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ABSTRAKT

Notocotylus attenuatus je motolice parazitujici v mezihostitelskych plzich celedi
Lymnaeidae a u vodnich ptaka z fadu vrubozobych (Anseriformes), ktefi jsou definitivni
hostitelé. Zivotni cyklus je dvouhostitelsky a ve vngjsim prostiedi se tvoii metacerkarie.
Zvlastnosti Zivotniho cyklu je nepfitomnost staddia miracidia, které je ve vajicku nahrazeno
sporocystou. Pozoruhodny je i zpisob injikace sporocysty sténou stieva do hemocelu plze.
Mezi motolicemi je to ojedin¢lé. Z vice jak 40 citovanych praci nelze vak zjistit piedevsim
presné mechanismy vyvoje v mezihostiteli i tvorby metacerkérie ve vngjSim prostiedi.
Studium téchto fazi vyvoje lze v3ak realizovat diky pouZiti experimentélnich hostitelta

(plovatek a kachen) i moznosti kultivace in vitro.



UvoD

Notocotylus attenuatus je monostomni motolice z kmene Platyhelminthes, téidy Trematoda
a celedi Notocotylidae. Jedna se o téméi kosmopolitné se vyskytujiciho parazita prevazné
vodnich ptaka. Jeho Zivotni cyklus je mozné definovat jako dvouhostitelsky s tvorbou
metacerkarie ve vnéjSim prostiedi. Velmi charakteristickou zvlastnosti Zivotniho cyklu
N. attenuatus je absence stadia miracidia. Ve vajicku se vyskytuje sporocysta, kterd je
injikovana sténou stieva do hemocelu plze. To je mezi motolicemi ojedinélé. Z plzi se
uvolnuji cerkarie, které se encystuji na pevném podkladu. Na pribéh encystace vSak existuji
razné pohledy. Z metacerkarii se v travicim traktu definitivniho hostitele uvolnuji jednotlivé
motolice a mistem jejich parazitace jsou slepa streva. Projevem jejich patogenniho ptisobeni
je predevsim poSkozeni epitelu streva, a tim také nizsi prirastky na vaze. V nékterych
ptipadech muze dojit pti masivni infekci i ke smrti definitivniho hostitele.

Zvlastnosti Zivotniho cyklu i nedostate¢né popsané faze ontogenetického vyvoje vyZaduji
dalsi laboratorni studium tohoto parazita, které je realizovatelné i v podminkach PiF UK, a to
diky dostupnosti experimentalnich hostitelt — plovatek a kachen.

Cilem této bakalaiské prace je shrnout dosavadni poznatky o ontogenetickém vyvoji

motolice N. attenuatus tak, aby navazujici experimenty reflektovaly jiZz znamé Udaje.



1. VYVOJ V MEZIHOSTITELSKEM PLZI

N. attenuatus vyuzivd ve svém Zivotnim cyklu, podobné jako vétSina motolic, uzké
spektrum plza jako prvni mezihostitele. Témi jsou pro N. attenuatus zastupci celedi
Lymnaeidae. U vétSiny motolic je invaznim stadiem pro plze miracidium. Naproti tomu je
Zivotni cyklus motolice N. attenuatus zvIastni a zajimavy tim, Ze se zde stadium miracidia
nevyskytuje.

PIZ se nakazi pozienim vajicka. Jeho obsah tvoii sporocysta, operkulatni vybézek a dvé
bunky vyskytujici se vné sporocysty (Murrills a kol. 1985a). V travici soustavé plze je
sporocysta pomoci operkulatniho vybézku injikovana sténou stieva do hemocelu, kde
nasleduje jeji dalsi vyvoj. Miniméalni doba vyvoje v mezihostiteli je 59 dni (Wright a Bennet
1964).

1.1. Stavba vaji¢ka a funkce jeho ¢asti

PIné vyvinutd vajicka dosahuji velikosti okolo 20 um a jsou charakteristicka pritomnosti
asi 200 pum dlouhych filament na kazdém pélu. Filamenta jsou typicka i pro vajicka ostatnich
zastupct  Celedi Notocotylidae (Wittrock 1982). Vajicko ma operkulum. Uvnit#
embryonovaného vajicka se nachdzi sporocysta, operkuldtni vybéZzek a dvé bunky

lokalizované vné sporocysty (Murrills a kol. 1985a). Schéma vaji¢ka je zndzornéno na obr.1.

Obr 1. Schématicky fez vajickem motolice N. attenuatus. A vaje¢né obaly, B operkulatni vybé&Zek,
C sporocysta, D prostor okolo zarode¢né butiky tvoreny vyb&zky tegumentu sporocysty, E zarode¢nd bunka,
F glykogenni buiika. (Murrills a kol. 1985a, upraveno).



Sporocysta (obr. 1C) je stadium, které se v plzi dale vyviji a tvofi se vni dcefinné
sporocysty. Povrch sporocysty je tvoien tegumentem s mnozstvim spojenych mikrovilt.
Mikrovily se po nekolika dnech infekce v plzi zvétSuji. Na mikrovilech byly prokézany
navazané hemocyty plze a uvazuje se o jejich roli v ochrané proti obrannym mechanismam
plZze (Murrills a kol. 1988). Hemocyty se ale na mikrovily spiSe vaZzou proto, Ze rozpoznavaji
sporocystu jako cizorody objekt. Hemocyty nebyly prokazany v prostoru mezi mikrovily,
protoZe to neumoznuji velikostni pomeéry. Tegumentalni vrstva cytoplasmy obsahuje velké
mnozstvi volnych ribozéma. Zanotena téla bunék povrchu obsahuji klasické organely (jadro,
endoplasmatické retikulum, mitochondrie) a nevelké mnoZstvi riznych méchyirkia. U mladé
sporocysty, kterd opustila vajicko v podmink&ch in vitro, nebyl pozorovan pohyb
a ultrastrukturalné¢ nebyla prokazana svalovina (Murrills a kol. 1985b). Svalovina se ale
vyskytovala u sporocysty vyvijejici se v plZi po tydnu (Murrills a kol. 1988). Pii¢inou je rast
a vyvoj sporocysty a potieba pohybu v plZi. Ktomu je vyvinutd svalovina nezbytnd. Ve
sporocysté se dale vyskytuji zarode¢né bunky (obr. 1E). Jsou ohrani¢eny vybézky povrchu
(obr. 1D). Obsahuji volné ribozomy a a-glykogen, ktery jim poskytuje vyZivu béhem vyvoje.
Po mitotickém déleni se bunky diferencuji v jednotlivé bunky tél dcefinnych sporocyst.

