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1.UVOD

Schistosomy patii, spolu s ostatnimi skupinami tfidy Trematoda, do kmene
Platyhelminthes. Na rozdil od vétSiny ostatnich ¢eledi, jejichz zastupci jsou dorzoventralné
zplostéli hermafrodité, maji schistosomy obly prufez téla, oddélené pohlavi. Neobvykla je i
jejich lokalizace v krevnim fecisti obratlovce. Jejich zivotni cyklus je dvouhostitelsky, jako
mezihostitel slouzi vzdy plz, definitivnim hostitelem je ptdk nebo savec. Mezi sav¢i druhy
patii vyznamni parazité C¢loveéka (napf. Schistosoma mansoni), a proto je jim vénovana
nalezita pozornost. Ptaci druhy jsou opomijeny, piestoze prevalence nakaz ptaka se pohybuje
v desitkach procent (Kolarova a kol. 1997, Rudolfova a kol. 2002) a cerkarie nékterych druhti
mohou proniknout do kize nespecifického savciho hostitele (véetné ¢loveka), kde zpisobuji
onemocnéni nazyvané cerkdriovd dermatitida (Kolafova a kol. 1997, Hordk a kol. 1999,

Horak a kol. 2002).

Cerkarie jsou do prostfedi vyluc¢ovany mezihostitelskym plZzem. V piipad€ zastupci
rodu Trichobilharzia vyskytujicich se na tizemi CR, se jedna nejéastéji o zastupce &eledi
Lymnaeidae, zejména rody Lymnaea a Radix. Zatimco ur¢eni druhu L. stagnalis neni nijak
problematické, zcela odlisna situace plati pro druhy rodu Radix, které jsou si morfologicky
velmi podobné. Tvar jejich ulity je ovliviiovan vnéj$im prostiedim, a z tohoto diivodu je nelze
uréovat pouze na zdkladé morfometrie. Dal$imi moznymi piistupy pro determinaci je pitva
pohlavni soustavy a sekvenace ITS2 oblasti ¢i mitochondridlniho genu pro cytochrom c
oxidazu. Také nové prace zalozené na molekularnich metodach (Bargues a kol. 2001,
Pfenninger a kol. 2006) ukazaly, Ze taxonomie tohoto rodu je velmi problematickd a ne
vSechny jeho druhy jsou validni. Ur€ovani pomoci molekuldrnich technik je vSak finan¢né i

casove narocné a proto je potieba najit jinou spolehlivou metodu, jak plze urcovat.



Vzhledem k chaosu panujicimu v nazvoslovi druhti rodu Radix a nejasnostem v otazce
validity jednotlivych druhd neni mozné ani jednoznacné urcit mezihostitelskou specifitu

motolic rodu Trichobilharzia.

Z4dna souhrnna prace srovnavajici jednotlivé piistupy k uréovani plzéi rodu Radix
nebyla dosud publikovana stejné¢ jako prace zabyvajici se experimentidlnimi infekcemi
molekularné uréenych plzi motolicemi rodu Trichobilharzia. Tento fakt byl jednim z divodu,

pro€ vznikla ma prace.
Cile prace:

1) sbér a vySetfovani plzi rodu Radix na piitomnost motolic rodu Trichobilharzia

2) urceni plzi podle morfologie pohlavni soustavy plze

3) sekvenace ITS2 oblasti vypitvanych plza

4) hodnoceni tvaru a velikosti ulity plzii determinovanych pomoci sekvenace ITS2
oblasti

5) provedeni experimentalnich nakaz motolici Trichobilharzia regenti u plza

identifikovanych pomoci sekvence ITS2



2. LITERARNI PREHLED

2. 1. Charakteristika ¢eledi Schistosomatidae

Schistosomy (Schistosomatidae (Loos, 1899) Poche, 1907) patii mezi motolice (Trematoda)
podtiidy Digenea. Od vétSiny ostatnich zastupct digenetickych motolic se lisi oblym
prifezem téla a lokalizaci v téle definitivniho hostitele. Jsou gonochoristé, jejich pohlavi
urcuji pohlavni chromosomy — kombinace ZW u samic a ZZ u samct (Short 1983).

Zivotni cyklus schistosom je dvouhostitelsky a stejné jako u ostatnich motolic se
vyznacuje sttidanim pohlavnich (definitivni hostitel) a nepohlavnich (mezihostitel) generaci.
Definitivnim hostitelem jsou ptaci nebo savci, mezihostitelem je vzdy plz.

Ze zralého vajicka (bez operkula) se ve vodnim prostiedi lihne obrvené miracidium (u
nazalnich druhti (napt. Trichobilharzia regenti) se lihne v nazalni sliznici definitivniho
hostitele), které volné plave ve vodé¢ a aktivné vyhleddva pomoci chemoreceptort
mezihostitele. Nepfijima potravu, a pokud nenalezne vhodného mezihostitele, brzy hyne.
K penetraci do plze slouzi miracidiu sekrety penetracnich zl1az. Po sp&$né penetraci dochazi
k transformaci na matetskou sporocystu, kterd produkuje dcetiné sporocysty. Ty migruji do
hepatopankreatu plze, kde produkuji infekéni larvy — cerkérie, které se z plze uvoliuji opét do
vodniho prostfedi, kde aktivn¢ vyhledavaji definitivniho hostitele. Pfitom se obvykle orientuji
pomoci chemoreceptorii a gradientu riznych latek produkovanych definitivnim hostitelem.
K penetraci do definitivniho hostitele slouzi cerkérii produkty penetracnich zlaz
(cirkumacetabuldrni, postacetabularni), které obsahuji histolytické enzymy, zejména
peptidazy (serinové a cysteinové, napt. cerkarialni elastaza, katepsin B) (Dvorak a kol. 2005).
Pii uspésné penetraci odvrhuje cerkarie ocasek a v kiizi se méni na schistosomulum, které
migruje (cestou se vyviji) az do mista své konecné lokalizace. Zde dospiva a dospélci
nasledné produkuji vejce. Migrace probiha vétSinou krevnim fecistém, vyjimkou je napf.

Trichobilharzia regenti, u niz schistosomulum migruje nervovou soustavu. U dospélct
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schistosomnich motolic je existuje sexualni dimorfismus — samci jsou vétsi a na ventralni
stran¢ téla se u vétSiny druhti naléza ryha, tzv. canalis gynaecophorus slouzici k pfidrzovani
samice, ktera produkuje vejce.

Do celedi Schistosomatidae patii 13 rodt (Bash 1991, Kolarova a kol. 2006) viz Tab.
1. Podle definitivniho hostitele miizeme schistosomy rozdé¢lit na dvé velké skupiny — savéi a
ptaci. Mezi sav¢i druhy patii vyznamni patogeni Clovéka — Schistosoma mansoni, S.
haematobium a S. japonicum. Dle WHO (http://www.who.int/en/) je schistosoméza

wev

helmintéozou. 1 ptaci schistosomy vSak mohou penetrovat do kuize
nespecifického hostitele (savce) a zpisobit tak cerkariovou dermatitidu (Kolafova a kol.

1999)

Tab. 1: Seznam rodi ¢eledi Schistosomatidae, jejich mezihostitelt a definitivnich hostitelt

(Basch 1991, Kolarova a kol. 2006)).

Jméno Definitivni hostitel Mezihostitel
Austrobilharzia ptaci Prosobranchiata
Ornithobilharzia ptaci Prosobranchiata nebo neznamy
Trichobilharzia ptaci Pulmonata nebo neznamy

Bilharziella ptaci Pulmonata
Gigantobilharzia ptaci Pulmonata, Opisthobranchiata
Dendritobilharzia ptaci neznamy
Macrobilharzia ptaci neznamy
Schistosomatium hlodavci Pulmonata
Bivitellobilharzia sloni neznamy
Heterobilharzia masozravci, hlodavci, zajicovci Pulmonata
Orientobilharzia prezvykavci, masozravci Pulmonata
Schistosoma savci Pulmonata, Prosobranchiata
Jilinobilharzia ptaci Pulmonata
Allobilharzia ptaci neznamy




2. 2. Druhova diverzita ptagich schistosom v CR

Celed Schistosomatidae zahrnuje devét rodi, ktery vyuzivaji jako své definitivni
hostitele ptaky (Basch 1991, Kolafova a kol. 2006)) viz Tab. 2. V Ceské republice se
vyskytuje pét rod ptacich schistosom (viz Tab. 3), které z naseho tizemi popsali naptiklad
uvedeni autofi: Bilharziella (Nasincova 1992, Kolafova a kol. 1997), Ornithobilharzia
(Vojtek 1981, Kolafova a kol. 1997), Gigantobilharzia (Vojtek 1981, Kolafova a kol. 1997),
Trichobilharzia (Kolafova a kol. 1997, Hordk a kol. 1998, Rudolfova 2003) a
Dendritobilharzia (Kolafova a kol. 1997). Rod Trichobilharzia Skrjabin et Zacharov, 1920
s vice jak 40 druhy je nejpocetnéj§im rodem celedi. Platnost jednotlivych druht je vSak
sporna (Horak a kol. 2002). Prestoze infekce ptakil jsou cCasté, prevalence nakaz plzi se
pohybuji ve zlomcich az jednotkach procent. Tento jev je vysvétlovan vysokou rezistenci plzi
nebo jejich velkou mortalitou (Van der Knaap a Loker 1990, Thomson 1997 - cit. dle
Zbikowska 2004). Pri¢ina muaze byt také v kompetici sporocyst schistosom s jinymi
motolicemi napf. z Celedi Echinostomatidae. V plzich infikovanych echinostomami se

schistosomy vétSinou neprosadi (Kian 1973, Sousa 1992)

Tab. 2: Pfehled ptacich schistosom vyskytujicich se ve svété (Farley 1971, Yamaguti 1975 cit.

dle Dvorak 2000, Khalil 2002, Kolafova a kol. 2006).

Rod Rozsiteni Mezihostitel
Austrobilharzia kosmopolitni Prosobranchiata
Macrobilharzia Severni a Jizni Amerika neznamy

Ornithobilharzia kosmopolitni Prosobranchiata
Bilharziella sever. polokoule Pulmonata
Trichobilharzia kosmopolitni Pulmonata
Jilinobilharzia Asie Pulmonata
Allobilharzia Island neznamy
Gigantobilharzia kosmopolitni Pulmonata, Opisthobranchiata
Dendritobilharzia kosmopolitni neznamy




Tab. 3: Piehled pta¢ich schistosom nalezenych v Ceské republice (vybrani autofi).

Druh Mezihostitel Definitivni hostitel Nale.zene Autor
stadium
. . . Zd’arska 1963,
B"Sﬁ) rg;gga E;?Qg&ganus cerkarie Gelnar 1980,
P Nasincova 1992
Anas clypeata, Anas crecca,
Anas querquedula, Anas
platyrhynchos, Aythya
Bilharziella ferina, Aythya ful_lgula, ) VOJtEk 1?81,
olonica A_nse:r anser, Po_dlceps dospélec Kolafova a kol.
P nigricollis, Podiceps 1997
cristatus, Ciconia ciconia,
Ciconia nigra, Porzana
parva, Ardea cinerea
Anas acuta, Anas
N . querquedula, Anas Vojtek 1981,
Deng{\;é?,ﬁ::;\?;ma platyrhynchos, Aythya dospélec [ Kolarova a kol.
P ferina, Cygnus olor, Fulica 1997
atra, Rallus aquaticus
Gigantobilharzia Larus ridibundus, Larus y Vojt,eik 1,981’
. . dospélec Kolarova a kol.
acotylea minutus, Sterna hirundo 1997
Anisus vortex,
Gyraulus albus,
Gigantobilharzia Sggmentlna cerkarie Rudolfova 2003
sp. nitida, Physa
fontinalis,
Physella sp.
Ornithobilharzia Sterna hirundo, y Vojt,eik 1,981’
. dospélec Kolarova a kol.
canaliculata Hydroprogne tschegrava 1997
Trichobilharzia |[Radix . cerkarie, Kolafova a kol.
. . . Anseriformes "
franki auricularia dospélec 1997
Trichobilharzia [Radix ovata, Anseriformes cerkarie, Dvorak 2000,
regenti Radix peregra dospélec [ Rudolfova 2003
Tnc.h lelhngIa Anseriformes dospélec Rudolfova 2003
filiformis
Stagnicola
palustris,
. . . | Planorbarius Nasincova 1992,
Trichobilharzia . . N
corneus, Anisus cerkarie Kolafova a kol.

sp.

vortex, Anisus
leucostomus,
Gyraulus albus

1997




Trichobilharzia |Lymnaea Anseriformes cerkarie, Kolafova 1997,
szidati * stagnalis dospélec  [Rudolfova 2003

Vysvétlivky: * Dtfive uvadény druh Trichobilharzia ocellata byl na zakladé molekularni

analyzy ztotoznén s Trichobilharzia szidati (Rudolfova a kol. 2005).

Ptai schistosomy jsou tzce specifické ke svému mezihostiteli, jimZ je vzdy plz. V CR
byly nalezeny cerkarie schistosom pouze v plzich ¢eledi Lymnaeidae, Planorbidae a Physidae
(podttida Pulmonata, f4d Basommatophora) viz Tab. 3 a 4

Lozek 1956 popisuje uvedené Celedi plzi nasledovné:

a) Planorbidae — maji terCovitou pravotocivou ulitu vinutou v jedné roving, jejiz
kotou¢ je vpadly. U plochych druhi se zavity Casto vzdjemné piekryvaji. Hlava a
noha zivocicha jsou pomérné malé, tykadla dlouhd a nitkovitd. Krevnim barvivem
je, na rozdil od jinych ¢eledi, hemoglobin.

b) Lymnaeidae - maji pravoto¢ivou ulitu vej¢itého tvaru, kotouc je vzdy vice ¢i méné
vyvyseny. Noha je mohutna, na hlavé jsou umisténa Siroka pifitstni makadla a
kratka plocha tykadla trojuihelnikovitého tvaru. Krevnim barvivem je hemocyanin.

c) Physidae - maji levotocivou ulitu vejCitého tvaru, kterd je velmi tenkosténna a
leskla. Noha zivocicha je S§tihla, tykadla nitkovitd. Krevnim barvivem je

hemocyanin.

Tab. 4. Piehled mezihostitelll ptacich schistosom.

Celed Druh Parazit Autor
Planorbidae Planorbarius corneus Bilharziella polonica 1,2,3
Planorbidae Anisus vortex, _Gyra_ul_uS Gigantobilharzia sp. 6

albus, Segmentina nitida




Planorbarius corneus,
Planorbidae Anisus vortex, Anisus Trichobilharzia sp. 3,4
leucostomus, Gyraulus albus

Lymnaeidae Radix auricularia Trichobilharzia franki 4
Lymnaeidae | Radix ovata, Radix peregra Trichobilharzia regenti 5,6
Lymnaeidae Lymnaea stagnalis Trichobilharzia szidati 4
Lymnacidae Stagnicola palustris Trichobilharzia sp. 3,4

Physa fontinalis, Physella

Physidae p.

Gigantobilharzia sp. 6

Vysvétlivky: 1 = Zdarska (1963), 2 = Gelnar (1980), 3 = Nasincova (1992), 4 = Kolafové a

kol. (1997), 5 = Dvoidk (2000), 6 = Rudolfova (2003)

2. 3. Charakteristika rodu Trichobilharzia sp.

V Ceské republice jsou dokumentovany 4 druhy patiici do rodu Trichobilharzia — T.
franki, T. regenti, T. szidati a T. filiformis (nalezen pouze dospé€lec u Cygnus olor) (Rudolfova
2003). Diive hojn¢ uvadény druh T. ocellata (evropsky izolat z Lymnaea stagnalis) byl
synonymizovan s T. szidati (Rudolfova a kol. 2005).

Podle lokalizace v téle definitivniho hostitele se schistosomy rozd€luji na nazalni a
visceralni. Nazalni druhy jsou frekventovani paraziti ptakt stfedni Evropy (Rudolfovéa a kol.
2002). U hostitelti zptisobuji hemorhagie a zanéty v nosni sliznici, poruchy rovnovahy, pii
silné infekci 1 parézy dolnich koncetin (hlavni migracni cesta do nosni dutiny vede pies michu
a mozek) (Horak a kol. 1998, 1999). Do této skupiny patii T. regenti.

Mezi visceralni druhy patii T. franki vyskytujici se v jaternich a mezenterialnich
cévach (nikdy se nevyskytuje pfimo v oblasti stfevni sliznice) a T. szidati, ktera jako dospélec

zije piimo v oblasti stfevni tkdn¢ a jen vyjimecné v mezenterialnich cévach (Neuhaus 1952).



Prestoze jsou trichobilharzie frekventovani paraziti ptakd, pii parazitologické pitve
casto unikaji pozornosti diky své malé velikosti a nendpadnému zbarveni, které znesnadnuje
jejich nalezeni (Rudolfova a kol. 2002).

Zivotni cyklus trichobilharzii je dvouhostitelsky. Definitivnim hostitelem, ve kterém
parazit dokoncuje sviij vyvoj, jsou vodni ptaci, Casto ztadu Anseriformes. Nové byl rod
Trichobilharzia sp. nalezen tézZ u Motacilla alba zfadu Passeriformes (Rudolfova a kol.
2006). Trichobilharzie, stejné jako ostatni schistosomy, maji izkou mezihostitelskou specifitu
(McLeod a Little 1942, Wu 1953 — cit. dle Rudolfova 2003). Jako mezihostitel¢ slouzi
pulmonatni plzi z ¢eledi Lymnaeidae. Star§i nélezy schistosom (NasSincova 1992) z plzi
celedi Planorbidae (rody Anisus, Gyraulus) patii ziejmé¢ do rodu Gigantobilharzia
(Rudolfova 2003).

Stadia Zivotniho cyklu :
e Vajicko:

Tvar variabilni — bud’ protdhly, zakfiveny se dvéma zaSpicatélymi, rizné¢ dlouhymi

konci (kratsi s hackem) napt. T. szidati, nebo vej¢ity, napt. T. filiformis (Horak a kol.

2002)

e Miracidium:

Lihne se z vajicka bud’ ve vodé¢ (T. franki, T. szidati) nebo jiz ve tkani definitivniho

hostitele (T. regenti). Tvar miracidia je pyriformni, jeho povrch je opatien ciliarnimi

destickami, které umoziuji aktivni pohyb a vyhledani mezihostitele. Pocet ciliarnich

desticek je 22 ve ¢tyfech fadach uspotadanych dle vzorce 6:9:4:3 (Blair a Islam 1983).

