cladocerans
from the Daphnia longispina species complex from reservoirs Vir and Vranov for the
presence of 4 groups of microparasites: microsporidia, oomycetes, the protozoan Caullerya
mesnili, and the yeast Metschnikowia bicuspidata. The next aim was to determine the effect of
parasites on Daphnia fecundity, and determination of their spatial and temporal distribution
within reservoirs. From the total number 4452 of examined Daphnia females, however, only
56 individuals were infected. This number was not sufficient for the planned analyses. As I
recorded for all examined individuals the clutch size, | thus dealt to a large extent with an
alternative issue: the temporal and spatial variation of, and the influence of environmental
factors on Daphnia fecundity. Both studied reservoirs are characteristic by canyon-shaped
profile that allows formation of environmental gradients on the horizontal as well as vertical
axis. The results confirm that reservoir identity, season, and location within the reservoir (or
gradient of food supply) have all significant effects on fecundity.

During my work | have encountered difficulties associated with determining
microparazites from fixed zooplankton samples. The appendix section of my thesis thus deals
also with the issue of fixation of zooplankton, and in particular recognizing microsporidia
infection from fixation artifacts. | discuss (dis)advantages of various fixing agents, provide a
detailed description of healthy and infected water fleas, and summarize methodological

recommendations for working with fixed samples in order to study microparasites.

Key words: Daphnia longispina complex, Daphnia fecundity, microparasites, environmental
gradients, canyon-shaped reservoirs, fixation of zooplankton, microsporidia.
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1 UvOD

Udolni piehradni nadrze piedstavuji dilezitou zasobarnu stojaté sladké vody V nasi
krajin€. Od jezer se lisi fadou morfologickych a limnologickych vlastnosti, které jsou dany
umeélym piehrazenim ptirozeného fi¢niho toku v dlouhém kaionovitém udoli. V téchto typech
nadrzi lze snadno rozdélit zdanlivé homogenni trojrozmérny prostor na vertikalni a
horizontalni slozku (Straskraba 1998). Hluboky sloupec vodni masy umoziuje vznik
gradientd na vertikdlni ose nadrze podobné jako v jezerech. Vertikélni gradienty ve
stratifikovaném vodnim sloupci zahrnuji: zménu teploty, obsah plynii, Zivin a intenzitu svétla.
Horizontéalni gradienty jsou vyvinuty od pfitokové oblasti k hrézi. Piitok je hlavnim zdrojem
zivin pro primarni producenty a ovliviiuje zménu v biomase fytoplanktonu, zooplanktonu a
nasledn¢ dalsi ¢leny trofické kaskady (Straskraba 1998; Lampert & Sommer 2007; Prchalova
et al. 2008). Environmentalni gradienty v piehradnich nadrzich mohou tedy vodni prostor
rozdélit na mista s rozdilnymi abiotickymi a biotickymi vlastnostmi, coz nésledné¢ muze
ovlivnit distribuci zooplanktonniho spole¢enstva (Sed’a et al. 2007a).

Vyznamnou slozku zooplanktonu stojatych vod tvoii perloo¢ky rodu Daphnia. Radu
evropskych nadrzi obyva né€kolik druht perloocek z komplexu Daphnia longispina: Daphnia
longispina (O. F. Miiller) (ve starsi literatufe uvadény také pod nazvem D. hyalina/ D. rosea,
vice v préci Petrusek et al. 2008b), Daphnia galeata Sars a Daphnia cucullata Sars (Benzie
2005; Petrusek et al. 2008b; Seda et al. 2007a). Tyto druhy vytvaii mezidruhové hybridy,
prostfedi v nadrzi mohou vést k heterogenni distribuci jednotlivych druhti perlooéek v ramci
jednoho vodniho Utvaru, a ptipadné ke vzniku hybridnich zon. Dlouhodobou koexistenci
rodiovskych druht perloocek a jejich hybridii umoziuje pravé heterogenita prostredi
zpusobena environmentalnimi gradienty (Petrusek et al. 2008b; Sed’a et al. 2007a).

Koexistenci nékolika druht perloocek také podporuje selektivni predaéni tlak ze strany
ryb, které upiednostiiuji vetsi kofist (Spaak & Hoekstra 1997). Dalsi potencionalni faktor,
ktery muze mit silny vliv na populaci perloocek, je parazitismus. Paraziti perloogek jsou
schopni s ¢asovym zpozdénim sledovat nejcastéjsi hostitelské genotypy. Tyto genotypy mohou
byt nasledné siln¢ infikovany a vzacné genotypy perloo¢ek (v daném misté nadrze) mohou
ptevladnout (Wolinska & Spaak 2009). Nedavna studie také ukazala, ze i jednotlivé skupiny
paraziti perloo¢ek mohou vykazovat v rdmci jednoho vodniho utvaru heterogenni distribuci a

tim mohou vytvaiet oblasti s rozdilnou infekci (Wolinska et al. 2011a).
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Environmentalni gradienty, predace a parazitismus nemaji vliv pouze na vysledek
mezidruhové kompetice a heterogenni distribuci jednotlivych druhti v rdmci jednoho vodniho
utvaru, ale tyto faktory také vyznamné ovliviiuji plodnost perloocek.

Rada studii se vénuje vlivu rtiznych faktori prostiedi na plodnost perloodek: na pocet
vaji¢ek v jedné snisce, velikost jednotlivych vajicek, velikost perloocek, pii které ma samicka
prvni sntisku a dal$i zivotni strategie, mezi kterymi perloo¢ky musi v danou dobu volit, aby
optimalizovaly alokaci svych zdroji a maximalizovaly svou reproduk¢ni rychlost (Black
1993; Machacek & Sed’a 2007; Schwartz 1984; Taylor & Gabriel 1992). Tyto studie jsou
vSak prevazné laboratorniho charakteru, terénni experimenty jsou omezené ¢asovou naro¢nosti
a potiebou opakovanych méteni a vzorkovani. Ma& diplomova préace, vychazi z analyzy vzorku
zooplanktonu z opakovanych terénnich odbérti na pichradnich nadrzich Vir a Vranov v letech
2009 a 2010 a zabyva se pravé tématem vlivu mikroparaziti a environmentalnich gradientdl na

plodnost perloocek.



1.1 Cile préce

Prvotnim cilem mé diplomové prace bylo pfispét k objasnéni prostorové distribuce a
Casové dynamiky mikroparaziti napadajicich perloocky r. Daphnia v ¢eskych piehradnich
nadrzich. V téchto nadrzich jsou vytvofené podélné environmentalni gradienty a predbézné
vysledky naznaovaly, ze piimo ovliviuji nejen distribuci perloocek, ale i miru jejich
parazitace. Ma diplomova prace méla pfispét k objasnéni nésledujicich otazek:

e Jaka je distribuce jednotlivych skupin parazitli u perloo¢ek na podélném gradientu
vybranych ptehradnich nadrzi Vir a Vranov?

e Jaka je Casova a prostorova variabilita v prevalenci paraziti u opakovanych odbé&ri?

e Jak jednotlivé skupiny parazitt ovliviiuji plodnost nakazenych jedinci rodu Daphnia?

Hlavni naplni mé laboratorni prace byla analyza vzorkid zooplanktonu z opakovanych
odbéra piehradnich nadrzi Vir a Vranov v letech 2009 a 2010. Bohuzel se po analyze
celkového mnozstvi ptesahujici 4400 jedinct perloocek ukazalo, ze pouze 56 perloocek bylo
nakazeno. Tento maly pocet infikovanych samifek nebyl dostacujici k jakékoliv analyze
prevalence paraziti a ke srovnani prostorové a ¢asové variability. Z tohoto divodu je ma
prace omezena pouze na slovni hodnoceni tohoto tématu a diskusi s literaturou.

Diky ziskanym hodnotam o poctu vajic¢ek u kazdé ze zkoumanych perlooc¢ek, mnozstvi
fytoplanktonu a abiotickych faktorech (méfenych béhem terénnich odbéru), jsem se mohla
zaméfit na alternativni problematiku, a to vyhodnoceni samotnych environmentélnich
gradient na horizontalni a vertikalni ose nadrze (resp. polohy odbérového mista v nadrzi) na
plodnost perloocek. Pro nékolik proménnych jsem testovala, nakolik maji signifikantni vliv na
plodnost perloocek. Mezi né patii: identita nadrze, sezona, stanovisté na podélné a svislé ose
nadrZe, pfipadné potravni nabidka.

Béhem laboratorni prace jsem se potykala stadou potizi a otdzek pii identifikaci
jednotlivych skupin mikroparaziti a volbou vhodné metodiky k jejich uréovani z fixovanych
vzorkii. ReSeni problému s uréovanim mikrosporidialni infekce vyustilo v nékolikamésiéni
hledani odpovédi a zkoumdni jinych vzorkl. Jako jeden z hlavnich pfinosit mé diplomové
prace tedy povazuji sepsani metodologickych doporuceni pro fixovani Zzivych vzorki
zooplanktonu, slouzicich k budoucimu zkoumani parazitd. Navrhuji vhodny zplsob
laboratorni prace s mikroparazity pii velkém mnozstvi zkoumanych perloocek a detailnéji
popisuji problémy s urCovanim jednotlivych skupin paraziti, konkrétn¢ s identifikaci

mikrosporidii. Tato problematika je sepsana v Piiloze I mé diplomové prace.
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2  LITERARNI PREHLED

2.1  Udolni piehradni nadrze

2.1.1 Historie, ucel vystavby

Historie vystavby ptfehradnich nadrzi ve svété se datuje na uctyhodnych 5000 let.
V Ceské republice se historie piehradnich nadrzi zagina psat pred 500 — 700 lety. Z této doby
pochazi u nas nejstarsi piehradni nadrz Jordan. Podstatny podil pfehradnich nadrzi v Ceské
republice byl vybudovan az ve druhé poloviné 20. stoleti (Broza et al. 2005). Tyto vodni
nadrze maji pro Ceskou republiku velky vyznam, protoze predstavuji jediny rozsahly zdroj
povrchové stojaté vody, kter& mimo jiné slouzi jako zasobarna pitné vody pro vétSinu
obyvatel (Riha 2012).

Um¢lé vodni nadrze se vytvareji prevazné vystavbou hrazi nebo ptehrad (Broza et al.
2005). Piehradou oznaCujeme stavbu, ktera v udoli toku dopliuje pfirodni svahy tam, kde
2005). Vystavbou pichrady se tento pfirozeny fi¢ni tok prerusi. Pfehradni nadrze jsou tedy
Casto lokalizované v relativné uzkém udoli. Ty maji specifickou morfologii a oznacuji se jako
kanonovité udolni prehradni nadrze.

Vodni nadrZze umoziuji pfizplsobit pfirozeny rozkolisany fi¢ni pratokovy rezim
potfebam spolecnosti. Jsou tedy primarné budovany kviili jejich zasobni a ochranné (retencni)
funkci. Zasobni funkce umoziiuje zvySovat nizké prutoky v toku pod nadrzi v dlouhodobych
obdobich nedostatku srazek, kdy pfirozené ptitoky nestaci pokryt pozadavky. Naproti tomu
ochrannou funkci nadrze je zachytit ¢ast objemu povodné a piispét ke zmirnéni povodiovych
Skod. Prehradni nadrZze mohou byt dale vyuZivany pro vyrobu elektrické energie, pro odbéry
vody pro vodarenské vyuZziti, k rekreaci ¢i rybolovu (Broza et al. 2005).

Dalsi vyznamnou zéasobarnu stojaté vody v krajiné mohou ptedstavovat jezera. Piestoze
mohou mit stejnou geografii, od udolnich pifehradnich nadrzi je odliSuje mnoho
limnologickych vlastnosti (Straskraba 1998). Jezera jsou mnohem star$i. VétSinou jsou
ptirozeného kombinovaného ptivodu, kdy se na vzniku a tvarovani jezerni panve podilelo vice
riznych geomorfologickych pochodi. Jezera jsou napajena povrchovou a srazkovou vodou,
ktera muze do jezera pfitékat ze vSech stran. Nejvétsi hloubka je v centralni oblasti jezera.
Voda zde ma delsi teoretickou dobu zdrZeni a hlavni hnaci silu vodnich mas pfedstavuje vitr

(Straskraba 1998).
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Ptehradni nadrze jsou umélého pivodu, vznikaji piehrazenim feky hrazi. Morfologie
nadrze vychédzi z Gcelu stavby pichrad: zadrzeni vétsiho mnozstvi vody pii povodni ¢i
nadlepseni pritoku v obdobi sucha nebo vyroba elektrické energie. Pichradni nadrze jsou tedy
charakterizovany jednosmérnym podélnym tokem vody od piitoku smérem k hrdzi a
podélnym gradientem hloubky s nejvétsi hloubkou u hraze. Hlavni fidici silou je pfitok feky.
Kanonovité prehradni nadrze tedy piedstavuji specialni vodni ekosystém definovany velmi
dobfe vyvinutymi biotickymi a abiotickymi gradienty podél vertikalni a horizontalni osy

nadrze, fizenymi prave timto jednim ptitokem feky (StrasSkraba 1998).

2.1.2 Environmentalni gradienty

Vlastnosti vody se Vv piehradnich nadrzich méni zejména ve sméru vertikalnim a ve
sméru horizontalnim v zévislosti na pritoku vody nadrzi. Tyto vlastnosti se méni nejenom
béhem rocnich obdobi, ale i b&hem dne. Jsou vyvolany zménou teploty, koncentraci
rozpu$ténych plynt, chemickymi a biochemickymi procesy (Pitter 1999). Tyto faktory
ovliviiuji oziveni v ptehradnich nadrzich. Nize uvadim popis gradientt, které maji vyznamny

vliv na zooplanktonni spolecenstva v ¢eskych piehradnich nadrzich.

2.1.2.1 Vertikalni gradienty

Z uvedenych pficin podléhaji vertikalni stratifikaci predevSim tyto slozky:

TEPLOTA

Teplota je jednim z vyznamnych ukazatelti jakosti a vlastnosti vody, protoze ovliviiuje
rozpustnost Kysliku, rychlost biochemickych pochodi, a tim mimo jiné i proces samocisténi
vody (Pitter 1999).

Ve vodnich nadrzich s dostate¢nou hloubkou dochdzi v Iéte a vzimé k teplotni
stratifikaci, ktera vznika diky zavislosti hustoty vody na teploté¢ a anomalni vlastnosti vody
(maximalni hustota pii 4 °C). V 1été teplota povrchové vrstvy vody stoupa a v hlubsich
vrstvach se hromadi chladnéjsi voda s vétsi hustotou. Svrchni vrstva vody (epilimnion) je od
spodni vrstvy (hypolimnion) odd€lena tzv. sko¢nou vrstvou (metalimnion), kterd brani
cirkulaci vody v celém objemu. Lze tedy fici, Ze letni teplotni stratifikace je charakterizovana
dobte promichanou teplejsi svrchni vrstvou a chladnéjsi vrstvou nade dnem. Toto obdobi se

nazyva letni stagnace. V zim¢ dochazi k inverznimu rozdéleni teploty a ve spodni vrstvé se
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hromadi voda o teploté 4 °C — obdobi zimni stagnace. Na jafe a na podzim dochazi vlivem
pusobeni vétru a teplotnich zmén k proudéni vodni masy a tim k promichéani jednotlivych
vrstev. Teplota se nasledn¢ v celém vodnim sloupci vyrovnava. Hovofii se o jarni a podzimni
cirkulaci (Pitter 1999).

Vytvofeni teplotni stratifikace zavisi na vnéjsich a vnitinich podminkach nadrze. Hlavni
vnéjsi podminky jsou: hydrometeorologické vlastnosti oblasti uréené geografickou polohou,
vétrna expozice nadrze a ro¢ni obdobi (Lampert & Sommer 2007). Vnitini podminky jsou:
mnozstvi absorbovaného slune¢niho zafeni, tok vody (od piitoku k hrézi) a morfologie nadrze
(plocha, tvar, hloubka, doba zdrzeni vody) (Straskraba & Hocking 2002).

Doba zdrzeni vody ma vyznamny vliv na hydrodynamické podminky v nadrzi a na
vyvoj stability letni stratifikace. Pokud je doba zdrzeni ve vodni nadrzi kratka, mira toku vody
skrz nadrz je vysokd a neumozni vyvinout teplotni stratifikaci, kvili neustilému
promichavani jednotlivych vrstev vodniho sloupce. Doba zdrzeni nad 200 dni jiz umoziuje

vyvinout silnou teplotni stratifikace (Straskraba & Hocking 2002).

KYSLIK

Teplotni stratifikace podmifiuje i stratifikaci dal§ich ukazatelti jakosti vody. Jde
predevsim o kyslikovou stratifikaci, kterd ovlivituje oxidacné-redukéni potencidl a osidleni
jednotlivych vodnich vrstev organismy, kteti vyzaduji pro své metabolické aktivity rozdilné
koncentrace kysliku (Pitter 1999).

Kyslik se dostava do vody difuzi z atmosféry ¢i z fotosyntetické asimilace priméarnich
producentti. Rozpustnost kysliku ve vodé je zavisla na teploté a tlaku. Za standardniho tlaku
101,325 kPa a teploty 20 °C je pfi stoprocentnim nasyceni obsah kysliku ve vodé 9,09 mg/l
(Lampert & Sommer 2007).

Svrchni vrstva vody u hladiny (epilimnion) je kyslikem obvykle téméf nasycena.
Eutrofni vody svysokou produkci fas a sinic byvaji Vv letnim obdobi pii intenzivnim
slune¢nim svitu a intenzivni fotosyntetické asimilaci kyslikem i pfesyceny. V obdobi letni
stagnace dochazi v eutrofnich vodach pod sko¢nou vrstvou (metalimniem) k rychlému
poklesu koncentrace kysliku, protoze k promichavani vody, a tedy k vyméné kysliku
s atmosférou, dochazi jen ve vrstvé vody v oblasti epilimnia. Ve spodnich vrstvach vody
nadrze (hypolimniu) se mohou koncentrace kysliku pohybovat jen v desetindch mg/l a nade
dnem hlubokych nadrzi byva nékdy dosazeno az anoxickych podminek. Deficit kysliku u dna

je zpusoben jen pomalou difuzi kysliku do hypolimnia a biochemickou spotfebou kysliku pii
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rozkladu organickych latek (Pitter 1999). Na vertikalni ose nadrze tedy miizeme rozliSovat
dve zony:
e trofogenni zona — povrchova vrstva vody, Vv niz primarni producenti vytvaieji
organicke latky a produkuji kyslik.
e trofolytick4 z6na — vrstva vody, do které pronika méné nez 1% svételného zafeni.
V této vrstvé je kyslik spotiebovan organismy na rozkladné procesy, které zde

prevladaji.

SVETLO
Pro vodni ekosystémy hraje dulezitou roli infracervena slozka svétla jako zdroj tepla a
oblast viditelného spektra (tzv. fotosynteticky aktivni zafeni), které vyuzivaji primarni
producenti pii fotosyntetické asimilaci a organismy pro orientaci (Lampert & Sommer 2007).
Svétlo i teplo klesa s hloubkou. S hloubkou se také méni spektralni slozeni. Cista voda
absorbuje nejlépe Cervenou a oranzovou slozku viditelného spektra, a proto tyto ¢asti
nepronikaji hluboko. Nejhloubéji pronikaji zelenomodré a fialové ¢asti spektra. Se zvySujicim
se obsahem rozpusténych organickych latek roste absorpce svétla v modré az fialové Casti
spektra, voda je zabarvena do Zluta aZ hnéda (Bronmark & Hansson 1998). Na vertikalni ose
nadrze mizeme rozliSovat:
e vrstvu eufotickou: horni vrstva vodniho sloupce, ktera je dobie prosvétlena a dopada
zde nejveEtsi Cast svételného spektra. V této Casti prevlada fotosyntéza nad respiraci
e vrstvu afotickou: neboli zona temna, kde nepronikd slunecni zafeni (ptfipadné pronika
jen vmalé mife; tato oblast se nékdy nazyva disfotickou zdénou). V této vrstvé

fotosyntéza neprobiha viibec, nebo pokud probiha, nepievazuje nad respiraci.

FOSFOR

Pfirodnim zdrojem fosforu ve vodach je rozpousténi a vyluhovani nékterych minerald a
zvétralych hornin. Antropogennim zdrojem anorganického fosforu je predev§im aplikace
fosfore¢nych hnojiv a polyfosfore¢nany z detergentii obsazenych v odpadnich vodach.
Slouceniny fosforu se dostavaji do povrchovych vod i s atmosférickymi srazkami. Zdrojem
organického fosforu je fosfor obsazeny v zZivocisnych odpadech a rostlinné biomase (Pitter
1999). Slouceniny fosforu hraji vyznamnou ulohu v ptirodnim kolob&hu latek. Jsou nezbytné
se fosfore¢nany uplatfiuji pfi ristu fas a sinic a pii eutrofizaci povrchovych vod (Pitter 1999).
Eutrofni voda je voda bohata na ziviny, piedev$im slouc¢eniny fosforu a dusiku, s velkou
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primarni a sekundarni produkci a produkci ryb. U eutrofnich nadrzi se celkovy fosfor
pohybuje v rozmezi 30 - 100 ug/l (Lampert & Sommer 2007).

Velmi dulezitd je vertikalni stratifikace sloucenin fosforu v nddrzi. Ve vegetacnim
obdobi dosahuje koncentrace sloucenin fosforu minima v oblasti epilimnia, protoze fosfor je
inkorporovan do biomasy fotosyntetickych organismti. Koncentrace fosforu se obvykle
s hloubkou zvétsuje a nejvEtsi je u dna nadrze, kde dochazi k rozkladu biomasy fytoplanktonu
a zooplanktonu a k uvoliovani slouc¢enin fosforu ze sedimenti. V obdobi podzimni a jarni

cirkulaci vody se rozdily po vertikale vyrovnaji (Pitter 1999).

PRIMARNI PRODUCENTI

Hlavni fyzikalni faktory ovlivitujici vertikalni distribuci fytoplanktonu jsou: gradient
svétla ve vodnim prostiedi, pruhlednost vody a gradient teploty (Longhi & Beisner 2009).
Mnozstvi dostupnych Zivin a filtraéni mira zooplanktonu jsou taktéz vyznamnym
ovlivityjicim faktorem (Caputo et al. 2008; Decaestecker et al. 2002).

Na vertikalni ose nadrze se rozlisuje:
e vrstva trofogenni (shodné s eufotickou vrstvou): diky dostupnosti svételného zafeni se
Vv této vrstvé koncentruje vétSina biomasy primarnich producenta.
e vrstva trofolytickd (shodnd s hypolimniem): vtéto vrstvé dochazi k rozkladu
nahromadéné biomasy heterotrofnimi organismy (Pitter 1999).

V urcitych situacich se nemusi fytoplankton sousttedit je ve vrstvach epilimnia, zejména
tehdy, pokud slune¢ni zafeni u hladiny poSkozuje jednotlivé buniky fytoplanktonu nebo pokud
je vycerpan zdroj zZivin, tehdy je pro fytoplankton vyhodnéj$i obyvat vétsi hloubky, s veétsi
koncentraci fosforu. Pokud se fytoplankton vyskytuje v oblasti metalimnia, je také uchranén
od neustalého promichavani s vodni vrstvou epilimnia. V oblasti termokliny je take
zpomalena sedimentaéni rychlost bun¢k diky zméné v hustoté vody. Je-li fytoplankton
koncentrovan v této oblasti vodniho sloupce, hovoiime o metalimnetickém maximu (Caputo

et al. 2008; Lampert & Sommer 2007).

ZOOPLANKTON

Vertikalni distribuci fytoplanktonu sleduje i distribuce filtrujiciho zooplanktonu,
s vyskytem pifevazné ve vrstvach epi- a metalimnia. Zooplankton mize také vykazovat
diurnalni vertikalni migraci, kterd slouZzi jako Unik pfed rybimi predatory, ktefi svou kofist
vyhledavaji pomoci zraku (Decaestecker et al. 2002; Lampert 1989). V naSich zemé&pisnych
Sitkach je vétsina ryb ve vodnich nadrzich lokalizovana ptevazné v epilimniu a pouze mala
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Cast muze byt nalezena v hypolimniu (Drastik et al. 2008). Je zajimavé, Ze to ovSem nemusi
nutné znamenat, ze by zooplankton migroval (Sed’a et al. 200b).
Vyskyt perloocek ve vétSich hloubkach by mohl byt také vysledek parazitace

(Decaestecker et al. 2002) (viz niZe kapitola Mikroparaziti perloo¢ek rodu Daphnia).