Operkulatni vybézek je dalsi velmi charakteristickou soucasti vajicka (obr. 1B).
Operkulatni vybézek je u baze spojen svaje¢nou kapsuli a vybiha od operkula kolem
sporocysty, piicemz kon¢i opét v blizkosti spojeni operkula s vaje¢nou kapsuli (Murrills a kol.
1985a). Jeho tvar je v praiezu ovalny. SlouZi k injikaci sporocysty epitelem stieva do
hemocelu plze, pticemZ méni svtj tvar a délku. Operkulatni vybéZek v evoluci motolic ziejmé
predchazi existenci miracidia (Murrills a kol. 1985a). Nejsou ale informace, zda je néco
z operkulatniho vybéZku u miracidia zachovano.

Mezi dve burnky vyskytujici se vné sporocysty patii bunika obsahujici a-glykogen (obr. 1F)
a bunka obsahujici nerazngjSi typy inkluzi. Glykogenni bunka obsahuje krom¢ velkého
mnozstvi a-glykogenu také klasické bunécné organely (jadro se shluky chromatinu,
endoplasmatické retikulum, nevelké mnoZstvi mitochondrii a méchyika rozptylenych volné
v cytoplasmg). Tato bunka poskytuje zasobni latky vyvijejici se sporocysté a umoZiuje pieZiti
vajicka urcitou dobu pred pozienim plZzem. Po uvolnéni sporocysty zustava ve vajecnych
obalech. Druh& bunka obsahuje nejruznéjsi inkluze velké asi 0,3-0,7 um, které jsou nestejné
elektronové denzity. Déle obsahuje jadro, endoplasmatické retikulum a mitochondrie. Tato
bunika je asociovana s operkulatnim vybézkem. Piedpoklada se, Ze obé¢ tyto bunky maji vliv

na vychlipeni operkulatniho vybéZku z vajicka. Ten je u své baze spojen s vajecnou kapsuli



a probiha témeér pod celym jejim povrchem. Jednotlivé ¢asti vajicka se musi tedy pieskupit,
aby se operkulatni vybéZzek mohl dostat z vajicka (Murrills a kol. 1985b).

1.2. Lihnuti vaji¢ka a vyvoj dalSich stadii

Vajicko musi byt plZzem pozieno. Lihnuti vajicka probiha ve stievé béhem asi 10 vtefin.
Nemusi nastat u viech vajicek, kterd se zdaji plné embryonovana. Lihnuti zahrnuje otevieni
operkula a formovani operkulatniho vybézku v asi 75 um dlouhou trubici, z jejihoZ konce je
injikovana sporocysta do hemocelu plze (Murrills a kol. 1985b). Lihnuti ve stievé plze je
stimulovano redukénimi podminkami a alkalickym pH, a také in vitro riznymi medii.

Prabéh injikace sporocysty do hemocelu ukazuje obr. 2. Operkulum se otevie (obr. 2A).
Operkulatni vybézek v pocateéni fazi formuje SirSi konickou strukturu, do které se uvolni
sporocysta (obr. 2A a 2B). Zejména v pocatecnich fazich se operkulatni vybézek protahne
velmi vysokou rychlosti (aZ 650 pm/s) v trubici dlouhou okolo 140 um a 3um Sirokou (obr.
2C). Tato vysoké rychlost a Uzky tvar umoZnuje perforaci stény stieva plZe. Sporocysta se
pohybuje z vajicka smérem ke konci operkulatniho vybézku (obr. 2D). Jakmile jej doséhne,

Obr. 2. Schéma injikace sporocysty do hemocelu plze. A operkulatni vybéZek formuje kénickou
strukturu po otevieni operkula, B uvoliovani sporocysty z vajeénych obali do operkulatniho
vybéZzku, C protaZzeni operkuldtniho vybézku, D zkraceni operkulatniho vybéZzku po dosaZeni konce
sporocystou, E uvolnéni sporocysty do hemocelu plZe, a operkulum, b sporocysta, ¢ operkulatni
vybéZzek. (Murrills a kol. 1985b, upraveno).



operkulatni vybéZek se zkrati na délku mezi 65-85 um. Konec vybéZzku se protrhne
a sporocysta je uvolnéna do hemocelu (obr. 2E).

Nasledujici vyvoj od stadia materské sporocysty po stadium cerkarie citovana literatura
popisuje velmi nedostate¢né. O sporocystach a rediich existuje malo informaci, protoZe jejich
vyzkum je nesnadny a nebyvaji intenzivné studovany (Niewiadomska 1995). Jednozna¢né
neni ani doloZeno, kde k jednotlivym asexualnim mnoZenim dochazi. Vyskyt sporocyst v plzZi
Radix peregra byl studovan po jednom a sedmi dnech od infekce (Murrills a kol. 1988). Po
jednom dni byly sporocysty prokadzany volné v hemocelu v nejbliz§im okoli stieva, tedy
v okoli mista injikace. Po sedmi dnech od infekce byly sporocysty navic prokazany v plasti a
okoli  hepatopankreatu.  Sporocysty nasledné nejpravdépodobnéji  proniknou do
hepatopankreatu plze a produkuji generaci dcefinnych sporocyst. Citovana literatura jiz
lokalizaci v hepatopankreatu neuvadi. Obecné by vyvoj nésledujicich stadii mély zajistovat
zérode¢né bunky. Dle informaci o jinych druzich motolic se po mitotickém déleni
zarode¢nych bunék v materské sporocysté jednotlivé bunky diferencuji v buniky sporocysty
dcefinné. Nékteré zustavaji jako bunky zarodec¢né i ve sporocysté dcerinné. Uvolnéna stadia
dcetinnych sporocyst v hepatopankreatu déle rostou a vyviji se. Podobnym zptasobem vznikaji
v dcefinnych sporocystach stadia redii. Po¢ty jednotlivych generaci nejsou stalé, nebot’ ma
parazit snahu tvofit jejich nejvétsi pocet.