V zadni casti téla jsou soustfedény zarodeéné bunky, v predni casti téla je

lokalizovano terebratorium s vyvody penetraénich Zzlaz, slouzici k proniknuti do

mezihostitele, jimz je vzdy plz. Po proniknuti do mezihostitele transformuje

miracidium sviij povrch a stava se z n¢j matei'ska sporocysta.



Matei'ska sporocysta:

Protahly vakovity Utvar vznikajici z miracidia. Je lokalizovana v hlavonozni ¢asti plZe.
Zralé mateiské sporocysty produkuji dcetfiné sporocysty.

Dcefina sporocysta:

Protahly tvar, v pfedni ¢asti jsou u T. szidati lokalizovany ostny (Neuhaus 1952).
Migruje zhlavonozni c¢asti do hepatopankreatu plze, kde produkuje cerkarie.
Prepatentni perioda (= od zacatku infekce do doby produkce prvnich cerkarii
dcefinymi sporocystami) se liSi u kazdého druhu (Neuhaus 1952, Meuleman a kol.
1984, Islam 1986).

Cerkarie:

Télo je ¢lenéno na télo a océdsek s furkou. Vyraznymi strukturami téla jsou ocni
skvrny, acetabulum a hlavovy organ s vyvody penetranich Zzlaz, které obsahuji
sekrety umoziujici cerkarii leps$i prinik do definitivniho hostitele. Cerkarie
opoustéjici plze jsou obvykle pozitivné fototaktické. Spocivaji na vodni hladin€ a po
stimulaci aktivné vyhleddvaji a pronikaji do definitivniho hostitele, nejcastéji
vrubozobého ptaka. Stimulem pro prinik cerkarie jsou latky obsazené v kiizi, napft.
nenasycené¢ mastné kyseliny. Morfologicky jsou cerkarie jednotlivych druhil
trichobilharzii témét nerozliSitelné. Jeden z mala determinacnich znak, tj. rozmisténi
senzorickych papil, uvadi ve své praci Podhorsky (2006).

Schistosomulum:

Pii priniku do ktize odhazuje cerkérie ocasek a transformuje se na schistosomulum.
Béhem prepatentni periody migruje parazit do mista své definitivni lokalizace (nazalni
sliznice, cévy v okoli stfeva). Migra¢ni cesty vedou bud’ ptes periferni nervy, michu a

mozek (nazalni druh T. regenti) nebo krevnim fecistém (visceralni druh T. szidati).
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e Dospélec:
Tvar téla je podlouhly, zadni konec Casto Spachtlovité rozsifeny. Maji ustni a btisni
(acetabulum) piisavku a senzorické papily v piedni ¢asti téla. Jedinci jsou oddéleného

pohlavi. U samcii na ventralni strané nalezneme canalis gynaecophorus. Zivi se krvi.

Cerkarie mohou pronikat i do nespecifického savciho hostitele, vcetné Eloveka.
Zpisobuji kozni onemocnéni nazyvané cerkdriova dermatitida. Posledni vyzkumy ukazuji
(Horak a kol. 1998, 1999, Hradkova a Horak 2002), Ze cerkarie T. regenti a T. szidati jsou
schopné zmeénit se v tomto hostiteli ve schistosomulum, ale nemtzou zde uspéiné dokoncit

svij vyvoj.

2. 4. Vztahy mezi Trichobilharzia sp. a mezihostitelem

Schistosomy rodu Trichobilharzia jsou druhové specifické ke svym mezihostitelim,
jimiz jsou, napf. v Ceské republice, plzi ¢eledi Lymnaeidae. Pro Zivotni cyklus parazita je
nezbytné nalezeni spradvného mezihostitele, penetrace do tkdni a piekonani imunitnich reakci

plze.

2. 4. 1. Nalezeni mezihostitele

Dospélci schistosom produkuji vajicka, z nichz se lihnou (diky zméné osmotického
tlaku a dal$im stimultim) ve vnéj$im prostiedi miracidia.

Protoze miracidia nemaji travici soustavu, jsou energeticky zcela odkazana na zasoby
glykogenu, ktery $tépi v citrdtovém cyklu. Po vyc€erpani zasob miracidia hynou. Proto musi co
nejrychleji najit svého mezihostitele. Sanci na jeho nalezeni zvysuji miracidia svym chovanim
- po vylihnuti se rozptyli a plavou linedrn€é od mista lihnuti, coz kromé zvySené

pravdépodobnosti nalezeni vhodného plze zaroven snizuje riziko silnych infekci u
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jednotlivych mezihostiteld (Haas 2000 — cit. dle Horak a kol. 2002). K dalsi orientaci jim
slouzi koncentra¢ni gradient slouc¢enin vylu¢ovanych sekre¢né - exkreCnim systémem plze
(,,secreted/excreted products”, SEP)(Horak a kol. 2002). Miracidia jsou pritahovana
makromolekularnimi slozkami SEP — glykoproteiny, které se nazyvaji MAGs (,,miracidia
attracting glycoproteins*)(Kalbe a kol. 2000). Poté co miracidia narazi na SEP, méni svou
drahu pohybu smérem k vyssi koncentraci SEP. Pohybuji se tedy stale k plzi. Po nalezeni
mezihostitele nasleduje penetrace do jeho tkani pomoci proteolytickych enzymii.

MAGs maji u riznych druhi plz podobnou peptidovou kostru, ale rozdilnou
sacharidovou cast. Parazité¢ jsou schopni identifikovat rozdilné sacharidové casti MAGs a
podle toho si selektivné vybrat plze, ktefi jsou vnimavi a zabezpeci jim GspéSny vyvoj napft. T.
franki je schopna vyvoje pouze v R. auricularia a R. ovata, nikoliv v dalsich zastupcich celedi

Lymnaeidae (Kock 2001).

2. 4. 2. Vyvoj parazita v plzi

Béhem penetrace a po ni prochdzi miracidium transformaci v matetskou sporocystu,
coz je doprovazeno vyraznymi morfologickymi a fyziologickymi zménami. Tyto zmény
zahrnuji odhozeni epitelidlnich cilidrnich desticek a formovani syncytidlniho tegumentu
(neodermis). Ciliarni desticky jsou Casto napadany vnitinim obrannym systémem (,,internal
defence system®, IDS) plze, proto je jejich odhozeni nezbytné pro pteziti parazita.
Transformacni kroky jsou doprovazeny zménou povrchovych antigenli (zejména sacharidi),
coz parazitovi umozni unik pfed IDS plze. Fyziologické zmény zahrnuji pfeménu aerobniho
metabolismu miracidii na fakultativn¢ anaerobni u sporocyst, ktery jim dovoli piezit
v ruznych ¢astech plze (Tielens a kol. 1991, 1992).

Po transformaci migruji matetfské sporocysty ze subepidermalni vrstvy do tkani

hlavonozni oblasti plze. Zde se jejich germinalni buiikky mitoticky d¢li, diferencuji se tkan¢ a
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vznika dal$i vyvojové stadium — dcefind sporocysta. Mnoho matetskych sporocyst zlstava
v mistech své pivodni lokalizace, nékteré vSak migruji do ovotestis a zlaz traviciho systému
(hepatopankreas). Tyto oblasti jsou nasledné obsazovany dcetfinymi sporocystami. Nékteré
matetské sporocysty degeneruji, jiné ziistavaji nadale schopné produkovat dcefiné sporocysty.
Z germinalnich bun¢k dcetinych sporocyst se vyvijeji cerkarie, které po opusténi sporocysty
migruji ptes ,.krevni cévy* obvykle do oblasti kolem plicniho vaku a penetruji pies télni sténu
plze ven (Horék a kol. 2002).

Vyvoj v plzi je zavisly na teploté. S rostouci teplotou klesa délka prepatentni periody
(doba od proniknuti miracidia do produkce cerkéarii) a vyvoj parazita je rychlejsi (Sluiters
1981, Zbikowska 2005). Nakazeni plzi se pravdépodobné pohybuji v chladnéjsi vod¢, ¢imz
snizuji rychlost vyvoje parazita, pohyblivost a mnozstvi cerkarii, a tim 1 stupent poSkozeni

epitelii pfi pronikéani cerkdrii do vnéjsiho prostfedi (Zbikowska 2005).

2. 4. 3. Vnitini obranny systém (IDS) plza

Pouze nékteti plzi jsou vhodnymi mezihostiteli pro schistosomy. Prevalence infekci
v populacich plzi jsou nizké (Kolarova a kol. 1997).

Interakce ptacich schistosom a IDS plze jsou studovany zejména na modelu T. szidati
a L. stagnalis (Horak a Kolarova 2005). IDS se sklada z bunééné a humoralni slozky. Hlavni
roli v rozpoznavani patogena hraji ziejm¢ lektiny, bud’ v rozpustné formé nebo asociované
s membranou obrannych bunék (Horédk a Van Der Knaap 1997).

IDS je vrozeny obsahuje nékolik typti bun€k, z nichz nejdilezitéjsi jsou hemocyty.
Tyto bunky se volné pohybuji v hemolymfé€, jsou schopné fagocytoézy a vstupu do pojivovych
tkani (Adema a Van Der Knaap 1991 — cit. dle Hordk a Kolafova 2005). Patogeny velikosti
schistosomni larvy jsou tyto buiiky schopné enkapsulovat a znicit pomoci lyzozomalnich

enzymi, radikalii kysliku (Hahn a kol. 2001a) nebo oxidy dusiku (Hahn a kol. 2001b).
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Trichobilharzia ocellata je schopna inhibovat nékteré funkce hemocytt, napf. fagocytozu,
enkapsulaci a likvidaci bakterii (Amen a kol. 1992, Adema a kol. 1994, Nufiez a kol. 1994).

Soucasti obrannych mechanismi plze jsou dvé molekuly produkované granulocyty
pojivové tkané obklopujici mozkové ganglium (Horak a Kolafova 2005):

a) MDM (,,molluscan defence molecule®): Povzbuzuje fagocytickou funkci hemocyta.
Mnozstvi MDM klesa v pozdéjsich fazich infekce (Hoek a kol. 1996).

b) Granularin: V dob¢ nakazy slouzi jako opsonin, ¢imz aktivuje fagocytickou aktivitu.
V prubéhu infekce jeho mnozstvi roste (Smit a kol. 2004).

Pta¢i schistosomy ovliviiuji také metabolismus a neuroendokrinni systém
mezihostitele. Zmény neuroendokrinniho systému mohou ovlivnit IDS, protoze oba systémy
spolupracuji na udrzeni homeostaze. Vyvoj cerkérii je doprovazen uvoliiovanim nezndmého
parazitarniho faktoru, ktery stimuluje plze k produkci schistosominu (Hordijk a kol. 1991).
Schistosomin je antagonistou sami¢iho gonadotropniho hormonu kalfluxinu a blokuje vyvoj
bilkovinné zlazy (Hordijk a kol. 1991). Dale inhibuje aktivitu neuroendokrinnich buné¢k
zodpovédnych za ovulaci a kladeni vajec. Zpiisobuje tak ,parazitdrni® kastraci, kterd je
doprovazena gigantickym ristem infikovaného plze (de Jong—Brink a kol. 2001).

T. ocellata zpusobuje mechanické poskozeni mezihostitele, ale délka zivota
nakazenych a nenakazenych plzli se nelisi (Sluiters 1981). Parazit aktivné a vyrazné méni
vnitini fyziologii plze — ziskava tak maximum Zivin a prostoru. Zmény metabolismu zahrnuji
zvySeni srde¢ni a dychaci Cinnosti, zmény v hlading proteinti, sacharidd, lipidd (Thompson
1997). Diky schopnosti vyuzivani zdroji mezihostitele k vlastnimu prospéchu a snizovani

jeho fitness k nule jsou ptaci schistosomy vaznymi patogeny plzi.
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2. 5. Radixové jako mezihostitelé motolic v CR

Rod Radix patii mezi plicnaté plze (Pulmonata) ¢eledi Lymnaeidae. Maji jeden par
tykadel, na jejich bazi se nalézaji jednoduché o¢i (skupina spodnooci, Basommatophora).
Krevnim barvivem je hemocyanin. Ulita je tenko- nebo silnosténna, pravotociva. Plzi obyvaji

sladké stojaté nebo tekouci vody.

Radixové se mohou vyskytovat v dixennim (= dvouhostitelsky) nebo trixennim (=
tithostitelsky) Zivotnim cyklu motolic jako prvni resp. druzi mezihostitelé. V piipade
dixenniho cyklu jsou plZi nakazeni volné plovoucimi miracidii, u trixenniho cerkariemi. V CR
se problematikou vyskytu cerkarii a metacerkarii, zabyvala ptfedev§im NaSincova (1992).
Nalezla u plzti motolice 11 riznych ¢eledi. Jejich piehled je uveden v Tab. 5 (nazvoslovi plza

dle NaSincova 1992)

Tab. 5: Pfehled nalezenych motolic v plzich rodu Radix (Nasincova 1992).

Celed’ Motolice Plz
R. auricularia | R. peregra | R. ovata
Notocotylidae Notocotylus attenuatus 1
Echinostomatidae Echinostoma revolutum 2 1,2 2
Echinoparyphium aconiatum 2 2
Echinoparyphium recurvatum 1,2 1,2
Hypodereum conoideum 2 1,2 1,2
Moliniella anceps 2 2 2
Plagiorchidae Plagiorchis maculosus 1
Plagiorchis neomidis 1 1 1
Plagiorchis sp. 1 1
Opisthioglyphe ranae 1 1,2
Leptophallus nigrovenosus 1
Omphalometridae Neoglyphe locellus 2 2
Opecoelidae Sphaerostoma sp. 2
Sanguinicolidae Sanguinicola inermis 1 1

15




Diplostomatidae Diplostomum pseudospathaceum 1 1
Diplostomum paracaudatum 1 1
Diplostomatidae Tylodephys clavata 1 1
Strigeidae Cotylurus cornutus 1,2 2
Apatemon gracilis 1
Cotylurus sp. 2 2
Apatemon burti 1
Australapatemon sp. 1
Cyathocotylidae Cyathocotyle bithyniae 2 2
Monorchiidae Asymphylodora sp. 1 1
Schistosomatidae Trichobilharzia franki 1
Trichobilharzia regenti 1 1

Vysvétlivky: 1 = prvni mezihostitel, 2 = druhy mezihostitel

2. 6. Experimentalni nakazy plzt rodu Radix

Zatimco praci zabyvajicich se nalezy cerkarii, pfipadn¢ metacerkarii z volné Zijicich
plzi je velké mnozstvi (napt. Zd’arska 1963, Vojtek 1981, Nasincova 1992, Rudolfova 2003,
Podhorsky 2006, Horackova 2007), experimentalnim nédkazam plza takova pozornost
vénovana neni. Vysledky péti praci (NaSincova 1992, Ward a kol. 1997, Faltynkova a kol.
2005, Horackova 2007, Caron a kol. 2007) zamétenych na experimentalni ndkazy plza rodu
Radix (jako prvni i druzi mezihostitelé¢) jsou shrnuty v Tab. 6 a 7. Krom¢& posledni uvedené
prace je velkym nedostatkem praci absence determinace plzii pomoci sekvencnich dat. Diky
tomu nelze spolehlivé zjistit, s jakymi plzi autofi pracovali, a proto je interpretace vysledkt
diskutabilni (vyjimkou je Caron a kol. 2007). Pfesto experimentalni ndkazy dokazuji, ze
radixové se napf. mohou stat mezihostiteli Fasciola hepatica a Fascioloides magna na

lokalitach, kde chybi nebo neni pfili§ bézny jejich prirozeny mezihostitel Galba truncatula
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(Caron a kol. 2007, Horackova 2007). Adaptace na jiného mezihostitele je vyznamna pro

§ifeni motolice na dalsi izemi.

Tab. 6: Experimentalni nakazy plzi rodu Radix jako prvnich mezihostitel motolic.

Pocet % plzi
% prezivsich
Plz Motolice pouZitych vylu¢ujicich | Autor
plzi
plzia cerkarie
Echinostoma
R. peregra peregra 15 3 1
revolutum
Echinostoma
R. peregra peregra 20 0 1
bolschewense
Fascioloides
R. peregra 1457 21 42 2,5
magna
R. labiata Fasciola hepatica | neuvedeno 75 45%* 3
R. balthica Fasciola hepatica | neuvedeno 46 6,25% 3
Diplostomum
R. peregra neuvedeno 4
phoxini
Diplostomum
R. ovata neuvedeno 4
phoxini

Vysvétlivky: 1 = NaSincova 1992, 2 = Horackova 2007, 3 = Caron a kol. 2007, 4 = Ward a

kol. 1997, 5 = Faltynkova a kol. 2005, *Cislo je souétem % plzi vyludujicich cerkérie a %

plzi, u nichz byla nalezena jen intramoluskarni stadia. Radix balthica cerkarie vubec

nevylucoval.
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Pfi nakaze plzi motolici Diplostomum phoxini se odpovéd’ plzi R. peregra a R. ovata
lisi. U R. ovata se castéji vyskytuje gigantismus, u R. peregra neni rozdil ve velikosti
infikovanych a neinfikovanych plzi. Po infekci ptezilo vice jedinct R. ovata (Ward a kol.

1997).

Tab. 7: Experimentalni nakazy plzi rodu Radix jako druhych mezihostiteld motolic (dle

Nasincova 1992).

Plz Motolice Vysledek infekce
R. peregra peregra Echinostoma revolutum uspésna
R. peregra peregra Echinostoma spiniferum uspésna
R. peregra peregra | Echinostoma bolschewense uspésna
R. peregra peregra Opisthioglyphe ranae neuvedeno
R. auricularia Neoglyphe locellus uspésna
R. peregra peregra Cotylurus cornutus neuvedeno

2. 7. Problematika determinace plzd rodu Radix

Nejednotna taxonomie plzii neumoziuje presné uréit specifitu schistosom
k mezihostiteli a vnimavost plze k parazitim. Velky pocet jmen pro jednotlivé druhy plza,
jejich synonymizace a pouzivani jiz zazitych jmen pro geograficky odlisné druhy popsané na
zakladé molekularnich dat (napt. Radix peregra) znesnadnuje orientaci v poctu mezihostitell
parazita.