2.1.2.2 Horizontalni gradienty

Vznik podélnych gradienti je ddn morfologii pfehradnich nadrzi, které maji dlouhy
kationovity tvar sjednim hlavnim pfitokem feky. Vyznamnym podélnym gradientem je
rostouci hloubka od pfitoku smérem k hrazi, kde muze v naSich nadrzich vodni sloupec
dosahovat a7z 50 m hloubky (Riha 2012). PodéIné environmentalni gradienty jsou
Vv ptehradnich nadrzich reprezentovany hlavné poklesem trofické urovné ve sméru od piitoku
k hrazi a s tim souvisejici zmény v oziveni vodniho sloupce.

Ptitok feky pfinasi rizny materidl unaSeny proudem, organické latky a hlavné Ziviny
(zejména fosfor a dusik). Pro oblast pfitoku je tedy charakteristické zvyseni zékalu. Zakal Ize
definovat jako snizeni pruhlednosti vody, obvykle v dusledku pfitomnosti rozptylenych ¢astic,
které mohou byt bud’ ptirozeného, nebo antropogenniho ptivodu. Jde napft. o jilové mineraly,
huminové latky, hydratované oxidy kovi, bakterie, plankton a detrit (Pitter 1999).

Vyznamny pfitok Zivin stimuluje rist fytoplanktonu v této oblasti (StrasSraba 1998).
Smérem k hrazi mnozZstvi undSenych castic klesa, snizuje se mnozstvi Zivin a nasledné 1
biomasa fytoplanktonu, naopak se zvySuje pruhlednost. Heterogenita vodniho prostiedi se
zvysuje s rostouci dobou zdrzeni vody ve vodni nadrzi (Hejzlar & Vyhnalek 1998).

Pro filtrujici zooplankton je oblast pfitoku vyhodna z diivodu vétsi kvantity potravy
(veétsi biomasa fas, Casto vyjadfovano jako obsah chlorofylu a) a lepsi kvality potravy (pomér
C:P v biomase fytoplanktonu) (Caputo et al. 2008). Nicmén¢ tento region je také atraktivnéjsi
pro planktonoZravé ryby, které¢ zde mohou byt zvyhodnény lepsimi trofickymi podminkami a
leps§imi podminkami pro tfeni v oblasti litoralu. V kanonovitych piehradnich nadrzich je
litoral jen velmi chudé zastoupeny (formovany udolim feky). Pelagickd zona reprezentuje
hlavni objem vody v t&chto nadrzich (Riha et al. 2012). Piibfezni zona v oblasti piitoku tedy
poskytuje rybdm vhodné prostiedi k nalezeni potravy, ke tfeni a k hledani ukrytt. Dalsi
mozné vysvétleni zvySeného vyskytu ryb v oblasti pfitoku feky je jejich pivod. Ryby
obyvajici jezera a ptrehradni nadrze jsou ficniho plivodu a proto mohou vybirat habitaty, které
jsou podobnéjsi tém v fece: jako oblast pfitoku feky do nadrze a mélké piibiezni oblasti

(Prchalové et al. 2006; Prchalové et al. 2009; Gido et al. 2002).
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2.2 Perloo¢ky rodu Daphnia jako modelovy organismus

Perloo¢ky rodu Daphnia jsou mali (0,5 — 6 mm), prahledni, planktonni lupenonozi
korysi (Branchiopoda: Anomopoda). Zastupci rodu Daphnia tvoii celosvétové jednu
zZ nejrozsifenégjSich skupin sladkovodniho zooplanktonu (Benzie 2005; Ebert 2005). Vyskytuji
se v mnoha typech stojatych vod, kromé extrémnich habitatt jako jsou horké prameny nebo
Antarktida (Lampert 2011; Seda & Petrusek 2011). Perloocky hraji dilezitou roli
v ekosystémovych procesech, jako klicovy konzument primarnich producentd a mikrobd
(Lampert 2011). Zaroven jsou samy dalezitou potravou mnoha ryb a nékterych bezobratlych
organismu (Ebert 2005; Lampert 2006). Perloo¢ky tedy tvoii spojovaci ¢lanek mezi priméarni
produkci fytoplanktonu a vyssimi trofickymi trovnémi v pelagickych potravnich fetézcich
(Lampert 2011).

PerlooCky maji fadu vlastnosti, které¢ je pfedurCuji k tomu, aby se staly vybornymi
modelovymi organismy v popula¢ni ekologii, paleoekologii, evolu¢ni biologii, ekologické
biografii, toxikologii a fadé dalsich obord (Brendonck & De Meester 2003; Decaestecker et
al. 2007; Lampert 2006). K tomu napomohly tyto jejich vlastnosti:

e jsou snadno kultivovatelné v laboratornich podminkéach

e maji kratkou generacni dobu S produkci velkého poctu potomkd (dospélé samice
modelovych druhti mohou za vhodnych podminek produkovat snisku vajicek kazdé 3
az 4 dny)

e maji nizkou mortalitu juvenilnich jedinct

e maji ptimy vyvoj bez larvalniho stadia

e jsou prithledné, Ize tedy lehce pozorovat jejich snlisky vajicek a dalsi vnitini struktury

e |ze s nimi dobfe manipulovat

e vytvafi velké populace

e v laboratornich podminkéach je jednoduché udrzovat klonalni linie

e maji specificky zptisob rozmnozovanim, kdy mohou za uréitych podminek ptrechazet
Z partenogeneze na sexualni rozmnozovani

e reaguji rychle na zmény podminek

e Vyivaii také diapauzujici stadia pietrvavajici v sedimentech v Zivotaschopném stavu

po mnoho let
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2.2.1 Rozmnozovani perloocek

Vétsina druhtt  perloo¢ek rodu Daphnia se nejéastéji rozmnozuje cyklickou
partenogenezi (obr. 1). Za pfiznivych podminek se z trvalych vajicek lihnou samicky, které
produkuji snisky vajicek. Vznikla vajicka nevyzaduji oplodnéni v plodové komurce a lihnou
se z nich dcery - asexualni samice (apomikticka partenogeneze).

Perloocky se vyviji pfimo, bez metamorfézy. Juvenilni jedinci se rodi skazdym
dospélym instarem, u rychle rostoucich druhti zhruba kazdé tii dny (Carius et al. 2001).
Juvenilni samicky projdou 5 instary, nez dosp€ji a jsou plodné (Benzie 2005). Podobné¢ jako u
jinych korysu dochazi k ristu téla jedince pouze tehdy, kdyz je svlékan stary karapax (Carius
et al. 2001). Ke svlékani karapaxu u dospé€lé samice dochazi poté, co uvolni dcefiné jedince,
jesté nez jsou dalsi vaji¢ka umisténa do plodové komurky (Ebert 2008). Prvni snisku mivaji
rychle rostouci druhy r. Daphnia za vhodnych podminek (dostatek potravy, optimalni teplota)
obvykle kolem 7. az 15. dne od narozeni (Ebert 2005). Samice béhem svého zivota mohou
vyprodukovat az 20 sntisek (Ebert 2008).

Za urcitych podminek, obvykle v odpovédi na zhorSujici se environmentalni podminky
(napft. zkracovani denni periody, velka populac¢ni hustota, nedostatek potravy, nizka teplota),
mohou partenogeneticky se rozmnozujici samicky produkovat asexualné nejen dcefiné
potomstvo, ale i samecky (Lampert 2011; Machacek et al. 2013).

Tito samci néasledné oplodni pohlavné se rozmnozujici, tzv. efipialni samicky (obr. 1).
Sexualné vznikla diploidni vajicka (obvykle 2) jsou ulozena Vv plodové komtrce perloocky
vV ochranném pouzdie, které je siln¢ chitinizované a melanizované a tvarové piipomina
sedélko (Lampert 2006; Ebert 2008). Toto pouzdro zvané efipium slouzi jako dormantni
staddium (Benzie 2005). Efipia plavou na hladiné nebo se usadi na dné nadrze, kde jsou
schopna prezit v sedimentu v extrémnich ptipadech i nékolik stovek let (Frisch et al. 2014). V
sedimentu nadrzi predstavuji banku trvalych vaji¢ek a zasobarnu genotypti (Decaestecker et
al. 2007). U nékterych specifickych populaci jsou perloo¢ky schopné tvotit dormantni vajicka

1 bez meidzy a tudiz nepotiebuji samce (obligatni partenogeneze) (Ebert 2008).

Asexudlni rozmnozovani umoziuje perloockdm rychle reagovat na momentalné
vyhodné environmentalni podminky prostfednictvim rychle se mnozicich klonalnich jedinca.
Sexualni reprodukce naopak poskytuje zdroj genetické variability skrz rekombinaci a zvySuje
pravdépodobnost, ze nckteré genotypy budou Iépe adaptovany na nové zmeény prostiedi

(Benzie 2005).
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nepohlavni rozmnozovani
(partenogeneze)
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Obr. 1: RozmnozZovaci cyklus perloocek (pfevzato z Petrusek 2010, autorka kreseb Katleen VVan Der Gucht).
Za priznivych podminek se perloocky rozmnozuji partenogenezi a produkuji asexualni samicky. Reakci na
zhor$ené environmentalni podminky tyto samicky produkuji samce. Pohlavnim rozmnoZovanim samicky a
samce vzniknou obvykle dvé diploidni dormantni vaji¢ka chranéna efipiem.
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2.3 Heterogenni distribuce perloo¢ek v rdmci jednoho vodniho Gtvaru

Kafonovitd morfologie udolnich piehradnich nadrzi a environmentilni gradienty
vytvaii na podélné ose nadrze mista s rozdilnymi abiotickymi a biotickymi podminkami. Tyto
gradienty mohou ve zdanlivé homogennim vodnim prostiedi ovliviiovat distribuci
jednotlivych druhi obdobnym zptsobem jako pevné bariéry v terestrickych ekosystémech
(Barton & Hewitt 1985; Petrusek et al. 2008a; Sed’a et al. 2007a).

Jednotlivé druhy perloo¢ek z druhového komplexu Daphnia longispina (D. longispina,
D. galeata, D. cucullata) se 1isi ekologicky a do jisté miry morfologicky, zejména velikosti
téla, to jim umoznuje prosperovat v odlisSnych oblastech nadrze s odliSnymi podminkami
(Gliwicz 1990). V misté¢ vyskytu dvou druhi mize dochazet k jejich kiizeni a ke vzniku
hybridnich genotypi. Hybridi mohou kombinovat vyhodné vlastnosti obou rodi¢ovskych
druhii a mohou byt nasledné 1épe adaptovani na podminky dané oblasti (Spaak & Hoekstra
1997). V téchto oblastech, v tzv. hybridnich zénach, mohou tedy hybridi ptevlddnout nad
rodi¢ovskymi druhy (Petrusek et al. 2008a). Hybridni genotypy dcetinych jedinct vznikaji
v disledku sexualniho rozmnozovani odlisnych rodi¢ovskych druhti @ mohou byt nasledné po
n¢kolik generaci udrZzovany klonalnim rozmnoZovanim (partenogenezi). Partenogeneticka
reprodukce tedy snizuje riziko extinkce hybridii a umoziuje jim dosahnout vysoké abundance
(Barton & Hewitt 1985).

Mezi hlavni faktory ovliviiujici prostorovou distribuci jednotlivych druhti perloocek a
jejich hybridd na podélné ose nadrze je povazovan gradient dostupnosti potravy a gradient
predacniho tlaku (Petrusek et al. 2008a; Sed’a et al. 2007a). Planktonozravé ryby piedstavuji
hlavni predatory perloocek v ¢eskych piehradnich nadrzich. V jinych vodnich ekosystémech
mohou hrat diileZitou roli predatorti perloocek i1 nékteré druhy bezobratlych Zivocichi, napf.
larvy koretry Chaoborus spp. (Diptera), znakoplavky Notonecta spp. (Heteroptera) nebo
drava perloocka Leptodora kindtii (Cladocera) (Stibor & Luning 1994; Loffler et al. 2004).

Region v eutrofni ¢asti pfitoku je pro perloocky bohaty na potravu, ale je take
atraktivngj$i pro ryby (Prchalova et al. 2008). Pro planktonozravé ryby, které svou kofist
vyhledavaji pomoci zraku, piedstavuji vétsi perloocky lepsi kofist (Gliwicz 1990), proto jsou
zde malé druhy zooplanktonu zvyhodnény. V této oblasti tedy mohou dominovat malé
perloocky D. cucullata a jejich hybridi D. cucullata x D. galeata. Vetsi perloocky D. galeata
jsou pod vétSim predacnim tlakem ze strany ryb, proto se vyskytuji dale od pfitoku, kde

smérem k hrazi ryb ubyva (Petrusek et al. 2008a; Sed’a et al. 2007a).
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Rozdilny predacni tlak na zooplanktonni spolecenstvo umoziuje koexistenci obou
rodi¢ovskych druhd D. cucullata a D. galeata a jejich hybridi. Mezidruhovi hybridi D.
cucullata x D. galeata kombinuji relativné malou velikost téla (dovolujici uniknout
predatorim) rodi¢ovského druhu D. cucullata a vétsi produkci vaji¢ek vétsiho rodi¢ovského
druhu D. galeata (Spaak & Hoekstra 1997; Loffler et al. 2004; Petrusek et al. 2008a; Sed’a et
al. 2007a).

Télem velké perloocky druhu D. longispina a jejich hybridi D. galeata x D. longispina
obyvaji dolni oblasti nadrze blize k hrazi (Petrusek et al. 2008; Sed’a et al. 2007a). Obecné
velky filtrujici zooplankton preferuje oblasti u hrdze s nizsi trofickou urovni. Nemusi to byt
jen kvuli vyskytu planktonozravych ryb v oblasti pfitoku a silnému preda¢nimu tlaku, ale také

vvvvvv

potravni nabidkou. Vétsi télo a vétsi filtracni aparat umoziuje piefiltrovat vice vody (Gliwicz
1990).

Hybridi druha D. cucullata a D. longispina v ¢eskych piehradnich nadrzich pozorovani
nebyli (Petrusek et al. 2008a; Petrusek et al. 2013; Sed’a et al. 2007a). Oba rodi¢ovské druhy
jsou prostorové oddéleny, vyskytuji se v oblastech srozdilnymi environmentalnimi
podminkami. Dlouhy profil kanonovitych ptehradnich nadrzi tedy zfejmé spoleény vyskyt a
kiizeni téchto dvou rodi¢ovskych druhd nepodporuje.

Heterogenni distribuce ryb a rozdilny predac¢ni tlak ovliviiuji distribuci perloocek také i
ve vertikalnim sméru, napf. perloocky druhu D. longispina a jejich hybridi D. galeata x D.
longispina ¢asto dominuji v meta- ¢i hypolimniu (Petrusek et al. 2008a; Sed’a et al. 2007a;
Sed’a et al. 2007b). Dolni oblasti prehradni nadrze s vétSi hloubkou nabizeji pro velky
zooplankton dal§i vyhodu — potencionalni moznost unik pfed predaci do nizSich vrstev
vodniho sloupce, protoze vétSina ryb v evropskych nadrzich se koncentruje ve vrstvach epi- a
metalimnia (De Meester & Weider 1999; Drastik et al. 2008). Nicméné v ¢eskych piehradnich
nadrzich vyrazné&jsi diurnalni vertikalni migrace perloo¢ek pozorovéna nebyla (Sed’a et al.
2007b). Vertikalni distribuce mize byt ovSem vysvétlena i rozdilnou kvalitou potravy mezi
epilimniem a hlubs$imi vrstvami vodniho sloupce. Seston ve vétSich hloubkach obsahuje vice
fosforu nez ve vrstvach epilimnia a pfedstavuje pro zooplankton vhodné&jsi potravou. Této
potravy je zde daleko mensi mnozstvi nez v hornich vrstvach vodniho sloupce. Kvantita
potravy je tedy pro zooplankton rozhodujici. (Garcia-Ruiz et al. 1999; Pitter 1999). Vertikalni
distribuce perloo¢ek muze byt také ovlivnéna heterogenni distribuci mikroparazitli napf.

oomycet (viz nize kapitola Mikroparaziti perloo¢ek rodu Daphnia) (Wolinska et al. 2011a).
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Tedy nejenom gradient preda¢niho tlaku a dostupnost potravy, ale take i parazitismus
vyznamné ovliviiuje populaci perloocek. Kombinaci vSech téchto faktort vznikaji mista
s rozdilnymi abiotickymi a biotickymi podminkami umoziujici koexistenci rodi¢ovskych
druhti a jejich hybrida v ramci jednoho vodniho Gtvaru. Tyto podminky také ovliviuji

morfologii, plodnost a dalsi zivotni strategie jednotlivych druhi perloocek.
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2.4  Mikroparaziti perloo¢ek rodu Daphnia

Paraziti perloo¢ek rodu Daphnia patii do fady taxonomickych skupin (Ebert 2005;
Lampert 2011). Ma diplomova prace se zaméfuje na 4 nejéastéjsi skupiny eukaryotickych
mikroparaziti vyskytujicich se u perloo¢ek z druhového komplexu Daphnia longispina

v ¢eskych prehradnich nadrzich. Mezi tyto skupiny patfi:

mikrosporidie

oomycety

prvok Caullerya mesnili

kvasinka Metschnikowia bicuspidata

Infekce zptisobené uvedenymi mikroparazity se nejcastéji prendsi horizontalni cestou.
Horizontalni pfenos znamena infekci novych hostitelti skrz infekéni ¢astice (spory) uvolnéné
do vody z infikovanych hostitelt. Ty mizou byt uvolnéné z zivych jedincti nebo ze spor
rozkladajicich se tél infikovanych perloo¢ek. Zdravé perloo¢ky se mohou nakazit sporami
béhem filtrace vody (Ebert 2005; Lampert 2011). Spory mohou také klesat na dno vodni
nadrze, kde se mohou akumulovat a pietrvavat v sedimentu do té doby, nez se promichanim
dostanou zpét do vodniho sloupce (Decaestecker et al. 2007). Dalsi zpusob pienosu
mikroparaziti u perloo€ek je vertikalni pfenos infek¢énich stadii pfimo ze samicky na vajicka
(Lampert 2011).

Nize uvadim charakteristiky a fotografie jednotlivych skupin mikroparaziti uvadeéné
Vv literatufe. V kapitole Laboratorni urCovani mikroparaziti se nasledné podrobné&ji vénuji
popisu jednotlivych symptomu a zminuji vlastni poznatky s uréovanim mikroparazitti. V téze
kapitole jsou také uvedeny fotografie, které jsem pofidila béhem prohlizeni infikovanych

perlooc¢ek pomoci stereomikroskopu.
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2.4.1 Studované skupiny mikroparazita

2.4.1.1 Mikrosporidie

Mikrosporidie zahrnuji nejvétsi skupinu paraziti perloocek. Jsou to obligatni
vnitrobunééni paraziti napadajici specifickou tkan hostitele, napt. stievo, vajecniky, tukovou
tkan ¢i karapax (Ebert 2005; Lampert 2011). VétSina mikrosporidii napada u perloo¢ek bunky
sttevniho epitelu. Tyto mikrosporidie produkuji velmi malé prithledné spory obvykle mensi
nez 3 um (obr. 2). Infekce ¢asto byva lokalizovana v zadni ¢asti stieva. Tyto druhy je tézké
bez pitvy infikované perloocky odhalit. Nékteré mikrosporidie lze vSak v pokrocilé fazi
infekce pozorovat jako tmavy shluk spor vypliujici télo perloocky (obr. 3) (Ebert 2005).
Jednotlivé druhy mikroosporidii se lisi mimo jiné ve velikosti a tvaru spor. Infekce je obvykle
prenaSena horizontalné (Ebert 2005). Zda se, Zze ve srovnani s ostatnimi uvedenymi
mikroparazity, nemaji mikrosporidie tak negativni vliv na plodnost a pifezivani perloo¢ek
(Ebert 2005).

V analyzovanych vzorcich perloo¢ek z druhového komplexu Daphnia longispina
z ¢eskych piehradnich nadrzi nakazenych mikrosporidiemi dominoval jednak druh v literatute

uvadény jako Berwaldia schaefernai a dale blize neuréené taxony (Wolinska et al. 2009).
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Obr. 2: Tvar spor mikrosporidie Berwaldia schaefernai
(pfevzato z Vavra & Larsson 1994).

Obr. 3: Perloocka s pokrocilou fazi
mikrosporidialni infekce (foto: Jana
Hubova).

23



2.4.1.2 Oomycety

Oomycety jsou mnohojaderné organismy patiici do fiSe Stramenophila. Mohou Zit
saprofyticky €i paraziticky, s vyskytem na sousi i ve vodé. Na prvni pohled se podobaji
plisnim, proto byvaji ¢asto (spolu s chytridiomycety), ale nespravné oznacovany jako vodni
plisné. U perloocek oomycety napadaji bud’ sntiSku s vajicky, nebo oblast hlavy, a nasledné
mycelium prorasta celym télem hostitele (obr. 4) (Wolinska et al. 2009). Infekce je pfenasena
horizontalné ze spor uvolnénych z infikovanych jedincti, zejména po smrti (Tellenbach et al.
2007). Snaska vajicek vSak mize byt nakazena i béhem pootvirani plodové komirky do
okolni vody (kvili pfistupu kysliku k vajickim) (Lampert 2011).

Jak ukazuji experimentalni studie, oomycety jsou vysoce virulentni, dokazou zcela
znic¢it snisku s vajicky, ktera jiz nejsou dale Zivotaschopna (Tellenbach et al. 2007, Wolinska
et al. 2008a). Pokud je infikovana jen sntiska, a oomycety neprorostly dale do t¢la perloocky,
muze tato perloocka po uvolnéni infikované sniiSky produkovat dal§i zdrava vajicka
(Tellenbach et al. 2007).

Perloo¢ky mohou byt infikovany oomycety napt. z rodu Aphanomyces a Saprolegnia
nebo oomycety z ¢eledi Pythiaceae (Wolinska et al. 2009).

Obr. 4: Hlava perloo¢ky, ktera je
prorostla myceliem oomycet (foto: Jana
Hubova).
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2.4.1.3 Kvasinka Metschnikowia bicuspidata

Metschnikowia bicuspidata patii mezi kvasinky (Ascomycota, Saccharomycotina). Tato
kvasinka je extraceluldrni mikroparazit, jehoz spory pronikaji skrz stfevni sténu do
hemolymfy hostitele (Ebert 2005; Ebert 2008). M. bicuspidata vytvati velké mnozstvi spor
charakteristického jehlickovitého tvaru (obr. 5), které vypliiuji celé t€lo hostitele (Ebert 2008).
Téla silné infikovanych perloo¢ek maji bélavou barvu (obr. 6) (Ebert 2005). Infekce se
prenasi horizontalni cestou (Ebert 2008). Infikované perloo¢ky maji redukovanou plodnost
(az 0 50 %) a zivotnost (Ebert 2005; Duffy & Hall 2008; Wolinska et al. 2011a) Uspé&sna
infekce zabiji perloo¢ku béhem 2 az 3 tydna (Ebert 2005). Epidemie zpusobena kvasinkou
Metschnikowia bicuspidata se ¢asto vyskytuje na podzim (Duffy & Hall 2008; Wolinska et al.
2011a).

Obr. 5: Tvar spor kvasinky Metschnikowia bicuspidata
(pievzato z Ebert 2005).

Obr. 6: Mlé¢né zabarveni téla infikované
perloocky D. magna kvasinkou Metschnikowia bicuspida
(pfevzato z Ebert 2005).
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2.4.1.4 Prvok Caullerya mesnili

Caullerya mesnili je paraziticky prvok fazeny do tfidy Ichthyosporea (Lohr et al.
2010). Je to vnitrobuné¢ny parazit napadajici stfevni epitel hostitele (obr. 7), kde vytvaii
velké mnozstvi spor, které se shlukuji do vétsich Utvart (obr. 8) (Ebert 2008; Wolinska &
Spaak 2009). C. mesnili je vysoce virulentni, s prevalenci dosahujici az 45 % (Wolinska et al.
2007a). Infikované perloocky maji siln¢ snizenou plodnost (az 0 95 %) a Zivotnost (Little &
Ebert 1999; Wolinska et al. 2007a). Na rozdil od vyse zminovanych paraziti neovlivituje tato
infekce prithlednost téla perloocek (Ebert 2005). Infekce se mezi jedinci pienasi horizontalni

cestou, spory parazita odchazi ze stieva hostitele se zbytky potravy (Ebert 2008).

Obr. 8: Tvar spor prvoka Caullerya mesnili
(prevzato z Ebert 2005).