Zralé redie jsou v praméru 1800 um dlouhé a maji vyvinutou Ustni piisavku, vakovité
stievo a zarodecne bunky. V rediich se formuje 3-6 cerkarii (NaSincova 1992). Tegumentem
redii prostupuji ¢asti ¢ty typu smyslovych bunék, které byly popséany ultrastrukturalné
(Czubaj a Niewiadomska 1988).

Zredii jsou uvolnovany cerkérie. Uvadi se, Ze jsou uvolnovany neuplné zformované
a Uplné zralosti dosahuji mimo redie v hepatopankreatu plze (Zd'arska 1964, 1986, Nasincova
1992). Obecné jsou cerkarie stadia adaptovand predevsim na Zivot ve vodnim prostredi
a vétSinou jsou uvolinovany jiz pln¢ zformovaneé, piicemz ¢asto nepiijimaji potravu. Cerkérie
N. attenuatus by proto pro svtj dalSi vyvoj v hepatopankreatu plze musely ptijimat potravu,
nebo vyuZivat vlastni energetické zasoby. Citovand literatura neuvadi ani jednu moZnost.
NeUplIné zformované cerkérie maji vyvinuty v piedni ¢asti téla dvé nepravidelné o¢ni skvrny.
Trévici soustavu tvoii kratky jicen, ktery se za o¢nimi skvrnami déli ve dvé vétve stieva,
dosahujici aZ k exkre¢nimu méchyii (Zd’arska 1964). Exkreéni soustava je protonefridialniho
typu a sklada se z plaménkovych bunek, dvou exkre¢nich kanalku, které vedou od piedniho
konce téla do exkreéniho méchyie na zadni konec téla, a od ného vylstuje na povrch

rozdvojeny exkre¢ni kanalek v piedni tieting océsku (Zdarska 1964, NaSincova 1992).



Nezformované cerkarie maji také kratSi ocas a je mozné odlisit jednotlivé cystogenni Zlazové
buiiky (Zd'arska 1986). Zformované cerkéarie maji navic vyvinuté tii oéni skvrny, zéklady
reprodukéni soustavy, delSi ocas a posteriorné-lateréini Zlazy, které se vyskytuji v téle
cerkérie na posteriornim konci smérem k dorzalni stran¢. Cystogenni Zldzové buiky nejsou jiz

viditelné, protoZe je piekryvéa hnédy téIni pigment (Zd'arské 1964).

1.3. Spektrum mezihostitela

Jako vhodni mezihostitelé pro vyvoj motolice N. attenuatus jsou zastupci celedi
Lymnaeidae — Lymnaea stagnalis (Niewiadomska a kol. 1997), Radix auricularia (NaSincova
1992), Stagnicola palustris (Zd’arska 1964). Mnoho autort také uvadi jako moZného
mezihostitele plze Radix peregra (Wright a Bennet 1964, Radlett 1979, Evans 1981, Murrills
a kol. 1988, Véyrynen a kol. 2000).

V systematice plzt rodu Radix existuji nejasnosti (Bargues a kol. 2001) a vzhledem k tomu
je nutné opatrné pristupovat k ¢astym informacim o vyskytu v plzi R. peregra

PrestoZe je N. attenuatus casto predstavovan jako hojné se vyskytujici parazit, pfi
vySetiovani plza z piirody tomu tak nebyva. Z 243 plzia L. stagnalis vylucovali cerkérie
N. attenuatus pouze dva (Faltynkova 2005).

V sezon¢ 2006 se ndm podaftilo ziskat mezihostitelské plze N. attenuatus zatim ze t¥i
lokalit: v plzich S. palustris v rybniku Svarcemberk a Hlinii na Tiebonisku a v plzich

S. palustris a L. stagnalis v rybniku Zoldanka na Blatné.



2. VYVOJ VE VNEJSIM PROSTREDI

Po uvolnéni cerkarie motolice N. attenuatus z mezihostitelského plZze do vné¢jSiho prostiedi
je dalSim krokem tvorba metacerkarie procesem encystace. Tvorba metacerkarie probiha na
vhodném pevném povrchu, a ve srovnani s jinymi skupinami motolic je tim nahrazena aktivni
penetrace cerkarie do definitivniho hostitele nebo do druhého mezihostitele. Nejcastéji je
povrchem pro encystaci vegetace, protoZe tvori potravu pro definitivni hostitele. Témi jsou
hlavné vodni ptéaci z fadu vrubozobych (Anseriformes). Metacerkérie encystované na vegetaci
a jinych pevnych piedmétech vnéjSiho prostiedi se také nazyvaji adoleskéarie. Jinym vhodnym
povrchem muZe byt ulita plze nebo sténa nadoby v laboratornich podminkach (Wright a
Bennet 1964).

Encystace je vétSinou zahajena bezprostiedné po kontaktu cerkarie s vhodnym povrchem.
Pokud neni encystace zahajena ihned, stane se tak do hodiny nebo vzacnéji déle (Southgate
1971). Pii encystaci ¢asto metacerkarie tvoii shluky (Graczyk a Shiff 1994). Nékaza
definitivniho hostitele je po pozieni téchto shluki masivnéjsi. Metacerkarie se mohou vytvorit

za nepiiznivych podminek i bez kontaktu s pevnym povrchem (Morley a kol. 2002).