Na zédkladé¢ morfologie ulit, ktera je velmi variabilni a zavisld na podminkéch
prostiedi, v némz plZ Zije, bylo popsano velké mnoZstvi druhil, napt. Kruglov a Staroboratov

1993, jejich validita je vSak nejasnd. Kromé morfologickych znakl se néktefi autoii zamétili
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na determinaci pomoci pitvy pohlavni soustavy plze, ojedinéle také podle zbarveni plasté
(Jackiewicz 1993) a typu civky (Jackiewicz 2000a). Tyto prace vSak nejsou komplexni,
vétSinou zahrnuji popis a vysledky uréeni jen u nékterych druhli rodu bez srovnani
s ostatnimi.

Zcela novy pohled na systematiku plzti prinesla molekuldrni biologie, pfiCemz
zpochybnila dosavadni determinace zejména podle morfologie ulity. Komplexni prace
zahrnujici vSechny pfistupy (morfologie, anatomie, molekularni biologie) vSak chybi.

Diky rozdilnym pfistupiim k ur€ovani plzi existuje nékolik pojmenovéani pro jeden
druh, coz zna¢né¢ komplikuje srovndvani informaci z literatury. Bez determinace plze
molekularnimi metodami neni zcela jisté, s jakymi organismy autoii skute¢né pracovali. Proto
Pfenninger a kol. (2006) navrhuje netadit plze rodu Radix do druhd, ale spiSe do skupin, které
jsou charakterizované sekvencnimi daty, tzv. MOTU (,,Molecularly Defined Operational
Taxonomic Units®).

Riizné pojeti platnosti jednotlivych druht:

OIS

a) Lozek 1956: R. auricularia R.p.ovata R.p.peregra R.p.ampla R.p.lagotis
b) Buchar

akol. 1995: R. auricularia R.ovata  R.peregra  R.ampla

¢) Bargues

a kol. 2001: R. auricularia R. labiata R. ampla R. lagotis
d) Pfenninger

a kol. 2006: R.auricularia R.labiata R. lagotis
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ad a) V pojeti Lozka (1956) a Berana (ustni sdéleni) jsou validnimi druhy R. auricularia a
R. peregra. Ostatni tzv. druhy jsou jen poddruhy R. peregra lisici se tvarem ulity (zavisi
na podminkach vné¢jSiho prostiedi), které mohou byt velmi variabilni. Patfi sem R.

peregra ampla, R.p. peregra, R. p. ovata a R. p. lagotis.

ad b) Validnimi druhy jsou R. auricularia, R. peregra, R. ovata (Buchar a kol. 1995,

Jackiewicz 2000b, Remigio 2002) a R. ampla (Buchar a kol. 1995, Gloer 2002)

ad c) Tzv. R. peregra vyskytujici se v severni a stfedni Evropé je pfejmenovan na zaklade
sekvence ITS2 oblasti na R. labiata (Bargues a kol. 2001). S timto druhem synonymizuji
vGloer a Zettler (2005) i nazvy R. alpicola a R. excerpta. Druhu R. ovata zijici v severni a
sttedni Evropé byl dan nazev R. balthica. Nazev R. peregra je nadale pouzivan pro druh
vyskytujici se v zapadni a jizni Evropé (s nim ztotoznén druh R. ovata a R. balthica ze

zapadni Evropy) a na Islandu (Gloer 2002, Gloer a Zettler 2005). Dalsi validni druhy pro

stfedni Evropu jsou R. auricularia, R. ampla a R. lagotis.

ad d) Validnim druhem je R. auricularia, s nimz je ztotoznén druh R. ampla. Ve stfedni a
severni Evropé€ se také vyskytuji druhy R. labiata a R. lagotis. Rozsifeni druhu R. balthica na
tizemi Ceské republiky je nejasné, na zakladé sekvenace nebyl zatim v CR prokazan. Na
zakladé genového toku informaci bylo rozsifeni druhu R. balthica prokazano zatim jen na

uzemi zépadné od hranic CR.
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2.7. 1. Determinace dle morfologie ulit

Jako rozliSovaci znaky slouzi zejména celkovy tvar ulity, tvar Usti a pomér vysky ulity
a usti. Tyto znaky podléhaji velkému vlivu prostiedi (Lozek 1956, Beran 2002, Wullschleger
a Jokela 2002, Pfenninger a kol. 2006) a méni se béhem ontogeneze plze (Lozek 1956).
Z experimentalnich pokust s chovem plzi vyplynulo, Ze v laboratornich podminkach tvar
ulity radixti konverguje jiz v prvni nebo druhé generaci plzi (Wullschleger a Jokela 2002,
Pfenninger a kol. 2006).

Z téchto diivodi je potieba mit pro spravnou determinaci vétsi pocet jedinct z jedné
lokality. Zatimco udaje o tvaru ulity a usti se v literatufe vyskytuji bézné (Lozek 1956, Buchar
a kol. 1995, Jackiewicz 2000b, Gloer 2002), informace o poméru vysky ulity a Usti se
vyskytuji zfidka a jsou neuplné (Jackiewicz 2000b, Gloer 2002). Jedinym zdrojem, ktery
uvadi poméry ulity a Usti u vSech zéstupcti, je Lozek (1956). Proto se v nésledujicim textu
budu drZet nomenklatury tohoto autora.

a) Radix auricularia: Usti $iroce opaéné uchovité, horni okraj tvoii od svého nasazeni jen
slab¢ nahoru vyklenuty oblouk (Casto probihd témét vodorovné). Vyska tusti obvykle
trochu mensi nez vyska ulity.

b) Radix peregra ampla: Usti $iroce opaén& uchovité se zaoblenymi obrysy, horni vngjsi
okraj tvoti od svého nasazeni vyrazné nahoru vyklenuty oblouk, jehoz nejvyssi bod
lezi ¢asto vySe nez vrchol kotouce ulity. Vyska usti je nepatrné mensi nebo totozné a
vyskou ulity.

¢) Radix peregra peregra: Usti Gizce vejité, nahoru zazené.Vnéjsi okraj vybiha od svého
nasazeni trochu do strany, pak se nahle lomi prudce dolii. Vyska usti zabira 30 — 40%

vysky ulity (pozn. Gler (2002) udava pres 60% vysky ulity).
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d) Radix peregra ovata: Usti vej¢ité, vn&jsi okraj se hned od svého nasazeni sta¢i mirné
klenutym obloukem prudce dold. Vyska usti neklesa pod 70% vysky ulity, bézné
presahuje 75%

e) Radix peregra lagotis: Usti vej¢ité, vn&jsi okraj b&zi nejprve od svého nasazeni témé
vodorovné a poté se klenutym obloukem staéi pravideln¢ dolt. Vyska usti nepatrné
ptesahuje 60% vysky ulity.

Jednotlivé morfometrické charakteristiky se Casto piekryvaji a mohou se vyskytovat napfi¢
druhovym spektrem rodu Radix. Proto plze nelze determinovat pouze na zakladé morfologie

ulity (Pfenninger a kol. 2006).

2.7. 2. Determinace podle morfologie a anatomie pohlavni soustavy
pohlavni soustavy kopulacni burza, stopka kopula¢ni burzy, vagina, prostata, odvodné
kanalky (vas deferens), falotéka, praeputium a penis.

Jackiewicz (1988) ve své praci uvadi, ze na zékladé morfologie penisu je mozné urcit
plze ¢eledi Lymnaeidae do podrodi. Nedostatkem studie je malé spektrum studovanych druh
¢eledi (Omphiscola glabra, Galba truncatula, Radix peregra, Radix ovata, Myxas glutinosa,
Stagnicola palustris, Stagnicola occulta, Lymnaea corpus, Lymnaea stagnalis). Penis
pitvanych R. auricularia a R. peregra je stejny, velmi dlouhy a $tihly (délka 14 krat vétsi nez
Sitka baze penisu), pomalu se zuzujici k ostie hrotnatému konci (Jackiewicz 1988)

Druhy R. auricularia, R. balthica a R. labiata se od sebe 1isi zejména délkou stopky
kopulacni burzy a pomérem délky praeputia a falotéky (Gloer 2002)(viz Obr. 1).

Determinaéni znaky pro ostatni druhy nejsou znamé.
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Znaky jednotlivych druhti :
Radix auricularia — pomér pracputium: falotéka 1 : 1, stopka kopula¢ni burzy dlouha a tenka,
tvar kopulacni burzy kulovity
Radix labiata — pomér praeputium: falotéka 2 : 1, stopka kopula¢ni burzy velmi kratka, tvar
kopulaéni burzy kyjovity
Radix balthica — pomér praeputium: falotéka 1 : 1, stopka kopulac¢ni burzy chybi, kopula¢ni
burza kyjovita

Vzhledem k obtiznosti nalezeni téchto znakii je pouzivaji jen néktefi autofi

(Jackiewicz 2000b, Gloer 2002, Beran — tstni sdéleni).

Obr. 1: Anatomie pohlavni soustavy plzii rodu Radix.

Radix auricularia Radix balthica Radix labiata

Vysvétlivky: be = kopulacni burza, bs = stopka kopulaéni burzy, pht = falotéka, pr = prostata,

prp = praeputium, vd = odvodné kanalky (vas deferens), v = vagina (Gloer 2002, upraveno)

2.7. 3. Determinace podle karyotypu a na zakladé molekuldrni analyzy

Radix labiata a R. balthica se 1isi poctem subtelomerickych chromozomu - jeden pro

R. labiata resp. pét pro R. balthica (Garbar a Korniushin 2003). Informace o poctu
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subtelomerickych chromozomuti u ostatnich druhtt rodu Radix Garbar a Korniushin (2003)
neuvadgji.

Fylogeneticka analyza se provadi sekvenaci genu pro malou ribozomalni podjednotku
(Bargues a kol. 1997), malou podjednotku mitochondrialniho ribozomu (Remigio 2002), ITS2
oblasti (Bargues a kol. 2001), ITS1 oblasti a mitochondriadlniho genu pro cytochrom c oxidazu
(Pfenninger 2006). Nejéastéji se pro druhové a mezidruhové rozliSeni nejen plzi rodu Radix
pouziva analyza ITS2 oblasti, a to z diivodu jeji velké variability (napt. Cepicka a kol. 2006,
Rudolfova a kol. 2005, Dvotak a kol. 2002).

Bargues a kol. (2001) provedli sekvenaci ITS2 oblasti u 66 populaci jednoho
severoamerického a 13 evropskych druhti plzt ¢eledi Lymnaeidae. Délka ITS2 nartistd béhem
evoluce Celedi, a proto byly za fylogeneticky nejstarsi oznaceny Radix sp. a Galba sp. (370 —
406 paru bazi), za nejmladsi Lymnaea sp., evropské druhy rodu Stagnicola a Omphiscola (468
— 491 para bazi), coz odpovida i paleontologickému pohledu na fylogenezi skupiny. Analyza
rozlisila dvé vétve lymnaeidnich plzi, kteti se vyskytuji v Evropé:

a) Lymnaea sp. — Stagnicola sp. — Omphiscola sp.

b) Radix sp. — Galba truncatula: Galba truncatula je pravdépodobné bazalni skupinou

k rodu Radix. Bylo rozliseno pét druhti rodu Radix — R. auricularia (dobfe odlisitelna

od ostatnich radixt, byly nalezeny odlisnosti i mezi jednotlivymi populacemi plze), R.

ampla (potvrzena validita druhu), R. peregra (= Radix ovata, Radix balthica), R.

labiata, R. lagotis. Na uzemi CR se vyskytuji R. auricularia, R. labiata a R. lagotis.

Radix peregra je rozsifen v zapadni Evropé (Francie, Holandsko, Spanélsko) a na

Islandu do 2000 m. n. m.

Fylogenetické stromy vSak byly sestaveny na zaklad¢ sekvenace malého mnozstvi plzh
(Horak — ustni sdéleni), a proto nelze s jistotou fici, které druhy plzi se skute¢né vyskytuji na

uzemi CR.
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V roce 2006 provedli Pfenninger a kol. fylogenetickou analyzu plzi rodu Radix na
pouzitim sekvence mitochondrialniho genu pro cytochrom c oxidazu a tuseku ITS1 jaderné
DNA. Gen pro cytochrom c oxidazu je velmi konzervativni. Mitochondrialni geny se navic
dédi jen po matetské linii tj. u jedince se vyskytuje jen jedna alela a nemohou rekombinovat, a
proto se hodi pro analyzy, které chtéji zjistit tok genové informace na urCitém tzemi a

a) popreni validity R. ampla (jeji sekvence se shoduji se sekvencemi R. auricularia)

b) potvrzeni vyskytu R. labiata, R. lagotis ve stfedni Evropé

¢) nalezeni dvou novych druhi ze Svycarskych Alp

d) diskuze nad otazkou rozsifeni druhu Radix balthica. Autor pfedpoklada, ze jeho
arealem je jizni a zapadni Evropa, vyskyt v stfedni Evropé (véetné CR) zatim nebyl
potvrzen, a to zejména pro nedostatek materidlu z tohoto uzemi. Pokud by se na izemi

CR vyskytoval, pak by zapadni Cechy byly vychodni hranici jeho arealu.

2. 8. Souhrnny popis druhi rodu Radix

Taxonomické postaveni a validita jednotlivych popsanych druhti tohoto rodu je velmi nejasna
(viz kapitola 2.3.). V nésledujicim popisu plzi, kteii by se méli vyskytovat na izemi CR bude
pouzita nomenklatura dle Gléer (2001), Eeska pojmenovani dle Beran (2002). Udaje o poméru
vysky ulity a vySKy usti, viz také kapitola 2. 7. 1. Morfologie ulity plzi rodu Radix zobrazuje

Obr. 2.

Radix auricularia (Linnaeus, 1758) — uchatka nadmuta
Ulita: Uchovité nadmuta s malym Spi¢atym kotoucem s konkavnimi obrysnicemi, vétSinou

piesahuje oblouk vnéjSiho okraje usti. Tenkosténna, kiehka, prisvitna, leskld, jemné
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nepravidelné ryhovand. Barva svétle rohova. Zavit 3,5 — prvni dva slabé klenuté tvoii Spicku
kotouce, posledni zavit prevlada a tvofti velkou ¢ast ulity. Vyska 25-31 mm, Sitka 23—28mm.
Pistél: Témér zakryta.

Civka: Vinuta, v Gsti vytvofen napadny civkovy zahyb, strofostylni, lumen velmi maly
(Jackiewicz 2000a).

Barva plasté: Velké svétlé skvrny na tmavém podkladu, okraj plasté svétly s cernou kresbou.
Vyskyt: VEtsi, stojaté vodni plochy (rybniky, piskovny, slepa ramena tek) a také pomalu
tekouci vodni toky. Nejcastéji se vyskytuje v nadmoiské vysce 150 — 250 m. n. m., nad 600

m. n. m. je vzacny. Rozsiteni je palearkticke.

Radix ampla (Hartmann, 1821) — uchatka $iroka

Ulita: Uchovit¢ nadmutd s velmi nizkym kupovitym kotoucem s konvexnimi obrysnicemi,
Casto nepiesahuje oblouk vné&jsiho okraje usti. Silngjsi a pevnéjsi nez u R. auricularia,
prasvitna, leskld, jemné nepravidelné ryhovand. Barva svétle rohova. Zavitt 3-3,5, posledni
vzrista velmi rychle. Vyska 20-25 mm, §itka 19-25mm.

Pistél: Uzk4, oteviena nebo nedokonale zakryta.

Civka: Civkovy usek bez zahybu, orthostylni.

Vyskyt: Tekouci vody, hlavné vétsi feky, fid¢eji 1 potoky, vzacné i ve vodnich nadrzich.

Rozsiteni ve stiedni a vychodni Evropé.

Radix labiata (Rossmasler, 1835) — uchatka toulava

Pro stfedni Evropu je synonymem Radix peregra.

Ulita: Spicaté vejcita, $picaté kuzelovity kotoué stéméf rovnymi obrysnicemi, pomérné
silnosténnd, ale kiehkd, slabé prasvitnd, matné leskld, nepravidelné¢ jemné ryhovana az

zebrovita. Barva svétle rohové hnéda. Zavith 4-5, mirné klenuté, vSechny rostou rychle a
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pravidelné, posledni nepravidelné¢ klenuty a stlaceny ze stran. VysSka i Sitka ulity zna¢né
kolisaji.

Pistél: Uzk4, neni zakryta.

Civka: Rovnd, nevytvaii zahyb, v dolni ¢asti vyrazné rozsitena (Jackiewicz 2000a), lumen
maly (Jackiewicz 2000a).

Barva plasté: Tmavy, s malymi svétlymi teCkovitymi skvrnami.

Vyskyt: Potoky, prameny, taiky, periodické tin€ s chladnou, oligotrofni a dobte
prokyslicenou vodou. Nejcastejsi vyskyt v nadmoiské vysce 200 — 800 m. n. m., mimo toto

rozhrani ojedinéle. Rozsifen je ve stiedni a jizni Evropé.

Radix lagotis (Schrank, 1803)

Ulita: Vejcita se Spicaté kuzelovitym kotoucem, jehoz prvni tii zavity maji obrysnice rovné
nebo nepatrné konkdvni, celkové obrysnice jsou vzdy konkavni, tenkosténna, kiehka, mirné
prisvitnd, slabé leskld, velmi jemné nepravidelné€ ryhovana. Barva svétle rohova. Zaviti 4-5,
vSechny dobfe pravidelné klenuté s hlubokym Svem, posledni dosti nadmuty. Vyska 15-17
mm, Sitka 10-11 mm.

Pistél: Uzk4, neni zakryta.

Civka: Civkovy usek zfeteln¢ odsazen od patra, bud’ rovny, nebo mé naznak zahybu.

Vyskyt: Luc¢ni ptikopy, tiné, stard fi€ni ramena, nadrze, potoky a velké prameny. Rozsifeny

po celé Evropé¢.

Radix balthica (Linnaeus, 1758) — uchatka vejcita
Pro stfedni Evropu je synonymem Radix ovata.
Ulita: Vejcitd se stlaten¢ kuzelovitym kotoucem, tfi zavity maji rovné obrysnice,

tenkosténnd, kiehka, slabé priisvitna, mirn¢ leskld, jemné az siln€ji nepravidelné ryhovana.
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Barva zlutd az narudle rohova. Zaviti 44,5, mirné pravidelné klenutych, posledni ptevlada,
ale neni vytazeny do stran. Vyska 17-26 mm, sitka 11-18 mm.

Pistél: Nedokonale zakryta.

Civka: Casto naznak zahybu, civkovy usek tvoii s patrovym téméf piimku nebo slaby oblouk
¢i velmi tupy uhel.

Barva plasté: Cerny s tmavymi kulovitymi skvrnami, okraj svétly s tmavou kresbou.