Obr. 7: Perloocka D. galeata infikovana C. mesnili (foto: Petr Jan Juradka). U nakaZené perloocky lze
pozorovat velké mnoZstvi Spor parazita ve stfevnim epitelu; spory jsou graficky upraveny a zvyraznény
modrou barvou.
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2.4.2 Koevoluce v systému perloocka-parazit

Tito nejéastéji studovani mikroparaziti perloocek obvykle nepotiebuji ve svém Zivotnim
cyklu dalsiho mezihostitele (vyjma fady mikrosporidii), navic mikroparaziti maji kratkou
generacni dobu, kterd jim umoznuje rychlou reakci na evoluci rezistence hostiteli (Ebert
2008). Antagonistickd interakce mezi perloockou a parazitem vede ke vzniku rychlé
koevolu¢ni dynamiky (Ebert 2008; Hamilton 1980). Paraziti tedy mohou na své hostitele
vytvaret ¢asoveé zpozdénou, negativné frekvenéné zavislou selekci, kterd vyustuje v oscilaci
genové frekvence jak u parazita, tak i u hostitele, coZ je v souladu s hypotézou Cervené
kralovny (Dybdahl & Lively 1998; Wolinska & Spaak 2009). To znamend, Ze paraziti jsou
schopni s casovym zpozdénim sledovat nejcastéjsi hostitelské genotypy, tyto genotypy mohou
byt nasledné siln¢ infikovany a vzacné genotypy perloo¢ek mohou pievladnout. Obrat
v interakci perloocka-parazit je v tomto systému obzvlasté rychly a tizce specificky (Wolinska
& Spaak 2009). To dokazuje 1 studie nékolika druhti perloocek a jejich parazitii, kdy v ramci
pouhych 7 dni frekvence nejcastéjSich hostitelskych klond, které byly pod silnou infekci,
klesla a frekvence diive vzacnych a malo infikovanych klont se zvysila (Little a Ebert 1999).

Systém perloocka-parazit tedy piedstavuje vyborny model pro studium koevoluce
(Ebert 2008; Lampert 2011). Detailngji se tomuto tématu vénuji ve své bakalaiské praci
(Hubova 2010).

2.4.3 Vztah parazitce k plodnosti a prezivani perloocek

Je tedy evidentni, Ze paraziti hraji dtlezitou roli (spoleéné s kompetici a predaci)
piiregulaci hostitelské populacni dynamiky (Anderson & May 1982; Thomson 1994).
Paraziti tedy ovliviluji nejenom zranitelnost perloocek k predaci, jejich migracni a filtracni
chovani, ale zejména maji vliv i na jejich plodnost a pfezivani (Ebert 2005; Lampert 2011).

Perloocky nosi své potomky v plodové komitirce po ne€kolik dni, nez je pfi svlékani
karapaxu uvolni do vodniho prosttedi. Partenogeneticka vajicka jsou u perloocek také snadno
pozorovatelnd. Proto je velikost snliSky nejvhodnéjsi a nejcastéji sledovany znak ve spojitosti
s parazitaci (Ebert 2005). Rada studii se zabyva pravé vlivem parazitii na plodnost a piezivani
perloocek. Tyto studie ukazuji, Zze pocet vajicek ve sntiSce byva u perloocek ovlivnén méné
¢asto nez samotnd piitomnost ¢i absence celé¢ snisky (Decaestecker et al. 2005; Stirnadel &
Ebert 1997). V mnoha pfipadech mikroparaziti spiSe hostitelskou plodnost potla¢i Gplné a
perloocku kastruji, nez by redukovali velikost jeji snlisky (Ebert 2005; Stirnadel & Ebert
1997). To potvrzuji i1 vysledky prace Wolinska et al. (2004), kdy pouze 2,4 % dospélych
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samiCek perloo¢ek Daphnia longispina x galeata nakazenych prvokem Caullerya mesnili
m¢ély sntiSku s vajicky, ve srovnani se zdravymi sami¢kami. Ptikladem dalSiho mikroparazita,
ktery zpusobuje u perloocek kastraci, je Casto studovana bakterie Pasteuria ramosa (Ebert
2005). Kastrace hostitele je pro parazita vyhodnéjsi strategii. Kastrovany hostitel vklada své
zdroje do prezivani, nikoli do reprodukce, a miize tak produkovat a §ifit vice parazitickych
stadii po delsi dobu (Ebert 2005; Stirnadel & Ebert 1997). Naopak néktefi paraziti zabiji
svého hostitele velmi rychle, napt. bakterie zptisobujici infekci ozna¢ovanou jako White Fat
Cell Disease. Tato infekce siln¢ redukuje jak plodnost, tak i piezivani (Ebert 2005; Lampert
2011). Siroké spektrum stievnich mikrosporidii voli mirn&jsi strategii a redukuji celkovou
zdatnost perloocek jen o 15 az 20 % (Ebert 2005).

Prezivani infikovanych perloo¢ek muze byt také ovlivnéno environmentalnimi

podminkami (Lampert 2011).

2.4.4  Vliv environmentalnich faktora a sezonni dynamika napadeni parazity

Teplota a potravni nabidka jsou jednim z hlavnich faktort, které mohou ovlivnit
fyziologii a chovani perloo¢ek a paraziti (Spaak & Hoekstra 1995; Schoebel et al. 2011). Jak
ukézaly laboratorni exprimenty, vyssi podil perloocek byl infikovan prvokem Caullerya
mesnili pii teploté¢ 12 °C nez pfi teploté vyssi (Schoebel et al. 2011). Témto vysledkim
odpovida i vyskyt Caullerya mesnili a kvasinky Metschnikowia bicuspidata v piirodnich
populacich, kdy vyssi vyskyt infekce byl za nizsi teploty (Duffy & Hall 2008; Schoebel et al.
2011; Wolinska et al. 201la). Opaény trend ve vztahu kteploté mél vyskyt infekci
zpusobenych mikrosporidiemi, jenz byly zaznamenany pfi teplotach vyssich (Wolinska et al.
2004).

Hall et al. (2009) publikovali matematicky model, ktery popisuje dynamiku interakce
hostitel-parazit v souvislosti s riiznou teplotou a trovni potravni nabidky. Za extrémné
nizkych potravnich podminek stradaji perloocky, ale i paraziti. Plodnost perloocek je nizka,
stejné tak jako produkce parazitickych spor. Epidemie by mé¢la byt omezena kvili limitacim
zdroji (Hall et al. 2009). Pokud je potravni nabidka stfedni ¢i vysoka, nastava interakce obou
faktort: teploty i potravy (Hall et al. 2009). V 1ét¢ je potravni nabidka pro perloocky nizka ¢i
nevhodna (perloo¢ky stradaji), ale vysoka teplota vody podporuje produkci spor paraziti,
oboji by m¢lo zvyhodiiovat vysokou prevalenci parazita a prenos infekce. Na podzim vysoka
kvalita potravy inhibuje pfenos infekce a nizka teplota redukuje produkei spor, coz by mélo

vést k ukonceni epidemie. Pokud je kvalita potravy vysoka, paraziti produkuji vice spor a
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perlooCky vice zdravych potomku, ktefi by mohli byt infikovani. Nicméné experimentalni
studie ukazaly, ze za dobrych potravnich podminek infikované samicky rostly do vétsich
velikosti a produkovaly vice parazitickych spor, ale na druhou stranu perloocky, které mély
vice potravy, byly mén¢ Casto infikovany. To miize byt dasledek nizsi filtraéni miry pfi vysSsi
potravni nabidce nebo zvysené odolnosti perlooc¢ek (Hall et al. 2009).

Tento model potvrzuje i terénni studie populace perloocek nakazené kvasinkou
Metschnikowia bicuspidata. Epidemie zptisobena kvasinkou zacala, kdyz byla kvalita potravy
pro perloo¢ky nizka a vrcholila v zafi (Hall et al. 2009). Stejny vyskyt infekce M. bicuspidata
a oomyceti byl zjistén v Ceskych piehradnich nadrzich, kdy prevalence kvasinky M.
bicuspidata byla na zacatku podzimu (Wolinska et al. 2011a). Zmeéna v biomase
fytoplanktonu se promitla jako zména ve vzristu pruhlednosti vody od pfitoku k hrazi.
Prevalence M. bicuspidata a oomycett se zvysila s rostouci prithlednosti vody, tzn. vyssi
prevalence paraziti byla za nizkych potravnich podminek, coz odpovida i laboratornim
experimentim (Hall et al. 2009).

V mnoha velkych eutrofnich jezerech maji perloo¢ky a fytoplankton dvé populaéni
maxima - jarni a letni (Ebert 2005). Pfenos paraziti je ¢asto zavisly na hustoté hostitelské
populace, proto je obvykle prevalence paraziti velmi nizkd ¢i nulovd b&hem zimy a na
zacatku jara, ale naroste po jarnim vrcholu abundance perloo¢ek a dosahuje maxima béhem
léta (Lampert 2011).

2.4.5 Heterogenni prostorova distribuce mikroparaziti

Environmentélni faktory tedy ovliviiuji vyskyt a trvani epidemie. Mista s rozdilnymi
environmentalnimi podminkami by mohly vykazovat rozdilnou miru infekce a heterogenni
distribuci mikroparaziti. Tato hypotéza byla také potvrzena ve studii 11 ¢eskych piehradnich
nadrzi (Wolinska et al. 2011a). Jak jiz bylo vGvodu zminéno, tyto Gdolni nadrze jsou
charakteristické pritomnosti abiotickych a biotickych gradientd na horizontalni a vertikalni
ose nadrZze. Gradient dostupnosti potravy a gradient predacniho tlaku ovliviiuji prostorovou
distribuci jednotlivych druhti perloo¢ek druhového komplexu Daphnia longispina (Petrusek et
al. 2008a; Seda et al. 2007a). V téchto nadrzich vykazovaly i jednotlivé skupiny
mikroparaziti odlisnou prostorovou distribuci (Wolinska et al. 2011a).

Vyskyt prvoka Caullerya mesnili byl vyssi v hornich oblastech nadrze. Kvasinka
Metschnikowia bicuspidata a oomycety byly Castéjsi ve stiedni a dolni ¢asti prehradni nadrze.

Mikrosporidie byly jedinou skupinou parazit, ktera se vyskytovala rovnomérné ve vsech

29



zkoumanych nadrzi i v ramci jedné nadrze (nicméné sloZzeni mikrosporidii se mezi nékterymi
nadrzemi lisilo) (Wolinska et al. 2011a; Weigl et al. 2012). To muze byt dano zpisobem
prenosu této infekce. Nejcastéjsi mikrosporidie v prehradnich nadrzich je druh oznafovany
Vv literatuie jako Berwaldia schaefernai (ve skute¢nosti se jedna o jiny taxon; J. Vavra, os.
sdéleni), u n&jz se predpoklada prenos sekundarnim hostitelem - hmyzem s vodnim larvalnim
stadiem. Pfenos skrz létajici hmyz muize byt divodem homogenniho rozsifeni infekce
(Wolinska et al. 2011b).

Vyskyt Caullerya mesnili byl vyssi u pfitoku. V této oblasti maji perloocky lepsi
potravni podminky. Prevalence C. mesnili také rostla s rostouci hostitelskou hustotou. Naopak
prevalence M. bicuspidata a oomycet rostla pfi niz§im obsahu fas, tj. horSich potravnich
podminkach pro perloocky (Wolinska et al. 2011a). Gradient predacniho tlaku ze strany ryb
se snizuje od ptitoku k hrézi (Prchalova et al. 2008, 2009). Infekce kvasinkou M. bicuspidata,
mikrosporidiemi a oomycety zptisobuji zabarveni téla perlooéek a tim je vice zviditelfiuji pro
ryby. Prevalence infekce zpusobené témito parazity Klesd s rostoucim predaénim tlakem
(Duffy & Hall 2008). Prvok C. mesnili neovliviiuje prihlednost téla perloocek a tudiz se tato
infekce vyskytuje hlavné v oblasti ptitoku, kde je sice vétsi vyskyt ryb, ale infekce se muze
§ifit mezi zdravymi jedinci perloo¢ek (Wolinska et al. 2011a).

Pro vertikalni distribuci mikroparaziti byla navrzena hypotéza, ktera predpoklada, ze
ve vétsich hloubkach vodniho sloupce je u perloocek rodu Daphnia, které vykazujici diurnalni
vertikalni migraci, vétsi vyskyt infekce. Sediment nadrzi slouzi jako zasobarna parazitickych
spor a dormantnich stadii perloocek. U perloocek, které sestupuji do nizSich vrstev vodniho
sloupce k blizkosti sedimentu, aby se vyhnuly predatorim, je vyssi pravdépodobnost, Ze se
sporami infikuji (Decaestecker et al. 2002). Prazitické oomycety se Castéji nachazely u
perloocek z vétsich hloubek. Nicméné tento model byl formulovan pro mélké vodni plochy,
kde migrujici perloocky skute¢né sestupuji ke dnu, v Ceskych piehradnich nadrzich navic
diurnalni vertikalni migrace perlooc¢ek r. Daphnia nebyla pozorovana (Sed’a et al. 2007b).

Jestlize ryby pfedstavuji pro pfenos oomycet slepou ulicku, miize byt migrace
nakaZenych perloocek do nizsich vrstev vyhodna pro Sifeni parazita. V niz§ich hloubkach je
mensi predacni tlak a paraziti se mohou tedy $ifit mezi perloockami (Prchalova et al. 2008).
Pokud by naopak slouzily ryby jako alternativni hostitelé, inik perloocek do nizsich vrstev
muZze zpisobit pokles prenosu infekce. Je také mozZné, Ze infikované perloocky jsou ve
Spatném fyziologickém stavu a mohou pasivné klesat do hlubSich vrstev (A. Petrusek, os.
sdéleni). Nicméné vizualn€ lovici ryby mohou selektivné vyzirat infikované perloocky

Z hornich vrstev vodniho sloupce, coz mize vést ke vzristu prevalence v nizSich vrstvach
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(Duffy & Hall 2008). Pokud sediment ptehradnich nadrzi slouzi jako zasobarna infek¢nich
spor parazitii (Decaestecker et al. 2002), mohou byt perloocky Zijici u dna (Sed’a et al. 2007b)
vystaveny véts§imu riziku infekce a byt Castéji parazitovany nez perloocky z hornich vrstev
(Wolinska et al. 2011a).

Prostorova distribuce parazitu je tedy vysledkem kombinace tzv. bottom-up (potrava) a

top-down (predace) efektd (Wolinska et al. 2011a).
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3 METODIKA PRACE

M4 diplomové prace byla vypracovana v ramci grantu Grantové agentury AV CR
IAA600960901 Hybridni zény v pelagiale nadrzi: faktory zodpovédné za lokalni dominanci
mezidruhovych hybridi perloo¢ek r. Daphnia. Tento projekt probihal pod vedenim
dr. Jaromira Sedi z Hydrobiologického Ustavu Akademie véd CR a ve spolupraci s tymem

dr. Justyny Wolinské z Ludwig-Maximilians-Universitat v Mnichové.

3.1 Zkoumané piehradni nadrze

Pro u¢el mé diplomové prace jsem zpracovavala zejména vzorky zooplanktonu
odebrané na piehradnich nadrzich Vir a Vranov (podrobny seznam odebranych vzorku viz
nize kapitola Laboratorni uréovani mikroparaziti). Obé pichradni nadrze maji kanonovity

profil a patti do povodi Moravy (obr. 9). Vir se nachazi na fece Svratce, Vranov na fece Dyji.

Pritok
49°34'47"N
16°15'51"E

. 49°34'21"N
Stred 1ec1701E
49°33'54"N

Hraz 16°18'34"E
48°55'55"N .
15°44'28"E

Stred
® ,
Vir

¥ Pritok
48°55'16"N Hraz

15°43'49"E 48°54'21"N
. 15°49'04"E Vranov

Obr. 9: Mapa CR. Kaiionovité piehradni nadrZe Vir a Vranov. Na jednotlivych prehradnich nadrzich jsou
oznacena odb€rova mista: ptitok, stfed, hraz a jejich soufadnice.
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Dtive vybudovana Vranovska piehrada je pfiblizn¢ dvakrat delsi a s dvojnésobné veétsi

plochou a objemem vody nez pfehrada Vir. Pfehrada Vir ma ovSem delsi teoretickou dobu

zdrZeni vody, vetsi maximalni hloubku u hraze a nachazi se ve vyssi nadmoiské vySce nez

piehradni nadrz Vranov (Broza et al. 2005; Petrusek et al. 2008a; http://www.prehrady.cz/)

(tab. 1).
fDlénlrl:il Vyska Teoret Kota Celkovy | Max
vodni Plocha « pre Y| hraze " | Pram. | koruny Kovy .
y odni . | Zacatek od doba . . objem | zatopena
Prehrada povodi " nade . .| pritok | hraze ;
tok provozu | pritoku k zdrZeni (mil. plocha
(km?) L. dnem (m3s) | (m.n.
hrazi (m) (dny) m.) m?3) (ha)
(km) '
Vir Svratka | 410,5 | 1958 8 66,2 | 166 | 3,607 |471,00| 56,193 | 223,6
Vranov | Dyje | 2211 | 1934 18 47 134 | 9,74 353,94 | 132,7 | 761,3

Tab. 1: Zakladni vodohospodafské udaje pro piehradni nadrze Vir a Vranov (upraveno podle Broza et al.
2005; Petrusek et al. 2008a; http://www.prehrady.cz/).

Piehradni nadrz Vir plni tyto ucely (Broza et al. 2005; http://www.prehrady.cz/):

e zé&sobeni vodou pro skupinovy vodovod Bysttice nad Pernitejnem, Zd’ar nad Sazavou,

Virsky oblastni vodovod

e nadlepseni min. prittoku na 2,5 m%s

e snizeni povodnovych pratoki

e 0dbéry pro zavlahy

e energetické vyuziti

Vranovska prehradni nadrz je typickym ptikladem viceucelové vodni nadrze, slouzi pro:

e z&sobeni vodou pro skupinovy vodovod Vranov, Mor. Bud&jovice, Dukovany, Znojmo

e zajisténi prutoku v Dyjsko-mlynském nahonu od Krhovického jezu

odbéry pro zavlahy

vyrobu elektrické energie

e snizeni povodnovych pratokil

rybafstvi

rekreaci a plavbu

nadlepseni min. pritoku na 4,3 m%/s
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3.2 Terénni odbéry vzorki

Odbéry vzorkii na obou vybranych piehradnich nadrzich probihaly v letech 2009 a
2010. Vzorky byly odebirany zejména v obdobi riistové sezony zooplanktonu tj. od kvétna do
zéaii. Dalsi odbéry probihaly na pfelomu podzimu a zimy, aby byly pokryty sezonni zmény
Vv pelagiale nadrze (seznam vzorkl viz Priloha II). Nékterych odbérii jsem se také sama
ucastnila (obr. 10).

Stanovisté pro odbéry vzorkl byly zvoleny u obou ptehradnich nadrzi tak, aby se daly
zachytit zmény zpusobené gradienty na podélné ose nadrze, tj. vzorkovani probihalo vzdy na
tiech stanovistich: pritok, stfed a hraz (obr. 11) (pfesné soutadnice jednotlivych stanovist’ jsou
uvedeny vyse na obr. 9). (Dale v textu je vyraz ,,stanovisté” pouzit jako oznaceni odbérového
mista pritok, stfed, hraz vramci ptehradni nadrze). U opakovanych odbéri se poloha
stanovisté pritok mirné liSila, zalezelo na stavu vody ve vybraném meésici (metodika odbér
uvedena také v pracich: Petrusek et al. 2008a; Sed’a et al. 2007a).

Na kazdém stanovisti bylo zméfeno nékolik parametrt charakterizujicich
environmentalni gradienty. Na vertikdlnim profilu byly pomoci méficich sond zaznamenany
gradienty teploty a mnozstvi rozpusténého kysliku (viz P¥iloha III).

Pomoci Secchiho desky nebo bilé planktonni sit¢ byla na daném stanovisti stanovena
pruhlednost vody. Také byly odebirany, ponofenim malych PE lahvi¢ek pod hladinu, vzorky
vody pro laboratorni uréeni mnozstvi chlorofylu a a celkového fosforu ve vodé. Stanoveni
chlorofylu a bylo pouzito k odhadu gradientu potravni nabidky pro filtrujici perloocky. Na
obou prehradnich néddrZich sinice Casto vytvafi vodni kvét, ktery silné ovliviluje mnoZstvi
chlorofylu v horni vrstvé epilimnia. Filtrujici zooplankton ovSem vyuziva takto velky
partikulovany fytoplankton jako svou potravu velmi mélo. Z tohoto diivodu byly odebirany
také vzorky vody piefiltrované pres sit’ s velikosti ok 40 um (k zachyceni kolonialnich tas
oznacovanych jako sitovy fytoplankton). MnozZstvi fytoplanktonu bylo stanoveno v laboratofi
fluorimetricky po extrakci pigmenti do acetonu (vyslednd data uvedena v Ptiloze IV).
Celkovy fosfor byl méfen kolorimetricky po pisobeni kyseliny chloristé podle metodiky
Kopacka a Hejzlara (1993) (vysledna data uvedena v Piiloze IV).

Na kazdém stanovisti byly odebirany vertikalnimi tahy vzorky planktonu z celého
vodniho sloupce pomoci jedné z nasledujicich planktonnich siti: o priméru 240 mm a

velikosti ok 140 um, 310 mm a velikosti ok 200 um, 400 mm a velikosti ok 175 um. VVzorky
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zooplanktonu slouzici pro morfologickou analyzu a vyskyt parazita byly fixovany v 96%
etanolu.

Pokud byl vodni sloupec na stanovisti hraz (kde je nejvétsi hloubka) teplotné
stratifikovan, byly také odebirany oddélené vzorky planktonu z epi-, meta-, hypolimnia
pomoci stahovaci planktonni sité (obr. 11). Hranice jednotlivych vrstev vodniho sloupce byly
ureny na misté dle naméfené teploty a mnozstvi rozpusténého Kysliku v kazdém metru

hloubky (konkrétni vertikalni profily teplot a rozpusténého kysliku viz Piloha IIT).

Obr. 10: Terénni odbér vzorkii u hraze p¥ehradni nadrZe Zelivka.

Pritok Stred Hraz
‘ Epi-
Meta-
Hypo-

Obr. 11: Stanovisté odéru na horizontalni a vertikalni ose nadrze.
Vzorky byly odebirany na stanovistich ptitok, stfed a hraz. Na stanovisti hraz byly také odebirany vzorky z epi-,
meta- a hypolimnia.
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3.3 Laboratorni uréovani mikroparaziti

Pro ucel své diplomové prace jsem zejména zpracovavala celkem 46 dostupnych vzorku
planktonu z 11 odbérovych termint (tab. 2). Vzorky pochazely:
e 7 piehradni nadrze Vir z r. 2009 (kvéten) a z r. 2010 (Cervenec, listopad)
e 7 piehradni nadrze Vranov zr. 2009 (kvéten, Cerven, Cervenec) a z . 2010 (Cerven,

cervenec, fijen, listopad, prosinec)

Pfehrada| Datum | Stanoviité Piehrada| Datum |Stanovisité
pritok pFitok
6.5.2009 | Stred 10.6.2010 |stred
hraz )
E,M,H hraz E.M
pFitok pfitok
Vit |27.7.2010 | stred 21.7.2010 | stred
hraz hraz
E,M,H E,M,H
pritok pFitok
2.11.2010 stfed Vranov | 1.10.2010 stfed
hraz hréz
pFitok pfitok
7.5.2009 | stred 3112010 | stred
hraz s
E,M,H
pritok pFitok
Vranov |10.6.2009 | stred 10.12.2010 | stred
hraz s
E,M,H
pritok
22.7.2009 |__stred
hraz
E,M,H

Tab. 2: Piehled vyhodnocovanych vzorki. VVzorky byly odebirdny v letech 2009 a 2010 na piehradnich
nadrzich Vir a Vranov. Pro kazdé datum byla zvolena 3 stanovisté: pfitok, stied, hraz. Pokud byl vodni sloupec
v oblasti hraze stratifikovany, odebiraly se zvlast vzorky zooplanktonu zepi- (hrdzE), meta- (hrdzM) a
hypolimnia (hrazH).
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Ze vSech vySe vypsanych vzorku planktonu (fixovanych v etanolu), jsem v laboratofi
nahodné vybirala 100 dospélych samicek perloocek z druhového komplexu Daphnia
longispina. Pouze ve tiech vzorcich planktonu nebylo dostate¢né mnozstvi perloo¢ek. Jednalo
se o tyto vzorky:

e Vir—hréz hypolimnion — 6. 5. 2009 (celkem ve vzorku 7 dospélych perloocek)
e Vir—ptitok — 2. 11. 2010 (celkem ve vzorku 58 dospélych perlooéek)
e Vranov — hrdz metalimnion — 10. 6. 2009 (celkem ve vzorku 87 dospélych perloo¢ek)

K zjisténi pfitomnosti a identifikaci paraziti jsem vySetfila celkem 4452 dospélych

samicek perloocek.