2.1. Cystogenni Zlazové bunky

Cystogenni Zlazové buiiky jsou riznymi autory oznadovany nestejnym zptisobem (Zd’arské
1970, 1986, Southgate 1971). Také jsou uvadény jiné pocty téchto bunék. Pro zjednoduSeni
byly nékteré bunky oznaceny jako typ 1, 2, 3 a 4 (Southgate 1971). DalSimi typy jsou
posteriorné-lateralni Zlazy, oralni Zldzové bunky a lateralni bunky. Tyto bunky se vyskytuji

Obr. 3 Schématicky Fez télem cerkérie pied uvolnénim obsahu cystogennich Zldzovych bunék.
A bunky typu 1 a 2, B buniky typu 3, C, D buiiky typu 4, E lateralni buiiky, F exkre¢ni soustava,
G travici soustava. (Zd’arské& 1970, upraveno).



v parenchymu téla cerkérie (obr. 3). Jsou odliSitelné aZz u cerkarii, které jiz opustily redie
(Zdarska 1986).

Cystogenni Zlazové bunky byly studovany z hlediska své ultrastruktury (Southgate 1971)
a histochemického sloZeni (Zd'arska 1970). Buiky typu 1 a 2 se vyskytuji v parenchymu na
dorzélni strané téla cerkarie. Bunky typu 1 se vyskytuji u nezralé cerkéarie, ktera je jesté
v mezihostitelském plzi, ve c¢tyfech podélnych fadach a produkuji asi 0,5 pum velka
elektronové lucidni téliska oznaceny jako typ 1 (Southgate 1971). Bunky typu 2 produkuji
sekre¢ni granule typu 2. Oba typy bunék reaguji pozitivné po pouZiti AB-PAS metody
(Alcian blue-Periodic acid-Schiff technika pro detekci kyselych mukosubstanci
a polysacharidt) . Granule se barvi modie, a to dokazuje piitomnost kyselych mukosubstanci
s karboxylovymi skupinami a skupinami se sirou, které jsou odolné proti ptsobeni rtiznych
enzymu (napi. hyaluronidaza). Cytoplasma se barvi cervené, ¢imZz jsou prokazéany
polysacharidy a neutralni mukosubstance. Déle se v granulich vyskytuji proteiny s malym
mnozstvim tyrozinu a tryptofanu (Zd’arska 1970).

Bunky typu 3 se vyskytuji v parenchymu na ventralni strané cerkarie v prostoru od Ustni
ptisavky k ocasu. Produkuji sekre¢ni granule typu 3, které jsou od piedchozich dvou typa
ultrastrukturalné odlisné. Skladaji se z elektrondenzni ¢ésti a z ¢asti, kterd se ultrastrukturalné
jevi jako pruhovana. Pruhy vykazuji variabilitu v Sifce a odstupu (Southgate 1971).
Histochemické techniky v granulich typu 3 neprokazaly piitomnost mukosubstanci.
V proteinech byly prokazany aminokyseliny se sirou, tyrozin a tryptofan. Po pouZiti Sudan
black B a Luxol blue metody se modro-¢ernym zbarvenim prokézaly lipidy (Zd’arska 1970).

Bunky typu 4 se vyskytuji na dorzalni strané pod bunkami typu 2 a na ventralni stran¢ nad
bunkami typu 3. Laterdlni bunky se vyskytuji na laterdlni stran¢ téla cerkarie. Sekre¢ni
granule bunék typu 4 vykazuji variabilitu v obsahu i tvaru. Ultrastrukturalné se granule jevi
jako pruhované, pticemZ mezi granulemi existuje rozdil v Sitce, elektronové denzité
a prostorovem usporadani pruhu. Ultrastrukturalni stavba laterdlnich bunék nebyla zjisténa
(Southgate 1971). Cytoplasma bun¢k typu 4 a lateralnich bunék obsahuje velké mnoZstvi
glykogenu. Neutralni mukosubstance byly prokazéany v lateralnich bunkach metodou PAS.
Proteiny vyskytujici se v buiikdch typu 4 a lateralnich bunkach obsahuji tyrozin, tryptofan
a dalsi aminokyseliny se sirou. Déle zde byly prokazény lipidy, které ale chybi v lateralnich
buiikach (Zd’arska 1970).

Posteriorné—laterdIni Zlazy jsou dvé Zldzové bunky. Sekre¢ni granule jsou dle TEM
uspofadany ve ctyfech tadach. Mezi vnéjSi a wvnitini vrstvou je vzdy vchlipena

cytoplasmaticka membréna buiky a tvoti Uzky prostor. Do tohoto prostoru jsou uvoliovany
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sekre¢ni granule. Okolo téchto bunék je svalovina, ktera umozZiuje svoji kontrakci regulovat
uvolinovani granuli (Southgate 1971). Histochemicka analyza zjistila ptitomnost neutralnich
mukosubstanci (Zd’arska 1970).

Orélni zldzové bunky jsou lokalizovany ve ventrolateralni ¢asti Ustni ptisavky a mezi Gstni
ptisavkou a obloukem exkre¢ni soustavy. Tyto bunky jsou kyjovitého tvaru a jejich piesny
pocet nebyl determinovan. Sekre¢nim produktem jsou amorfni, asi 0,2 um velka téliska, ktera
jsou svym obsahem podobna sekretam posteriorné—laterdlnich zlaz, protoZze také obsahuji

neutralni mukosubstance (Southgate 1971).