Vyskyt: Vegetaci zarostlé stojaté vody, hlavné ting, ramena fek a baziny. Vyskyt nejcastéji

v nadmotské vysce 300 — 500 m. n. m. Nad 500 metrt vyskyt ojedinély. Palearkticky druh.

Druhy R. peregra a R. ovata se jen vzacné vyskytuji na lokalité¢ sympatricky, vyjimkou je
jezero Seeaplsee ve Svycarsku (Ward a kol. 1996). Rozdily v biologii obou druhii byly
zkoumany v laboratotfi (Wullschleger a Jokela 2002). Na zéklad¢ této prace a studie Ward a
kol. (1997) byly popsany nésledujici rozdily mezi plzi:

a) Juvenilni plzi R. peregra rostou vyrazné rychleji nez R. ovata.

b) Reprodukce u R. ovata ma vyrazné¢ pomalejsi nastup. R. peregra klade vejce brzy na
jare, poté produkce klesa, u R. ovata je stejnd po cely rok. V mékké vodé klade R.
peregra vejce na prazdné ulity jedinct svého druhu (zajisténi dostatku vapniku pro
potomstvo) (Dussart 1976 — cit. dle Piggot a Dussart 1995).

¢) Radix ovata zije krats$i dobu pfi niz$i hladiné vody, R. peregra pii vyssi hlading€ vody

Experimentalni kiizeni obou druhti bylo neuspésné (Wullschleger — nepublikovana data,

cit. dle Wullschleger a Jokela 2002)
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Obr. 2: Morfologie ulity plze z ¢eledi Lymnaeidae.

Vysvétlivky:

1, 2, 3 = zavity ulity
4 = usti ulity

5 = civka ulity

6 = obusti ulity
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3. METODIKA

3. 1. Sbér, vySettovani a fixace plza

3.1. 1. Sbér

Plzi rodu Radix byli sbirdni na lokalitich v Cechach a na Slovensku, pfevazné ve
stojaté vodé (potoky byly v menSing€). Sbér probihal ru¢né; plzi byli sbirani z listh litoralni
vegetace, z predmétt lezicich ve vodé a pod kameny. Mali plzi (velikost ulity méné nez 10
mm) sbirdni nebyli zdivodu nedostatecné vyvinuté ulity, pohlavni soustavy a malé
pravdépodobnosti ndkazy motolicemi. Poté byli plzi transportovani v oznacenych plastovych

nadobéch do laboratofe k vysetfeni.

3. 2. 2. VySetiovani

V laboratoti byli plzi rozdé€leni po jednom jedinci do kéadinek s odstdtou vodou a
osviceni lampou. V pfipadé¢ ndkazy zacali plzi vyluCovat cerkarie, které byly nasledné
pozorovany pod binokuldrni lupou. UrCovani cerkarii bylo zaméfeno na nalezeni motolic

z ¢eledi Schistosomatidae.

3. 3. 3. Fixace a uchovavani

Po vySetieni plzti bylo z kazdé lokality zpracovano 5-20 jedinct (vyjimkou byly
lokality, kde jsme naSli méné nez pét jedincl). Plzi byli usmrceni v 10 ml 96% C¢istého
etanolu, a poté uchovavani v oznaenych plastovych nadobkach (nalezisté, datum sbéru, pocet

fixovanych kustt) v 70% cistém etanolu pro pozdé&jsi zpracovani.
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3. 2. Determinace plza pitvou pohlavni soustavy

K pitvé byli vybirani plzi s vySkou ulity alespont 10 mm. Celkem bylo pitvano pét
jedincii z kazdé lokality (vyjimkou byly lokality, kde bylo pfi sbéru nalezeno mén¢ nez pét
plzh). Pitva byla zaméfena pouze na samici ¢ast pohlavni soustavy, a to z diivodu
vyraznéjSich mezidruhovych rozliSovacich znaktl (na rozdil od sam¢i ¢asti pohlavni
soustavy), a také z divodu vhodnéjSiho anatomického uloZeni organti. Pitva byla zaméfena
pfedevsim na nalezeni rozdili (1) v tvaru a ulozeni kopula¢ni burzy (bursa copulatrix)
vzhledem k corpus pyriforme, a (2) v délce stopky kopulacni burzy (ductus bursa copulatrix)

mezi jednotlivymi druhy plza rodu Radix.

Vysetfovany plz byl vyndan z fixaze. Télo bylo pomoci pinzety vytazeno z ulity, ktera
byla nasledné oznacena ¢islem a uschovana pro pozd¢jsi morfometricka méteni (viz dale).
Z téla plze byla odebrana tkan (zadni ¢ast nohy a pfedni ¢ast plasté; fixace v 96% etanolu) na
pozdéjsi determinaci pomoci molekularnich metod. Poté byl plz na Petriho misce s vodou
polozen pod binokularni lupu. V této fazi pitvy byl hodnocen plast(barva; pfitomnost,

velikost a zbarveni skvrn)

Po odstfizeni plasté v predni ¢asti plastové dutiny (viz Obr. 3) se odkryla samici ¢ast
pohlavnich organi. Z corpus pyriforme byla opatrné odstranéna slaba vazivova blana
zakryvajici kopula¢ni burzu a jeji duktus. Byl popsan tvar a ulozeni kopulaéni burzy
vzhledem k corpus pyriforme a délka jejiho duktu. V pfipad¢ zjisténi nakazy motolicemi
(nélez redii v oblasti pohlavni soustavy nebo sporocyst v hepatopankreatu) byl popsan stupen

poskozeni pohlavnich orgéand.

Vypitvané télo bylo vloZeno do eppendorfky s 96% etanolem a uschovéano pro

moznost pozdéjsiho kontroly.
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3. 3. Determinace pomoci sekvenace ITS2 oblasti

Pro determinaci plzii pomoci molekularnich metod byla zvolena nekddujici oblast
DNA ITS2 (,,internal transcribed spacer” 2). Na zakladé sekvenci byl zkonstruovan

fylogeneticky strom.

3. 3. 1. 1zolace DNA

DNA byla izolovéna podle pfilozeného protokolu v kitu (QIAamp DNA MiniKit,
QIAGEN). Koncentrace a ¢istota ziskané DNA byla métena na ,,nanodropu

(Spektrofotometr ND-100). Vzorky DNA byly uchovéany pii teploté — 20°C.

3. 3. 2. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Z hodnot koncentace DNA (ng/ul) zjisténé na ,,nanodropu® byl vypocitan objem
vzorku obsahujici 50ng DNA, ktery byl napipetovan do ptipravenych 0,5 ml zkumavek .
Z chemikalii byla namichana smés: 2,5 ul pufru (10x NH4 Reaction Buffer, Bioline,), 1ul
50mM MgCl, (Bioline), 2ul 2,5 mM dNTP (Bioline), 1ul Taq polymerazy (BioTaq Red DNA
Polymerase, 500 U, koncentrace 1U/ul; Bioline), 0,51l 10 mM primeru NEWS
(5-TGTGTCGATGAAGAACGCAG-3" dle Almeyda-Artigas a kol. 2000), 0,5u1 10mM
primeru RIXO (5'-TTCTATGCTTAAATTCAGGGG-3" dle Almeyda-Artigas a kol. 2000) a
destilované vody do celkového objemu reakce 25ul. Po ptidani smési k DNA byl vzorek
diikladné promichan a vloZen do termocykleru (MyCycler, Bio-Rad). Schéma PCR reakce:
iniciace 30s 94°C, amplifikace - 30 cykli (30s 94°C, 30s 50°C a 1 min 72 °C), ukonc¢eni 7

min. 72°C
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3. 3. 3. Gelova elektroforéza

Po probéhnuti PCR reakce bylo 10ul vzorku pouzito pro gelovou elektroforézu
(kontrola, zda amplifikace probéhla spravné¢). Nejprve byl pfipraven gel: 0,4 g agardzy
(Bioline) byl smichén s 45 ml 1x koncentrovaného TAE pufru (Bio-Rad). Do vzorku DNA
byly pfidany 2ul nanaseci pufru (5x DNA Loading Buffer Blue, Bioline) a 0,5 ul SYBR
Green I (Invitrogen). Jako standart byla pouzita smés Spul High-Throughput Ladder I (Bioline)

a 0,511 SYBR Green I. Elektroforéza trvala 25 minut pti 90 V (PowerPac Universal ™™,
Bio-Rad).

Pokud se uspésna amplifikace potvrdila na gelu, zbyly PCR produkt byl ptecistén
pomoci kitu QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). Po precisténi byla métena koncetrace a

¢istota DNA ve vzorku pomoci ,,nanodropu®. Poté byl piecistény PCR produkt uchovan pti

—-20°C.

3. 3. 4 Sekvenace

Do mikrozkumavky bylo napipetovano 50 ng precisténého PCR produktu. Poté byl
pfidan 1pul 10 mM primeru (NEWS nebo RIXO) a voda do celkového objemu reakce 14pl.

Poté byl vzorek pfedan do laboratofe sekvenace DNA (PfF UK, Vini¢na 7, Praha 2).

V piipadé uspesné sekvenace byla ziskana dvé ¢teni ITS2 oblasti (,,forward®,
,reverse®) pro kazdy vzorek. Sekvence byly prohlizeny v programu Chromas a srovnavany se

sekvencemi v databazi NCBI (http://ncbi.nlm.nih.gov). Cteni byla slozena do konecné

sekvence pomoci programu Seqman z baliku DNAstar (Lasergene) a ru¢né upravena.
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Alignment byl vytvoien v programu BioEdit version 7. 0. 9. 0 (Hall 1999) a ru¢né
upraven. Fylogeneticky strom byl vytvotfen metodou Neighbor-joining (distance LogDet) v
program PAUP 4. 0 b 10 (Swofford 1998). Vérohodnost vétveni byla odhadnuta pomoci
bootstrapingu s 1000 opakovanim. Stromy byly nasledn€ upravovany v programech TreeView

(Page 1996) a CorelDraw.

3. 4. Morfometrické urcovani ulit

Pro morfometrické méteni ulity byli vybrani jedinci, od kterych jiz byla znama
sekvence a pitevni vysledky, a to z divodu zafazeni plze do skupiny (,,druhu‘), se kterou se
dale pracovalo pfi vyhodnocovani méfeni. Posuvnym métidlem byla méfena vyska ulity,
vyska usti, Sitka ulity a Sitka Gsti (viz Obr. 21). Z naméfenych hodnot byly vypocitany
poméry vysky ulity a vysky usti, vysky ulity a Sitky usti. Hodnoty byly zaznamenany do
tabulky vytvotfené v programu MS Excel. Rozdilné morfotypy v ramci jednoho ,,druhu® byly
fotograficky zdokumentovany (Olympus 550). Ulity byly oznaceny (nalezisté, datum sbéru,

determinace — dle sekvence) a uchovany pro moznost dal$ich studii.

Ziskané udaje byly statisticky zpracovany v programu SPSS verze 16 Mgr. AleSem
Kubénou (Katedra filozofie a d¢jin pfirodnich véd, PiF UK, Praha). Pro zjisténi, zda se
jednotlivé skupiny od sebe 1isi, byl pouzit Multivariate general linear model (GLM) a jeho
neparametrickd obdoba Kruskall-Wallace test (nevyzaduje normalni rozdéleni ani homogenitu
vzorkil). Pro odliSeni konkrétnich skupin byly pouZzity Post Hoc testy. Pro zjisténi, zda lze
urcit plze do druhu pomoci tfi vypocitanych pomért, byla pouzita diskriminaéni analyza,
ktera umoziuje ptimou (,,original®) nebo zpétnou (,,cross-validated“) determinaci programem

vybranych konkrétnich jedinct. Pti cross-validiza¢nim testu je vybran plz, ktery je zpétné
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urcovan do skupiny resp. druhu. Pti ptfimé determinaci program rovnou zatrazuje plze do

skupin, neni zpétné urceni. Nasledné program vyhodnoti uspésnost determinace.

3. 5. Exprimentalni ndkazy plzi

3.5. 1. Chov plzi

V helmintologické laboratofi PiF UK je jiz dlouhou dobu zaveden chov R. lagotis,
nove byl také zaveden chov R. labiata. P1Zi jsou chovani ve sklenénych vzduchovanych
akvariich, jsou kazdy druhy den krmeni listy hlavkového saldtu, obcas je pfidan Tetramin.
Akvéria jsou ¢iSténa jednou mésicné, noveé pouzita voda je obohacena o CaCOj; (pro utvareni

pevngjsi ulity).
3. 5. 2. Ziskani miracidii a postup experimentalni nakazy plzi

Osmidenni kachny byly nakaZeny cerkariemi T. regenti (ziskany v ramci zab&éhnutého
laboratorniho cyklu T. regenti od R. lagotis vyplouvaci metodou). Kachny byly infikovany
perkutanné (pouzito cca 300 cerkarii po dobu %2 hodiny). Po uplynuti prepatentni periody (21
dni) byly kachny utraceny, nosni sliznice byly odebrany a umistény do Petriho misky s vodou,

kde se zacala uvoliiovat miracidia.
3. 5. 3. Postup infekce plzia

Pokus byl zaméfen na zjisténi vnimavosti plzi k T. regenti. Pro experimentalni nakazy
byly pouzity dva druhy plzt, Radix lagotis a Radix labiata (oba druhy byly uréeny pomoci
sekvenace oblasti ITS2). Od kazdého druhu jsme infikovali 100 plzi, v kontrolni

neinfikované skupiné bylo 50 plzt. Pro oba druhy jsme pokus jednou zopakovali.
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Do 24—jamkové desticky s vodou byli umisténi plzi o velikosti 3 — Smm. Ke kazdému
plzi byla pfidana 3 - 4 miracidia. P1zi byli ponechani v jamce 3 - 4 hodin a poté umisténi do
akvarii (do kazdého akvaria padesat plzll) a standardné krmeni salatem. Prepatentni perioda

nakazy je 4 — 6 tydnt (zavislost na teplot¢).

3. 5. 4. VySetrovani plzi a vyhodnocovani nakazy

Po uplynuti prepatentni periody byli plzi vySetieni. Z hepatopankreatu plzi, kteti
nevylucovali cerkarie, byl pfipraven roztlakovy preparat pro ovétfeni pritomnosti prepatentni

faze infekce.

Obr. 3: Znazornéni ezl pii otvirani plastové dutiny.

Vysvétlivky:

cervené Sipky — rozmér vyska ulity a
vyska tsti

zluté Sipky — rozmér Sitka ulity a

Sitka 0sti
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4. VYSLEDKY

4. 1. Sbéry plza

P1zi rodu Radix byli sbirani v letech 2005 — 2008. Celkem byli nalezeni na 37 ¢eskych,
1 slovenské a 5 islandskych lokalitach. Vzorky plzii byly determinovany pitvou pohlavni
soustavy, sekvenaci ITS2 oblasti a podle tvaru ulity. Pfehled lokalit a pocty sebranych a

determinovanych plzQ jsou uvedeny v Tab. 8.

Ceské lokality se nachézeji pfedev§im na uzemi jiznich a stfednich Cech, vétsinou se
jedna o stojaté vody s bohatou pobfezni a litoralni vegetaci. Vyjimky tvoii lokality vyznacené

v Tab. 8.

Tab. 8: Seznam lokalit, poCty sebranych a determinovanych plzi rodu Radix.

Pocet
Oblast Lokalita GPS souradnice lokalit | sebranych/pitvanych/
sekvenovanych
PFibramsko Cerveny rybnik, r. 2006 49°42719.26"'N, 14°6'25.27'E 40/5/3
Cerveny rybnik, r. 2007 49°4220.73"'N,14°6'29.99"'E 51/5/3
Brdy PonéSice-Bedrna 8, nenalezeno 20/3/3
Ponésice-Bedrna 8, nenalezeno 15/3/3
Ponésice-Bedrna nenalezeno 18/2/2
*Ponésice,pramen Cerného p. nenalezeno 38/5/4
Ponésice, Novoborsky senik nenalezeno 36/5/3
#Sedlisté S1-horni p. nenalezeno 26/5/3
#Sedlidté S3-dolni p. nenalezeno 23/5/3
Ponésice - Libochovka 49°4°46.18''N,14°29'9.01'E 2/1/1
Poné&sice nenalezeno 23/4/3
Boletice - lok. 6 nenalezeno 12/2/2
Poné&sice - Bedrnd 83 nenalezeno 31/5/3
Boletice - lok. 12 nenalezeno 24/5/3
*VP-Brdy, Octarna-potok | 49°42'56.37"'N,13%55'32.63"'E 65/5/3
VP-Brdy, Octarna-tarika 49°43°0.59°",13°55'35.12"'E 5/2/2
Brdy-rybnik 3 nenalezeno 23/5/1
Praha *Prager 50°0"38.69"'N, 14°30'35.17"'E 42/5/3
chovy PFF UK 1 50°4°20.08 'N,14°25°27.03"'E 15/4/3
chovy PFF UK 2 50°4°20.08"'N,14°25°27.03"'E 15/4/3
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Plansko Labuti rybnik 49°52°27.96"'N, 12°43"7.48'E 2/1/1
Stribrsko Bonéticky rybnik 49°40'3.49"'N, 12°48'30"'E 54/5/3
Blatensko Podkadovsky rybnik 41930(514733276352% 5/1/1

Zoldanka 49°24°43.11"'N,13°49°12.06"'E 86/5/3
Protivsky rybnik nenalezeno 32/5/3
Treborisko Lhotka 48°51°26.38''N,14°41'31.81"'E 6/3/3
Handlif 48°51°13.95"'N,14°42°36.13"'E 5/2/1
Velky Klinsky rybnik nenalezeno 286/5/3
Linda 48°53'36.72"'N,14°40°15.45"'E 105/5/3
Kunzak 49°7°1.66"'N, 15°11°54.89"'E 13/4/2
Plzefisko Pétidomy (Capsky) rybnik  [49°50°19.13"'N,13°46'50.44'E 237/5/3
Cekovsky rybnik 49°49'9.21"'N, 13°45'27.86"'E 234/5/3
Bruntalsko Sucha Rudna 50°3°47.73"'N, 17°21'43.47"'E 20/5/4
Ceskobudéjovicko | chovy PFF Ceské Budéjovice |48°58741.58"'N,14°26'47.26"'E 20/2/2
Pasecna, okr. Cesky Krumlov | 48°36'35.66"'N, 14°%'15.08'E 29/4/0

Blansko Budkovan 49°19°50.79"'N,16°46'33.99'E 15/5/3
Jihlavsko Vondra (Dacice ) 49°5'9.94"'N, 15°25°18.15"'E 3/1/1
Dé&cinsko *Krasna Lipa, potok 50°54'30.14"'N, 14°30°5.55"'E 42/5/4
Velka Upa *Upa (Mladé Buky) 50°36°7.62"'N, 15°50'25.93"'E 12/5/3
Slovensko Dunaj nenalezeno 2/5/3

Island Opnur nenalezeno 6/2/2
Osland nenalezeno 5/2/2

Kriutjorn nenalezeno 3/2/2

Akratjorn nenalezeno 2/2/2

Faunty Porde nenalezeno 5/2/2

Vysvétlivky: * tekouci voda, kamenité dno, # bahnisté v lese, nenalezeno — GPS soutadnice

nenalezeny pomoci mapy na internetu (www.atlas.cz)

4. 2. VySetieni plza na ptitomnost cerkarii schistosom

Celkem bylo sebrano a vysetfeno 1568 plzt. Cerkarie motolic ¢eledi Schistosomatidae

nebyly nalezeny u zadného z plzt. Plzi z nasledujicich lokalit nebyli vySetfovani, nebot’ se

jednalo o jedince z laboratornich chovii nebo o exemplafe jiz fixované v etanolu (sbéry E.