3.3.1 Postup p¥i uréovani mikroparaziti

Vsechny vybrané samicky perloocek jsem pozorovala pomoci stereomikroskopu
Olympus SZX12 se zvétsenim: objektiv 1,5 krdt a zoom 85,5 krat. Vzorky perloocek byly
fixovany v 96% etanolu, ktery jsem pouzila také jako médium b&hem pozorovani.

Jednotlivé skupiny mikroparaziti napadaji rozdilnou cast téla perloocek (viz nize) a
jejich symptomy jsou pozorovatelné pod rliznym zvétSenim. K urceni ndkazy jsem tedy
potiebovala s kazdou perloo¢kou manipulovat (popfipadé ji rozpitvat) pomoci prepara¢ni
jehly ¢i entomologické pinzety. Prozkoumani jedné perloo¢ky trvalo delsi dobu a mezitim se
etanol z podlozniho sklicka rychle vypafoval, proto jsem pro svou praci zvolila podlozni
sklicko s plastovym rameckem na obvodu (slouzici jako pocitaci komurka). Pfi praci s timto
sklickem je dulezité zvolit spravné mnozstvi etanolu. Pokud je ho pouzito vice, a pozorované
perloo¢ky v ném volné plavou, je obraz mirné zkreslen a rozostfen. Etanolu by mélo byt
pouzito takové mnozstvi, aby se vybrané perloocky nepohybovaly, ale by zaroven
nedochéazelo k jeho veskerému odpateni a vysychani perloo¢ek. Sklicko s rameckem mi také
umoznilo pracovat s n€kolika desitkami perloocek najednou. To je vyhodné pro prvotni
roztfidéni infikovanych jedinci a nasledné porovnavani symptomi. Z tohoto divodu také
doporucuji symptomy mikroparaziti pozorovat pomoci stereomikroskopu. Prace pomoci
mikroskopu je pfi velkém poctu zkoumanych jedinci velice naro¢na a zdlouhava (kvili
zrcadlové prevrdcenému obrazu pozorovaného objektu).

U kazdé zkoumané perlooCky jsem nejprve zaznamenavala pocet vajicek ve snisce.
Samicky s efipiem (kterych nicméné bylo jen velmi malo) nebyly zahrnuty do analyzy. Pocet

efipialnich samic¢ek uvadim v tab. 3 v kapitole Vysledky prace.
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Déle jsem u vSech perloocek zjistovala a zaznamenévala pfitomnost nasledujicich 4
skupin parazitt:
e mikrosporidie
e oomycety (Hyfy oomycet se nejcastéji rozrustaji do celého téla perloocek ze dvou
oblasti: z oblasti hlavy nebo z plodové komurky perloocek. V textu nize uvadim
detailni popis obou ptipadi.)
e prvok Caullerya mesnili ze skupiny Ichthyosporea (= Mesomycetozoea)

e kvasinka Metschnikowia bicuspidata

Rozlisit tyto skupiny paraziti jsem se ucila u Dr. Justyny Wolinské na Ludwig-
Maximilians-Universitat (LMU) v Mnichové. Vzhledem k tomu, Ze identifikace parazitarni
infekce pomoci stereomikroskopu neni snadna (jak pii vétSim zvétSeni, které umoznuji
mikroskopy), bylo tfeba mé urcovaci znalosti posilit. Ur€ovani parazitd jsem tedy nejprve
provadéla na nékolika vzorcich perloocek ziskanych stejnym zptsobem z odbéru z prehradni
nadrze Zelivka z dat 3. - 5. 8. 2009. VVzorky byly odebirany na 6 stanovistich na podéIném
gradientu nadrze (pfitok, Vojslavice, Zahradka, stfed, most, hraz — epilimnion). Z kazdého
vzorku jsem stejnym zpisobem vySetfovala 100 perlooc¢ek na pifitomnost paraziti. Tato data
mi poslouzila k porovnani pfitomnosti parazita s analyzovanymi vzorky z piehradnich nadrzi
Vir a Vranov (viz nize v kapitole Diskuze) a zejména k potvrzeni, zda jsem schopna u

perloo¢ek parazity skute¢né spolehlivé odhalit.

Nize uvadim detailnéjsi popis z pozorovani vybranych skupin paraziti. Symptomy
jednotlivych infekci jsou zachyceny na fotografiich (obr. 12-16), jedna se o realny obraz
mikroparaziti pozorovanych pod stereomikroskopem (k porovnani s fotografiemi pofizenymi

mikroskopem uvedenymi v kapitole Mikroparaziti perloo¢ek rodu Daphnia).
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3.3.2 Uskali a doporuéeni p¥i uréovani mikroparazitt

3.3.2.1 Prvok Caullerya mesnili

Obr. 12: Caullerya mesnili. Shluky hroznovitych
spor napadajicich stievni epitel perloocky.

Caullerya mesnili tvori
charakteristické sférické shluky malych
spor (obr. 12). C. mesnili napada stfevni
epitel a hepatopankreaticky  vybézek
perlooc¢ek. Jednotlivé spory nezplsobuji
zadné barevné zabarveni hostitele, pokud
nejsou ve velkych shlucich, je tézké je
odhalit. Kurceni této infekce jsem vzdy
potiebovala nejvetsi zvétseni
stereomikroskopu (zoom 85,5x). Spory
maji také jiny lom svétla, trénovanému
pozorovateli se mohou jevit jako

,lesknouci se“ mista uvnitf stievniho

epitelu perloocky.

3.3.2.2 Oomycety (napadajici oblast hlavy perloo¢ky)

Obr. 13: Oomycety. Detail hlavy perloocky,
kterd je prorostla parazitickym myceliem.

Oomycety napadajici oblast hlavy perloocky
je mozné rozeznat i1 pod malym zvétSenim
stereomikroskopu. Pokud se infekce rozvine do
pokrocilého stadia a mycelium proroste celym
télem perloocky, je netypicky vypadajici
perloocka rozpoznatelna pouhym okem. Vétsina
perloocek ve vzorku nebyla tak prithledna jako na
fotografii (obr. 13). Myslim si, Ze pro zacinajiciho
pozorovatele muze byt t€zké rozpoznat malé,
nerozvinuté mycelium v hlavové oblasti od o¢nich

a antenalnich svall perloocek.
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3.3.2.3 Oomycety (napadajici oblast snusky perloo¢ky)

Obr. 14: Oomycety. Detail dorsalni casti téla
perloocky s plodovou komirkou, ktera je prorostla
parazitickym myceliem.

3.3.2.4 Kvasinka Metschnikowia bicuspidata

Obr. 15: Detail

Metschnikowia bicuspidata.
ventralni Casti karapaxu v oblasti postabdomenu.
Spory parazita se jevi jako malé jehlicky.

U infikovanych samicek byla vzdy snuska
prorostld ¢i zdeformovand myceliem tak, Ze
neslo urcit pfesny pocet vajicek perloocky.
Vajicka tvofila jeden velky tmavy shluk uvniti
plodové komurky. Na obr. 14 parazitické
mycelium proristajici skrz cely prostor plodové
komurky perloocky, kterd vSak nemé zadna
vajicka. Toto mycelium se rozrustalo z hlavové
oblasti  (ktera silné

byla parazitovana).

V pokrocilém stadiu infekce je myceliem
prorostlé celé télo perloocek a je tézké urcit,
z které oblasti téla perloocky se mikroparazit

rozrusta.

Kuréeni této infekce jsem vzdy
potiebovala nejvetsi zvétseni
stereomikroskopu (zvétseni 85,5x).
Jehlickovité  spory  nezptsobuji  zadné

zabarveni svého hostitele (silné rozvinuta
infekce jiz zptisobi mlécné zabarveni téla).

Pokud je perloocka prisvitnd a bez

jakéhokoliv zabarveni (zpiisobeného napi.

fixaci), lze tuto infekci rozpoznat jako

nepravidelné ,,carkovani‘ v karapaxu

perloo¢ek (obr. 15). Pokud jsem ve vzorcich
tuto infekci u perloocek objevila, vzdy se
Spory

shlukovaly ve vétSim  mnozstvi

V oblasti rostra perloocky (pod slozenym okem) a ve spodni ventralni ¢asti karapaxu (oblast

postabdomenu, na bazi spiny). Je-li télo perloo¢ky nepruhledné, je nalezeni spor obtizné. Pro

kontrolu také doporucuji prohliZzet perloocky s bocnim osvétlenim, spory jsou nasledné

pozorovatelné s mlé¢nym zabarvenim.
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3.3.2.5 Mikrosporidie
Odhaleni mikrosporidialni infekce mi

¢inilo béhem prace problémy. Pokud je
perloocka prihlednda a bez zabarveni
zpusobené fixaci, lze rozvinutou infekci
pozorovat jiz pouhym okem jako vyrazny
tmavy shluk uvniti té€la perloocky (obr. 16).
Tato ¢erna masa je nezaménitelna a odpovida
uvadénym popisim v literatuie. Bohuzel ze
vSech zkoumanych perloocek jich bylo jen
malo s tak prihlednym télem, jak uvadim na
fotografii (obr. 16). Vétsina fixovanych

perloo¢ek byla tmavého zabarveni (v
_ o dusledku zakaleni karapaxu), u kterého je
Obr. 16: Mikrosporidie. Celkovy pohled na
infikovanou perloocku. Spory tvoif tmavou masu  velmi obtizné rozeznat, zda se jedna o
podél stieva perloocky. . . .
zdravou perloocku, parazitovanou perlooc¢ku
¢i o vliv fixace na vajecniky perloocky. Na tento problém jsem pfisla béhem prohlizeni
prvnich vzorkl a nésledné jsem na néj musela na nékolik mésicti zaméfit. Bylo tieba, abych
s jistotou dovedla pod stereomikroskopem urcit mikrosporidialni infekci, bez nutnosti pitvy
kazdé podezielé¢ perlooCky. Pomoci pitvy pod mikroskopem lze odhalit hruskovité spory
mikrosporidie. S mym poctem piesahujicim 4400 zkoumanych perlooc¢ek by byl tento postup
znacné Casov€ naro¢ny. Podrobny popis problematiky s ur¢ovanim mikrosporidialni infekce

uvadim v Priloze I.

3.3.3 Fotografovani perloo¢ek

K fotodokumentaci jednotlivych skupin parazitd ¢i zdravych perloocek jsem pouzivala
digitalni zrcadlovy fotoaparat CANON EOS 650D s pocitatovym programem Quick PHOTO
CAMERA 3.0. Jednotlivé perloocky jsem fotografovala ptes stereomikroskop na podloznim
sklicku s rameckem, na kterém jsem perloocky vysetiovala. K zaznamenani symptoma u
perloo¢ek bylo potieba, aby vysledna fotografie nakazené samic¢ky odpovidala obrazu, ktery
jsem vidéla pod stereomikroskopem, zejména kvili problému s urc¢enim mikrosporidialni
infekce. Rozdily mezi zdravou a potencionalné nakazenou perloockou mikrosporidii nebyly

z fotografie potizené pomoci mikroskopu tak patrné, jako pii pouziti stereomikroskopu.
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3.4 Vyhodnocovani dat

Pro analyzu dat o plodnosti perlooc¢ek (data o nakazenosti parazitti nebyla hodnotitelna
statisticky kvili malému poctu pozorovani) byly vyuzity vzorky z odbérovych termint z let
2009 a 2010 z ptehradnich nadrzi Vranov a Vir. Konkrétni mésice odbérii pro jednotlivé

nadrze a roky jsou zaznamenany Ve

Vranov Vir

s < > c schématu (obr. 17). Ze schématu lze vy¢ist,
2009 < E _\2009 ze pouze mésice: kvéten, cervenec a

z listopad (odpovidajici sezoné jaro, Iéto,

6 podzim) byly odebirdny na obou
2010 %O:: g Z>2010 pfehradnich nadrzich ve stejnych letech
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Obr. 17: Konkrétni mésice a roky odbéra vzorki
na prehradni nadrZi Vranov a Vir.

V odbérovych mésicich kvéten — Cervenec (ve schématu podtrzeny) byl vodni sloupec
tepelné stratifikovan a vzorky u hraze byly brany z jednotlivych vrstev epi-, meta- a
hypolimnia. Z kazdé jednotlivé vrstvy bylo vySetifovano 100 nahodné vybranych perlooc¢ek
(celkem 300 perloo¢ek na cely vodni sloupec z oblasti hraze). V mésicich fijen — prosinec,
kdy nebyl vodni sloupec tepelné stratifikovan, se vzorky zooplanktonu odebiraly tahem
planktonni sité¢ z celého vodniho sloupce, tzn. 100 vySetienych perloocek na cely vodni
sloupec ze stanovisté hraz.

Ze stanovisté pfitok a stied bylo vySetfovano po cca 100 perloockach, kromé né€kolika
vzorkli, kde byl celkovy pocet perloocek mensi (viz Kkapitola Laboratorni urCovani
mikroparazitl), ptipadné kde se vyskytovaly efipiélni jedinci (viz kapitola Vysledky prace).
Pro relevantni srovnani bylo tedy potfeba pouzit obdobny pocet perloocek také ze stanoviste
hraz. Z celkového poétu 300 jedinci u odbéru stratifikovaného vodniho sloupce bylo 100
jedinct nahodné vybrano (pomoci programu Excel) z jednotlivych vrstev.

U jednotlivych odbért stratifikovaného vodniho sloupce se vSak hloubky jednotlivych
vrstev (epi-, meta- a hypolimnia) lisily a ze studie na 11 ¢eskych piehradnich nadrzich (Sed’a
et al. 2007a) je patrné, ze v jednotlivych vrstvach stratifikovaného vodniho sloupce se 1isi i
abundance perloocek. V nékterych nadrzich muze byt abundance perloocek v oblasti
metalimnia dokonce vyss$i nez v epilimniu. N&hodny vybér 100 perlooéek bylo tedy tieba

vazit pfes mocnosti jednotlivych vodnich vrstev s vyuzitim znalosti o abundanci perloocek
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V jednotlivych vrstvach vodniho sloupce. Bohuzel jsem neméla k dispozici Udaje o
abundancich perloo¢ek v jednotlivych vrstvach stratifikovaného vodniho sloupce v oblasti
hraze ptimo pro dané¢ odbérové dny, proto byla pro extrapolaci pouzita data ziskana

z ptehradnich nadrzi Vir a Vranov v predchozim projektu (publikovana v praci Sed’a et al.
2007a).

Data o plodnosti perlooéek v jednotlivych vzorcich, resp. z jednotlivych stanovist,
byla nasledné¢ pouzita pro testovani vlivu nékolika faktori na plodnost perloo¢ek pomoci
programu R (R: A Language and Environment for Statistical Computing; dostupného na:
http://www.r-project.org/). Mezi tyto faktory patii: identita pfehradni nadrze (Vir, Vranov),
sezona (jaro, 1éto, podzim), stanovisté na horizontalni ose (pritok, stfed, hraz) a na vertikalni
ose nadrze (epi-, meta-, hypolimnion), resp. potravni nabidka. Byly provedeny néasledujici

analyzy:

Plodnost perloo¢ek na vertikalnim profilu pfehradni nadrze

Pomoci hierarchické analyzy rozptylu (h-ANOVA) byl testovan vliv pozice
v jednotlivych vrstvach stratifikovaného vodniho sloupce (epi-, meta-, hypolimnion), sezony
(jaro, léto) a jejich interakce na plodnost perloocek. Do analyzy byly zahrnuty vzorky
odebirané ze stanovisté hraz (z epi-, meta- a hypolimnia) z piehradnich nadrzi Vir a Vranov
Z odbérovych termintt kvéten 2009 (reprezentujici jarni sezonu) a cervenec 2010
(reprezentujici letni sezonu). Pouze v téchto obdobich probihaly odbéry vzorku ze
stratifikovaného vodniho sloupce zaroven u obou piehradnich nadrzi. Celkem bylo do analyzy

zahrnuto 1095 perloocek.

Plodnost perlooéek na horizontalnim profilu piehradni nadrze

Pomoci hierarchické analyzy rozptylu (h-ANOVA) byl testovan vliv pozice (stanovisté:
ptitok, stfed, hrdz) podél horizontalni osy nadrze, vliv sezony (jaro, 1éto, podzim) a jejich
interakce na plodnost perlooc¢ek. Do analyzy byly zahrnuty vzorky z ptehradnich nadrzi Vir a
Vranov ze stanovist’ pfitok, stfed a hraz z nasledujicich odbérovych termint: kvéten 2009
(jarni sezona), Cervenec 2010 (letni sezona) a listopad 2010 (podzimni sezona). V téchto
terminech probihaly odbéry vzorkidl zaroven u obou piehradnich nadrzi. Celkem bylo do

analyzy zahrnuto 1637 perloocek. Pro terminy, u kterych byly na stanovisti hraz odebirany
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vzorky z jednotlivych vrstev stratifikovaného vodniho sloupce, byly do analyzy pouzity

nahodné vybrané podvzorky 100 perloocek (viz vyse).

U vyse uvedené analyzy byl pouzit faktor pozice (stanovisté: pfitok, stied, hraz) v ramci
horizontalniho profilu nadrze. Pozice v ramci horizontalni osy nadrze je ovSem jen ordinalni
vyjadfeni gradientd. Proto bylo také otestovano, zda model, v némz misto ordinalniho
vyjadieni gradientii budou pouzita pfimo data charakterizujici gradient zivin a potravni
nabidky, bude vysvétlovat variabilitu v plodnosti perloocek 1épe ¢i hife nez model pracujici
s pozici na horizontalni ose nadrze. Cilem této analyzy bylo tedy pouzit faktor, ktery
environmentalni gradienty lépe popisuje. Tento faktor byl ziskdn zanalyzy hlavnich
komponent (PCA) z nasledujici proménnych naméfenych béhem terénnich odbért, jez
vyjadiuji gradient uzivnosti, tedy potravni nabidku pro zooplankton: prihlednost, celkovy
fosfor, chlorofyl a. Analyza hlavnich komponent byla spocitana pomoci programu
STATISTICA verze 6.1 a prvni osa PCA byla pouzita jako souhrnna proménnd ,,potrava‘.
Tento faktor potenciadlné 1épe vystihuje environmentalni prostiedi danych lokalit na

horizontalni ose nadrze.

Podil variability v datech o plodnosti, ktery lze vysvétlit pomoci vySe uvedenych
faktorti a jejich interakci, byl vypocitan v prostiedi R pomoci smiseného linearniho modelu
(LMER) se zachovanou hierarchii dat. Vysvétlena variabilita byla vyjadfena jako korigovany
koeficient determinace (adjR?). V prvni analyze byly jako faktory pouzity: identita nadrze,
sezona a poloha v nadrzi (stanovist€), ve druhé analyze byl misto faktoru stanovisté v nadrzi

pouzit faktor potrava.
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4 VYSLEDKY PRACE

Vyskyt mikroparaziti u perlooéek rodu Daphnia

Ze vsSech 46 odebranych vzorkli zooplanktonu (z 11 odbérovych termint)
z prehradnich nadrzi Vir a Vranov jsem nahodné vybirala po 100 dospélych samickach
perloo¢ek z druhového komplexu Daphnia longispina kuréeni pfitomnosti 4 skupin
mikroparazitd. U kazdé zkoumané perloocky jsem nejprve zaznamenavala pocet vajicek ve
snusce. Z celkového poctu 4452 vysettovanych samicek jsem pouze u 26 z nich zaznamenala
Vv plodové komiirce efipium. Tyto samic¢ky nebyly nasledné zahrnuty do statistickych analyz
ke zjisténi vlivu environmentalnich faktorti na plodnost perloocek. Pocet efipialnich samicek

uvadim v tabulce ¢&. 3.

Pocet
Prehrada Datum |Stanovisté| efip.
samicek.
6.5.2009 vsechna 0
Vir 27.7.2010 stfed 5
2.11.2010 hraz 1
7.5.2009 | hrazH 1
stfed 1
10.6.2009
hraz H 1
22.7.2009 stred 2
10.6.2010 | viechna 0
Vranov | 21.7.2010 | vsechna 0
1.10.2010 pritok 4 Tab. 3: Podet samidek s efipiem. V tabulce je vypsano
= vSech 11 odbérovych termini zlet 2009 a 2010
3.11.2010 pitok 3 z ptehradni nadrze Vir a Vranov. U kazdého odbéru je
pritok 3 V poslednim sloupci tabulky zaznamenan pocet efipialnich
N samicek ze 100 zkoumanych. U odbérd, kde se vyskytla
10.12.2010|  stred 2 samicka s efipiem je rozepsané také stanovisté na podélné
hraz 3 ose nadrze.

Z celkového poctu 26 efipidlnich samicek se jich nejvice vyskytovalo ve vzorcich
Z podzimnich odbérit — celkem 11 samicek s efipiem. Celkoveé vSak byl podil efipidlnich

jedinct ve vzorcich zanedbatelny.

45



Nasledné jsem u vSech perloocek zjist'ovala ptitomnost mikroparaziti: prvok Caullerya
mesnili, kvasinka Metschnikowia bicuspidata, miikrosporidie a oomycety. Z celkového poctu
4452 vysetfenych jedinct jsem infekci zaznamenala pouze u 56 perloocek: 29 infikovanych
mikrosporidii, 13 infikovanych oomycety, 11 infikovanych prvokem Caullerya mesnili a 3
infikované kvasinkou Metschnikowia bicuspidata. Tento nizky pocet dle vSeho nebyl
zpusoben tim, Ze bych parazity nebyla schopna v hostitelich odhalit (viz Diskuze).

V tabulce ¢. 4 nize uvadim seznam vSech odbérovych terminii a mist v ramci
horizontalni a vertikalni osy nadrze pro piehradni nadrze Vir a Vranov se zaznamenanym
poctem perloocek, u kterych jsem pozorovala vyskyt dané infekce. Nizky pocet infikovanych
perlooc¢ek nebyl relevantni k pivodnim planovanym analyzam, proto zde uvadim jen slovni
hodnoceni trendi, které jsem pfi praci s infikovanymi perloockami pozorovala a které Ize

vy¢ist z uvedene tabulky.

Vyskyt mikroparazitt byl vyssi ve stiednich oblastech nadrze a v oblastech u hraze.
Parazitické mikrosporidie byly rozsifeny po celé délce nadrzi. Oomycety jsem zaznamenala
pfevazné u vzorkl ze stanovist’ stied a hraz. U hrdze se jednalo vZdy o vzorky z oblasti meta-

a hypolimnia.

Nejvétsi  vyskyt mikroparaziti jsem zaznamenala u letnich vzorkl, zejména
mikrosporidii a oomycet. U jarnich a zimnich vzorkili jsem nezaznamenala ani jeden vyskyt
infekce prvokem Caullerya mesnili a kvasinkou Metschnikowia bicuspidata. Vsechny
infikované perloocky kvasinkou Metschnikowia bicuspidata pochéazely pouze z podzimnich

vzorki.
Infekci zplisobenou oomycety jsem vétSinou zaznamenala u perloocek, které¢ mély vetsi

pocet vyvinutych vajicek ve snisce. Naopak perloocky infikované prvokem Caullerya mesnili

a kvasinkou Metschnikowia bicuspidata nemé&ly zadna vajicka.
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. . Pocet nakaZenych perloocek
Pfehrada Datum Stanovisté Hloubka (m)
ca mi me o
pritok 0-5 2
stred 0-25
6.5.2009 hraz E 0-5
hrdz M 6-13
hraz H 16-50 1
pritok 0-4
Vir stied 0-22
27.7.2010 hraz E 0-5
hraz M 6-15 1 1
hraz H 18-55
pritok 0-3,3 1 1 1
2.11.2010 stied 0-24
hraz 0-57
pritok 0-5
stred 0-18
7.5.2009 hraz E 0-8
hraz M 10-16
hraz H 18-40 1
pritok 0-5,5
stred 0-18
10.6.2009 hraz E 0-3
hrdz M 5-17 1
hraz H 19-48 1
pritok 0-6,2
stied 0-18 1
22.7.2009 hraz E 0-6
hrdz M 7-15
hraz H 15-38 1 1
pritok 0-11
Vranov stred 0-20 1 5
10.6.2010
hraz E 0-2
hraz M 2,5-12
pritok 0-7,4
stred 0-19 4
21.7.2010 hraz E 0-4 1
hraz M 6-12
hraz H 13-35
pritok 0-7 1 1
1.10.2010 stred 0-20
hraz 0-18 1 1
pritok 0-7
3.11.2010 stied 0-19
hraz 0-39,5 2 1
pritok 0-14,5
10.12.2010 stfed 0-18,5 1
hraz 0-38,5
Pocty mikroparazitt >6 11 29_ 3 13
celkem ca mi me o

Tab. 4: Vyskyt jednotlivych skupin mikroparaziti u perloo¢ek rodu Daphnia ve studovanych vzorcich.
V tabulce je vypsano vSech 11 odbérovych termint z let 2009 a 2010 z piehradni nadrZze Vir a Vranov a poéty
nakaZzenych perlooGek danou infekci. Vysvétlivky: ca = Caullerya mesnili, mi = mikrosporidie, me =
Metschnikowia bicuspidata, o = oomycety.
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Plodnost perloo¢ek na vertikalnim profilu pfehradni nadrze

Pomoci hierarchické analyzy rozptylu byla testovana zavislost plodnosti perloo¢ek na
jejich vyskytu v ramci vertikalniho profilu na stanovisti hraz v piehradnich nadrzich Vir a
Vranov (tab. 5). Z grafického znazornéni (krabicovych diagrama na obr. 17) vyplyva, ze
plodnost perlooc¢ek se 1isi i mezi nadrzemi (zejména v jarnim obdobi). Tento faktor nebyl
V analyze pfimo testovan, je ale zfejmé Ze plodnost perloocek na stanovisti hraz v nadrzi Vir
je u obou sezon vyssi nez plodnost perloocek na tom samém stanovisti v nadrzi Vranov.