2.2. Prubéh encystace

Encystace probiha standardné na pevném podkladu. Cerkérie se k nému prichyti a jeji télo
se zakulati. Cystogenni Zldzové bunky vSech ¢ty typu postupné migruji parenchymem
a svalovinou cerkéarie, kde nasledné jejich vybéZek cytoplasmatické membrany splyne se
spodni membranou tegumentu a vytvori se cytoplasmaticky spoj, kterym jsou sekre¢ni

granule transportovany do tegumentu (obr. 4). Vyjimku tvofi posteriorné—lateraini Zlazy

Obr. 4. Transport sekreénich granuli do tegumentu. A svrchni membréna tegumentu, B spodni
membréna tegumentu, C okruzni svalova vldkna D podélna svalova vldkna, E Sikma svalova vlakna,
F sekre¢ni teliska typu 1, G mitochondrie v tegumentu, H mikrotubuly, | cytoplasmaticky spoj,
Jsekreéni granule typu 2, K mitochondrie vcytoplasmé cystogenni bunky, L hladké
endoplasmatickeé retikulum, M jadro. (Southgate 1971, upraveno).

v Y7

a orélni zlazové bunky, jejichZ obsah je transportovan ptimo do vnéjsiho prostiedi bez pasaze
tegumentem. Posun granuli do tegumentu je usnadnovan svalovou kontrakci a ziejmé

i mikrotubuly, které jsou podél transportniho cytoplasmatickeho spoje (Southgate 1971).
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Tegument miZe pojmout pouze ur¢ité mnozstvi sekrec¢nich granuli. Jejich mnoZstvi se
v tegumentu zvétSuje a granule nejblize povrchu nasledné splynou se svrchni membranou
tegumentu. Jejich obsah je exocyt6zou uvolnén na povrch. Tento typ sekrece se nazyva
apokrinni. Na povrchu dojde ke kontaktu mezi obsahy cystogennich Zldzovych bunék a jejich
nasledné fuzi (Southgate 1971). Tim jsou formovany stény cysty (obr. 5).

Obr. 5. Formovéni stén cysty. A tegument, B okruzni svalova vlakna, C podéIné svalova vlakna,
D Sikmé svalova vldkna, E externi sténa cysty na dorzalni strang, F elektronové denzni ¢ast externi
stény, G stredni sténa cysty, H spodni membréna tegumentu, | mikrotubuly, J mitochondrie
v cytoplasmé cystogenni buriky, K jadro. (Southgate 1971, upraveno).

Sekrety bun¢k typu 1, 2 a 3 nejprve formuji vnéjSi mukoidni obal a externi sténu cysty.
Externi sténu tvoii neutralni mukosubstance, proteiny styrozinem a tryptofanem a lipidy
(Zd'arska 1970). Pied jejim dokondenim je od t&la cerkarie oddglen ocas, ktery je schopen se
n&jakou dobu jesté samostatné pohybovat (Zd'arska 1970, 1986, Southgate 1971, Graczyk
a Shiff 1993a). Smyslem pohybu océsku je odreagovat mozné predatory metacerkérii (napft.
ryby, perloocky). Nasledné je formovana granulemi typu 2 a 3 stredni sténa a interni sténa
cysty granulemi typu 4. Interni sténa poskytuje nejvétsi ochranu metacerkérii a oznacuje se
také jako keratinova vrstva. Metacerkarie je infekéni ihned po svém vytvoreni (Zd'arska
1986).
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2.3. Ruzne pohledy na pribéh encystace

Praibéh encystace je popisovan nejednotné (Zd’arska 1970, 1986, Southgate 1971, Graczyk
a Shiff 1993a). Rozdiln¢ je uvadén postup uvolnovani granuli jednotlivych cystogennich
zlazovych bun¢k do tegumentu, zpisob prichyceni k podkladu a formovani vSech stén cysty
véetné jejich poctu. Na dorzalni strané jsou tii vrstvy, na lateralnich strandch pét vrstev a na
ventralni strang dvé vrstvy (obr. 6) (Zd’arska 1970). Southgate (1971) uvédi, Ze cysta okolo

metacerkarie je tvofena tiemi vrstvami a ventro-lateralnim prstencem v interni sténé cysty.

XX o
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Obr. 6. Schématicky ez metacerkarii A externi sténa na dorzalni strané
B externi sténa na ventrélni stran¢ a stredni vrstva po celém obvodu
C interni vrstva na dorzalni strang, D interni vrstva na ventrélni strané a na
lateraIni strang, E ventro-lateralni prstenec, F Siroky okraj tvotreny &asti
sekrece bunék typu 1 a 2, G exkre¢ni soustava metacerkarie, H travici
soustava metacerkérie. (Zdarska 1970, upraveno).

Uvolnovani sekre¢nich granuli do tegumentu je zahajeno uz v mezihostitelském plzi.
Bunky typu 1 a 2 uvolni UpIné sviij obsah do tegumentu na dorzélni stranu cerkérie
a soucasné bunky typu 3 uvolni ¢ast svych sekret do tegumentu na ventralni stranu cerkarie
pred opusténim mezihostitelského plze (Zd’arska 1970). Naproti tomu je uvéadéno, Ze pouze
bunky typu 1 uvolni svij obsah do tegumentu v mezihostiteli a bunky typu 2 a 3 az ve
vnejSim prostiedi (Southgate 1971). Sekrety oréalnich Zlazovych bunék jsou uvolnény do
dutiny Gstni prisavky také v mezihostiteli (Zd'arska 1970, 1986).

Prichyceni k podkladu probihd pomoci posteriorné-lateralnich Z14z a nasledného uvolnéni
jejich obsahu. Poté se cerkarie prichyti pomoci Ustni piisavky (Zd’arska 1970, 1986). Existuji
informace, Ze encystace je zahajena poté, co se cerkarie prichyti nejprve pomoci ustni
prisavky, pti¢emzZ ale neni uvedena Uc¢ast posteriorné-laterdlnich Zlaz v zahajeni encystace
(Graczyk a Shiff 1993a). Tvorba externi stény cysty probiha na dorzalni a ventralni strané po

oddéleni tegumentu se sekre¢nimi granulemi typu 1, 2 a 3, pficemz ¢ast sekrett bunek typu 1
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a 2 tvoii Siroké okraje na lateralnich stranach (obr. 6F) (Zd’arskéa 1970). Povrch je viak tvoren
u motolic od stadia sporocysty tegumentem a nemize byt oddélen. Informaci o oddéleni
tegumentu proto nelze povaZzovat za spravnou. Jiny pohled ukazuje, Ze sekre¢ni téliska typu 1
produkuji externi sténu cysty na dorzalni strang, ktera ma dvé ¢asti (Southgate 1971). Prvni
cast je elektronove lucidni, z fibrézniho materialu a druhd ¢ast je tenkd a elektronové densni

(obr. 7A,B). Sekrecni granula typu 2 formuji stiedni vrstvu na dorzélni strané (obr. 7C) a tato

Obr. 7. Externi a stfedni stény cysty na dorzalni strané. A vngjsi ¢ést
externi stény, B elektronové denzni &ast vngjsi stény C stiedni sténa.
(Southgate 1971, upraveno).

vrstva tvori na laterdlnich stranach velmi Siroky okraj. Sekre¢ni granule typu 3 produkuji na
ventréIni strané externi a stiedni sténu cysty (obr. 8A,B). Na lateralni strané dochazi

k ¢astecnému smiSeni obsahu bunék typu 2 a 3.