Horackova, P. Tlacha¢, L. Mikes, K. Skirnisson): Boletice lok. 6 a 12, PonéSice - Bedrna 8,

chovy PfF UK, chovy PiF Ceské Budgjovice, Budkovan, Upa, Dunaj a islandské lokality.

38




Z ostatnich motolic byly nejcastéji nalézany echinostomni cerkarie a xiphidiocerkarie,

které nebyly blize determinovany.

4. 3. Determinace plza pitvou pohlavni soustavy

Celkem bylo vypitvano 158 plza ze 43 lokalit (viz Tab. 8), determinovat se podatilo
plze z 39 lokalit. Plzi byli rozd€leni do ¢tyt skupin podle tvaru kopula¢ni burzy, délky jejiho

duktu a jejiho uloZeni vzhledem ke corpus pyriforme.

Skupina A: Kopula¢ni burza ulozena na boku horni ¢asti corpus pyriforme. Tvar kulovity,
barva proménliva (bila, narizovéla, zluta). Duktus kopulacni burzy tenky, velmi dlouhy,
obtacejici corpus pyriforme (Obr. 5, 9). Zbarveni plasté nejcastéji cerné s velkymi svétle
zlutymi okrouhlymi skvrnami v zadni ¢asti, v pfedni ¢asti svétly s malymi ¢ernymi skvrnami
(Obr. 13). Morfologie pohlavnich organti odpovida popisu organi R. auricularia dle Gloer

(2002).

Skupina B: Kopulaé¢ni burza ulozena na corpus pyriforme mezi vaginou a prostatou. Tvar
hruSkovity, barva bila nebo zluta. Duktus silny, délka 0,5 az 1 délky kopula¢ni burzy (Obr. 6,
10). Zbarveni plasté nejcastéji cerné se svétlymi velkymi nebo malymi kulovitymi skvrnami.
Skvrny mohou chybét (Obr. 14). Dle osobniho sdéleni némeckych malakologt (Dr. Schniebs,
Staatliche Naturhistorische Sammlungen Dresden Museum fiir Tierkunde, DraZzd’any)

odpovida morfologie pohlavnich organti téchto plzi druhu R. lagotis

Skupina C: Kopula¢ni burza ulozena na corpus pyriforme. Tvar vejcovity (ovalny priiez),
barva hnéda s tmavym mramorovanim nebo zluta. Duktus kratsi nez 0,5 délky kopulacni
burzy (Obr. 7, 11). Zbarveni plasté ¢erné s drobnymi svétlymi teCkami (Obr. 15). Morfologie

pohlavnich organi odpovida popisu organd R. labiata dle Gloer (2002)
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Skupina D: Kopula¢ni burza uloZena na corpus pyriforme, pod vaginou (Obr. 8). Tvar
kulovity, barva zluta. Duktus dlouhy, tenky (Obr. 12). PIast’ ¢erny, v zadni ¢asti velké svétlé
skvrny, v pfedni ¢asti svétly s malymi ¢ernymi skvrnami (Obr. 16). Morfologie pohlavnich

organt neodpovida Zadnému publikovanému popisu organti plzi rodu Radix.

Obr. 5: Pohlavni soustava skupiny A. Obr. 6: Pohlavni soustava skupiny B.

Vysvétlivky: 1 = kopulacni burza; 2 = duktus kopulacni burzy (Obr. 5, 6), vagina (Obr. 7, 8);

corpus pyriforme (Obr. 8); 3 = corpus pyriforme (Obr. 5), vagina (Obr. 6); 4 = vas deferens
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Obr. 9: Skupina A — detail samici ¢asti pohl. soustavy. Obr. 10: Skupina B - detail sami&i ¢4sti pohl.

soustavy.

Obr. 11: Skupina C - detail sami¢i ¢asti pohl. Obr. 12: Skupina D - detail samici ¢asti pohl.
soustavy. soustavy.

—_— - - —

P
.

Vysvétlivky: 1 = kopula¢ni burza; 2 = duktus kopula¢ni burzy (Obr. 9, 10, 11), vagina (Obr.
12); 3 = vagina (Obr. 9, 10, 11)
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Obr. 13: Zbarveni plasté plza skupiny A. Obr. 14: Zbarveni plasté plza skupiny B.

Obr. 15: Zbarveni plasté plza skupiny C. Obr. 16: Zbarveni plasté plza skupiny D.

U 13% plzt z uvedenych lokalit (viz Tab. 8) byla pfi pitvé zjisténa infekce motolicemi
(ptitomnost rédii). Tyto jedince nebylo mozno determinovat na zékladé vyse uvedenych
znak, protoze jejich pohlavni organy byly ve vétSin€ ptipadi motolicemi zniceny. Masivni
parazitace byla zjiSténa zejména u plzi z islandskych lokalit a lokality Brdy-rybnik €. 3.

Zadny plz z téchto lokalit nebyl pitevné determinovén.

Obcas byly u plzi béhem pitev v plastové dutin€ nalézany pijavky rodu Glossiphonia

(Obr. 17). U skupiny A byla kopula¢ni burza vyjimecné odlisné¢ lokalizovana (v prostfedni
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Casti t¢la, nikoliv z boku corpus pyriforme, Obr. 18). Tab. 9 shrnuje vysledky pitev u plzi

z jednotlivych lokalit.

Tab. 9: Shrnuti vysledka pitev plzi rodu Radix z jednotlivych lokalit.

Oznaceni pitvanych

Lokalita vo Skupina Poznamka
plza
Brdy-Cerveny rybnik 57,58, 59, 60, 61 A 60 - parazitace
Brdy-Cerveny rybnik 91, 92, 93, 94, 95 A
Prager 62, 63, 64, 65, 66 A
Kunzak 77,78, 79, 80 A 80 - parazitace
Labuti rybnik 89 A
Bonéticky rybnik 98, 99, 100, 101, 102 A
Pétidomy rybnik 43.1,43.2,43.3,43.4,43.5 A 43.2 - parazitace
Cekovsky rybnik 53.1,53.2,53.3,53.4,53.5 A 53.5 ~juvenilni jedinec,
neurcéeno
Linda 57.1,57.2,57.3,57.4,57.5 A
Lhotka 58.1,58.2,58.3 A
Handlit 59.1,59.2 A
Velky klinsky rybnik 61.1,61.2,61.3,61.4,61.5 A 61.1,61.2 - parazitace
Budkovan 62.1,62.2,62.3,62.4,62.5 A
Dacice 96 A
Dunaj 63.1,63.2,63.3,63.4,63.5 A
Ponésice-Bedrna 81 1,2,3 B
Ponésice-Bedrna 84 4,5,6 B
Ponésice-Bedrna 12,13 B 13 —juvenilvnl'jedinec,
neurceno
Ponésice,pramen Cerného p. 14, 15, 16, 17, 18 B
Ponésice, Novoborsky senik 19, 20, 21, 22, 23 B
Zoldanka 24, 25, 26, 27, 28 B 27 - parazitace
Sedlisté S1-horni p. 35, 36, 37, 38, 39 B
Sedliété S3-dolni p. 40, 41,42, 43, 44 B 40~ parazitace
41 -typ C
chovy PFF UK 1 81, 82, 83, 84 B
chovy PfF UK 2 85, 86, 87, 88 B
Podkadovsky rybnik 90 B
Ponésice - Libochovka 97 B
Ponésice 103, 104, 105, 106 B
Boletice - lok.6 107, 108 B
chovy PFF CB 109, 110 B
Ponésice - Bedrna 83 7,8,9,10,11 C
Boletice - lok.12 29, 30, 31, 32, 33 C
VP-Brdy, Octarna-potok 45, 46, 47, 48, 49 C 49 - parazitace
VP-Brdy, Octédrna-tanka 50, 51 C
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Krasna Lipa - potok 52,53, 54, 55, 56 C 55 - parazitace
Protivsky rybnik 55.1,55.2,55.3,55.4,55.5 C
Pasecna 73,74,75,76 C
Suchda Rudna 65.1,65.2,65.3,65.4,65.5 C
Mladé Buky 64.1,64.2,64.3,64.4,64.5 D

Vysvétlivky: U plza, kteti jsou vyznaceni tucné, byla sekvenovana ITS2 oblast

Obr. 17: Pijavka rodu Glossiphonia nalezena v plastové duting plze.

Obr. 18: Atypické uloZeni kopula¢ni burzy u skupiny A.
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1 — kopulaéni burza

2 — corpus pyriforme




4. 4. Determinace podle sekvenace ITS2 oblasti

Celkem byly sekvenovany ITS2 oblasti ribosomalni DNA 107 plzii ze 42 lokalit (Tab.
8 a 9). Pro kazdého plze byly ziskany dvé sekvence (,,forward a ,,reverse). Celkem tedy

bylo ziskano 214 sekvenci.

Po zkonstruovani fylogenetického se sekvence rozdélily do Etyt skupin (Obr. 19a,
19b). Srovnanim ziskanych sekvenci s databazi NCBI jsme jednotlivym skupindm ptidélili
druhové oznaceni Radix auricularia, R. labiata, R. lagotis, R. peregra (dle sekvenci
publikovanych Bargues a kol. 2001). Porovnali jsme vysledky ziskané pitvou a sekvenaci a
zjistili jsme, ze determinace plzli na zakladé sekvenci neni shodna s determinaci pomoci pitev

pohlavnich organii (Obr. 19b, Tab. 10).

Tab. 10: Srovnani determinace plzi rodu Radix dle sekvenace a pitev.

oznaceni pitvanych
lokalita plza dle pitev dle sekvenace
Brdy-Cerveny rybnik 57,58, 59, 60, 61 R. auricularia | R. auricularia
Brdy-Cerveny rybnik 91, 92, 93, 94, 95 R. auricularia | R. auricularia
Prager 62, 63, 64, 65, 66 R. auricularia | R. auricularia
Kunzak 77,78,79, 80 R. auricularia | R. auricularia
Labuti rybnik 89 R. auricularia | R. auricularia
Bonéticky rybnik 98, 99, 100, 101, 102 R. auricularia | R. auricularia
Pétidomy rybnik 43.1,43.2,43.3,43.4,43.5 | R. auricularia | R. auricularia
Cekovsky rybnik 53.1,53.2,53.3,53.4,53.5 | R. auricularia | R. auricularia
Linda 57.1,57.2,57.3,57.4,57.5 | R. auricularia |R. auricularia
Lhotka 58.1,58.2,58.3 R. auricularia | R. auricularia
Handli¥ 59.1,59.2 R. auricularia | R. auricularia
Velky klinsky rybnik 61.1,61.2,61.3,61.4,61.5 | R. auricularia | R. auricularia
Budkovan 62.1,62.2,62.3,62.4,62.5 | R. auricularia | R. auricularia
Vondra 96 R. auricularia | R. auricularia
Dunaj 63.1,63.2,63.3,63.4,63.5 | R. auricularia | R. auricularia
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Zoldanka 24, 25, 26, 27, 28

chovy PFF UK 1 81, 82, 83, 84 R. lagotis R. lagotis
chovy PfF UK 2 85, 86, 87, 88 R. lagotis R. lagotis
Podkadovsky rybnik 90

R. lagotis R. lagotis

Ponésice - Bedrna 83 7,8,9,10,11 R. labiata R. labiata
Boletice - lok.12 29, 30, 31, 32,33 R. labiata R. labiata
VP-Brdy, Octarna-potok 45, 46, 47, 48, 49 R. labiata R. labiata
VP-Brdy, Octarna-tlrka 50, 51 R. labiata R. labiata
Krasna Lipa - potok 52, 53, 54, 55, 56 R. labiata R. labiata
Pasecna 73,74,75,76 R. labiata ?

Sucha Rudna 65.1,65.2,65.3,65.4,65.5 | R. labiata R. labiata
Mladé Buky 64.1,64.2,64.3,64.4,64.5 | * R. peregra
Brdy-rybnik 3 67 X R. auricularia
Opnur 2.1,2.2 X R. peregra
Osland 3.1,3.2 X R. peregra
Kriutjérn 4.1,4.2 X R. peregra
Akratjorn 5.1,5.2 X R. peregra
Faunty Porde 6.1,6.2 X R. peregra

Vysvétlivky: Cervené jsou vyznadeny lokality, kde se lisil vysledek determinace plzi
v za&vislosti na pouzité metod€; x = plZi nebyli pitvani, ? = plZi nebyli sekvenovani, * =v

literatute nebyl nalezen odpovidajici popis

Nejcastéji nalézanym druhem byl R. auricularia, z n¢jz bylo ziskano i nejvice ITS2
sekvenci. Nasledovaly druhy R. labiata, R. lagotis a R. peregra. Na 12 lokalitach se

neshodoval vysledek determinaci pomoci pitvy a sekvenace, z toho na 11 lokalitach byl
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pitevné $patné urcen druh R. lagotis (dle sekvenci R. labiata), v jednom piipadé se jednalo o

R. labiata (dle sekvenci R. auricularia) viz Obr. 19b.
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Obr. 19a: Fylogeneticky strom znazornujici rozdéleni jednotlivych plzi rodu Radix do skupin

100

100
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Vysvétlivky:
zluty obdélnik — R. auricularia

Cerveny obdélnik — R. lagotis

zeleny obdélnik — R. peregra

modry obdélnik — R. labiata




Obr. 19b: Fylogeneticky strom zndzoriiujici odlisny vysledek determinace plzi dle pouzité

metody
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Vysvétlivky:
zluty obdélnik — R. auricularia

Cerveny obdélnik — R. lagotis

zeleny obdélnik — R. peregra

tmavé modrv obdélnik —R. labiata

svétle modry obdélnik — plzi
urceni dle pitev jako R. labiata

svétle Cerveny - plzi urceni dle
pitev jako R. lagotis



Odlisnosti sekvenci jednotlivych druht plzi na urovni bazi

pozice 7 20 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 52 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64
R.

per. T T G A A A G G A A A A A A A T A A C G C G C A A
::;g. c ¢cTm - - - - - - - - A A A GT A A A AT G T A T
II:\e)lib. c ¢cTm™ - - - - - - - - - - G GT G G A G A AT T C
&Fl{lilr. T T T T G A A A A T G A A A A A A A A G A A T A A

65 66 67 68 69 70 71 72 73 75 76 78 79 80 83 84 8 8 87 88 89 90 91 92 93

c G ¢ A C GGG T T T T T T T CC A A T T T T T T T

c - - - - - A A AT T T A T A - - - - - - - - - -

c - - - - - A C A A C T T T - - - - - - - - - - -

T T T - - T T T C€C C T C A A - - - - - - - - - - -

99 108 110 113 115 116 117 118 120 121 122 123 124 127 143 146 147 148 149 150 159 161 169 170 175
G C C C A T C - - - - - G - T - - - - C G - A G

T € € C A A T C - - - - - G - T - - - - A G - A C

G ¢ ¢ ¢C A G C GG A GGC GG T G C C - - - - - G G G C

G T T T T C A A - - - - - T T T T C C C - A T G T

177 223 236 240 328 342 346 349 350 353 354 355 356 361 362 363 364 365 374 376 381 382 383 384 385
T A G - A G G A C G C A A - - - - - G - - - - - A

T A G - A A A A C G C A A - - - - - G - - - - - A

T A G - A A A C T - - - - - - - - - G - - - - - G

A T C T T A A - - A - C G A C AT A A A T G A G

386 387 388 393 394 398 407 416 419 435 441 448

- - cC A G C C A T A A G

T T €C A G C C A T A G A

T T A T G C T A T C G A

G G C A AT T C A C G -

Z vyse uvedeného vyplyva, ze sekvence plzi rodu Radix jsou bohaté na mnohonasobné
inzerce Charakteristické inzerce pro jednotlivé druhy jsou vyznacené Cervenou barvou.
Sekvence jedinct jednoho druhu jsou si velmi podobné, u R. lagotis jsou zcela identické viz

Obr. 19a,b.
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4. 5. Determinace dle morfologie ulity

Celkem byly prométeny ulity 145 jedinct. Ulity plzh z islandskych lokalit méfeny nebyly

(Spatna fixace a dlouh¢ skladovani zplisobily kiehkost ulit, které byly zniceny pii pitve).

Vsechny zjisténé parametry jsou shrnuty v Tab. 11. Cislovani ulit se shoduje s ¢islovanim

jedinct uvedenych v tabulkéach 8, 9, 10. Druhové oznaceni plza v této kapitole je odvozeno od

vysledki sekvenace ITS2 oblasti. Variabilita ulit jednotlivych druhti je zdokumentovana na

Obr. 26 — 30. Fotografie dokazuji, ze ulity jednotlivych druhti jsou si velmi podobné. Ulity

jednoho druhu z riznych lokalit mohou vypadat dosti odlisné napt. R. auricularia (Obr. 27).