Signifikantni jsou sezonni rozdily v plodnostech, a to jak samotny efekt sezony, tak i
interakce s identitou nadrze a vertikalni pozici v rdmci vodniho sloupce (tab. 5). Plodnost
perloo¢ek v oblasti hraze je u obou pichradnich nadrzi vy$si v jarnim obdobi nez v letnim,
tento trend je nejpatrnéjsi v prehradni nadrzi Vir.

Samotna faktor pozice na vertikalnim profilu nebyl statisticky signifikantni, na rozdil
od vysoce vyznamnych interakci se sezénou (tab. 5). Dtivodem je, Ze v jarnim obdobi jsou na
stanovisti hraz u obou pfehradnich nadrzi hodnoty medidni pro pocty vajicek vyssi u
perloocek pochézejicich z metalimnia a hypolimnia dané nadrze nez u perloocek
pochazejicich z epilimnia. Naopak v letnim obdobi jsou hodnoty medianti pro pocty vajicek

A4

vys$si u perloocek pochazejicich z epilimnia nez z nizsich vrstev vodniho sloupce dané nadrze.

sezona 1 10370 | 10370 954,73 <2x10™°
vertikalni pozice 2 53 27 2,453 0,087
prehrada:sezona 1 3079 3079 283,48 <2x10"®
prehrada: pozice 2 37 19 1,71 0,18
sezona:pozice 2 686 343 31,57 4,73x10™
prehrada:sezona:pozice 8 916 114 10,54 2,56x10™

Tab. 5: Vysledky hierarchické analyzy rozptylu (h-ANOVA) plodnosti perloo¢ek na vertikalnim
gradientu v ramci studovanych nadrzi.
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Obr. 17: Krabicové diagramy porovnavajici plodnost perloocek (osa y) na stanovisti hraz v piehradnich
nadrzich Vranov a Vir z odbérovych termintii na jare 2009 a v 1été 2010. Pocet vajicek u perloocek je
porovnavan v zavislosti na jejich vyskytu ve vertikalnim profilu pf¥ehradni nadrze (0sa x). Vysvétlivky: epi
= epilimnion, meta = metalimnion, hypo = hypolimnion. Cerné body reprezentuji median, horni a dolni okraje
obdélniki kvartily, pferuSovanou ¢arou je vyznaéen rozsah hodnot (s vylou¢enim odlehlych hodnot, které jsou
vyznaceny krouzkem). Pod popisky na ose x jsou uvedeny vypocitané hodnoty medidnd.

Tyto vysledky potvrzuji, ze identita pifehradni nadrze, sezona, pozice v ramci
vertikalniho profilu nddrZe a jejich interakce maji signifikantni vliv na plodnost perloocek.
Obdobné vysledky vysly i tehdy, byly-li do analyzy zahrnuty vSechny vzorky odebirané ze
stanovisté hraz v obdobi teplotni stratifikace vodniho sloupce, tedy i ty, které byly odebirany
u obou piehradnich nadrzi v odlisnych jarnich a letnich terminech. Vysledky této analyzy jsou

uvedeny v Ptiloze V.
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Plodnost perloo¢ek na horizontdlnim profilu pfehradni nadrze

Pomoci hierarchické analyzy rozptylu byla testovana zavislost plodnosti perloocek na
jejich vyskytu v ramci horizontalni osy v piehradnich nadrzich Vir a Vranov. Signifikantni
byly vSechny faktory, stejné jako jejich interakce (tab. 6). Stejné jako v piipadé vertikalniho
profilu ma prikazny vliv na plodnost perloo¢ek na horizontalnim gradientu samotna sezona.
Z grafického zndzornéni (krabicovych diagrami na obr. 18) lze vyc¢ist, Ze plodnost perloocek
je na jafe vyrazné vysSi nez v letnim a podzimnim obdobi. Pocty vaji¢ek se u perloocek
Z letnich a podzimnich odbérit 1li§i jen nepatrné, tento trend je pozorovatelny u obou
prehradnich nadrzi, signifikantni vliv interakce identita prehradni nadrze — sezona (tab. 6)
nicméné naznacuje, ze detaily sezonni dynamiky v plodnosti se mezi nadrzemi mirné 1isi.

Déle byl potvrzen signifikantni vliv stanovisté na podélné ose nadrze (pritok, stfed,
hraz) na plodnost perloocek (tab. 6), z krabicovych diagramii v§ak jednoznaény trend mezi
jednotlivymi stanovisti nevyplyva (obr. 18). Horizontalni pribéhy plodnosti perloocek se
nicméné li$i v zavislosti na sezoné (signifikantni interakce sezony — stanovisté na podélné ose
nadrze) (tab. 6) a v zavislosti na identité prehradni nadrze (signifikantni interakce prehradni
nddrze — stanoviste).

Na jafe, kdy maji perloocky vétsi pocet vajicek, je v prehradni nadrzi Vranov podstatné
vyraznéjsi pokles plodnosti perloo¢ek smérem ke hrazi nez v 1ét¢ a na podzim. Naopak u
pfehradni nadrZe Vir je na jafe plodnost perloo¢ek o néco niZsi na stanovisti pfitok neZ na
stanovi$tich dale smérem k hrazi. V obou piehradnich nadrzich maji perloocky v 1ét¢ a na

podzim velmi malo vaji¢ek, poloha v nadrzi tento pocet vyrazné neovliviuje.

Stupné | Soucet | Pramér F

volnosti | Ctvercti | ¢tvercti | hodnota
sezona 3 22905 | 7635 | 521,17 <2x10™
stanovisté 5561 2781 | 189,80 <2x10™
prehrada:sezona 1655 828 56,50 <2x10"®
prehrada:stanovisté 1926 963 65,73 <2x10™
sezona:stanovisté 1694 282 19,27 <2x10™
prehrada:sezona:stanovisté 765 191 13,06 1,5x107%°

Faktor p hodnota

IO INININ

Tab. 6: Vysledky hierarchické analyzy rozptylu (h-ANOVA) plodnosti perloo¢ek na horizontalnim
gradientu v ramci studovanych nadrzi.
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Obr. 18: Krabicové diagramy porovnavajici plodnost perlooéek (osa y) v pfehradnich nadrzich Vir a
Vranov z odbérovych termini na jaie 2009, v 1été 2010 a na podzim 2010. Pocet vaji¢ek u perloocek je
porovnavan v zavislosti na jejich vyskytu v ramei horizontilni osy nadrze (0sa x). Cerné &ary reprezentuji
median, horni a dolni okraje obdélnika kvartily, pieru§ovanou ¢arou je vyznacen rozsah hodnot (s vyloucenim
odlehlych hodnot, které jsou vyznafeny teCkou). Pod popisky na ose x jsou uvedeny vypocitané hodnoty

mediang.

Pomoci regresniho modelu byly také spoéitany dva typy koeficientu determinace R%:

marginal (R?m) a conditional (R%c). R?m odpovidajici variabilité vysvétlené fixovanymi

faktory (tj. sezona — stanovisté) vysvétlil celkem 27,7 % z celkové variability hodnot. R%c

odpovidajici variabilité vysvétlené celym modelem (tj. identita prehradni nadrze — stanovisté

— sezona) vysvétlil 63,9 % z celkove variability hodnot. Plodnost perloocek je tedy znaéné

ovlivnéna kombinaci vSech uvedenych faktori.
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Déle byla s pomoci proménnych: prihlednost, celkovy fosfor a chlorofyl a provedena
analyza hlavnich komponent, ze které byla ziskdna nahradni proménna ,potrava“. Tato
proménna vysvétluje 75,5 % variability obsazené v plivodnich proménnych. Pro lepsi
piehlednost jsou hodnoty prvni 0sy PCA pievedeny na opa¢né znaménko, aby byla potrava
pozitivné korelovana s mnozstvim celkového fosforu a chlorofylu a a negativné korelovana
S prihlednosti (obr. 19). Vztah mezi proménnou ,,potrava“ a piivodnimi proménnymi je shrnut
vtab. 7. Jednotlivé hodnoty proménné ,potrava“ pro vzorky z jednotlivych odbérovych

termind jsou uvedeny v tabulce vzorka v Piiloze II.

potrava

PUvodni proménna [PCAL x (-1)]

pruhlednost -0,880
celkovy fosfor 0,844
chlorofyl a 0,883

Tab. 7: Vztah mezi méfenymi proménnymi a souhrnnou proménnou ,,potrava® ziskanou pomoci
analyzy hlavnich komponent (jako opa¢na hodnota na prvni ose PCA).
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prulilednost

0.0

Factor 2 : 14.0%

-0.5
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Factor 1 : 75.5%

Obr. 19: Vztahy piivodnich proménnych a vyslednych faktori z analyzy hlavnich komponent.
Prvni faktor vysvétluje 75,5 % variability obsaZzené v pivodnich proménnych: priihlednost, celkovy
fosfor a chlorofyl a. Na ose Y je znizornéna proménna ,,potrava“ (ziskana zménou znaménka ptvodni

PCA osy), negativné korelovana s pruhlednosti a pozitivné korelovana s celkovym fosforem a
chlorofylem-a.
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Koeficient determinace (R?m) pro faktory sezona — stanovisté vysvétloval 27,7 %
variability hodnot. Bylo-li stanovi$té nahrazeno potravou, vysledny model sezona — potrava
vysvétloval 24,1 % variability. Modelem identita prehradni nadrze — stanoviste — sezona se
podafilo vysvétlit 63,9 % z celkové variability hodnot, tedy o nékolik procent vice, nez
Vv piipadé modelu identita prehradni nadrze — stanoviste — potrava, kde vysledny koeficient
determinace (R%c) vysvétloval 60,5 % variability hodnot. I kdyz byl faktor potrava spoéitan
jako reélna cisla (nikoli jako ordinalni proménnda), mél nepatrné mensi vysvétlujici silu pro
plodnost perloocek.

Vyuziti modelu s faktorem stanovisté (pfitok, stied, hraz) v ramci horizontalni osy
nadrze, jako ordinalni proménné, mél tedy obdobnou vypovidajici hodnotu jako pouziti
modelu s faktorem potravy, ktery konkrétnéji popisuje dané oblasti piehradni nadrze

Z hlediska ptitomnosti environmentalnich gradientti (mnozstvi celkového fosforu a chlorofylu

a).
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5 DISKUZE

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala vyskytem Ctyf nejcastéji studovanych skupin
mikroparaziti (mikrosporidie, oomycety, prvok Caullerya mesnili, kvasinka Metschnikowia
bicuspidata) u perlooc¢ek z druhového komplexu Daphnia longispina z piehradnich nadrzi Vir
a Vranov a variabilitou v plodnosti téchto perloocek.

Ob¢ studované udolni ptehradni nadrze maji kaflonovity profil s jednosmérnym tokem
vody od pfitoku smérem k hrézi a podélnym gradientem hloubky s nejvétsi hloubkou u hraze
(Straskraba 1998; Straskraba & Hocking 2002). Tyto nadrze podléhaji teplotni stratifikaci
v prabéhu roku (teplotni a kyslikové profily viz Ptiloha V) (Lampert & Sommer 2007)
Uvedené vlastnosti umoziuji v prehradnich nadrzich, spole¢né s klimatickymi podminkami a
dostate¢nou teoretickou dobou zdrZeni, utvafeni environmentalnich gradient na horizontalni
a vertikdlni ose nadrze, kde fidici silou je pravé ptitok feky (Lampert & Sommer 2007,
Straskraba 1998; Straskraba & Hocking 2002).

Naméiené hodnoty abiotickych faktori v obou ptehradnich nadrzich (viz Ptiloha IV)
jasné ukazuji pokles v celkovém mnozstvi fosforu (zivin) a chlorofylu a (fytoplanktonu) od
ptitoku smérem k hrazi. Pokles v biomase fytoplanktonu v téchto nadrzich je nasledovan
vzristem prihlednosti vody smérem k hrazi (viz Priloha II). Jakakoliv zména v biomase
fytoplanktonu ovlivni spolecenstvo zooplanktonu a nasledn¢ celou kaskadu organismi v
potravnim fetézci (Straskraba 1998; Lampert & Sommer 2007). Vyznamnymi zastupci
zooplanktonniho spolecenstva v ¢eskych piehradnich nadrzich jsou perloocky z druhového
komplexu Daphnia longispina, na nichz ptedchozi studie ukazaly, ze gradienty abiotickych a
biotickych faktorti ovliviiuji u perloocek jejich vyskyt, druhové slozeni, zivotni strategie Ci
prostorovou distribuci v ramci nadrze (Petrusek et al. 2008a; Sed’a et al. 2007a; Sed’a et al.
2007Db).

Perloocky rodu Daphnia napada fada mikroparaziti s rozdilnym zivotnim cyklem,
hostitelskou specifitou a lokdlni adaptaci. Jejich vyskyt je kontrolovan tadou
environmentéalnich faktort (Lampert 2011). Udolni piehradni nadrze s charakteristickymi
abiotickymi a biotickymi gradienty na horizontalni a vertikalni ose nadrze tedy ptedstavuji
vhodné prostiedi pro studium vztahu perloocka-parazit a vlivii environmentalnich faktorti na
tento systém. Pavodnim cilem mé diplomové prace bylo zejména vyhodnoceni distribuce a
casovych zmeén ve vyskytu jednotlivych skupin paraziti u perloocek na podélném gradientu
ptehradnich nadrzi Vir a Vranov a zjisténi vlivu jednotlivych skupin paraziti na plodnost
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perlooCek. Piestoze v disledku nizkého poctu nakazenych jedinci nebylo mozno tento cil

naplnit, nize diskutuji alespoil zdkladni pozorované trendy.

Mikroparaziti perlooéek rodu Daphnia

Celkem jsem na pfitomnost ¢tyt skupin mikroparaziti vysettila 4452 dospélych samicek
perloocek ze vzorka z prehradnich nadrzi Vir a Vranov. Béhem vySetfovani perloocek jsem
také zaznamendavala pocet vajicek ve snisce ¢i piitomnost efipia. Celkem jsem zaznamenala
zanedbatelné mnozstvi, tj. 26 efipialnich samicek (efipialni sami¢ky jsou zaznamenany v tab.
3). Zcelkového poctu piesahujici nékolik tisic vySetfovanych jedinci jsem infekci
zaznamenala pouze u 56 perloocek (seznam infikovanych perloo¢ek viz tab. 4). Tento pocet
nebyl relevantni k planovanym analyzam.
urcovacimi schopnostmi. Jednotlivé skupiny mikroparazitii jsem se ucila identifikovat u Dr.
Justyny Wolinské na Ludwig-Maximilians-Universitdt v Mnichové. Zde jsem prohlizela
infikované perlooc¢ky pomoci stereomikroskopu se zvétSenim 250x. Stereomikroskop, ktery
jsem méla k dispozici béhem své prace na katedie ekologiec ma maximalni zvétSeni 128x.
Nicméné i toto zvétSeni bylo dostatecné, abych rozeznala spory prvoka Caullerya mesnili,
které nezptisobuji zadné zabarveni hostitele a jejich velikost je okolo 8 pm (Lohr et al. 2010).
To ¢ini tuto skupinu mikroparazitd velmi tézce identifikovatelnou, ostatni skupiny
sledovanych parazitii se projevuji podstatné vyraznéji (alesponn pokud je infekce dostatecné
rozvinuta). Béhem své laboratorni prace jsem také narazila na problémy spojené s uréovanim
mikroparaziti z fixovanych vzorkd zooplanktonu. Potykala jsem se zejména s problémem
rozliSeni mikrosporidialni infekce od artefakti zplsobenych fixaci 96% etanolem.
Problematiku fixace vzorkl zooplanktonu detailnéji popisuji a diskutuji v Priloze L.

Pfed samotnym finalnim zpracovanim vzorki uréenych pro mou diplomovou praci
Z nadrzi Vir a Vranov jsem si své uréovaci schopnosti ovétila na vzorcich ziskanych stejnym
zplisobem ze 6 stanovist z prehradni nadrze Zelivka z dat 3. - 5. 8. 2009. Vyskyt jednotlivych
skupin mikroparazitii na podélném gradientu piehradni nadrze Zelivka jsem vyhodnotila
graficky nize (obr. 20). Ve vzorcich z této nadrze jsem nalezla relativné velké mnoZzstvi
nakazenych perloocek (pocty jednotlivych infekci jsou zaznamenany v tabulce VI-1 v Priloze
VI). Na tfech odbérovych stanoviStich byla infikovana piiblizné ¢tvrtina vySetfovanych

samicek a vyskyt jednotlivych skupin mikroparazit byl na podélné ose nadrze heterogenni.
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Hraz

Caullerya mesnili

W Metschnikowia

bicuspidata
Zahradka

W Oomycety

M Mikrosporidie

Vojslavice
W Zdravé perloocky

Obr. 20: Vyskyt mikroparazitii na horizontalni ose pfehradni nadrze Zelivka v srpnu 2008.
Jednotlivé lokality odbéri vzorkd jsou vyznaceny na profilu nadrze ¢ernym bodem. Ke kazdému odbérnému
mistu je pfifazen kolacovy graf zobrazujici mnozstvi nakazenych/ zdravych perloocek ze 100 vySetiovanych.
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Je tedy evidentni, ze nizky pocet infikovanych perloocek ze vzorka z prehradnich nadrzi
Vir a Vranov byl skute¢né snejvétsi pravdépodobnosti dan nizkou prevalenci parazitl
v danych letech. ObcCasna nizka prevalence je zmifiovana i v literatufe. Stirnadel a Ebert
(1997) v metodice své prace s mikroparazity uvadéji, ze pro mikroparazity Caullerya mesnili
a mikrosporidie nemohly byt provedeny planované statistické analyzy, nebot’ nalezli méné
nez 3 infekce na kazdy druh vySetfovanych perlooéek (Stirnadel & Ebert 1997). Stejny
problém uvadi i Wolinska a Spaak (2009), pro jejich studii nebyl pocet nakazenych perloocek
(z 60 — 120 vySetfovanych perloo¢ek na vzorek) dostate¢ny a museli vySettit dal$i mnozstvi
perloocek, aby dosahli poc¢tu alesponl 20 infikovanych jedinct na vzorek.

Nizké prevalence parazitli je uvedena i ve studiich z ¢eskych prehradnich nadrzi. Yin et.
al. (2012b) studovali 100 — 300 perloo¢ek naa vzorek z nadrzi Rimov a Vir z obdobi zaii —
prosinec 2009. Z jejich vysledkt vyplyva, ze kvasinka Metschnikowia bicuspidata nebyla u
perloo¢ek z Rimova nalezena viibec, piitom v prehradni nadrzi Vir byla s prevalenci az 15%.
Caullerya mesnili se u vzorkt perloocek z piehradni nadrze Vir vyskytovala jen ve dvou
odbérovych dnech a to s prevalenci mén¢ nez 3% (Yin et al. 2012b). Taktéz studie Wolinské
et al. (2011a) na 11 piehradnich nadrzich v obdobi dvou let ukazuje u piehradni nadrze Vir
relativné nizkou prevalenci nékterych parazitti: mikrosporidie méné jak 10%, oomycety okolo
4%, Metschnikowia bicuspidata nalezena nebyla. Nicméné Caullerya mesnili dosahovala
prevalenci okolo 25% (Wolinska et al. 2011aa). I vySe uvedené nizké prevalence nékterych

skupin parazitii jsou ovSem v porovnani s mymi pocty infikovanych perloocek stale vyssi.

Heterogenni distribuce mikroparaziti

Z celkového poctu 4452 vysetienych jedincl jsem infekcei u svych vzork zaznamenala
pouze u 56 perloocek. I u tak malého poctu infikovanych jedinci jsem pozorovala urcité
trendy v heterogenni distribuci paraziti, které mohu srovnat s piredchozi praci z 11 ¢eskych
prehradnich nadrzi, zabyvajici se heterogenni a sezonni distribuci uvedenych skupin
mikroparaziti (Wolinska et al. 2011aa).

Pozorovala jsem vyssi vyskyt mikroparaziti ve sttednich a dolnich oblastech nadrze nez
v oblastech piitoku. U piehradni nadrze Zelivka jsem taktéZ pozorovala vy$§i miru parazitce u
perloocek ze stfedni Casti nadrze. V téchto oblastech nadrzi zaznamenali Wolinska et al.
(2011a) infekce zptsobené mikrosporidiemi, oomycety a kvasinkou Metschnikowia

bicuspidata. Dulezité faktory, které mohou ovlivnit distribuci mikroparazitl, jsou potravni
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zdroje a predace perlooc¢ek rybami (Hall et al. 2009). Gradient preda¢niho tlaku v ramci
nadrzi se snizuje od ptitoku k hrézi (Prchalova et al. 2008). Infekce zptisobené mikrosporidii,
oomycety a kvasinkou M. bicuspidata zpisobuji zabarveni téla perlooCek a tim je Cini
atraktivnéjsi kofisti pro zrakem se orientujici rybi predatory (Duffy & Hall 2008). Vyskyt
parazitt M. bicuspidata a oomycet se tedy v ¢eskych piehradnich nadrzich zvySoval
s klesajicim preda¢nim tlakem a potravni nabidkou smérem k hrazi (Wolinska et al. 2011aa).

Oomycety v oblasti hraze navic vykazovaly vertikdlni distribuci — byly Ccast&ji
nachazeny u perloo¢ek z hlubsich vrstev vodniho sloupce (Wolinska et al. 2011aa). To jsem
také pfi své praci s mikroparazity zaznamenala. Oomycety se u prehradnich nadrzi Vir,
Vranov a Zelivka nachdzely ve vzorcich ze stanovi§té hrdz. Ve vzorcich perloodek ze
stanovi$té hraz z piehradni nadrze Zelivka se ani jina skupina mikroparaziti nevyskytovala. U
nadrze Vir a Vranov se vzdy oomycety vyskytovaly ve vzorcich z oblasti meta- a hypolimnia.
Nekolik moznych scénaiti vysvétlujicich vertikalni distribuci této (vliv selektivni predace,
fyziologického stavu nakazenych jedinct apod.) rozebirdm detailné v literarnim piehledu (viz
kapitola Mikroparaziti perloocek rodu Daphnia).

Opacna prostorova distribuce v ramci piehradnich nadrzi byla zaznamendna u
parazitického prvoka Caullerya mesnili (Wolinska et al. 2011aa). Vyskyt C. mesnili byl vyssi
u ptitoku, kde jsou pro perlooCky nejlepsi potravni podminky, ale také vétsi vyskyt ryb
(Prchalova et al. 2008). Infekce C. mesnili neovlivituje prihlednost perloocek a tudiz
nepodléhaji predacnimu tlaku vice neZ perloocky zdravé, v oblasti pfitoku se tedy mize Sifit
(Wolinska et al. 2011aa). U piehradni nadrze Zelivka jsem nejéastéji ve vzorcich perloogek
pozorovala pravé parazitického prvoka Caullerya mesnili. Vyskyt této infekce znatelné klesl u
poslednich dvou stanovist’ v dolni ¢asti ptehrady.