¥
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Obr. 8. Externi a stfedni stény cysty na ventralni strané. A vngjsi sténa
cysty B stiedni sténa cysty. (Southgate 1971, upraveno).

Poté co je externi sténa cysty dokoncena, cerkérie rotuje a uvoliuje z bunék typu 3 zbytek
sekret do tegumentu na ventralni strané. Ty tvofi stiedni vrstvu, a ta jako jediné probiha po
celém obvodu cysty (obr. 6B). Na ventralni strané tyto sekrety splynou s externi vrstvou,
kterou jiz tyto bumky tvoii svym &asteénym vyprazdnénim na zacatku encystace (Zd’arska
1970). Toto pozorovani nebylo ale potvrzeno ultrastrukturdin¢ a bunky typu 3 tvoii pouze
stény cysty na ventralni strang, nikoliv po celém obvodu cysty (Southgate 1971).

Za pokracujici rotace cerkérie je formovana i interni sténa cysty. Bunky typu 4 formuji
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pouze tu ¢ast, kde jsou lokalizovany (obr. 6C, D, E), tzn. dorzélni bunky formuji dorzalni
sténu, laterdlni bunky formuji tzv. ventro-laterdlni prstenec a ventralni bunky formuji
ventralni sténu, ktera je ale pohybem cerkérie rozprostiena i na lateralni stranu (Zd’arské
1970). Tvorba interni stény cysty je také vysvétlovana jinym zptisobem (Southgate 1971).
Sekre¢ni obsah bunék typu 4 je sice premistén do tegumentu v misté lokalizace téchto bunék,
tedy na dorzélni a ventralni strang, ale vlivem rotace cerkérie a zitejmée i mikrotubult, které do
tegumentu z bunék zasahuji, je obsah vtegumentu smiSen. Poté je obsah uvolnén vné
tegumentu a formuje interni vrstvu, ktera je stejna po celém obvodu. Obsah lateralnich bunek
a navic ¢astecny obsah posteriorné—Ilateralnich bun¢k je ptes interni vrstvu uvolnén na ventro-
lateralni pozici, kde tvofi tzv. ventro-lateralni prstenec (Southgate 1967). Existuje tedy

minimalné dvoji pohled na praubeh encystace.

2.4. Vliv vnéjsSich faktora na tvorbu a piezivani metacerkarie

Tvorba metacerkarie a jeji ndsledna schopnost piezivani a infekce definitivniho hostitele je
ovlivnéna raznymi faktory. Usp&sné dokondeni tvorby cysty je ovlivnéno piedevsim kvalitou
vody (Evans 1982, Morley a kol. 2002). T¢Zké kovy v prostiedi (napt. kadmium, zinek, meéd’)
zejména Vv industridlnich zemich vodu znecistuji. Jejich ucinkem je zabranéno uvolnéni
obsahu cystogennich Zldzovych bunék. Parazit hyne pred dokoncenim encystace. Naopak po
dokon¢eni encystace je vliv chemickych a jinych faktora minimalni (Morley a kol. 2002).

Cerkarie se muaZe encystovat samostatné, a to i bez podkladu, nebo se vice cerkarii
encystuje blizko sebe a tvoti shluky metacerkérii (Morley a kol. 2002). Metacerkarie se
vytvorily samostatné bez podkladu v experimentélnich roztocich s nizkym obsahem kadmia
a zinku (Morley a kol. 2002). Nejcastéjsi je tvorba shluku cyst, jejichZ pocet muze byt az 35
na 1 cm? Prostor mezi cystami je tvoren mukoidnim materidlem, ktery je formovan na
pocatku encystace. Jednd se hlavné o glykoproteiny rozpustné ve vodé, které pii riziku
vyschnuti zajistuji ochranu a dlouhodobé piezivani (Graczyk a Shiff 1994). Cysty ve shlucich
jsou schopné nékazy definitivniho hostitele i 24 tydna po encystaci. Tvorba shluka cyst
indikuje, Ze cerkérie rozeznavaji misto své encystace. Cerkérie, kterym byla uméle
prodlouZena doba voIného pohybu ve vodé (napt. pouZitim michadla v laboratorni kadince),
nebyly schopné tvoftit shluky cyst a encystovaly se samostatné. Jejich schopnost piezivani
byla sniZzena na 12 tydna po encystaci, protoZe jejich externi sténa cysty a mukoidni vrstva

byla velmi tenk& (Graczyk a Shiff 1994). Expozice této cysty vzduchu snizila jeji

Me=s
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3. VYVOJ V DEFINITIVNIM HOSTITELLI

Metacerkérie vytvorené ve vnéjSim prostiedi musi byt pro dalSi vyvoj pozieny definitivnim
hostitelem. Definitivni hostitelé jsou predevS§im vodni ptaci ziadu vrubozobych
(Anseriformes) (Wright a Bennet 1964). Metacerkarie se v travici soustavé ptaka excystuji
a uvolnéné motolice zaujimaji misto své kone¢né lokalizace. Na rozdil od nekterych jinych
druhi motolic N. attenuatus pro dosazeni mista své parazitace i béhem parazitace prilis
nemigruje (Radlett 1979).