Tab. 11: Vysledky méfeni parametri ulit.

gislo |VUL |VUS |[SUL |SUS o
lokalita ulity (mm) [(mm) |(mm) |(mm) |VULNUS |VUL/SUL | SUL/SUS
Chovy PFF UK 81| 125 91 73| 63 1,37 1,71 4,59
Chovy PiF UK 82| 13,8 106| 89| 73 1,30 1,55 5,61
Chovy PiF UK 84| 11,1 76| 6,1 5,1 1,46 1,82 3,49
Chovy PiF UK 85| 14,2| 10,1 7.9 7 1,41 1,80 4,98
Chovy PiF UK 87| 122| 89| 7.1 6,3 1,37 1,72 4,60
Zoldanka 24| 18,1| 136| 105| 94 1,33 1,72 7,06
Zoldanka 25| 159| 11,3| 89| 76 1,41 1,79 5,40
Zoldanka 26 17| 12,8| 96| 89 1,33 1,77 6,70
Zoldanka 27 18 14| 10,1 9,5 1,29 1,78 7,39
Zoldanka 28| 158| 116| 93 8 1,36 1,70 5,87
Prager 62| 134| 91 76| 7.1 1,47 1,76 4,82
Prager 63| 14,3| 97 8| 69 1,47 1,79 4,68
Prager 64| 139| 95| 73| 62 1,46 1,90 4,24
Prager 65| 14,6 10 8 6,9 1,46 1,83 4,73
Prager 66 12 7,7 7 5,1 1,56 1,71 3,27
Kunzak 77| 153| 126 99| 87 1,21 1,55 7,16
Kunzak 78| 12,8 10,1 8| 7.1 1,27 1,60 5,60
Kunzak 79| 12,1 98| 73| 67 1,23 1,66 5,43
Kunzak 80| 115 93| 72| 68 1,24 1,60 5,50
Cerveny rybnik 57 16 13| 10,1 9,4 1,23 1,58 7,64
Cerveny rybnik 58| 13,4| 10,7 8| 74 1,25 1,68 5,91
Cerveny rybnik 50| 149| 119| 94| 87 1,25 1,59 6,95
Cerveny rybnik 60| 13,3| 10,3| 88 8 1,29 1,51 6,20
Cerveny rybnik 61| 13,7 111 9| 82 1,23 1,52 6,64
Labuti rybnik 90| 15,3| 121 9,8 9 1,26 1,56 7,12
Brdy-rybnik 3 67 15 12| 94| 85 1,25 1,60 6,80
Boletice-lok.12 29| 14,2 9| 78| 66 1,58 1,82 4,18
Boletice-lok.12 30| 13,1 83| 71 5,5 1,58 1,85 3,48
Boletice-lok.12 31| 154 10| 86| 71 1,54 1,79 4,61
Boletice-lok.12 32| 144 9| 82| 63 1,60 1,76 3,94
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Boletice-lok.12 33| 15,5 9,5 8,6 6,7 1,63 1,80 4,11
Sedlisté S3-dolni potok 40| 12,2 7,5 7 6 1,63 1,74 3,69
Sedlisté S3-dolni potok 41 10,9 7,4 6,6 5,6 1,47 1,65 3,80
Sedlisté S3-dolni potok 42| 10,5 7 6,4 51 1,50 1,64 3,40
Sedlisté S3-dolni potok 43| 11,2 7,1 6,7 5 1,58 1,67 3,17
Sedlisté S3-dolni potok 44| 10,4 7 6,1 5 1,49 1,70 3,37
Sedlisté S1-horni potok 35| 12,6 8 7,5 6,2 1,58 1,68 3,94
Sedlisté S1-horni potok 36 9,9 6,4 5,6 4,6 1,55 1,77 2,97
Sedlisté S1-horni potok 37 8,9 6,1 54 4,3 1,46 1,65 2,95
Sedlisté S1-horni potok 38 9,3 6,2 5,6 4.6 1,50 1,66 3,07
Sedlisté S1-horni potok 39 9,1 5,5 5,4 4.3 1,65 1,69 2,60
VP Brdy-Octarna tlnka 50| 11,7 7,2 6,9 57 1,63 1,70 3,51
VP Brdy-Octarna tinka 511 11,2 7,2 6,4 5 1,56 1,75 3,21
VP Brdy-Octarna potok 45| 16,1 10,1 9 7,3 1,59 1,79 4,58
VP Brdy-Octarna potok 46| 15,2 9,7 8,3 7 1,57 1,83 4,47
VP Brdy-Octarna potok 47 13 9,2 7,3 5,6 1,41 1,78 3,96
VP Brdy-Octarna potok 48| 12,9 8,2 7,5 6 1,57 1,72 3,81
VP Brdy-Octarna potok 49| 12,3 8 71 55 1,54 1,73 3,58

Krasna Lipa, potok 52| 15,5 9,9 8 6,7 1,57 1,94 4,28
Krasna Lipa, potok 53| 151 9,6 7,8 6,4 1,57 1,94 4,07
Krasna Lipa, potok 54| 12,8 7,8 7 57 1,64 1,83 3,47
Krasna Lipa, potok 55| 13,2 8,1 7,2 5,6 1,63 1,83 3,44
Krasna Lipa, potok 56| 151 8,9 7,5 6,3 1,70 2,01 3,71
Ponésice Bedrna 12 9,9 6,4 5,5 4.7 1,55 1,80 3,04
Ponésice Bedrna 13 8 5,3 4.8 3,7 1,51 1,67 2,45
Ponésice Bedrna 8 1 11,8 8,2 7,2 6 1,44 1,64 417
Ponésice Bedrna 8, 2| 111 8 7,2 6 1,39 1,54 4,32
Ponésice Bedrna 8, 3 10 71 6,3 51 1,41 1,59 3,62
Ponésice Bedrna 8, 4 9,1 6,6 5,1 4.1 1,38 1,78 2,97
Ponésice Bedrna 8, 5 9 6,6 5,8 5 1,36 1,55 3,67
Ponésice Bedrna 8, 6 7,8 5 4.9 4 1,56 1,59 2,56
Ponésice Bedrna 8; 7| 14,2 8,6 7,7 6,3 1,65 1,84 3,82
Ponésice Bedrna 8; 8| 119 8,1 6,9 5,5 1,47 1,72 3,74
Ponésice Bedrna 8; 9| 11,9 8 7 5,9 1,49 1,70 3,97
Ponésice Bedrna 8; 10 11,8 8 6,9 5,8 1,48 1,71 3,93
Ponésice Bedrna 8; 11 11,3 7,9 7 5,6 1,43 1,61 3,92

Ponésice, Novoborsky
senik 19| 13,1 8,3 7,3 6,3 1,58 1,79 3,99

Ponésice, Novoborsky
senik 20 12 7,3 6,8 5,2 1,64 1,76 3,16

Ponésice, Novoborsky
senik 21 11,4 7,3 6,3 5,4 1,56 1,81 3,46

Ponésice, Novoborsky
senik 22| 11,6 7,4 6,5 5,6 1,57 1,78 3,57

Ponésice, Novoborsky
senik 23| 11,2 7,4 6,3 5,3 1,51 1,78 3,50

Ponésice, pramen
Cerného potoka 14| 11,5 8 6,9 54 1,44 1,67 3,76

Ponésice, pramen
Cerného potoka 15| 10,3 7 5,5 51 1,47 1,87 3,47

Ponésice, pramen
Cerného potoka 16 9,7 7,3 6 4.4 1,33 1,62 3,31

Povnééice, pramen
Cerného potoka 17 111 7,2 6,4 5 1,54 1,73 3,24
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Ponésice, pramen

Cerného potoka 18| 10,2 71 6,1 4.6 1,44 1,67 3,20
Chovy PiF JU, CB 109| 13,9 9,2 8 6 1,51 1,74 3,97
Chovy PiF JU, CB 110| 134 9 7,5 5,6 1,49 1,79 3,76

Ponésice 103| 13,3 8,6 7,7 6 1,55 1,73 3,88
Ponésice 104| 129 9,5 7,3 6 1,36 1,77 4,42
Ponésice 105 13 8,3 7,3 5,7 1,57 1,78 3,64
Ponésice 106| 12,1 8,1 7,1 5,9 1,49 1,70 3,95
Boletice lok. 6 107 | 15,1 9,1 8,1 6,6 1,66 1,86 3,98
Boletice lok. 6 108 | 14,1 8,8 8 6,8 1,60 1,76 4,24
PonésSice Libochovka 97 9,1 6 5,3 4.4 1,52 1,72 2,90
Dacice 96| 11,9 9,7 7,4 7 1,23 1,61 5,71
Bonéticky rybnik 98| 18,9 15| 12,1 11,2 1,26 1,56 8,89
Bonéticky rybnik 99| 19,3| 15,8 13,7| 11,9 1,22 1,41 9,74
Bonéticky rybnik 100| 13,9 10,7 14 7,8 1,30 0,99 6,00
Bonéticky rybnik 101 17,3| 13,6| 11,8| 10,1 1,27 1,47 7,94
Bonéticky rybnik 102| 151 12,1 10,3 8,8 1,25 1,47 7,05
Cerveny rybnik 91 16,4 13| 10,9 9,5 1,26 1,50 7,53
Cerveny rybnik 92 19 15| 129 11 1,27 1,47 8,68
Cerveny rybnik 93| 16,1 12,9 9,7 9,2 1,25 1,66 7,37
Cerveny rybnik 94| 211 17| 13,6 12 1,24 1,55 9,67
Cerveny rybnik 95| 151 11,4 10 8,6 1,32 1,51 6,49
Budkovan | 62.2 19| 154 11,7 11 1,23 1,62 8,92
Budkovan | 62.3 16,6 13,3| 11,4 9,6 1,25 1,46 7,69
Budkovan | 62.1 204 16,7| 15,1 12,3 1,22 1,35 10,07
Budkovan | 62.5 19,4 17| 13,1 11,8 1,14 1,48 10,34
Budkovan | 62.4 19,1 16,2| 13,2 11,5 1,18 1,45 9,75

Pétidomy rybnik | 43.2 16,8| 141 10,8 9,9 1,19 1,56 8,31

Pétidomy rybnik | 43.4 16,3 14| 10,7 9,6 1,16 1,52 8,25

Pétidomy rybnik | 43.1 15,1 12,1 10 8,7 1,25 1,51 6,97

Pétidomy rybnik | 43.3 16,7| 13,1 10,6 9,2 1,27 1,58 7,22

Pétidomy rybnik | 43.5 16| 13,2 10,2 9 1,21 1,57 7,43

Linda | 57.5 144 119 8,9 7,7 1,21 1,62 6,36

Linda | 57.3 18,9 14,2 11,3| 10,3 1,33 1,67 7,74

Linda | 57.2 12,1 9,9 7,9 7 1,22 1,53 5,73

Linda | 57.4 17| 13,2 10 9,6 1,29 1,70 7,45

Linda | 57.1 17,9 14| 115 9 1,28 1,56 7,04

Cekovsky rybnik | 53.1 18| 14,5 11 9,6 1,24 1,64 7,73
Cekovsky rybnik | 53.2 16,5 13 11 9,4 1,27 1,50 7,41
Cekovsky rybnik | 53.5 13,8 8,3 8 6,4 1,66 1,73 3,85
Cekovsky rybnik | 53.4 14,5 9 8 6,5 1,61 1,81 4,03
Cekovsky rybnik | 53.3 13,1 8,6 8,1 6,3 1,52 1,62 414
Handlir | 59.3 18,1 13,3 11 9,3 1,36 1,65 6,83

Handlir | 59.1 21,2 19| 145| 12,6 1,12 1,46 11,29

Handli¥ | 59.2 21,3| 17,2 14| 12,3 1,24 1,52 9,93

Lhotka | 58.3 17,2 14,1 11,7 10,2 1,22 1,47 8,36

Lhotka | 58.1 19,7| 17,7| 142| 13,8 1,11 1,39 12,40

Lhotka | 58.2 24| 212| 16,6 14 1,13 1,45 12,37

Velky klinsky rybnik | 61.5 16,2| 12,6 9,9 9 1,29 1,64 7,00
Velky klinsky rybnik | 61.1 14,7 12 9,5 8,3 1,23 1,55 6,78
Velky klinsky rybnik | 61.3 17| 13,4| 10,2 9 1,27 1,67 7,09
Velky klinsky rybnik | 61.4 149| 11,6 9 7,5 1,28 1,66 5,84
Dunaj | 63.2 15,6 13,2 10 8,5 1,18 1,56 7,19
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Dunaj | 63.5 12| 10,4 8 7,5 1,15 1,50 6,50

Dunaj | 63.3 12,9 9,7 7,9 7,2 1,33 1,63 5,41

Dunaj | 63.4 11 8,9 7 6,3 1,24 1,57 5,10

Dunaj | 63.1 184| 16,3| 134| 11,7 1,13 1,37 10,36
Protivsky rybnik | 55.1 232| 20,3 17,3 15 1,14 1,34 13,13
Protivsky rybnik | 55.5 18,8| 159| 14,8 11,6 1,18 1,27 9,81
Protivsky rybnik | 55.3 23| 20,9| 179| 164 1,10 1,28 14,90
Protivsky rybnik | 55.4 222 193] 155 14 1,15 1,43 12,17
Protivsky rybnik | 55.2 20,4| 184| 149| 13,2 1,11 1,37 11,91
Upa, Mladé Buky | 64.2 14| 11,9 9,3 8,2 1,18 1,51 6,97
Upa, Mladé Buky | 64.3 12| 10,2 8,9 8 1,18 1,35 6,80
Upa, Mladé Buky | 64.1 16| 13,3 10 9,2 1,20 1,60 7,65
Upa, Mladé Buky | 64.4 13,8 11,4 8,2 8 1,21 1,68 6,61
Upa, Mladé Buky | 64.5 13,2 11,5 9,1 8,7 1,15 1,45 7,58

Vysvétlivky: Barevné oznaceni koresponduje s umisténim plzii na spole¢né vétvi

fylogenetického stromu (viz Obr. 18); rizova - R. lagotis, Zluta - R. auricularia, modra - R.

labiata, zelena - R. peregra; VUL - vyska ulity, VUS - vyska tsti, SUL - §itka ulity, SUS -

$itka Gisti, VUL/VUS - pomér vysky ulity a vysky usti, VUL/SUL - pomér vysky ulity a $itky

ulity, SUL/SUS - pomér $itky ulity a $itky usti
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Poméry rozméri jednotlivych skupin plzii byly statisticky zpracovany programem

SPSS verze 16 (viz kapitoly 4. 4. 1. az 4. 4. 3.).

4. 5. 1 Deskriptivni statistika

Tab. 12: Popisna statistika pramért poméru u jednotlivych skupin plzt rodu Radix.

Descriptive Statistics
cl hean Std. Deviation I
VULAUIS 1 1, 3626636842974 083153124851 6849 10
2 1,26472073432877 J18048127652828 By
3 1,524033041 21531 JO8386492561 22845 B3
4 1,1828R02196027 2 J024801665463041 a
Total 1,38131937060444 1008539072701 145
VULISUL 1 1,73606035696890 JOTTOT2020871084 10
2 1,55024847098688 1425425681 60868 By
3 1,736189582559720 JO933FTR432067TT B3
4 1,5174334461 2807 J29831929904714 a
Total 1, 6427197 3834537 J51185841463080 145
SULISUS 1 8,56880375155301 | 1,225T03455931 2636 10
2 T.59043997486827 | 2,3955B875062949601 By
3 3635878039281 36 ATHH225816152308 B3
4 TA2114822134387 ABTH11 267987312 a
Total A 71664533388379 | 25352140147839580 145

Vysvétlivky: 1 — Radix lagotis, 2 - R. auricularia, 3 - R. labiata, 4 - R. peregra, Mean =
primér hodnot jednotlivych poméri, Std. Deviation = standardni odchylka, N= pocet

métenych plzi z kazdé skupiny.

Mediany hodnot jednotlivych poméra se u jednotlivych druhti lisi, viz Obr. 20 — 22.
Vyjimkou jsou dvojce skupin 2 (R. auricularia) a 4 (R. peregra) pro pomér SUL/SUS viz

Obr. 21; 1 (R. lagotis) a 3 (R. labiata) pro pomér VUL/SUL viz Obr. 22.
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Obr. 20: Znazornéni rozdilti mezi skupinami plzi v poméru vyska ulity/vyska tusti.
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Obr. 21: Znézornéni rozdilli mezi skupinami plzi v poméru vyska ulity/vyska usti.
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Obr. 22: Znéazornéni rozdilti mezi skupinami plzi v poméru vyska ulity/Sitka ulity.
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4. 5. 2. ,Multivariate general linear model*“ (GLM)

Pro zjisténi, zda se jednotlivé skupiny (druhy) mezi sebou lisi ve vyse uvedenych pomérech,
byl pouzit ,,Multivariate general linear model (GLM)*“. Pfedpokladem pro jeho pouziti je
normalni rozdéleni a homogenita vzorkl. Normalni rozdéleni bylo potvrzeno testem dobré
shody (Lack of fit test), homogenita vzorkii byla ovétena Leveneho testem, ktery prokézal
signifikantn& naru$enou homogenitu pro pomér SUL/SUS. Z tohoto diivodu bylo nutné pouzit

ke GLM jesté Kruskall-Wallace test (neparametrickd obdoba GLM).

Nasledna analyza GLM prokazala signifikantni rozdil mezi skupinami ve zkoumanych
pomérech (p<0,001), a také silny vliv proménné pomér na faktoru skupina. Tyto vysledky

ukazuji, Ze mezidruhova variabilita ve srovnani s vnitrodruhovou variabilitou je velka.
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Pro odliseni konkrétnich skupin byly pouzity Post Hoc testy. Prokéazaly, Ze signifikantni

odlisnost (hodnota Sig. vétsi nez 0,05) neni u poméru VUL/VUS pro skupiny 2 a 4; u poméru

VUL/SUL pro skupiny 1 a 3, 2 a 4; u poméru SUL/SUS pro skupiny 1 a 4,2 a 4. Z toho

vyplyva, Ze R. peregra se signifikantné nelisi v Zadném poméru uvedeném poméru od R.

auricularia.

Tab. 13: Vysledek Post Hoc testil.