U vzorkdl z piehradni nadrze Zelivka jsem zaznamenala vyskyt mikrosporidii na
nékolika stanovistich. V ramci studie ptehradnich nadrzi byl zjistén na podélné ose nadrze
homogenni vyskyt této infekce (Wolinska et al. 2011aa). Mozny zpusob rozsiteni infekce

uvadim v literarnim piehledu (viz kapitola Mikroparaziti perloo¢ek rodu Daphnia).
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Sezonni vyskyt mikroparazitt

Jak ukazuje fada studii, teplota a potravni nabidka ovliviiuji nejen samotné perloocky,
ale také vyrazné ovliviiuji vyskyt, Sifeni a pfetrvavani mikroparazitli v populaci perloocek
(napt. Schoebel et al. 2011; Hall et al. 2009). Sezonni zmény environmentalnich faktort v
ptehradnich nadrzich tedy také ovliviiuji sezonni vyskyt mikroparazita (Hall et al. 2009;
Johnson et al 2009; Wolinska et al. 2011aa). Béhem své prace jsem zaznamenala nejcastéjsi
vyskyt mikroparazitti u vzorkt z letniho obdobi, zejména mikrosporidii a oomycet. Hall et al.
(2009) navrhuji jako mozné vysvétleni zvysené prevalence paraziti v letnim obdobi cirkulaci
parazitickych spor v oblasti epilimnia. Pokud je v 1ét¢ vodni sloupec teplotné stratifikovan,
spory kontinualng cirkuluji v epilimniu. V této horni vrstvé vodniho sloupce je pro perloocky
zvySena pravdépodobnost nakazy a tedy dobré podminky pro S$ifeni infekce. Podzimni
michani vody nasledné zpusobi nafedéni parazitickych spor a pravdépodobné vede k ukonceni
epidemie. Tito autofi také navrhli matematicky model, ve kterém kombinace nizké (i
nevhodné) potravni nabidky pro perloo¢ky spolu s vysokou teplotou vody (podporujici
rozmnozovani mikroparazitil) podporuje vysokou prevalenci paraziti pravé v letnim obdobi
(Hall et al. 2009). V mnoha eutrofnich nadrzich maji perloo¢ky v navaznosti na sezonni
dynamiku fytoplanktonu dvé populacni maxima — na jafe a v 1ét¢ (Ebert 2005; Sommer et al.
1986). Hustotné zavisly pienos infekce v hostitelské populaci perloocek muze byt dalsim
diivodem vysoké prevalence paraziti v letnim obdobi (Lampert 2011).

Opacny trend v sezonnim vyskytu jsem pozorovala u vyskytu infekce kvasinkou
Metschnikowia bicuspidata. Vsechny infikované perloo¢ky kvasinkou Metschnikowia
bicuspidata pochazely pouze z podzimnich vzorku. Stejny vyskyt infekce M. bicuspidata byl
zjistén i ve studii 11 Ceskych piehradnich nadrzich (Wolinska et al. 2011aa). Autofi uvadgji
vyssi prevalenci M. bicuspidata na zac¢atku podzimu za nizkych potravnich podminek pro
perloo¢ky (Wolinska et al. 2011a). Vyssi prevalenci M. bicuspidata za nizsi teploty potvrzuji i
dalsi studie ptirodnich populaci perloocek a jejich mikroparaziti (napt. Duffy & Hall 2008;
Hall et al. 2009). Vyssi vyskyt parazitii za niZsi teploty miiZze vysvétlovat teplotni optimum
parazita nebo snizena odolnost perlooc¢ek k infekci (Schoebel et al. 2011). Druhy model
sezonni dynamiky parazitli navrZzeny V praci autori Hall et al. (2009) se zabyva vysvétlenim
vys$i prevalence parazitli ve stratifikovanych nadrzich v podzimnim obdobi. Autofi navrhuji,
ze pokud jsou spory mikroparazita uvoliiovany z mrtvych tél infikovanych perloocek, které
klesly do oblasti hypolimnia, je k Sifeni infekce zapotiebi vertikalni michani vodniho sloupce

(Hall et al. 2009). Pokles teploty vyvolava podzimni michani vody a tedy rozmichani infek¢ni
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spor (Johnson et al. 2009). Ptenos infekce by mél byt tedy inhibovan béhem letni teplotni
stratifikace kviili prostorovému oddéleni potenciondlnich hostitelti v epilimniu a infekénich
spor v hypolimniu. Vysoka prevalence paraziti by tedy méla byt v podzimnim obdobi (Hall et
al. 2009; Johnson et al. 2009).

Vl1iv mikroparaziti na plodnost perlooéek

Z tady odbornych publikaci je evidentni, ze paraziti maji zasadni vliv na plodnost,
prezivani a zivotni strategie perloocek (napt. Ebert 2005; Decaestecker et al. 2005; Stirnadel
& Ebert 1997; Wolinska et al. 2004). Vliv mikroparazitii u perloo¢ek z ptehradnich nadrzi Vir
a Vranov jsem ve své préci, z divodu malého poctu infikovanych jedincl, nemohla
vyhodnotit. Nicméné jsem pozorovala, ze perloocky infikované prvokem Caullerya mesnili a
kvasinkou Metschnikowia bicuspidata nemé&ly zadna vajicka. Oba druhy mikroparazitii jsou
Vv literatufe uvadény jako vysoce virulentni. Pro kvasinku M. bicuspidata je uvadéna redukce
plodnosti infikovanych jedinct az o 50 % (Ebert 2005; Duffy & Hall 2008; Wolinska et al.
2011a) a pro C. mesnili az 0 95 % (Little & Ebert 1999; Wolinska et al. 2007a). Vysokou
redukci plodnosti u samicek perloocek Daphnia longispina x galeata infikovanych prvokem
C. mesnili potvrzuje i dalsi prace autort Wolinska et al. (2004). Vysledky jejich prace
ukazuji, ze pouze 2,4 % dospélych infikovanych sami¢ek mélo snisku s vajicky (Wolinska et
al. 2004). Naopak infekci zplisobenou parazitickymi oomycety jsem vétSinou zaznamenala u
perloocek, které mély vétsi pocet vyvinutych vajicek ve sniSce. Publikace vétSinou uvadéji
jakym zptisobem je infekce pfendSena mezi hostiteli, jaké jsou jeji symptomy, jak moc je u
infikovanych perloocek redukovana plodnost €i zivotnost a zda jsou infikovani vajicka
zivotaschopna ¢i nikoli (napt. Ebert 2005; Tellenbach et al. 2007; Wolinska et al. 2008a;
Wolinska et al. 2009). Nenasla jsem vSak informaci o tom, zda jsou perloocky s vétsi sniskou
vyvinutych vajicek (vlivem fyziologického stavu) vice nachylné k této infekci, ¢i zda
parazitické spory oomycet prednostné nenapadaji pravé tyto perlooCky (napi. v dasledku
chemotaxe zoospor). Parazitické oomycety napadaji u perloocek sntisku ¢i oblast hlavy,
Z téchto mist se parazitické mycelium rozristd do celého téla infikované perloocky (Wolinska
et al. 2008a). Vajicka jsou deformovana a déle nejsou zivotaschopna (Tellenbach et al. 2007).
To bylo evidentni 1 u mych vzorki. Vaji¢ka infikovanych perloocek byla zdeformovana a
zcela prorostla myceliem. Je mozné, ze vétsi pocet vyvinutych vajicek ve snisce by mohlo

vytvaret dobry substrat pro rozristani parazitického mycelia.
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Vliv environmentédlnich gradienti na plodnost perloocek

Vzhledem k nedostatku dat pro analyzu prevalence mikroparaziti a jejich vlivu na
plodnost perlooéek jsem se dale ve své praci zaméfila na alternativni problematiku a to na vliv
samotnych environmentalnich gradientli v pfehradnich nédrzich Vir a Vranov na plodnost

perloocek v ramci horizontalni a vertikalni osy nadrze.

Gradienty na horizontalni ose nadrze (od ptitoku smérem k hrazi) jsou charakterizovany
zejména poklesem v mnozstvi Zivin, fytoplanktonu a rybi obsadky, naopak vzristem hloubky
a pruhlednosti (Straskraba 1998; Prchalova et al. 2006). Vertikalni gradienty pak piedstavuji,
zménu v teploté vody, mnozstvi rozpusténého kysliku a dopadajiciho svétla (StraSkraba 1998;
Pitter 1999; Lampert & Sommer 2007). Tyto prostorové zmény ve fyzikalnich, chemickych a
biologickych vlastnostech vodniho prostfedi doprovazeji soudastné také zmény Casové
zpusobené zménou klimatickych podminek (Pitter 1999). Podstatnou ¢ast zooplanktonniho
spoleCenstva pichradnich nadrzich Vir a Vranov tvofi perloo¢ky z druhového komplexu
Daphnia longispina (Petrusek et al. 2008b). Je tedy evidentni, Ze populace perloocek
v piehradnich nadrzich Celi velké fluktuaci environmentalnich podminek. Kompetice o zdroje,
predace a parazitismus utvafi vysoce specifické Zivotni strategie v morfologii, chovani a
rozmnozovani, mezi kterymi musi perlooc¢ky v danou dobu volit, aby optimalizovaly alokaci
svych zdroji a maximalizovaly svou reproduk¢ni rychlost (Black 1993; Schwartz 1984).
Velikost prvorodicek (primipar), jejich staii, pocet a velikost jednotlivych vaji¢ek, pocet
reprodukénich udalosti, to v§e mize byt fyziologickou odpovédi na rizné podminky prostiedi
(Benzie 2005). Perloocky v pfehradnich nadrZich tedy predstavuji uZziteCny model pro
studium vlivu environmentalnich faktorti na plodnost této dilezité skupiny zooplanktonu.

Diky zjiSténym poctim vajicek u kazdé zkoumané perloocky jsem se mohla ve své
praci konkrétn€ zaméfit na vliv téchto faktort: identita pfehradni nadrze, sezona a stanovisté
na plodnost perloo¢ek na podélné a svislé ose nadrze.

V analyzach byl faktor ,stanovisté* pouzit jako ordindlni vyjadieni gradienti na
horizontalni ose nadrze, nebot’ jednotliva stanovisté (piitok, stfed, hraz) se lisi abiotickymi a

biotickymi vlastnostmi prostiedi, a tedy i potravni nabidkou pro zooplankton. Nicméné
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z vysledkt  smisenych linedrnich modelt vyplyva, ze vyuziti stanovisté jako ordinalni
proménné vV modelu identita prehradni nadrze — sezona — stanovisté vysvétluje dokonce vice
variability v datech o plodnosti (63,9 %) nez model, ve kterém bylo ,,stanovisté* nahrazeno
zastupnou proménnou ,,potrava“ ziskanou analyzou hlavnich komponent z proménnych piimo
vyjadiujicich gradient zivin a potravni nabidky (vysledny koeficient determinace vysvétloval

60,5 % variability hodnot).

Plodnost perloo¢ek na horizontdlnim profilu pfehradni nadrze

Z vysledkti analyzy rozptylu vyplyva, ze v mém navrzeném modelu méla sezona
statisticky prukazny vliv na plodnost perloo¢ek (plodnost dale myslena jako pocet vajicek ¢i
embryi ve snisce). Plodnost perloocek byla nejvyssi v jarnim obdobi. Sezonni rozdily
v plodnosti perlooek jsou ovlivnény zejména predaci a vyvojem fytoplanktonniho
spolecenstva Vv jezernich habitatech mirného pésu, jak jej popisuje tzv. PEG model (Sommer
etal., 1986).

Na jafe nastava diky dostatecnému mnozstvi Zivin a pfibyvajicimu slune¢nimu zareni
nelimitovany rast fytoplanktonu. Perloo¢ky maji ptebytek potravy a mohou vytvaret jarni
maximum své biomasy (Sommer et al., 1986). Planktonozravé ryby jsou v tuto dobu je$té
malé a nezpiisobuji silny predacni tlak (Prchalova et al. 2008). Pokud nejsou perloocky
ovlivnéné velikostné-selektivnimi predatory, mohou dosahovat dospélosti ve vétsi velikosti
(Ebert 1990; Sommer et al. 1986). Dostatek potravnich zdroji a vhodna teplota maji pozitivni
vliv na rist a rozmnozovani perloo¢ek (Schwartz 1984). Laboratorni studie taktéZz potvrzuji,
ze pokud jsou perloocky krmeny kvalitni potravou, dospivaji samicky rychleji, rozmnozuji se
Castéji a maji vétsi snisku (Schwartz 1984; Spaak & Hoekstra 2010; Lampert 2011).

Naopak béhem 1éta pievladaji ve fytoplanktonu druhy kolonidlnich fas ¢i sinice, které
predstavuji pro perloo¢ky nevhodnou potravu, a trva jim déle ji zpracovat. Ryby se v této
dob¢ stavaji pro perloo¢ky hlavnim zdrojem mortality (Stibor & Luning 1994). Vysledek
predace rybami je selektivni tlak na mensi velikost (v porovnani s jarnim spoleenstvem) a
tim 1 na mensi sniisku s mensimi vajicky (Schwartz 1984; De Meester & Weider 1999; Stibor
& Luning 1994). Vysoky preda¢ni tlak a nizka potravni nabidka pro letni perloocky vede
k celkové redukci plodnosti (Manca & Tognota 1993). Laboratorni experimenty také

potvrzuji pokles plodnosti perloocek se vzristajici teplotou (Weider and Wolf 1991). VSechny
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tyto faktory mohou pfispivat k tomu, Ze plodnost perloocek byla v 1ét€ vyrazné nizsi nez
Vv jarnim obdobi.

Pocet vajicek ve sntisce se u perloocek z letnich a podzimnich odbéru lisil jen nepatrné.
Béhem pozdimnich odbéri bylo v obou piehradnich nadrzich naméfeno minimalni mnozstvi
fytoplanktonu, spole¢né s nizkou teplotou to vede ke zhorSeni zivotnich podminek pro
perloocky (Schwartz 1984). Nezachytili jsme tedy mozny druhy vrchol potravni nabidky,

ktery mize nastat se zvySenou dostupnosti fosforu t€sné po rozbiti letni teplotni stratifikace.

Mé vysledky také ukazuji signifikantni vliv stanovist¢ na podélné ose nadrze na
plodnost perloo¢ek. Obé udolni nadrze obyvaji perlooc¢ky z druhového komplexu Daphnia
longispina (Petrusek et al. 2008b). Tyto druhy vykazuji heterogenni distribuci na horizontélni
ose nadrze (Petrusek 2008a). Konkrétnim taxonomickym sloZzenim perloocek v 11
ptehradnich nadrzich se zabyva studie Seda et al. (2007a). Z této studie vyplyva, ze
Vv piitokové oblasti v piehradni nadrzi Vir a Vranov dominuje maly druh Daphnia cucullata,
ve stfednich oblastech se vyskytuje pfevazné druh Daphnia galeata a jeho mezidruhovi
hybridi (Vranov: D. galeata x cucullata; Vir: D. galeata x D. cucullata). Oblasti hraze obou
ptehradnich nadrzi obyvaji télem vétsi druh Daphnia longispina spole¢né s Daphnia galeata a
jejimi hybridy (Sed’a et al. 2007a). Tato heterogenni distribuce jednotlivych druht je
ovlivnéna zejména predacnim tlakem a dostupnosti potravy.

Potravou bohaté pfitokové oblasti jsou hojné obyvané také rybami (Prchalova et al.
reprodukci. Tyto perloocky investuji svou energii do rozmnozovani spiSe neZ do somatického
rastu. Zacinaji se tedy rozmnozovat diive na mensi velikosti, jejich snisky maji hodné malych
vajicek a béhem svého Zivota maji vice snusek (Spaak & Hoekstra 2010; Stibor & Luning
1994; Machacek & Sed’a 1998). Vétsi snisky u samicek z oblasti pfitoku nez u samicek
z oblasti hraze byly také pozorovany béhem studie prehradni nadrze Rimov (Machadek &
Sed’a 1998). Tyto reprodukéni strategie potvrzuji 1 laboratorni experimenty s perloockami
vystavenymi rybim kairomonum (Taylor & Gabriel 1992; De Meester & Weider 1999;
Machacéek & Sed’a 1998).

Opacné Zivotni strategie se vyskytuji u perloocek z dolnich oblasti prehradni nadrze.
Niz$i predacni tlak a mens$i potravni nabidka zde umoznuji vyskyt vétsich druhd. Jedinci
investuji vice energie do ristu, zafinaji se mnozit pozd¢ji, velikost jejich plodové komurky
Jjim umoznuje mit vétsi kvalitn€j$i vajicka, ale v mensim poctu, a béhem svého Zivota

produkuji mensi pocet snisek (Stibor & Luning 1994; Bartosiewicz & Jablonski 2015).
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Studie Petruska et al. (2008a) mimo jiné potvrzuje rostouci velikost karapaxu perloocek a
klesajici pocet vajiek ve sntisce smérem od piitoku k hrazi.

Mezidruhovi kifiZzenci mohou vypliovat niku mezi rodi¢ovskymi druhy. Naptiklad prace
Weider a Wolf (1991) ukazuje, ze hybridi voli mezi Zivotnimi strategiemi svych rodi¢ovskych
druht.

vySe zminované prace tedy ukazuji vliv environmentalnich gradientd v jednotlivych
oblastech nadrze v rdmci horizontéalni osy. Tyto gradienty se nicméné sezénné méni a jejich
charakter se 1isi i mezi jednotlivymi nadrZzemi. Ve svych datech jsem tedy nepozorovala
signifikantni vliv samotného stanovisté na plodnost perlooc¢ek, ta se lisila v zavislosti na
sezon¢ (signifikantni interakce Sezony — stanovisté) a v zavislosti na identité prehradni nadrze
(signifikantni interakce prehradni nadrze — stanoviste).

U obou piehradnich nédrzi byla plodnost perlooc¢ek na stanovistich ptitok, stfed, hraz
zminénou dobrou potravni nabidku a nizky predaé¢ni tlak na za¢atku rustové sezony (Sommer
et al. 1986). Na jafe byla v oblasti hrdze v piehradni nadrzi Vranov vyrazné niz$i plodnost
perloocek nez v 1ét€ a na podzim. To by mohlo byt vysvétleno vznikem silnych gradientl na
podélné ose nadrze. Vranovska prehradni nadrz je 2x delsi nez prehradni nadrz Vir (Broza et
al. 2005) a vétsi rozdily v podminkach pro perloocky mezi ptitokem a hrazi se mozna mohou
promitnout do vétsiho rozdilu v plodnosti u perloocek mezi témito stanovisti.

Zhor$ené podminky v Iét¢ a na podzim zpusobily redukci v plodnosti perloocek v obou

sezondch na vSech stanovistich na podobné nizky pocet vajicek.

Plodnost perloo¢ek na vertikadlnim profilu piehradni nadrze

Z vysledku hierarchické analyzy rozptylu vyplyva, ze samotnd identita piehradni
nddrze ma statisticky pritkazny vliv na plodnost perlooéek ze stanovisté hraz. Vice vajicek ve
snisce mély perloocky od hraze ptehradni nadrze Vir.

Statisticky vyznamna zavislost byla prokdzéana u interakce identita prehradni nadrze —
sezona. Plodnost perloocek na stanovisti hraz v ptehradni nadrzi Vir je u obou sezon vyssi nez
plodnost perloocek na tom samém stanovisti v prehradni nadrzi Vranov. Vliv sezony je na
plodnost perlooc¢ek nejmarkantnéjsi. Plodnost perloo¢ek v oblasti hréze je u obou pichradnich

nadrzi vyssi v jarnim obdobi nez v letnim. Jak jsem jiZ popisovala v textu vySe, jarni sezona je
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pro perloocky v piehradnich nadrzich, vzhledem k nizké predaci a vysoké potravni nabidce,
lepsim obdobim, nez sezona letni (Sommer et al. 1986).

Interakce identita prehradni nadrze — sezona — pozice v rdmci vertikalniho profilu byla
také signifikantni. V letnim obdobi jsou poéty vajiCek vyssi u perloocek pochazejicich
Z vrstvy epilimnia nez z nizsich vrstev vodniho sloupce dané nadrze. Pro perloocky ve vétsich
hloubkach vodniho sloupce se v letnim obdobi maze stat limitujicim mnozstvi rozpusténého
kysliku (Lampert 2011, Pitter 1999). V Iété¢ je vodni sloupec tepelné stratifikovan a po
vertikalni ose ubyva mnozstvi kysliku (Lampert & Sommer 2007). V obou pichradnich
nadrzich byly v oblasti hypolimnia hodnoty naméfeného kysliku minimalni, u dna pak
nastavaly anoxické podminky (viz Pfiloha II). Pro perloocky byly tedy v letnim obdobi lepsi
podminky v oblasti epilimnia.

Naopak v jarnim obdobi jsou na stanovisti hrdz u obou piehradnich nddrzi pocty vajicek
vyss§i u perlooc¢ek pochazejicich z metalimnia a hypolimnia dané nadrze nez u perloocek
pochézejicich z epilimnia. Vyraznéjsi rozdil v plodnosti mezi perloockami z oblasti epilimnia
a hypolimnia je u piehradni nadrze Vir, kterd ma 1,5x vétsi hloubku nez Vranovska prehrada
(Broza et al. 2005).

Tyto vysledky rozdilnych plodnosti na vertikalni ose nadrze jsou shodné s laboratornimi
experimenty s perloo¢kami Daphnia galeata a vodou odebiranou z piehradni nadrze Rimov
(Machacek 2001; Machacek & Sed’a 2007). Samicky z hypolimnia byly mensi, mély daleko
vice vajicek v plodové komirce, ale s mensi velikosti, neZ samicky z vysSich vrstev vodniho
sloupce (Machacek & Seda 2007). V nizkych teplotach sice tyto perlooc¢ky rostou pomalu,
presto tedy existovat i jiny faktor, ktery by vysvétloval vétsi vyskyt perloocek v nizSich
vrstvach vodniho sloupce a jejich. Machacek a Sed’a (2001; 2007) navrhuji, ze k vétsi
plodnosti perloocek z hlubSich vrstev muze piispivat i lepsi kvalita potravy. Seston ve
vrstvach hypolimnia ma vyssi obsah fosforu (Garcia-Ruiz et al. 1999). Také vysoky obsah
partikulovaného uhliku naznacuje pfitomnost velkého mnozstvi bakterii, detritu a bi¢ikovci
v této oblasti (Machacek & Sed’a 2007). VIiv rozsivek nebo bakterii na vysledek reprodukce u
perloocek neni jeSt€ zcela jasny, ale vysoky obsah nenasycenych mastnych kyselin a fosforu

by mohl byt pro perloocky zasadni (Machacek 2001).
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6 ZAVER

Udolni piehradni nadrze maji dalezitou zasobni, ochrannou, rekreaéni a estetickou
funkci v nasi krajiné. Diky svym limnologickym vlastnostem se vSak stavaji také unikatnim
vodnim ekosystémem. Jejich charakteristicky kanonovity profil s jednosmérnym tokem feky
utvaii na podélné a svislé ose nadrze fadu environmentdlnich gradientii. Tyto environmentalni
gradienty jsou utvafeny kombinaci n¢kolika abiotickych a biotickych faktord, které nasledné
ovliviiuji vSechny ¢leny trofické kaskady.

Vyznamnou a U nas nejstudovanéj$i slozkou zooplanktonniho spole¢enstva
Vv pfehradnich nadrzich tvofi perloocky r. Daphnia, které se staly modelovym organismem pro
fadu biologickych obord. I tyto malé organismy maji své parazity, ackoliv se o nich do
neddvna mnohé nevédo.

Ma diplomova prace se zabyvala vyskytem c¢tyi nejcastéjSich skupin mikroparaziti u
perlooc¢ek z ptrehradnich nadrzi Vir a Vranov. Ve své praci potvrzuji, ze vyskyt téchto
mikroparaziti na horizontalni a vertikdlni ose nadrze neni ndhodny a odrazi heterogenni
distribuci jednotlivych druhd perloo¢ek z druhového komplexu Daphnia longispina a
ptitomnost environmentalnich gradienti. Dale se ve své praci zabyvam detailnim popisem
vysetfovani perloo¢ek na pfitomnost mikroparaziti a moznymi metodickymi problémy. Malé
mnozstvi nakazenych jedincti bohuzel neumoznilo zaméfit se detailné na vliv parazitace na
plodnost perloocek.

Plodnost samicek je nicméné ovlivnéna zejména samotnymi environmentalnimi
gradienty a zménami potravni nabidky v ¢ase. Vysledky mé préce ukazuji signifikantni vliv
sezony, stanovisté (resp. potravni nabidky) i identity ptehradni nadrZe na plodnost perloocek

na horizontalni i vertikalni ose nadrze.
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PRILOHA I

Problémy s uréovanim mikrosporidialni infekce perloodek

rodu Daphnia u fixovanych vzorka

Uvod

Béhem pocatku své laboratorni prace jsem se pii urCovani mikroparaziti u perloocek
z druhového komplexu Daphnia longispina setkala s nékolika problémy, které mé vedly
k feseni dalSich otazek a k sepsani této metodiky pro praci s mikroparazity, konkrétné s
mikrosporidiemi.