3.1. Excystace a dosazeni koneéné lokalizace

Po peroralnim pozieni metacerkarii nasleduje jejich posun jednotlivymi ¢astmi traviciho
traktu ptaka, kterymi jsou jicen, vole, Zlaznaty Zaludek, svalnaty Zaludek, dvanactnik a tenké
stievo (Graczyk a Shiff 1993a). Mezi koncem tenkého stieva a zacatkem tlustého stieva je
jeden pér slepych strev. Slepé stievo je dlouhé okolo nékolika centimetrd (McNab 1973). Pfi
této dlouhé pasdZi je metacerkarie chranéna odolnymi sténami cysty napi. proti pasobeni
raznych enzymu. Excystace je stimulovana riznymi faktory. Témi jsou Zlu¢ové soli, travici
enzymy, vhodna teplota, oxid uhli¢ity a pH (Smyth a Halton 1983).

Uspédné excystace muze byt dosazeno také v riznych médiich in vitro. Ze vzorku 100 cyst
se excystovalo in vitro Uspésné témeér 79 % (Graczyk a Shiff 1993a). Optimalni byl
nasledujici postup: expozice cyst dvé hodiny v EDTA-20 (vodny roztok 1:2 EDTA-20 / voda)
15 minut ve smési 1% kyseliny chlorovodikové a 1% pepsinu (pH 2) a dvé hodiny ve smési
0,5% trypsinu a 0,5% Zlu¢ovych soli. EDTA-20 je kationtovy detergent, ktery rozpousti
lipoproteiny a lipidy, a spolu s enzymy zahajuje in vitro excystaci v mistech ptimeho ptistupu
Kk interni sténé cysty (oblast okolo Ustni ptisavky a oddéleného ocasu). Vnéjsi vrstva je
nasledné fragmentovana a odstranéna. Excystace poté pokracuje az do uvolnéni motolice.

Excystace a lokalizace juvenilnich a dospélych paraziti ve slepém stievé byla studovéna
experimentalné v raznych ¢asovych intervalech (Radlett 1979). Pti experimentalni infekci 200
metacerkariemi bylo nalezeno okolo 50 dospélct (Graczyk a Shiff 1993b) a pii infekcich 100
metacerkariemi vykazoval pocet nalezenych dospélct variabilitu 3-100 (Wright a Bennet
1964). Excystace probéhla na zacatku tlustého stieva, pticemZ prvni metacerkérie této
lokalizace dosahla za tfi hodiny po pozieni. Prvni juvenilni jedinci byly zaznamenéni
v proximalni oblasti slepého streva aZz po c¢tyfech hodinach, takZze se aktivné pohybuji

k otvorum slepého stieva z mista své excystace (Radlett 1979).
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Motolice se postupné vyskytuji v proximalni, stiedni a distalni casti slepého streva.
Proximalni ¢ast slepého stieva obsahuje dlouhé klky a mezi nimi se vyskytuji juvenilni
jedinci. Mohou byt prichyceni Ustni piisavkou a nebo se vyskytuji volné. V této fazi jsou velci
asi 350 um a nemaji jeste¢ vyvinuté ventrdlni papily (MacKinnon 1982c). Klky poskytuji
ochranu motolicim pied jejich odstranénim vlivem peristaltiky a pohybu stfevniho obsahu.
Ustni ptisavkou ptijimaji potravu v podob& narusenych bunék epitelu stieva, ale nezptsobuji
jeho vyrazné poSkozeni. V proximalni ¢asti slepého stieva setrvaji asi jeden den (Radlett
1979).

Nésledné se mezi druhym a tretim dnem vyskytuji ve stiedni ¢asti slepého streva. Jejich
velikost je okolo 530 um a nektefi jsou rozsiteni vzhledem k velikostnim poméram i za klky
slepého stieva do jeho lumen. V této fazi je také patrny vyvoj vaje¢niku, varlat a Zloutkovych
214z (Radlett 1979).

Od druhého dne se na ventralni strané téla zacinaji formovat ventralni papily (MacKinnon
1982c). Ventralni papily jsou v razném poétu a usporadani typické pro vétSinu zastupct
Celedi Notocotylidae. Je moZzné je vyuZit i jako znak pro rozliSeni jednotlivych rodu.
Medianni fada se objevuje jako prvni. Jejich rast je intenzivni mezi patym a osmym dnem,
kdy je dokonc¢en (Radlett 1980).

Pocet pIn¢ vyvinutych papil je v medianni fadé 15 av laterdlnich fadach 14. Papily se
skladaji hlavn¢ z pyriformnich bunék a svaloviny. Povrch papil je kryt tegumentem a do
kazdé papily vybihad exkre¢ni kandlek (MacKinnon 1982a). Pyriformni buriky obsahuji velké
mnozstvi mitochondrii a hemoglobinu. Histochemicky byly prokazéany respiracni enzymy
(napf. sukcinat dehydrogenaza, glukdza-6-fosfat dehydrogendza, cytochrom oxidaza)
(MacKinnon 1982b). Hemoglobin vaZze a uvoliuje kyslik a je také schopen reoxygenace po
obnoveni piitomnosti kysliku. Hemoglobin také zpusobuje rtiZzové aZz cervené zbarveni
ventrélni strany téla a lateralnich okrajt (MacKinnon 1980).

Jsou uvadeény rizné moznosti funkce ventralnich papil, a to napi. pti pfichyceni na epitel
slepého stieva ¢i absorbci nékterych latek ze stievniho obsahu (Radlett 1979, 1980). DalSi
experimenty ale prokazaly, Ze N. attenuatus je schopen pfichytit se i na jiném povrchu nez je
slepé stievo (sténa laboratorni nddoby), pficemz k tomu vyuZiva hlavné laterdlni okraje téla
(MacKinnon 1982a). Tvar téla je pritom konkavni. Take se nepotvrdila moznost funkce papil
v absorbci latek ze stievniho obsahu, nebot’ se nezjistila piitomnost enzyma esteraz a fosfataz
(esterazy hydrolyzuji estery niz8ich mastnych kyselin a fosfatdzy hydrolyzuji nukleotidy)
(MacKinnon 1982b). Hlavni funkci papil je respirace, protoZe v papilach byly prokazany
respira¢ni enzymy a hemoglobin (MacKinnon 1982a). KdyZ se papily zatdhnou do téla jsou
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v blizkosti jednotlivych organi a poskytuji jim kyslik. Je tim také podporovano formovani
vajicek v déloze (Radlett 1979).