Multiple Comparisons

LaD
Depende (0 95% Confidence Interval
nit skupi - skupi
Yariahle na na Mean Difference {-J) Std. Error Sig. Lower Bound Jpper Bound
WULWVUS 1 2 J03704204006747 033031099135248 04 (3264272986420 63243 700707E
3 - 16136935691807 Q3367002255104 pulali] - 22693824805977 - 0958004657 7636
4 7880346469453 053367306605 334 pul]] 0742998568376 (2BA30707255139
2 1 - 067042040096747 033031099135248 04 - 1632431 700707E - 03264272986420
3 - 28021 230608554 JO17099328866148 Jaon - 28311650855553 - 225508105215455
4 JOB18R051472705 04817081 7264631 L - 00743929398387 A71160323437498
3 1 J16136935691807 Q3367002255104 Jaon 0958004657 7636 (22R93824805877
2 2A931230680554 J017099328866148 Jaon J22A50810521555 2831 16508555453
4 4117282161259 045270390887112 aon 251EFE3R03E510 A306F923286009
4 1 - 179B0346469453 053367306665 334 ot - 28530707255139 - 0742998568376
2 - 08186051472705 04517081 7264631 arz - 171160323437498 0743929398387
3 - 34117282161 259 O45270390887112 aan - 43065928286009 - 251ETRE3R036510
YULSUL 1 2 18581188598202 040400344046843 oo 0594317368417 26568059827986
3 - 00012922562830 0405665671 06595 g7 - 0B032654952710 JOB00623098270451
4 J21862691083983° JOEA2TIE24634946 ul]] OB95354 2692174 A4TEGR347AT792
2 1 -18a811 88598202 040400344046843 Joon - 26568059827986 - 10594317368417
3 - 18594111161032 02091 4192563773 pulali] - 22728703744899 - 1445951857 7164
4 JO3281502485781 55248557 9E0951 553 - 076407 58807ER0 A42037EIBTA243
3 1 L00012922562830 0405665671 06595 97 -, 0800680982705 08032654952710
2 8584111161032 02091 4192563773 pulali] 1445951857 7164 (227287037 44899
4 2187561364681 05853702241 68547 Ralli] 092929967 TR ,32821927615964
4 1 -, 21862681083087 JEA273624634946 Rule)] - 34TERR3947A792 - 0895854 2692174
2 - 03281502485781 055248557 960951 a53 - 14203763879243 7640753907680
3 -, 21875613646813 05853702241 68547 Ralli] -, 32821927615964 - 1092929967 TEE1
SULBUS 1 2 -2, 02163622331 626 ATEITTI64473950 ot -3,160897091 33072 - BB23¥a35529880
3 1,93202671227164° JATRE48398410633 ot FBRLSFT4TIA0ET 4 3,07EBY395193715
4 -1,85234446879087 H31074060425687 0498 -3,393014098096455 (2BB32515851482
2 1 202163622331526 ATEITTI64473950 ot JBB237a355295880 3160897091 33072
3 3,954561 33658600 (288323592412414 Jaon 3,3647966A31 94444 4 54432723922936
4 AB3291 75352440 TEROT4B07E73106 552 -1,08867514955309 2027261656607 7E
3 1 -1,93292571227164 JATRE48398410633 ot -3,07EBY3958193715 - FBRGYT4TIA06T 4
2 -3,954561 93558690 (288323592412414 Jaon -4 544327 23922936 -3,3647966R31 94444
4 -3,408827018206251° FEA81 0275308180 Jaan -5, 04BE709853647Y -1,823860837875922
4 1 1,565234446979087 JH31074060425687 0g9a - 2BA32514851482 3,39301409808655
2 - 46928175352440 FBROT4B07EY3106 Ralal -2,027261658660778 1,08867814955394
3 348527018206251° FBA31 0275308180 aon 1,82386837875922 5 04RET09B5364ATY

Based on observed means.

The errarterm is Mean Square{Errory = 2.880.

* The mean difference is significant atthe .05 level.

Vysvétlivky: 1 —R. lagotis, 2 — R. auricularia, 3 — R. labiata, 4 — R. peregra
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4. 5. 3. Diskrimina¢ni analyza

Pro zji$téni, zda lze na zéklad¢ tii poméra (VUL/VUS, VUL/SUL, SUL/SUS) zatadit plze do

konkrétni skupiny (druhu), byla pouzita diskrimina¢ni analyza. Usp&snost determinace byla

84,1%. Nejvyssi uspésnost zpétného zatrazeni do vychozi skupiny pii pouziti ptimé metody

byla v piipadé R. labiata (sk. 3) 98,4%, dale u R. auricularia (sk. 2) 88,1%. Nizka uspésnost

byla u R. lagotis (sk. 1) 10%, u R. peregra (sk. 4) dokonce 0%. Pfi ,,cross-validated* analyze

byla Gspésnost nizsi: R. labiata 95,2%, R. auricularia 86,6%, pro R. lagotis a R. peregra byl

vysledek stejny jako pii ptimém urceni.

Tab. 14: Vysledek diskrimina¢ni analyzy.

Classification Results®<

Predicted Group Membership
Radix

shkuping Radix [agotis adricylaria Fadix labiata | Fadix peregra Total

Qriginal Count  Radix lagotis 1 g 1 0 10
Radix auricularia 1 a9 7 1] 67

Radix lahiata 1 1] G2 1] 63

Radix peregra ] [ 0 0 a

% Radix lagotis 10,0 80,0 10,0 A 100,0

Radix auricularia 1,5 88,1 10,4 A 100,0

Radix lahiata 1,6 il 98,4 A 100,0

Fadix peregra ] 100,0 i A 100,0

Cross- Count  Radix lagotis 1 a 1 1] 10
validated® Radix auricularia 0 58 ] 1] BT
Radix [ahiata 2 1 1] 1] 63

Radix peregra 1] q I I 5

% Radiy lagotis 10,0 80,0 10,0 A 100,0

Radix auricularia 0 86,6 13,4 A 100,0

Radix |abiata 3z 1,6 952 A 100,0

Fadix peregra A 1000 [ A 100,0

a. Cross validation is done only far those cases inthe analysis. In cross validation, each case is classified by the
functions detived from all cases other than that case.

h. 84.1% of ariginal grouped cases carrectly classified.

c. 82.1% of cross-validated grouped cases carrectly classified.

Vysvétlivky: ,,Predicted Group Membership* — skupiny, do kterych jsou plzi zpétné

zafazovani na zakladé jednotlivych pomért, Total — celkovy pocet plza
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Na zékladé nasledné programem vypocitanych koeficientd diskriminaénich funkci
(Tab. 15) byly vytvoreny dva ,,scatter — ploty* (Obr. 23, 24). Prvni z nich (Obr. 23)
znazornuje odlisnost skupin 2 (R. auricularia) a 3 (R. labiata), druhy (Obr. 24) ¢aste¢ny

ptrekryv skupin 1 (R. lagotis) a 4 (R. peregra) s ostatnimi skupinami.

Tab. 15: Koeficienty diskrimina¢nich funkci

Standardized Canonical Discriminant Function Coefficients

Function
1 2 3
YULIVUS 816 965 B35
VULISLIL 145 | 1,143 580
SULSUS - 377 374 1,161

Obr. 23: ,,Scatter — plot* pro prvni dvé diskrimina¢ni funkce, rozliSeni R. labiata a R.

auricularia.

SR
('Radix auricularia
15,0000000000001 © I Radix lahiata

12,5000000000009 oo
@]

£ 10,000000000000 o
W hit
- 0Q
o oo0
W 0 5
7 500000000000 o ;r:@:
Y _0O
o o~ 0O
QP
4_}; o 5
5000000000000 i ® o &
L {‘;9 1,9 &
< ISR
(&) o Lnr-
2 500000000000 o © ]
1 | 1 1 | 1 1
— T ) e n m =
(=] [} o o] (=] [} [}
o] [ ] ] ] [ [=]
(=] [} ] o] (=] [} =
o] [ ] ] ] [ [=]
] ] ) ) ] [ =
) [} =) ) ] [} [=]
] ] ) ) ] [ =
) [} =) ) ] [} [=]
] ] ) ) ] [ =
) [} =) ) ] [} [=]
[) L] [) [) [) L] =
VULIVUS

60



Obr. 24: , Scatter — plot™ pro prvni dvé diskriminacni funkce s rozliSenim jednotlivych skupin.

Canonical Discriminant Functions

skupina
Radix lagotis
[ Radix auricularia
47 () Radix labiata
= ¥ Racdlix peregra
- B Group Centroid

2_

Function 2
N

2

Skupiny R. lagotis a R. peregra se ptekryvaji v naméfenych hodnotach s R. auricularia,

Sastedné i s R. labiata.

Na zaklad¢ prvni a druhé diskrimina¢ni funkce byla zkonstruovana také teritorialni
mapa (Obr. 25), kterd je rozdélena na 4 ¢asti, z nichz kazda predikuje jednu skupinu plzi.

Zatazeni plze na map¢ urcuji souradnice dané hodnotami prvnich dvou kanonickych
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diskriminac¢nich funkci. Ty se vypocitavaji z diskriminacnich koeficientt (viz Tab. 15):
fi=0,816 VUL/VUS — 0,145 VUL/SUL — 0,377 SUL/SUS (pozice na vodorovné ose)

f, = 0,635 VUL/VUS — 1,143 VUL/SUL + 0,374 SUL/SUS (pozice na svislé ose)

Dv¢ kanonické funkce rozdé€lily teritoridlni mapu na Etyfi nestejné velké kvadranty
(zptisobeno rozdilnym poctem jedinct plzl od kazdého druhu). Na zaklad¢ vypoctu
kanonickych funkci z diskrimina¢nich koeficientd 1ze jakéhokoliv plze rodu Radix zafadit do
skupiny (druhu). Hranice rozdéleni kvadrantii na teritoridlni map¢ jsou i hranici jednotlivych

skupin viz Obr. 25

Na zakladé morfometrickych udaju Ize od sebe rozeznat R. labiata a R. auricularia.
Nepodafilo se odlisit druhy R. peregra a R. lagotis, které se svymi parametry prekryvaji s R.
auricularia a R. labiata. Vzhledem k ptekryvu parametrti nelze druhy od sebe spolehlivé

rozlisit podle morfologie ulity.
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Obr. 25: Teritorialni mapa

Territorial Map
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4. 5. 4. Variabilita ulit plza rodu Radix

Ulita plzt rodu Radix je velmi variabilni (Obr. 26 — 30). V rdmci jednoho druhu
muizeme nalézt riizné tvary ulit, Gsti 1 rozdilny pomér vysky ulity a asti (Obr. 26). Mezi
s sebou si ulity jsou podobné. Proto bez molekularni analyzy jde jen téZko ur¢it, o ktery druh

se jedna.

Obr. 26: Variabilita ulit plzt druhu Radix auricularia.

1 — Cerveny rybnik
2 — Prager

3 — Kunzak

4 — Kunzak

5 — Velky Klinsky rybnik

1 — chovy PiF UK1
2 — Zoldanka
3 — Zoldénka
4 — Zoldanka

5 — Zoldanka
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Obr. 28: Variabilita ulit plzt druhu Radix. labiata.

1 — Krasna Lipa

2 — Krasna Lipa

3 — Octéarna - potok

4 — Ponésice, Bedrna 8;

5 — Boletice lok. 12

6 — Octarna tunka

Obr. 29: Variabilita ulit plzt druhu Radix labiata (dle pitev uréen jako R. lagotis).

1 — Pongésice - Libochovka

2 — Pon¢sice, pramen
Cerného potoka

3 — PonéSice, Bedrna 8,

4 — Sedliste S;

5 — Ponésice, Novoborsky
senik

Obr. 30: Variabilita ulit plzt druhu Radix. peregra.

1 — Mladé Buky
2 — Mladé Buky

3 — Mladé Buky
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4. 6. Experimentalni ndkazy plzi

K infekénim pokustim byli pouziti plzi druhi R. lagotis a R. labiata (dle sekvenci

ITS2). Celkem bylo infikovano 400 plzii (200 jedinct od kazdého druhu) miracidii

Trichobilharzia regenti viz Tab. 16.

Tab. 16: Vysledky experimentalnich infekei plzi rodu Radix motolici Trichobilharzia regenti.

Pocet Pocet plzi Pocet Pocet plzi vqucevt,
Y . , ,| Datum Datum Y ove s M prezivSich
Druh plze | infikovanych | v kontrolni | . L. prezivSich | vylucujicich
v o oy infikovani | kontroly | %, y o . kontrol.
plzi skupiné inf. plzi cerkarie plzi
R. labiata 100 50 17.1.2008 |21.2.2008 | 81 (81%) 72 (89%) 46 (92%)
R. lagotis 100 50 17.3.2008 |24.4.2008 | 97 (97%) 88 (91%) 47 (94%)
R. lagotis 100 50 18.3.2008 |24.4.2008 | 81(81%) 73 (90%) 46 (92%)
R. labiata 100 50 18.7.2008 | 21.8.2008 | 80 (80%) 71 (89%) 43 (86%)

Z Tab. 16 vyplyva, ze neni rozdil mezi R. lagotis a R.labiata ve vnimavosti k infekci

motolici T. regenti. Z prezivsich 81% - 97% plzt vylucovalo cerkarie 89%-91%. Kontrolni

plzi méli niz8i tmrtnost (6 — 14%) nez plzi infikovani motolici (cca 20%). Vyjimku tvoii plzi

R. lagotis infikovani 17. 3. 2008 (ptezilo procentualn¢ vice infikovanych plzi).
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5. DISKUZE

5. 1. Sbér a vySetteni plzi

Celkem byly sebrany vzorky ze 43 lokalit, vySetfeno bylo 1568 plzt z 33 lokalit. Cerkarie
¢eledi Schistosomatidae nebyly vylu€ovany zadnym z vySetfenych plzi. Z udaji v literatute
vyplyva (Dvotéak 2000, Rudolfova 2003, Podhorsky 2006), ze prevalence nakaz plzi
schistosomami jsou nizké, vétSinou se pohybuji v fadu né€kolika malo promile az procent.
Pravdépodobnost ndkazy klesa s nékterymi faktory prostiedi, jako jsou napft. proudici voda,
nepiitomnost vodnich ptak, intenzivni obhospodarovani rybniki (v eutrofnich izolovanych
rybnicich s velkym mnoZstvim ryb zije malo plzil); moznou pfi¢inou mize byt i mezidruhova
kompetice motolic uvnitt plzt, kdy napt. redie echinostom likviduji larvalni stadia nékterych
jinych druhti (Kian 1973, Sousa 1992). Echinostomy pfitom byly nej¢astéji nalézanymi
motolicemi u vySetfovanych plzi. Souhrn vSech jmenovanych faktort je i pravdépodobnym

divodem, proc¢ jsme zadné cerkarie ¢eledi Schistosomatidae nenasli.
5. 2. Determinace plzi

P1zi byli determinovani pomoci pitvy pohlavni soustavy, sekvenci ITS2 oblasti a

morfologie ulity.

Na zakladé pitev (ulozeni kopulacni burzy, délka stopky kopulacni burzy) byli plzi
rozdeleni do ¢tyt skupin (A-D) a ziskana data byla porovnana s udaji v literatuie. Popisy a
nakresy stavby pohlavni soustavy plzt rodu Radix nejsou v literatute hojné, fotografie témér
neexistuji (Gléer 2002). Skupiné A byl pracovné pfifazen druhovy nazev R. auricularia (dle
Gléer 2002), skupiné C R. labiata (dle Gléer 2002), skupiné B R. lagotis (dle Dr. Katrin

Schniebs, Drazd’any — ustni sd€leni). Pro skupinu D nebyl v literatufe nalezen odpovidajici
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popis pohlavni soustavy (tito plzi byli pozd¢ji determinovani na zakladé sekvence ITS2 jako

R. peregra sensu Bargues a kol. 2001).

Popis a fotografie pohlavni soustavy R. lagotis nebyly v literatuie publikovany a jsou
proto nové. Vsichni jedinci R. lagotis (dle sekvence ITS2) méli stavbu pohlavni soustavy
odpovidajici skupiné B. Jako problematické se ukazalo jejich odliseni od plzi R. labiata (dle
sekvence ITS2) — plzi R. labiata z vétSiny lokalit méli stejnou pohlavni soustavu jako R.
lagotis (typ B); typ C byl zastoupen v mens$in€. Druhy R. lagotis a R. labiata od sebe neslo
v nas$i studii rozliSit bez pouziti metod molekuldrni biologie. Toto zjisténi je v pfimém
rozporu s nékterymi malakologickymi kli¢i. Lozek (1956) uvadi, ze R. lagotis je poddruhem
R. peregra (dle nové nomenklatury pravdépodobné R. labiata) a jednotlivé poddruhy
rozeznava na zakladé morfologie ulity. Stejné tak od sebe odlisuje R. labiata a R. lagotis ve

své praci Gloer (2002).

Popis struktury pohlavni soustavy R. peregra sensu Bargues a kol. 2001 je rovnéz
novy. Dfive uvadény popis morfologie pohlavni soustavy R. peregra (Jackiewicz 2000b) dle
nové nomenklatury (Bargues a kol. 2001) odpovida pravdépodobné morfologii pohlavni
soustavy R. labiata. Toto tvrzeni podporuji také nami zjisténé tdaje — oproti Jackiewicz
(2000b), kterad pro R. peregra uvadi ve své praci kratky duktus kopulacni burzy, jsme nalezli
duktus dlouhy a tenky. Pojmenovani skupiny plzt s touto stavbou pohlavni soustavy bylo

proto stanoveno az na zékladé sekvenci ITS2 oblasti (viz dale).

Komplikaci pfi determinaci plzi podle morfologie pohlavni soustavy, o které se
literatura nezminuje, je pfitomnost larvalnich stadii motolic (sporocyst, redii), ovliviiujicich
podobu pohlavni soustavy plze - né€které druhy motolic zplisobuji parazitarni kastraci plzt
(de Jong—Brink a kol. 2001). Pfi pitvé parazitovanych plzt pak 1ze nalézt ¢aste¢né nebo uplné

destruované pohlavni organy, coz zcela znemoziuje determinaci. Zni¢ené jsou vSechny
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dilezité znaky, hlavné kopula¢ni burza a jeji duktus. Pomoci pitev také neni mozné urcovat
juvenilni jedince plzl, protoze u nich jesté pohlavni soustava neni zcela vyvinuta. Obcasné

nalézané pijavky (Glossiphonia sp.) v plastové duting plzt determinaci neovliviuji.

Po nasledné sekvenaci ITS2 oblasti, porovnani ziskanych sekvenci s databazi NCBI a
sestrojeni fylogenetickych stromt se plzi rozdélili do 4 skupin, které odpovidaji druhiim R.
peregra sensu Bargues a kol. 2001, R. labiata sensu Bargues a kol. 2001, R. auricularia sensu

Bargues a kol. 2001 a R. lagotis sensu Bargues a kol. 2001.