Pfi prohlizeni prvnich dvou etanolovych vzorkd uréenych pro mou diplomovou préci
jsem zpozorovala nékolik odlisnych perloocek, které se svym vzhledem lisily od jinych,
zjevné zdravych jedinci a podobaly se perloockam s mikrosporididlni infekei (fotografie a
popisy perloocek viz nize). Mému vedoucimu diplomové prace se tyto perloocky zprvu
nejevily byt neobvyklé. Svou nejistotu jsem tedy pfisuzovala zaCateCnickym znalostem
s ur¢ovanim mikroparazitli a dale jsem tyto perloo¢ky povazovala za nakazené s pocatecni
fazi mikrosporididlni infekce. Stejnym zplsobem jsem pokracovala ve zpracovani dalSich
sedmi vzorku. Béhem prohlizeni 700 samicek jsem ovSem zacala rozeznavat velké rozdily ve
vzhledu mezi témito (dale v textu oznacovanymi jako ,hnédé“) a zdravymi perloockami.
Postupné jsem zacala vyluCovat moznost, ze by hnédé perlooCky byly nakazené
mikrosporidii. V nékterych vzorcich byl jejich vyskyt velmi ¢asty (kazda druha vySetfovana
perloocka). V porovnani svyskytem jinych skupin mikroparazith se mi zdalo
nepravdépodobné, Ze by byla mikrosporididlni infekce tak rozsifena. Také jsem zacala lépe
rozeznavat rozdily mezi hnédymi neobvykle vypadajicimi perloo¢kami a perloo¢kami, u
kterych jsem s jistotou ur¢ila rozvinutou mikrosporidialni infekci. Po rozliseni téchto znakd u
nize popsanych skupin perlooc¢ek bylo patrné, ze zafazeni hnédych perloocek mezi perloocky
s mikrosporidialni infekci bylo chybné a ze je tfeba perloocky z jednotlivych vzorka vySetfit
znovu. Hnédé zabarveni ztézovalo praci pii identifikaci mikroparaziti a V nékterych
piipadech bylo velmi obtizné rozeznat, zda se jedna o symptomy mikrosporidialni infekce
nebo o perloocku s tmavé hnédou oblasti uvnitt téla. Pfi celkovém poctu nékolika tisic

vySetfovanych samicek by bylo velmi ¢asové narocné zkoumat kazdou podezielou perloocku
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pod mikroskopem a pomoci pitvy zjist'ovat pritomnost mikrosporidialnich spor. Proto jsem se
rozhodla nejprve se zaméfit na divod neobvyklého vzhledu téchto perlooc¢ek a na nalezeni
vhodné metodiky, kterd by mi umoznila s jistotou rozeznat mikrosporididlni infekci u tak
velkého mnozstvi jedinct.

Hnédé perloocky jsem pozorovala i ve fixovanych vzorcich zooplanktonu z jinych
lokalit, naopak v zivych vzorcich zooplanktonu jsem je nezaznamenala. Pii manipulaci
s zivymi vzorky V laboratofi jsem nedopatfenim zjistila, ze hnédé zabarveni téla se zacalo
objevovat ihned po té, co jsem zivé perloocky vlozila do 96% etanolu. Naskytla se tedy
otazka, jaky vliv ma na perloocky vybér fixacniho Cinidla ¢i jeho koncentrace. Nékolik
odbornych praci a ptiru¢ek je vénovano tématu fixace zooplanktonu a porovnavani vlivu
riznych fixacnich Cinidel na vysledny vzhled fixovanych organismi. V zadné praci jsem
ovSem nenasla podobny popis morfologickych zmén u perloocek, ktery jsem po fixaci 96%

etanolem pozorovala, a ktery v této praci podrobné popisuji.

Zpisoby fixace zooplanktonu

K fixaci vzorkd zooplanktonu se pouziva fada chemickych latek a rozdilnych postupi,
Vv zavislosti na jejich budoucim vyuziti (Steedman 1976). Naptiklad vzorky pro genetickou
analyzu se fixuji zmrazenim v tekutém dusiku (Benzie 2005; Steedman 1976). Pro
taxonomické a morfologické charakteristiky se nejCastéji uzivaji dvé fixacni Cinidla: 4-5%
formaldehyd (formalin) nebo 70-96% etanol (Steedman 1976; Kotinek 2005). Fixované
vzorky vypadaji po pouziti obou médii obdobné, ale kazdé z nich m4 jisté (ne)vyhody, zalezi

spiSe na zvyklostech daného pracovisté, které fixacni ¢inidlo pro fixaci vzorkl upfednostiiuje.

Pouziti formaldehvydu:

e Konzervace formaldehydem je velmi stild, vysychani probiha pomalu. Pii
dlouhodobém skladovani se mulze Casem vysrazet pevny paraldehyd, ktery muize
vzorek poskodit (Kofinek 2005).

e Vystavovani se formaldehydovych vyparti mize mit akutni ¢i chronicky vliv na lidské
zdravi. Je tedy potieba pracovat v dobfe odvétravaném prostiedi. S tim jsou i spojené
naklady potiebné na likvidaci formaldehydu. V nékterych zemich je prace
s formaldehydovymi vzorky zcela zakazana (Black & Dodson 2003).

e Formaldehyd vybéli pfirodni pigmenty (Steedman 1976).
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Pouviti etanolu:

e Etanol ma sice nizké pofizovaci naklady, ale béhem vysetfovani a uskladnéni rychle
vysycha a je ho potieba relativné velké mnozstvi (Haney & Hall 1973).

e Etanol neni vhodny na dlouhodobé muzejni skladovani (Black & Dodson 2003).

e Pii pouziti alkoholu zéalezi vysledek konzervace na uplné nahradé vody alkoholem
(Koftinek 2005).

e Etanol je nevhodny pro pozorovani bakterialnich infekci (J. Vavra, os. sdéleni;
Wolinska et al. 2011a).

Pouziti narkotik:

Pocatecni reakci zooplanktonu na jakékoliv fixacni ustalovace a konzervacni latky je
rychly a trhavy pohyb. Vlivem prudké osmotické zméné dochazi ke kontrakcim téla a télnich
ptivéskl, to mize vést k deformacim a ztézovat praci se vzorky. Této reakci lze vSak predejit
pouzitim narkotik a doCasné anestezii vzorkl (Dhargalkar & Veclecar 2004). Jako narkotikum
se pouziva napi.: voda nasycena oxidem uhli¢itym, chloroform, metanol a chlorid hofe¢naty
(asi 7 g chloridu hofe¢natého rozpusténého ve 100 ml destilované vodé). Hlavnim ucelem

narkotik je zabranit prudké kontrakci téla a zkresleni fixovanych vzorkl (Steedman 1976).

74



Popis pozorovanych perloocek

Vzhled zdravé perloocky béZnych nepigmentovanych druhd r. Daphnia

Tyto perloocky maji vzhled, ktery je typicky uvadény na fotografiich v literatuie ¢i
internetovych zdrojich ilustrujicich anatomii a morfologii perlooc¢ek. Celé télo perloocek je
pruhledné (obr. 1-1). Skotapky karapaxu nejsou zbarvené (obr. 1-2). Lze snadno pozorovat
jednotlivé struktury tcla: filtracni apardt (jednotlivé hrudni koncetiny), hepatopankreatické
vybézky (obr. 1-3), svaly, srdce a stfevo. Pokud neni ve stfevé zbytek potravy, je celé stievo
dobfe pozorovatelné a prusvitné. U takto vypadajicich perloocek Ize ve stfeveé snadno odhalit

napt. spory mikroparazita Caullerya mesnilli. Lze také snadno pozorovat jednotliva vajicka ve

snusce.

ﬁéi’ £l RARS
Obr. 1-2: Detailni pohled na filtra¢ni aparat.

Skotapky karapaxu nejsou zbarveny a lze snadno
pozorovat hrudni koncetiny, stievo a abdomen.

Obr. I-1: Celkovy pohled na télo perloocky.
Télo perloocky je prihledné bez zabarveni.
Lze rozeznat jednotlivé télni struktury.

Obr. 1-3: Oblast hlavy. Hlava perloo¢ky je také
prihlednd a Ize snadno pozorovat
hepatopankreatické vybé&zky.




Vzhled hnédé perloocky
Tyto odlisné vypadajici perloocky maji t€lo zbarvené do tmavé hnédé ¢i Sed¢é barvy

(obr. 1-4). Oblast filtra¢niho aparatu, stieva a srdce se jevi jako jeden tmavy celek, nékdy
tézce rozpoznatelny od mikrosporidialni infekce. Stfevo lze obvykle dobie pozorovat jen
v hlavové oblasti, dale podél téla jej 1ze v tmavé mase télnich struktur pozorovat stézi. Pokud
je ve snuiSce vice vajicek, je obtizné je rozeznat. Pro tyto perloocky je charakteristickd hnéda
¢i Sedd struktura na ventralni strané karapaxu (nejcastéji okraje skotapek kryjicich hrudni
koncetiny) (obr. 1-5) a v hlavové oblasti (obr. I-6) (zejména pod slozenym okem a u rostra).
Tato struktura vétsinou piekryva i hepatopankreatické vybézky. Karapax takto vypadajicich

perloo¢ek ma ,,zakoufeny* vzhled (obr. 1-7).

Obr. 1-4: Celkovy pohled na télo perloo¢ky. Karapax ma ,,zakoufeny“ vzhled. Oblast stieva a filtraénich
koncetin tvoii jednu tmaveé hnédou oblast. Hepatopankreatické vybézky, srdce a stievo je hlife pozorovatelné.
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Obr. 1-5: Pohled na ventralni oblast karapaxu. Obr. 1-6: Pohled na oblast hlavy.

Obr. I-7: Celkovy pohled na télo perloo¢ky. Tmava
oblast podél stieva je lehce zaménitelna se zaCinajici
mikrosporidialni infekci.
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Vzhled perloocky s mikrosporidialni infekci

Mikrosporidialni infekci Ize v pokroc¢ilém stadiu u druhti produkujicich spory pozorovat
jako celistvou tmavou masu spor Vv téle perlooc¢ky (obr. 1-8). Jednotlivé spory, které jsou
pozorovatelné pouze pod mikroskopem po pitvé perloocky, maji hruskovity tvar. Perloocky
s mikrosporidialni infekci vétSinou maji (na rozdil od vyse zminénych ,,hnédych* perloocek)
prihledny karapax bez zbarveni a Sedych struktur. Hepatopankreatické vybézky jsou také
dobfe viditelné (pokud neni mikrosporididlni infekce rozsitena az do hlavové Casti téla).
Pozorovala jsem, ze u vétSiny perloocek, nakazenych druhy mikrosporidii béznymi
v piehradnich nadrzich, se za¢ina tmavy shluk spor objevovat v dorzalni oblasti t¢la, ptiblizné
Vv prvni tfetin€ délky stieva. Z této Casti se infekce rozsifuje podél stieva do oblasti filtracniho
aparatu nebo do hlavové oblasti. Oblasti stfeva, které nejsou zakryté tmavym shlukem, jsou

dobfte pozorovatelné a prihledné (neobsahuje-li sttevo zbytky potravy).

Obr. 1-8: Perloo¢ky nakaZené mikrosporidialni infekci. Infekci 1ze pozorovat jako tmavy shluk podél streva.
Zbytek téla perloocky je pruhledny. Na obrazku vpravo lze dobfe rozeznat prihledné useky stfeva, které
nezakryva masa spor. V téchto usecich lze pozorovat spory mikroparazita Caullerya mesnilli (Cervené Sipky).
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Metodika

Vzorky zooplanktonu pro vySetfeni pfitomnosti mikroparaziti u perloodek r. Daphnia

Vzorky zooplanktonu, které byly odebirany na piehradnich nadrzich v rdmci projektu
,,Hybridni zény v pelagiale nadrzi: faktory zodpovédné za lokalni dominanci mezidruhovych
hybrida perlooc¢ek r. Daphnia“ byly vyuzity k nékolika studiim, a proto byly pfimo na misté
odbéru fixovany tfemi zptisoby. Vzorky pro genetickou analyzu byly zamrazeny v tekutém
dusiku. Vzorky pro kvantitativni analyzu (abundance zooplanktonu) byly fixovany ve 4%
formaldehydu. Vzorky pro morfologickou analyzu a pro analyzu mikroparazitii byly fixovany
v 96% etanolu (metodika viz prace: Sed’a et al. 2007a, Petrusek et al. 2008a). Pro mou
diplomovou préci jsem z 11 etanolovych vzorkli zooplanktonu z ptehradni nadrze Vir a
Vranov V laboratofi ndhodné vybirala po 100 perloockach, které jsem vysetfovala pomoci
stereomikroskopu Olympus SZX12 (se zvétSenim: objektiv 1,5 krat a zoom 85,5 krat) na

ptitomnost 4 skupin mikroparazitt.

Vyskyt hnédych perlooéek ve fixovanych vzorcich z prehradnich nadrzi Vir a Vranov

Poté, co jsem ve svych vzorcich zacala rozeznavat neobvykle vypadajici perloocky,
které byly svym hnédym zabarvenim a Sedymi strukturami uvnitf téla napohled témét
Kk nerozeznani od mikrosporidialni infekce, jsem se zacala zabyvat otdzkou, zda se tyto
perloocky vyskytuji ve vzorcich z obou odebiranych ptehradnich nadrzi (Vir a Vranov) a zda
ve vsech mésicich. K porovnani jsem zvolila vzorky z lokality ,,stted“. Ze vSech odbérovych
termintl jsem nahodné vybrala 20 dospélych samicek perloocek, u kterych jsem zaznamenala

pfitomnost a miru hnédého zabarveni.

Vyskyt hnédvych perloodek ve fixovanych vzorcich z jinych lokalit

Dal8im krokem jsem se snazila zjistit, zda se hnédé perloocky vyskytuji jen ve vzorcich
zooplanktonu z ptehradnich nadrz Vir a Vranov nebo jsou piitomné i ve vzorcich z jinych
lokalit. V této dobé byly na katedie ekologie PfF UK dostupné vzorky zooplanktonu z fady
evropskych lokalit. Vyhodnotila jsem proto n¢kolik vzorkl z nésledujicich severskych jezer:
Sipletjgnn, Sortedam, Ericadam, Lo Je Sg, Brededam, Agnetedam, Nyefosdam (Dansko) a
jezero Hiidenvesi (Finsko). Tyto vzorky byly odebirdny v ¢ervenci a v listopadu v roce 2004

a fixovany v etanolu.
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Vyskyt hnédych perloocek v zivych vzorcich bez fixace

Také mne zajimalo, zda lze tmavé zabarveni téla pozorovat i u zivych jedinci, protoze
béhem mého studia perloo¢ek nemél zadny z oslovenych expertli (mezi nimi Jifi Vavra,
Dieter Ebert, Ellen Decaestecker) jednoznacnou ptedstavu, ¢im by mohl byt tento vzhled
perlooCek zptsobeny. Neékteti odhadovali, Ze by se mohlo jednat o né&jakou bakteridlni
infekci. Béhem cervna a Cervence v roce 2012 jsem odebirala na nékolika mistech v Praze
(Hamersky rybnik, rybniky u zdmku Kré&, rybnik Seberak, vodni nadrz Hostiva, Kosikovské
nadrze, Olsansky rybnik) vzorky zooplanktonu. Tyto vzorky jsem nefixovala a rovnou jsem je
vden odbéru prohlizela pomoci stereomikroskopu. Pro lepsi pozorovani rychle se

pohybujicich perloocek jsem na podlozni sklicko vlozila mezi perloocky vatova vlakna.

Vliv etanolu na vzhled perloodek

Pii prohlizeni polednich zivych vzorkl z prazskych lokalit jsem nedopatfenim misto
vody pridala na podlozni sklicko etanol. Vlivem fixace se ihned zacaly zdravé prihledné
perloocky zbarvovat do tmavé hnédé barvy a jejich hemolymfa zacinala ménit strukturu a
vytvarela Sedé shluky, zejména v oblasti hlavy. Vysledny vzhled fixovanych perloocek byl
stejny jako u vzorkl vySe. Zjistila jsem tedy, ze neobvykly vzhled perloocek je ziejmé
artefaktem fixace, zptisobenym nahlym ponofenim zivé perloocky do 96% etanolu. Naskytla
se tedy otazka, zda by tento negativni efekt na pozorované vzorky neovlivnila jina

koncentrace fixaéniho média.

Vliv rozdilné koncentrace etanolu na vzhled perloocek

Vliv rozdilnych koncentraci fixaniho ¢inidla na vzhled perloo¢ek jsem porovnavala na
perloockach z rybniku Nad Zatisim - Novodvorska (Praha) a z rybniku Smyslov (Blatnd).
Vzorky byly odebirany 14. 7. a 4. 12. 2012. U obou vzorkil se vyskytovaly perloocky
nakazené bakterii Spirobacillus cienkowskii. Tato bakterie napada hemolymfu a zpisobuje
razové zbarveni perlooCky. Tyto perloocky byly vybornym vzorkem pro porovnavani vlivu
riizné koncentrace fixaéniho ¢inidla na vzhled infikovanych perloogek. Zivé perloodky mély
rizovou hemolymfu, jejich stfevo bylo diky zbylé potravé zelené a vajicka mély oranzové

tukoveé kapénky.
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e Do kazdé ze ¢tyt 25 ml zkumavek jsem nahodné vybrala 5 zivych perloo¢ek z daneho
odbéru. Nasledné jsem v kazdé zkumavce ménila pomér piefiltrované rybni¢ni vody a
fixaéniho média (96% etanol).

1. zkumavka: 5 perloocek + 96% etanol
2. zkumavka: 5 perloocek + 1 (voda) : 1 (etanol)
3. zkumavka: 5 perloo¢ek + 2 (voda) : 1 (etanol)

4. zkumavka: 5 perloocek + 3 (voda) : 1 (etanol)

e Tyto série jsem jesté jednou zopakovala, ale po 10 minutach jsem obsahy roztoku ve

v$ech zkumavkach nahradila 96% etanolem

e Posledni sérii jsem ptipravila do uzaviratelnych 25 ml lahvicek. Perloocky z této série

jsem pozorovala po tiech mésicich od data fixace vzorkd.
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Rozeznani mikrosporidii a vajicek

Poté, co jsem zjistila, jaky vliv mé etanol na vzhled fixovanych zdravych i infikovanych
perloocek, jsem se mohla vratit ke svym plivodnim vzorkiim z ptehradnich nadrzi Vir a
Vranov. Znovu jsem vySetfovala prvotni vzorky s jistotou, ze hnédé perloo¢ky neznamenaji
pritomnost mikrosporidialni infekce a ze ve vétSin€ ptipadu se jedna o zdravé jedince, jejichz
vzhled byl zménén v disledku fixace. Béhem své prace jsem vSak narazila na dal$i problém,
ktery mé opét vratil na zacatek a byl divodem, pro¢ jsem nékolik vzorkii prohlizela béhem
své prace tiikrat.

Nekteré perloocky, u kterych jsem urcila mikrosporididlni infekci, ve skuteCnosti
parazitované nebyly. Perloocky nakazené mikrosporidii jsou rozpoznatelné podle tmavé masy
parazitickych spor. Spory vsak nejsou pod stereomikroskopem pozorovatelné. Tmava masa
spor se vétSinou zacinala vyskytovat v dorzdlni ¢asti téla a rozSifovala se podél stieva do
oblasti filtracniho aparitu nebo do oblasti hlavy. Podél stfeva se také vyskytuji vajecniky
perlooc¢ek. Pokud byly plné vajicek, fixace etanolem zpisobila jejich zhnédnuti a vytvoteni
stejné tmavé masy podél stieva jako u mikrosporidii (obr. I-9 a 1-10). U mnoha perloo¢ek
neslo bez pitvy rozeznat zda, se jedna o infekei ¢i vliv fixace na vajecniky.

Jako dobra metoda pro spravné rozliSeni mikrosporidialni infekce od tmavého shluku
tvotfeného fixovanymi vaji¢ky ve vajecnicich se osvédcilo prohlizeni perloocek na tmavé latce
s bo¢nim bodovym osvétlenim. To mi umoznilo vidét mikrosporidialni infekci jako mléény
shluk uvnitt téla perloocky (P. J. Juracka, os. sd€leni). Pozorovanim infikovanych perloocek
v temném poli pomoci stereomikroskopu jsem nedosdhla takového efektu zviditelnéni

mikrosporidii jako pti vyuziti tmavé tkaniny.
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Obr. 1-9: Vlevo zdravé perloo¢ka, u které Ize na obou stranach podél st¥eva rozpoznat vaje¢niky a vpravo
taktéZ zdrava perloocka, u které lze vaje¢niky zaménit s mikrosporididlni infekci, protoZe vlivem fixace
vytvari jeden tmavy masivni shluk.

Obr. 1-10: Zdravé perloo¢ky s tmavou masou uprostied téla. Jedna se o vliv fixace na vaje¢niky
perlooc¢ek. Od mikrosporidialni infekce téZce rozeznatelné.

83



Zesvétleni hnédych perlooéek

Béhem prace s perloockami, jsem se také snazila nalézt vhodnou metodiku
pozorovani, ktera by ulehcila rozeznavani mikrosporididlni infekce od hnédych perloocek
zejména, nejsou-li pro laboratorni praci k dispozici zivé vzorky perloocek a pitva jiz
fixovanych hnédych perloo¢ek neni mozna (z divodu nutnosti zachovani vzorki pro dalsi
praci). Byla mi doporuc¢end metoda, ktera umoziuje i u téchto perloocek docilit prihledného
vzhledu a zviditelni mikrosporidiélni infekci v podobé mlééného shluku. Perloocky postaci
vlozit nejméné na 3 dny do Petriho misky do smési glycerinu (jiny index lomu svétla)
smichaného se 70% etanolem (pro lepsi promiseni fixovanych etanolovych vzorkua
s glycerinem a rychlé odpafovani) v poméru 1 : 1 (J. Vavra, os. sdéleni). Tuto metodu jsem
uspésné vyzkousela na nékolika hnédych perloockach a na perloo¢kach, u kterych jsem

S jistotou urcila mikrosporidialni infekci.

Fotodokumentace

Rozdily ve vzhledu u zdravych, hnédych a infikovanych perlooc¢kach jsem se pokusila
zdokumentovat pomoci stereomikroskopu a digitalniho zrcadlového fotoapardtu CANON
EOS 650D.
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Vysledky

Vyskyt hnédych perloocek ve fixovanych vzorcich z prehradnich nadrzi Vir a Vranov

Pii porovnavéani jednotlivych vzorkl z ptehradnich nadrzi Vir a Vranov (stanovisté
,.stfed) bylo evidentni, Ze nejcastéji se vykytovaly neobvykle vypadajici perloocky v jarnich
a letnich mésicich (tab. 1-1). V téchto vzorcich byly perloocky velmi tmavé a poéitani vajicek
ve snusce (kterych bylo v jarnim obdobi nejvice) bylo velmi obtizné. Zajimavé bylo, Ze
ostatni pékné pruhledné perloocky, které byly zjevné bez infekce, mély vétSinou jen 1 — 2
vajicka ve sntiSce. Naopak na podzim a v zim¢ se ve vzorcich vyskytovaly perloocky méné
tmavé a spiSe prevazovaly prihledné perlooCky bez zjevné infekce ¢i nestandardniho
zbarveni. V tomto obdobi mély vybrané perloocky daleko mén¢ vajicek (0 — 2) nez v letnim
obdobi.

Pocet hnédych Mira
Datum perlooekz20 | hnédého
Vranov| Vir zabarveni | Tab. I-1: Vyskyt ,,hnédych“ perloo¢ek ve vzorcich
*EE Z jednotlivych odbéri ze stanovisté ,stied*. Data
6. 5.2009 10 N y “r .
2009 1 v odberu jsou sefazeny podle mésict (sezon) bez ohledu na
7.5. > rok (2009, 2010). Cisla ve sloupcich znali pocet
9. 6. 2009 13 ** ,hnédych® perloocek z 20 nahodné vybranych. Pocet *
9. 6.2010 17 ok znaci troven hnédého zabarveni:
10. 6. 2009 15 ok
10. 6. 2010 14 FEE **% = perloocky byly velmi tmavé. Jednotlivé télni
= v struktury bylo obtiZzné rozeznat. Neslo spolehlivé urdit,
22.7.2009 17 zda se nejedna o mikrosporidialni infekci.
27.7.2010 6 *x
1.10. 2010 11 ** ** = oblast hlavy a oblast ventralni Casti karapaxu
2.11. 2010 1 * ob_sahoyaly hnédé st}’u_lftur,y_. Dalq se Iépe rozeznat, Ze se
3.11. 2010 3 * nejednd o mikrosporidiélni infekci.
10. 12. 2010 14 ** * = perloo¢ky vypadaly jako zdravi jedinci, mirny
15. 12. 2009 1 * naznak hnédého zabarveni karapaxu.