Motolice také od osmého dne zaujimaji kone¢nou pozici v distalIni ¢asti slepého streva. Zde
méni polohu i zpusob prichyceni. KIky jsou v této casti ploché a kratké. Povrch je témeér
rovny. N. attenuatus je ptichycen paraleln¢ se sténou slepého stieva v pravém Uhlu ke klkim
(Radlett 1979).

Pro pokracovani Zivotniho cyklu je nezbytné uvolnéni vajicek do vnéjsho prostiedi. Obecné
se vaji¢ka tvoti v ootypu, kde splyne vaje¢na buiika se spermii. Zloutkové buiiky se podileji
na tvorbé vajecnych obald. Pii posunu klickami délohy pokracuje formovani a vaji¢ka jsou
v distalnich klickach delohy pIn¢ embryonovana.

O formovani vajicek motolic z ¢eledi Notocotylidae neni ptilis mnoho poznatka (Wittrock
1982). Studie o pribéhu formovani vaji¢ek nebyla u motolice N. attenuatus dosud provedena.
U druhu Ogmocotyle indica ze stejné celedi Notocotylidae se vnéjSi a vnitini vaje¢ny obal a
operkulum formuje v ootypu. Filamenta se zac¢inaji formovat v proximalnich klickach délohy
z obsahu Zloutkovych Zlaz. Operkulatni vybézek se za¢ind formovat pod operkulem a spojuje
se s vyvijejicim se embryem také v proximalni ¢asti délohy. V distalnich klick&ch délohy jsou
filamenta pIn¢ vyvinutd a vnéjsi sténa vajicka je SirSi (Coil 1966). Podobné se také formuji
vajicka motolice Desmogonius desmogonius z ¢eledi Pronocephalidae (Coil a Reid 1965).

Prvni vajicka motolice N. attenuatus byla nalezena voln¢ ve stievnim obsahu distalni ¢asti
slepého stieva 16 dni po infekci. Vajicka jsou spojena filamenty do shluk, a tak se i pohybuji
stievnim obsahem do uvolnéni. V jednom gramu trusu bylo mozné nalézt az 160 vajicek pfi
maximalni produkci (Graczyk a Shiff 1993b). Nejvétsi velikost dospélce byla 3400 pm.

Vajicka jsou ve vnejsSim prostiedi poziena plzem a cyklus se opakuje.
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3.2 Spektrum definitivnich hostitela

Nalezy dospélct N. attenuatus jsou v Ceské republice uvadény u nasledujicich druha: Anas
platyrhynchos, A. clypeata (Vojtek 1981), Aythya ferina (Tenora a kol. 1987). V jinych
evropskych zemich byl N. attenuatus zaznamenan pii raznych studiich parazitickych helmintt
definitivnich hostitela napt. na Slovensku u Anser albifrons (Macko a kol. 2002), v Srbsku
u Fulica atra (KuliSic a kol. 2004) a Nizozemi u Somateria mollissima (Borgsteede a kol.
2005). N. attenuatus byl také nalezen ojedinéle v Nizozemi u Motacilla alba, ktery je
zastupce tadu Passeriformes (Borgsteede a kol. 2000). Existuje i z&znam o vyskytu az v Jizni
Korei u A. platyrhynchos (Eom a Rim 1984). N. attenuatus se tedy vyskytuje kosmopolitné.

Nevhodni definitivni hostitelé pro vyvoj motolice N. attenuatus jsou hlodavci. Hlodavci
mohou byt definitivni hostitelé jinych druha (Vicente a kol. 1985). V hlodavcich vsak existuji
podminky pro excystaci, ale ne pro pieZiti, protoZe nebyli nalezeni Zivi jedinci (Graczyk
a Shiff 1993b).
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ZAVER

V této bakalaiské praci byly shrnuty dosavadni poznatky o ontogenetickém vyvoji motolice

VY 7

N. attenuatus, z nichZ nejdulezitéjsi jsou nasledujici:

V Zivotnim cyklu se nevyskytuje stddium miracidia, ale ve vajicku je sporocysta, kterd
je pomoci operkulatniho vybézku injikovana sténou streva do hemocelu plze. Tento
zpusob je mezi motolicemi ojedingly.

Vyvoj od stadia materské sporocysty po stadium cerkérie probihd v hepatopankreatu
plze, pticemz informace k této fazi vyvoje jsou velmi nedostatecné.

Cerkarie se uvolnuji z redii jako neuplIné zformované a své zralosti dosahuji az dalSim
vyvojem v hepatopankreatu plze.

Cerkarie tvoti ve vnéjSim prostiedi metacerkérie, pticemz piesny prabéh encystace je
diskutabilni.

Excystace metacerkarii probihd v trdvici traktu ptéka,ale ani pro tento proces
neexistuji solidni udaje.

Dospe¢lci, parazitujici se ve slepych stievech ptaka, jsou typicti pritomnosti ventralnich
papil, které plni funkci v respiraci.

Na tuto bakalatskou praci bude navazovat prace diplomova. Pro naSe studium motolice

N. attenuatus bude nezbytné zavedeni laboratorniho cyklu a prvni pokusy jiz v souc¢asné dobé

probihaji. Snahou bude ziskévat infikované plze z ptirody zraznych lokalit. Studium

v mezihostitelském plzi by mélo piinést vice informaci o jednotlivych stadiich a v Gvahu

ptichazi i jejich in vitro kultivace. Zamérit bychom se chtéli na proces transformace cerkarie-

metacerkarie-dospélec, pii¢emzZ lze provést in vitro excystaci a nasledn¢ parazity in vitro

kultivovat.
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