Bargues a kol. (2001), kteii zpracovavali vzorky z celé Evropy véetné CR,
piedpokladali, ze vyskyt R. peregra je omezen jen na zapadni Evropu a Island. Tvrdi, Ze
drivéjsi nalezy ze stfedni Evropy popsané jako R. peregra jsou ve skute¢nosti druhem R.
labiata. Jednim z nedostatki této studie je absence vétSiho mnozstvi vzorku z jednotlivych
statli (izemi). Radix peregra ve své praci, zaloZzené na sekvenaci cytochrom c oxidazy,
nepopisuje z izemi Evropy ani Pfenninger a kol. (2006). Navzdory pfedpokladanému
rozsiteni tohoto druhu jsme potvrdili pfitomnost R. peregra sensu Bargues a kol. 2001 ve
vychodnich Cechach (zatim jedina lokalita Krkonose, Mladé Buky, feka Upa). Domnivame
se, ze na tizemi CR a pravdépodobné i stfedni Evropy se tento druh vyskytoval vzdy. Nalezy a
popisy plzii z tzemi stfedni Evropy oznacované jako R. peregra jsou zavadéjici (Lozek 1956,
Buchar a kol. 1995, Jackiewicz 2000b) nebot’ tyto ndlezy ziejmé oznacuji stejné plze, kteti se
dle nov¢;jsi literatury oznacuji jako R. labiata (Bargues a kol. 2001, Gléer 2002, Pfenninger a

kol. 2006). Popisy zalozené pouze na morfologie ulity, pfipadn¢ pitvé pohlavni soustavy

mohou pod oznacenim R. peregra zahrnovat jak R. peregra, tak R. labiata, popf. i R. lagotis.

Vyskyt R. peregra sensu Bargues a kol. 2001 jsme také opakované potvrdili na vSech

islandskych lokalitach, ze kterych jsme méli vzorky.

69



Determinace pomoci sekvenci i pitev rozdélila plze do ¢tyt skupin. Jejich vzédjemnym
porovnanim jsme zjistili, Ze determinace na zaklad¢ pitev neni vzdy totozna s determinaci na
zaklad¢ sekvence ITS2. Skupiny se pln¢ shodovaly v ptipadé R. auricularia (skupina A), R.
lagotis (skupina B) a R. peregra (skupina D). Pohlavni soustava vétSiny plzd R. labiata
(skupina C) vypadala stejné jako u R. lagotis, ackoliv sekvenéné se jednalo o jasné oddélenou
skupinu odpovidajici R. labiata sensu Bargues a kol. (2001). Pouze na 5 lokalitach z dvaceti
byl druh R. labiata jasné odliSen i pitvou pohlavni soustavy. Na zaklad¢ pitvy nelze
spolehlive fici, zda dany jedinec patii do druhu R. labiata nebo R. lagotis. Vzhledem k tomu,
7e neexistuje souhrnna prace zohlednujici pii urCovani radixti morfologicky i molekularné
biologicky ptistup, nebyla tato variabilita pohlavni soustavy popsdna, a to ani v obséhlé
fylogenetické praci publikované Bargues a kol. (2001) za G€asti némeckych malakologi.
Duivéryhodnost existujicich praci zalozenych pouze na pitevni determinaci (Jackiewicz

2000b, Gloer a Pesic 2007) je mozné diky ziskanym vysledkiim ¢aste¢né zpochybnit.

Bé&hem nasi studie jsme nenalezli druh R. balthica sensu Bargues a kol. 2001 (syn. R.
ovata). Diivodem miiZe byt, Ze nase sbéry pokryly relativné malé izemi CR a zadnou lokalitu
vyskytu tohoto druhu jsme nezachytili. Je nutno ovéfit hypotézu némeckého malakologa Dr.
M. Pfenningera (ustni sdéleni), Ze druh R. balthica se vyskytuje na zapad od uzemi CR, a
pokud k nam jeho areal zasahuje, pak zapadni Cechy jsou vychodni hranici rozsifeni tohoto
druhu. Také se nepodafilo nalézt druh R. ampla, o jehoz validité se vedou spory a ktery
néktefi autofi povazuji za formu R. auricularia (Pfenninger a kol. 2006), jini za platny druh

(Lozek 1956, Gléer 2002, Bargues a kol. 2001).

Posledni metoda determinace sledovala morfologii ulity, na zakladé které mnoho
autorl plze rozlisuje (Lozek 1956, Buchar a kol. 1995, Jackiewicz 2000b, Beran 2002, Gléer
2002). Nov¢jsi prace vsak jeji spolehlivost zpochybnuji (Pfenninger a kol. 2006). Jedina
prace davajici do souvislosti morfologii ulity a molekularni data byla publikovana
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Pfenningerem a kol. (2006). Autofi konstatuji, ze tvar ulity je natolik variabilni a ovlivnitelny

prostiedim, ze tento znak neni vhodny pro determinaci plzt rodu Radix.

V nasi praci jsme se pokusili najit rozdily v méfitelnych morfologickych parametrech
ulity (vyska ulity, vySka usti, Sitka ulity, $itka usti), resp. v pomérech jejich hodnot. Analyzy

byly provedeny programem SPSS, verze 16

Jako sledované faktory pro ,,Multivariate general linear model* (GLM) mohly byt
pouzity jen pomery rozmeért, nikoliv lokalita — velké mnozstvi lokalit by znemoznilo
provedeni analyzy. Pfestoze model GLM ukdzal, Ze se plzi v jednotlivych pomérech
signifikantné 1i$i, nasledné provedené Post Hoc testy ukézaly, Ze signifikantni odliSnost neni
v poméru VUL/VUS u dvojce R. auricularia sensu Bargues a kol. 2001 a R. peregra sensu
Bargues a kol. 2001, VUL/SUL u dvojic R. lagotis sensu Bargues a kol. 2001 a R. labiata
sensu Bargues a kol. 2001; R. auricularia sensu Bargues a kol. 2001 a R. peregra sensu
Bargues a kol. 2001, SUL/SUS R. lagotis sensu Bargues a kol. 2001 a R. peregra sensu
Bargues a kol. 2001; R. auricularia sensu Bargues a kol. 2001 a R. peregra sensu Bargues a
kol. 2001. I kdyz vysledkem GLM byl signifikantni rozdil mezi skupinami, nasledné Post hoc
testy prokazali, Ze neni signifikantni odlisnost mezi R. auricularia sensu Bargues a kol. 2001
a R. peregra sensu Bargues a kol. 2001 a to v zadném z méfenych poméra. Zdanlivée si
odporujici vysledek je mozny proto, ze GLM urcuje pouze, jestli je néjaky rozdil mezi
skupinami, nikoli jak se skupiny li$i mezi sebou. K signifikantnimu vysledku mu tak staci jen
odlisnost jediné skupiny od skupin ostatnich. Az podle Post Hoc testi lze fici, které skupiny
plzt se od sebe signifikantné 1isi. Dle Post Hoc testli se prokazatelné signifikantné od sebe lisi
pouze R. auricularia sensu Bargues a kol. 2001 a R. labiata sensu Bargues a kol. 2001
(obrazek 21). R. peregra sensu Bargues a kol. 2001se v parametrech piekryva s R. auricularia
sensu Bargues a kol. 2001, R. lagotis sensu Bargues a kol. 2001 s R. labiata sensu Bargues a
kol. 2001 (obrazek 22). Mozné vyuziti teritorialni mapy, s jejiz pomoci byli plzi zpétné
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uréovani do druhu, pfi terénnim urcovani plzi je témef nulové, protoze ji nelze pouzit bez

vlastnictvi statistického programu SPSS verze 16.

Cela statisticka analyza je zatizena malym poctem jedinct druhu R. lagotis Bargues a
kol. 2001 a R. peregra Bargues a kol. 2001, ktefi analyzy zkresluji. Diky malému poctu
jedinci a piekryvani hodnot v jednotlivych pomérech mezi skupinami, nelze stanovit

vhodnou metodiku pro determinaci plzi rodu Radix na zakladé morfologie ulity.

Dostupna literatura, ktera se zabyva morfologii ulit plzi rodu Radix, pracuje pouze
s pomérem vysSka ulity/vyska tsti (VUL/VUS). Lozek (1956) uvadi pro R. peregra (dle
novych poznatkti odpovida pravdépodobné R. labiata), ze vyska usti zabira 30 — 40% vysky
ulity, pro R. p. lagotis hodnotu 60% vysky ulity. Gloer (2002) udava vysku Gsti R. labiata
jako 60% vysky ulity. Nase vysledky se témét shoduji jen u R. labiata s hodnotou uvadénou
Glderem (2002), zbyla data nelze vzhledem k nekompletnosti literarnich udaji porovnat.
Vzhledem k ptekryvu skupin v nékterych parametrech neni, dle naseho nazoru, mozna
determinace radixii pouze na zéklad¢ rozméra ulity a poméra jednotlivych ¢asti, coz 1ze dobie
demonstrovat na nalezu R. peregra sensu Bargues a kol. 2001 z Krkonos (viz Obr. 30). Pii
pouziti malakologického klice (Lozek 1956, Gloer 2002) by tito plzi byli dle morfologie ulity
chybné zatazeni do druhu R. auricularia nebo R. ovata (resp. R. balthica). Bez pouziti
molekularnich metod by nebylo mozné odlisit R. peregra sensu Bargues 2001 od R.

auricularia nebo R. ovata (resp. R. balthica).

Domnivame se, ze pii kombinaci rozmért ulity a morfologie pohlavni soustavy 1ze
téméf spolehlivé urcit R. auricularia. Tento postup selhava v ptipadé R. lagotis, R. labiata a
R. peregra vzhledem k nerozliSitelnosti morfologie ulit a dvojtvarnosti pohlavni soustavy R.
labiata, ktera byla ve vétsin¢ nami zjisténych ptipadul stejna jako u R. lagotis. Jak se zda,

posledni dva druhy Ize jednoznaéné odlisit pouze na zékladé molekularnich dat, ostatni
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metody determinace mohou slouzit pouze pro orienta¢ni ur¢eni. Pro spolehlivou determinaci

vyhodnocenim morfologie ulit i pohlavni soustavy bude nutné najit dalsi ur€ovaci znaky.

Vzhledem k vySe uvedenym zjiSténim je na misté otazka, nakolik jsou vérohodné
literarni idaje zmifujici se jednak o druhovém rozsiteni plzi, jednak o mezihostitelské
specifité¢ motolic (napt. NaSincova 1992, Hordk a kol. 1998, 1999). Bez podrobné studie
vyuzivajici i molekularnich metod, ktera by rovhomérné pokryla velkou ¢ast naseho uzemi,
nelze s jistotou fici, kolik druhti plzt rodu Radix zije na nasem tzemi. Zatim tedy neni jasné
ani to, které druhy radixt slouzi jako mezihostitel¢ konkrétnim druhlim motolic a zdali jsou
tyto motolice striktné druhové specifické. Zajimavé by rovnéz bylo zjistit, zda jsou jednotlivé

druhy radixii schopny vzdjemné hybridizace za vzniku plodného potomstva.

5. 3. Experimentalni nadkazy plzi

Vysledky experimentalnich nakaz plza R. labiata a R. lagotis motolici Trichobilharzia regenti
jsou srovnatelné. U obou druhii ptezilo priblizné stejné mnozstvi infikovanych plzt (cca 80%)
a z téchto plzt bylo infikovano cca 90% jedinct. Mnozstvi piezivsich neinfikovanych jedinct
se pohybovalo kolem 90%, z ¢ehoz vyplyva, ze ndkaza motolici zptisobila v experimentu o
cca 10% vétsi mortalitu plza. Vyjimecné mohou byt pocty prezivsich infikovanych plzi i
vy$s$i jako napt. u R. lagotis infikovanych 17. 3. 2008, kdy piezilo 97% infikovanych plza,

z toho 81% vylucovalo cerkarie a z kontrolni skupiny ptezilo 94% jedinct. Dulezité je, ze
nebyl zjistén vyznamny rozdil ve vnimavosti obou druhti plzt k infekcei T. regenti. U 10 —
11% ptipada se vnitini obranny systém plzt s ndkazou dokazal vyrovnat (nebyly nalezeny

cerkarie ani sporocysty).

Nase pokusy ukazuji, ze T. regenti se vyviji minimalné ve dvou blizce piibuznych
druzich plza rodu Radix (R. labiata, R. lagotis), coz podporuje hypotézu, ze motolice jsou
velmi pravdépodobné schopné infikovat kromé svého hlavniho mezihostitele (nejvice
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vnimavy k infekci) i blizce ptibuzné druhy daného rodu nebo dokonce ptibuzné rody.
Dokazuji to pokusy s motolici Fasciola hepatica a Fascioloides magna. Hlavnim
mezihostitelem F. hepatica je Galba truncatula, ale tato motolice dokaze infikovat a vyvijet
se 1 v R. labiata (Caron a kol. 2007). Horackova (2007) a Faltynkova a kol. 2005 uvad¢ji
stejné tdaje i pro Fascioloides magna (v této studii nebyli plzi sekvenovani, proto nelze

jednoznac¢né fici, zda ,,nahradnim mezihostitelem* byl R. labiata nebo jiny druh).

I kdyz mortalita téchto ,,ndhradnich® mezihostiteli byva vyssi, pfesto toto
prizptisobeni umoziluje parazitiim pieziti a Sifeni i na lokalitach, kde hlavni mezihostitel je

vzéacny nebo vymizel (Caron a kol. 2007).

74



6. ZAVER

1))

2)

V ramci mé diplomové prace se podafilo:

ziskat plze rodu Radix z 37 ¢eskych, 1 slovenské a 5 islandskych lokalit. Celkem bylo
vysetfeno 1598 plzi na piitomnost motolic eledi Schistosomatidae. Zadné cerkarie
motolic této Celedi nebyly nalezeny.
pitvou pohlavni soustavy rozdélit plze rodu Radix do ¢tyi skupin:
A: duktus velmi dlouhy, tenky; burza kulovit4, ulozena na boku horni ¢asti corpus
pyriforme.
B: duktus 0,5 — 1 délky kopulacni burzy, tlusty, burza hruskovitého tvaru lezici na
corpus pyriforme mezi vaginou a prostatou.
C: duktus kratsi nez 0,5 délky kopula¢ni burzy, tenky, burza vejcitého tvaru lezici na
corpus pyriforme.
D: duktus tenky, dlouhy, burza kulovitého tvaru lezici na corpus pyriforme.

Skupiné A byl piitazen nazev R. auricularia, skupiné C R. labiata (Gloer
2002). Skupina B byla ur¢ena jako R. lagotis (dle tastniho sdéleni Dr. Katrin Schniebs,
Dréazd’any). Skupinu D se pitevné nepodafilo determinovat.

Popis a fotografie pohlavni soustavy R. lagotis a R. peregra dosud nebyly
publikované, a jsou proto nové.

Tato metoda determinace se neda pouzit pro juvenilni jedince (nemaji
dostate¢né vyvinutou pohlavni soustavu) a jedince parazitované motolicemi
(zptisobuji tplnou nebo CasteCnou parazitarni kastraci, jejimz disledkem je destrukce

pohlavnich organii plze).

3) pomoci sekvenace ITS2 oblasti rozdélit plze rodu Radix na ¢tyfi skupiny, kterym bylo

dle databaze NCBI (sekvence vlozené Bargues a kol. 2001) ptifazeno druhové
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pojmenovani: R. auricularia, R. labiata, R. lagotis a R. peregra. Druh R. peregra (dle
Bargues a kol. 2001) byl na uzemi CR zji§tén poprvé.

Po srovnani s pitevni determinaci je ziejmé, Ze R. auricularia odpovida pitevni
skupin€ A, R. peregra skupiné D, R. labiata skupiné B a C (B pfevazuje), R. lagotis
skupiné B. Z toho vyplyva, ze pfi pouziti pitev od sebe nelze rozlisit R. labiata a R.
lagotis.

4) statisticky zpracovat rozméry ulit plzi. Prokdzaly se rozdily mezi jednotlivymi
skupinami. Nejvétsi statisticky rozdil je mezi R. auricularia a R. labiata. Vzhledem
k ptekryvu hodnot R. auricularia s R. peregra, a R. labiata s R. lagotis je determinace
pomoci morfometrickych parametrt ulit (resp. poméri z nich ziskanych) nejméné
spolehliva a nelze ji pouZzit bez dalSich metod.

5) pomoci experimentalnich pokust prokazat, ze R. lagotis i R. labiata jsou stejné
vhodnymi mezihostiteli pro motolici T. regenti. Procentualni uspé$nost nakazy obou
druhti ukazuje, Ze mezihostitelska specifita studovanych motolic neni vdzana jen na

jeden druh, ale ze vnimavymi mezihostiteli mohou byt i dals$i druhy rodu Radix.

Zavérem lze fici, Ze determinace plzt rodu Radix je velmi slozita. Kvuli velké
variabilité ulit nelze plze ur¢ovat jen na zakladé morfometrie jejich schranek, a ani pitva
pohlavni soustavy nedava vzdy jednoznacny vysledek. Nejspolehlivéjsi metodou
determinace je sekvenace ITS2 oblasti, kterd dokéze skupiny spolehlivé rozlisit. Jeji
nevyhodou je ¢asové a finan¢ni nakladnost. Také ji neni mozné pouzit pro uréovani plzi

v terénu. Vzhledem k vySe uvedenému je nutné najit rychlou, levnou a efektivni metodu

pro moznost determinace plzl nejen v laboratofi, ale v ptirodé.

Problematické je pojmenovavani jednotlivych skupin plzi. V CR je stale hojné
pouzivana star$i nomenklatura (dle Lozka 1956 nebo Buchara a kol. 1995). Vzhledem k
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pojmenovani zapodoevropskych a islandskych plzi nazvem R. peregra (dle Bargues a
kol. 2001) je vSak tato nomenklatura matouci a zavadéjici. Lozek (1956) a Buchar a kol.
(1995) oznacuji nazvem R. peregra plze, ktefi jsou na nasem uzemi bézni. Nase data
ukazuji, ze tito plzi patii dle sekvence ITS2 do skupiny R. labiata dle nové literatury
(Bargues a kol. 2001, Gloer 2002) by se tak i méli pojmenovavat. Pojmenovani R.
peregra by mélo ziistat vy¢lenéno jen pro plze, ktefi jsou na naSem uzemi vzacnéjsi a

sekven¢né odpovidaji naleziim z islandskych lokalit.

Diky praktické nerozliSitelnosti jednotlivych druhi dle morfologie ulity (snad
s vyjimkou pln¢ vyvinutych jedinci druhu R. auricularia) by bylo s vyhodou nachazené

plze pokazdé determinovat na zakladé sekvenci nebo je oznacovat jako Radix sp.

Pro svou slozitost by si problematika determinace plzi rodu Radix zaslouZila dalsi
studium. Jeho hlavnim cilem by mél byt pokus o nalezeni praktické metody pro odliseni

jednotlivych druhii radixt v ptirode¢.
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