Vvskyt hnédvch perloodéek ve fixovanych vzorcich z jinych lokalit

Po prohlédnuti zooplanktonu pod stereomikroskopem jsem zjistila, Ze i tyto fixované
vzorky ze severskych jezer obsahuji tmavé perloo¢ky se stejnym vzhledem, jaky jsem

pozorovala u svych vzorkt, a ze je jejich vyskyt pomérné Casty.
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Vyskyt hnédych perloocek v zivych vzorcich bez fixace

Ve vSech odebranych vzorcich zooplanktonu z prazskych lokalit byly perloocky

zjevné zdravé a prithledné. Zadnou hnédou perloocku jsem v zivych vzorcich nepozorovala.

Vliv rozdilné koncentrace etanolu na vzhled perloogek

Rozdilnd koncentrace fixa¢niho c¢inidla méla stejny vliv na vzhled perloocek jak
Z letniho odbéru, tak ze zimniho odbéru. Perloocky, které byly ve zkumavce s 96 % etanolem,
byly ihned tmavé, jejich karapax i oblast hlavy mély nasedlou barvu, tukové kapénky vajicek
a stfevo ztratily svou pivodni barvu a hemolymfa byla také tmava. Po tomto zpiisobu fixace
neslo rozeznat pivodné zdravé perlooCky od perloocek s infikovanou hemolymfou. Pfi
pouziti koncentraci 1 : 1 a2 : 1 (voda : etanol) byl vysledny vzhled perlooéek nepatrné lepsi.
Nékteré¢ infikované perloocky mély srazenou hemolymfu a pti bedlivém prohlizeni se jiz dalo
Iépe poznat infikovanou a neinfikovanou perlooc¢ku. Perloo¢ky ze zkumavky, kde byl pomér
3 : 1 (voda : etanol), vypadaly nejlépe. Stievo i tukové kapénky vaji¢ek mély zachovanou
puvodni barvu. T¢la perloocek byla pékné prihlednd a bez hnédého zabarveni ¢i Sedych
struktur v oblasti hlavy. U nakazenych perloocek se hemolymfa mirné srazila, zistala v§ak
rizova a jasn¢ bylo poznat, které perloocky byly infikované.

U série zkumavek, ve kterych byl po 10 minutich vyménén obsah fixa¢niho média za
96% etanol, vypadaly vSechny perloocky stejné. Ztratily pivodni barvu, zhnédly a neslo
rozli$it infikované a zdravé jedince.

Perloocky ze série zkumavek pozorovanych az po 3 mésicich od fixace byly hnéd¢, se
ztratou puvodnich barev a neslo rozlisit infikované jedince. Pouze u zkumavky s pomérem
3 : 1 (voda : etanol) mély perloocky zachovanou ptvodni rizovou barvu hemolymfy a byly
prihledné bez hnédého zabarveni.

I kdyz perloocky ze série zkumavek s nejniz$i koncentraci etanolu vypadaly nejlépe,
nebyla jsem s vysledkem fixace spokojena tak, abych ji mohla doporudit jako nejvhodnéjsi
fixa¢ni pomér etanolu a vody ke zpracovani vzorkd zooplanktonu. U téchto perloocek byl
zachovan plvodni vzhled, ale byly velmi kiehké a nachylné k deformaci. Lehké proméacknuti
¢i protrhnuti karapaxu ztéZzovalo praci pii prohliZeni perloo¢ek s entomologickou pinzetou ¢i
preparacni jehlou.

Bylo zajimavé, ze nékteré perloo¢ky po vlozeni do vyssich koncentraci etanolu
nezménily svou barvu a v jejich téle nevznikly sraZzené struktury. Toto mne také zaujalo u

fixovanych vzorkli z pfehradnich nddrzi Vir a Vranov. I kdyz jsem prohlizela vzorky, u
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kterych ptevazovaly perloocky se silné hnédym zabarvenim, vzdy se nasly nékteré, které
mély typicky prihledny vzhled. Zajimalo mne, jak k tomu mohlo dojit, protoze vSechny
perloocky z danych odbérti byly fixovany stejnym zplsobem a ve stejny moment. Béhem
vkladani zivych perloocek z rybni¢nich vzorkt do 96% etanolu jsem zjistila, ze po fixaci

zustaly prithledné pravé ty perloocky, které se zdaly byt mrtvé jiz pred fixaci.

Alternativni zpusob fixace

Jako nejlepsi zptisob fixace zdravych i infikovanych perloocek se mi vSak osvédcila
»fixace postupnym piikapavanim“. Timto ndzvem mam na mysli fixaci postupnym a
pomalym piikapavanim 96% etanolu na sklicko s vySetfovanou perloockou, dokud neni
perlooc¢ka usmrcena. Pokud pfidavame vysoce koncentrovany etanol po kapkach, nedochazi
k tak vyraznému osmotickému Soku a prudké kontrakci téla perloocky. Télo perloocky
reaguje na kazdou kapku stdhnutim schranek k sob¢, ale zivotni projevy ustavaji pomalu a
nedochazi k vyraznym morfologickym zménam. Tento postup je sice pomaly a pro velky
pocet pozorovanych perloocek nevhodny. Pokud vSak pottebujeme pro kratkodobé ucely ¢i
fotodokumentaci pozorovat infikované perloocky jednotlivymi skupinami parazitl, je tato
metoda vyborna, protoze fixované perloocky vypadaji stejné jako pted fixaci, jednotlivé

symptomy infekci Ize snadno pozorovat a je zachovéana pevnost karapaxu.
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Diskuze

Pfi urCovani mikroparazitt u perloo¢ek z druhového komplexu Daphnia longispina ve
vzorcich uréenych pro mou diplomovou praci jsem objevila vzhledové odlisné perloocky.
Tyto perloo¢ky mély tmavé hnédé zabarveni téla a podobaly se perloo¢kam s rozvinutou
mikrosporididlni infekci. Tyto neobvykle vypadajici perloo¢ky se také vyskytovaly ve
fixovanych vzorcich zooplanktonu z jinych lokalit, naopak v Zivych vzorcich zooplanktonu
jsem je neobjevila. Pfi praci v laboratofi jsem nedopatfenim zjistila, Ze tmavé zabarveni téla a
vznik Sedych struktur v hlavové oblasti se zacaly objevovat ihned poté, co jsem zivé
perloocky vlozila do 96% etanolu.

Nékolik odbornych praci a ptirucek je vénovano tématu fixace zooplanktonu a
porovnavani vlivu riznych fixa¢nich cinidel na vysledny vzhled fixovanych organismd.
V zadné praci jsem ovSem nenasla podobny popis morfologickych zmén u perloocek, ktery
jsem po fixaci 96% etanolem pozorovala, a ktery v této praci podrobné popisuji. Pouze prace
autort Haney a Hall (1973) naznacuji moznou pigmentaci perloocek, které jsou fixovany ve
vice jak 70% alkoholu. Zlutého zabarveni u perlooek z etanolovych vzorki si viimaji i Black
a Dodson (2003). Autofi uvadéji, ze perloocky vlozené do formaldehydu byly prihledné, ve
srovnani s riznymi koncentracemi etanolu (Black & Dodson 2003). Detailnéjsi popis
etanolovych vzorki zde vSak neni uveden. Ztoho by mohlo vyplyvat, Ze volba
formaldehydové fixace by mohla zachovat pivodni vzhled perloocek a byt vhodnéjs$i metodou
pfi hledani symptomi jednotlivych skupin mikroparaziti.

Tito autofi si ovSem v§imaji dal$i ddlezité zmény v morfologii perloocek - kiehkost
karapaxu a nachylnost k deformaci téla béhem manipulace. Perloocky z 95% etanolu mély
pevnéjsi schranky a byly odolngjsi k deformaci, naopak perloocky z formaldehydu byly
kieh¢i (Black & Dodson 2003). Kiehkost téla perloocek je dulezitd vlastnost, kterd ztézuje
praci pti urcovani jednotlivy skupin mikroparazitti. Jednotlivé skupiny jsou pozorovatelné pod
riznym zvétSenim a infikuji rizné casti t€la perloocky. Pro identifikaci je nutné perloocku
otacet €i s ni jinak manipulovat pomoci preparacni jehly ¢i entomologické pinzety. Kiehké
perlooCky se lehce rozpadnou nebo promacknou. Gotze a Jungbluth (2013) ve své praci
porovnavali fixaci zooplanktonu pomoci acetonu a 95% etanolu a také zaznamenali véEtsi
pevnost schranek u etanolovych vzorku. Kiehkost karapaxu nezpusobuje jen fixace
formaldehydem ¢i acetonem, ale také fixace méné nez 96% etanolem (Steedman 1976). To se
shoduje i s mym pozorovanim perlooéek fixovanych v rizném poméru voda : 96% etanol.
Perloocky ze série s fixaénim médiem 3 : 1 (voda : 96% etanol) mély zachované vSechny
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puvodni barvy, byly prihledné bez hnédého zabarveni nebo Sedych struktur v oblasti hlavy a
karapaxu. Pro urCovani mikroparaziti byla tedy nizka koncentrace etanolu vyhodna. Tyto
perloocky byly ovsem (ve srovnani s perloockami z 96% etanolu) velmi kiehké, manipulace
s nimi byla naro¢nd, protoze se pii uchopeni rozpadaly. Schranky karapaxu perloocky byly
dosiroka rozeviené (odstavaly od t¢la) a abdomen byl ,,vyhiezly* smérem ven z téla a zahnuty
smérem k rostru. Pokud je schranka perloocek takto deformovand, zplodové komurky
perloocek se béhem fixace vysypou vajicka ¢i embrya a nelze je pocitat.

Takto vypadajici perlooCky jsou popsany i v praci autor Haney a Hall (1973).
Terminem ,,balloned animals“ oznacuji perloocky s vyboulenymi a rozevienymi schrankami
karapaxu, postabdomenem vy¢nivajicim ven a vétSinou ztracenym obsahem plodové komurky
(Haney & Hall 1973). Tomuto ,,nabobtnani“ perlooc¢ek lze podle autort predejit pouzitim
vodného roztoku 4% formaldehydu s 40 g/l sachar6zy (Haney & Hall 1973). Ke snizeni
kiehkosti etanolovych vzorkli mize byt také napomocné piidani 2-5% propylenglykolu
(Dhargalkar & Veclecar 2004).

Z vyse uvedenych studii i mého pozorovani tedy vyplyva, ze pouziti fixacnich Cinidel:
acetonu, formaldehydu a etanolu s niz8i koncentraci nevede k zasadnim zménam
v pruhlednosti a zbarveni perloocek, ale fixovani jedinci jsou kieh¢i, nachylni k deformaci a
vybouleny karapax vede k vysypani obsahu plodové komurky. Tyto vlastnosti jsou tedy
nevyhodné pro analyzu plodnosti perloo¢ek a pro manipulaci s perloockami pti identifikaci
mikroparazit. Formaldehydové vypary jsou navic zdravi Skodlivé. Naopak pouziti 95%
etanolu umozni zachovat pevnost karapaxu perlooc¢ek i jejich tvar a ztraty vajicek jsou mensi
(Black & Dodson 2003). Vysoké koncentrace etanolu a prudka osmotickd zména ov§em vede
k hnédému zabarveni perloocek a ke vzniku Sedych srazenych struktur v jejich téle.
Zatazovani mikroparaziti perlooc¢ek do jednotlivych skupin na zédklad€é pouhého pozorovani
symptomui pomoci stereomikroskopu muize byt v piipadé pouziti 96% etanolu velice obtizné,
protoze tmavé zabarveni dané fixaci se velmi podobnd symptomim mikrosporidialni infekce.

| pokud fixace 96% etanolem nezpisobi tak vyrazné ztmavnuti téla perloocek, které by
mohlo byt zaménitelné s masou parazitickych spor, 1ze mikrosporidialni infekci jesté zaménit
s vajeCniky. Vajecniky perloo¢ek se nachdzi podél stieva v oblasti, kde byla vétSinou
rozsifena i mikrosporididlni infekce. Pokud byly vajecniky plné vajicek, zptisobil etanol jejich
ztmavnuti do takové miry, Ze bez pitvy perloocky nebylo mozné rozeznat, zda se jedna o
infekci €1 vajicka. Nezadouciho vlivu fixace na vzhled vajicek/ embryi si v§imli 1 Black a
Dodson (2003). Ti ve své praci uvadeji, ze i kdyz zustaly perloocky po fixaci etanolem

prithledné, embrya v plodové komirce (obzvlasté ty na zacatku vyvoje) ztratila prihlednost a
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ztmavla. To zté¢Zuje urCovani embryi do jednotlivych stadii vyvoje ¢i pocitani vaji¢ek (Black
& Dodson 2003).

Dals$i moznosti fixace vzorkd pro laboratorni prohlizeni zooplanktonu je pouziti
narkotik. Hlavnim ucéelem narkotik je zabranit prudké kontrakci téla a zkresleni fixovanych
vzorkl (Steedman 1976), proto by méla byt narkotika davkovana po kapkach (Dhargalkar &
Veclecar 2004). Steedman (1976) ve své praci uvadi, Ze jako narkotikum lze pouzit i 95%
etanol, ktery je pfidavan k zivému planktonu po kapkach. Autor uvadi, ze ,,vhodny pomér
etanolu pro jednotlivé exemplafe by mél byt nalezen metodou pokus/omyl“. Tento popis se
ptesné shoduje s mym postupem ,,postupného prikapavani 96% etanolu k Zivym perloo¢kam.
Tato metoda je ¢asove€ narocnd, proto ji nedoporucuji pifi praci s velkym mnozstvim vzorkda.
Pokud je vsak potieba vysetfit malé mnozstvi perloocek nebo je pouzit k fotodokumentaci
mikroparazitt, je tento postup fixace vyborny. Perloo¢ky zustanou pruhledné bez zhnédnuti ¢i
srazenych struktur a jejich schranka si zachova pevnost bez deformacnich zmén. Stievo se
zbytky potravy, tukové kapénky vajicek ¢i nakazena hemolymfa si také zachovaji ptivodni
barvy. U takto fixovanych vzorkid lze snadno a rychle rozpoznat symptomy jednotlivych
infekci, zejména mikrosporidialni infekce je rozpoznatelnd jako tmavy shluk uprostied téla

perloocky.

Zavérem bych chtéla uvést jesté jedno pozorovani, které popisuji u fixovanych vzorku s
hnédymi perloockami z pfehradnich nadrzi Vir a Vranov. Nejcastéji se tyto hnédé perloocky
vyskytovaly Vv jarnich a letnich mésicich, kdy mély ve sntisce velky pocet vajicek nebo mély
dobfe vyvinuta embrya. Naopak na podzim a v zimé pievazovaly ve vzorcich prithledné a
zdravé perloocky s 0 — 2 vajicky. Naskytd se tedy mozné vysvétleni, ze by tento vzhled
perloocek mohl také souviset s fyziologickym stavem samicek perloocek. Pro tuto domnénku
jsem vSak nenaSla potvrzeni ¢i relevantni informace v odborné literatute. Tato otdzka tedy

muZe slouzit jako namét dalSiho studia.
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Metodicka doporuceni pro identifikaci mikroparaziti ve vzorcich

perloocek rodu Daphnia

Z uvedenych vysledkti mého pozorovani a odbornych praci navrhuji jednotlivé kroky,
které mohou usnadnit praci pii identifikaci mikroparaziti a vést ke spravnému odhaleni

mikrosporidialni infekce u perloocek:

1. Nejlépe Ize mikrosporidie (a mnohé jiné mikroparazity) pozorovat na zivych vzorcich
perloocek s omezenim pohybu diky vatovym vlakntm.

2. Pokud potiebujeme pouzit perloocky k fotodokumentaci mikroparaziti, doporucuji
provést fixaci zivych vzorkt postupnym piikapavanim 96% etanolu. Tento postup
nemeéni vzhled perloocek a napi. mikrosporidie lze snadno rozpoznat.

3. Jestlize jiz mame perloocky fixované v etanolu a jejich vzhled odpovidd mému popisu
hnédych perloocek, je nejspolehlivejsi perloocky rozpitvat pod mikroskopem a zjistit,
zda se v tele nenachazi typické hruskovité spory mikrosporidie.

4. Neni-li ov§em pitva hnédych perloo¢ek mozna z davodu nutnosti zachovani vzorku
pro dalsi praci, 1ze i u téchto perloocek docilit prihledného vzhledu. Postaci je vlozit
nejméné na 3 dny do smési glycerinu a 70% etanolu v poméru 1 : 1. Nasledné lze
mikrosporidialni infekci rozpoznat jako mléénou masu uprostied téla.

5. Pokud mame fixované perloocky bez hnédého zabarveni, ale piesto nelze dobie
rozlisit, zda se jedna o mikrosporidii ¢i vliv fixace na vajeniky, mize byt ndpomocné
prohlédnuti perlooc¢ky z dorzalni strany: mikrosporidialni infekce vétSinou obklopila
sttevo v daném misté ze vSech stran. Tmava masa zplsobend fixaci vajecnikll byla
rozSifena pouze na bo¢nich stranich stieva.

6. Dalsi pomuckou, jak odhalit mikrosporidie ve fixovanych vzorcich, mtze byt jejich
pozorovani stereomikroskopem na skli¢cku poloZeném na ¢erné husté tkaning€ s bo¢nim
osvétlenim (bodovy zdroj). Pokud ma perloo¢ka mikrosporididlni infekci, lze ji

pozorovat jako mlé¢ny shluk uvnitt téla.
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PRILOHA II

Seznam vzorku a naméiené charakteristiky vody

T-ve | O,-ve Chl-a
Y ..., | sttedu | stfedu |Prihlednost| P total Potrava
Pfehrada| Datum |Stanovisté . . total
epi. epil. (cm) (ng/l) [PCAL x (-1)]
c0) | (meN) (ng/
pritok 12,6 9,8 170 48,7 23,27 0,09
6.5.2009 stfed 13,3 9,8 200 31,3 12,53 -0,48
hraz 14,1 9,9 210 30,3 10,40 -0,57
pritok 20,5 8,9 95 65,2 148,40 2,61
Vir 27.7.2010 stfed 20,8 9,8 150 51,6 30,01 0,33
hraz 21,8 11,0 160 39,3 24,29 0,00
pritok 10,3 8,8 220 35,0 2,31 -0,66
2.11.2010 stred 10,6 7,2 280 34,5 1,44 -0,94
hraz 10,7 7,0 290 36,7 0,80 -0,95
pritok 15,1 12,0 40 104,1 | 109,85 2,87
7.5.2009 stfed 14,0 11,0 90 43,3 56,08 0,85
hraz 14,4 8,9 400 49,9 1,32 -1,19
pritok 20,0 16,4 40 127,0 | 120,43 3,41
10.6.2009 stred 19,1 10,8 400 22,5 13,27 -1,45
hraz 19,5 12,0 550 14,4 4,58 -2,34
pritok 21,2 10,0 90 121,2 34,29 1,77
22.7.2009 stied chybi chybi 190 45,5 33,61 0,12
hraz 21,9 9,0 370 35,3 16,61 -1,06
pritok 21,3 11,1 90 66,6 35,04 0,90
10.6.2010 stred 22,6 8,3 370 23,5 3,47 -1,46
Vranov hraz 20,7 9,7 590 21,0 5,18 -2,39
pritok 24,0 13,2 60 135,0 94,41 3,05
21.7.2010 stred 24,7 12,1 190 34,2 33,88 -0,06
hraz 24,2 12,2 190 20,1 30,33 -0,34
pritok 14,3 9,7 110 153,2 61,92 2,63
1.10.2010 stred 15,8 6,6 300 54,1 9,80 -0,57
hraz 15,9 5,7 380 49,3 4,03 -1,07
pritok 10,1 8,4 280 70,8 20,92 -0,05
3.11.2010 stred 10,9 6,7 395 58,8 1,65 -1,02
hraz 11,3 6,9 380 58,8 1,90 -0,95
pritok 0,7 13,4 chybi* 73,2 4,91 -0,13
10.12.2010 stfed 5,0 9,3 250 58,3 3,35 -0,40
hraz 6,5 8,2 chybi* 51,2 1,67 -0,54

Tab. 11-1: Seznam vzorki a namérené charakteristiky vody. Na vSech stanovistich byla méfena pruhlednost
a v kazdém metru hloubky teplota a mnozstvi rozpusténého kysliku. Proménna ,,potrava“ byla ziskdna pomoci
analyzy hlavnich komponent z ptedchozich tfech uvedenych proménnych (viz kap. Vyhodnocovani dat).

* Pro tCely PCA analyzy byla pro lokality pfitok a hraz (Vranov 10. 12. 2010) zvolena stejna pruhlednost jako
pro lokalitu stfed, tj. 250 cm.
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PRILOHA III

Vyvoj teplotni stratifikace
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Obr. 111-1: Vyvoj teplotniho gradientu a mnozstvi rozpusténého kysliku béhem roku v prehradni nadrzi
Vir a Vranov ze stanovisté hraz. Vyhodnocovany jsou pouze data z odbérnych termint, které byly totozné pro
obé ptehradni nadrze, tj.: kvéten 2009, Cervenec 2010, listopad 2010. V prosinci 2010 byla vzorkovana pouze
piehradni nadrz Vranov. U grafii ze sezon jaro a 1éto jsou vodorovnou ¢arou vyznaceny hranice vrstev epi-,

meta- a hypolimnia.
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PRILOHA 1V

Mnozstvi chlorofylu a a celkového fosforu
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160 160
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Obr. IV-1: Naméiené hodnoty chlorofylu a (ng/l) a celkového fosforu (pg/l). Namétené hodnoty jsou ze

vSech 11 odbéri z prehradnich nadrzi Vir a Vranov v letech 2009 a 2010 ze stanovist’ pfitok, stfed a hraz.
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Poclet vajicek

PRILOHA V

Plodnost perloocek na vertikalnim profilu
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Obr. V-I: Krabicové diagramy porovnavajici plodnost perloo¢ek (osa y) na stanovisti hraz v pfehradnich
nadrzich Vranov a Vir z odbérovych terminti na jare 2009 a v 1été 2010. Pocet vajicek u perloocek je
porovnavan v zavislosti na jejich vyskytu ve vertikalnim profilu pfehradni nadrze (0sa x). Vysvétlivky: epi
= epilimnion, meta = metalimnion, hypo = hypolimnion. Cerné body reprezentuji median, horni a dolni okraje
obdélniku kvartily, pferu§ovanou ¢arou je vyznacen rozsah hodnot (s vyloucenim odlehlych hodnot, které jsou
vyznaceny krouzkem). Vzorky zahrnuté do analyzy: Vir - kvéten 2009, Cervenec 2010 + Vranov - kvéten,

Cerven, ¢ervenec 2009 a Cerven, Cervenec 2010.

Stupné | Soucet | Priamér F
Fak o | . h
aktor volnosti | €tverct | ¢tverct | hodnota P hodnota
prehrada 1 7114 7114 | 999.47 <2x107°
prehrada:sezona 2 14238 7119 1000.13 <2x107
prehrada:sezona:pozice 8 1035 129 18.18 <2x10™"

Tab. V-1: Vysledky hierarchické analyzy rozptylu (h-ANOVA) plodnosti perloo¢ek na vertikalnim

gradientu v ramci studovanych nadrzi.
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PRILOHA VI

Vyskyt mikroparazitli v piehradni nadrZi Zelivka

. . + Pocet
3. 2_050'98' C::gz%a MZ::::;Z‘::’" Oomycety | Mikrosporidie Pc;:::;::g;:c' zdravﬁfh
perloocek
PFitok 6 0 0 8 14 86
Vojslavice 23 8 0 4 35 65
Zahradka 20 3 1 2 26 74
Stred 17 2 0 1 20 80
Most 2 2 0 0 96
Hraz 0 1 0 1 99

Tab. VI-1: Vyskyt jednotlivych skupin mikroparaziti u perloo¢ek rodu Daphnia ze vzorka odebiranych
3. — 5. 8.2009 z piehradni nadrze Zelivka. Z kazdého stanovisté bylo vySetfeno na pfitomnost mikroparaziti

100 perloocek.
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