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Anotace:

The aim of the study is to describe the life cycle of a trematode species Anomalotrema koiae Gibson
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study there is the first morphological description of larval stages of A. koiae, mainly the sporocysts and
cercariae. For the purpose of the study, there were used both the molecular and morphological methods

to analyse the data from the samples which were collected on Svalbard.

ProhlaSuji, Ze jsem autorem této kvalifikacni prace a Ze jsem ji vypracoval pouze s pouzitim

prament a literatury uvedenych v seznamu pouzitych zdroji.

V Ceskych Bud&jovicich 7. 12. 2021

David Novotny



Podékovani

V prvni fadé bych chtél velmi podékovat v§em ¢lentim Centra polami ekologie pod vedenim doc.
Ing. Jifiho Barty Ph.D. a zejména mému Skoliteli doc. RNDr. Olegu Ditrichovi CSc. za shromazd’ ovani
a pravidelny odbér parazitologickych vzorku z odlehlych kon¢in, jako je souostrovi Svalbard, a také za
poskytnuti prostor, pristroju a materialu na zpracovani vzorku. Také bych rad vedeni CPE podékoval za
to, ze jsem se v roce 2018 (v ramci tvorby svoji bakalarské prace) mohl ucastnit jedné z letnich expedic
na toto souostrovi.

Také bych chtél podékovat prof. RNDr. Tomasovi Scholzovi CSc. za zapiijceni mikroskopickych
trvalych preparati tfi druhtt motolic (Anomalotrema koiae, Podocotyle atomon, Steringophorus
furciger) z helmintologické sbirky Parazitologického ustavu AV CR, také za moznost pracovat u
mikroskopu s kreslicim zafizenim, a v neposledni fad¢ za zprostiedkovani kontaktd s Prirodovédnym
muzeem v Londyné.

Chtél bych také RNDr. Anné Faltynkové Ph.D. za odbomou konzultaci k morfologii motolic.

V posledni fadé bych cht¢l podékovat Piirodovédnému muzeu sidlicimu v Londyné¢ a zejména Dr.
Andree Waeschenbach za poskytnuti muzejnich vzorkl ¢tyf druhii motolic (Anomalotrema koiae,
Macvicaria maccasarensis, Podocotyloides stenometra, Pseudopecoeloides tenuis) na molekularni

analyzu DNA, zejména markeru ITS2.

Tato prace byla finanéné podpofena grantem ECOPOLARIS No. CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_013/
0001708 a také grantem Studentské grantové agentury (SGA) PrF JU.



Obsah:

1. UvVOD 1
1.1 Vyzkum morské parazitofauny na Svalbardu ...........ceeviveiiiiiiniiinniieinicnee, 1
1.2 HelMint ....cooiiiiiiiiiiiiiiiniiniiiiisiisis e srsessssssssssssessassssssssssssssessssananns 3
1.3 Studium helmintofauny na Svalbardu............cccvvrirminiiiiiiiiiiinnniiinn.. 4
1.4 IMOtOlICE. .. ciieiiirieneneseisiiieiirreneisissesse e resas s ssss e s e s e ssssssssssssseasansssssssssssesessannnnnns 5

1.4.1 Morfologie MOLOLIC ..oveeruiiiiiiiiie et e e 5
1.4.2 Fylogeneze MOLOLIC ....ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis i 6
1.4.3  Zivotni CyKIY MOTOIIC couvurvreeveesercieiesecteeiesess et es et ss e essensens 6
1.5 Opecoelidae Ozaki, 1925 ..........ccccoviiiiiiiiiiiiiiiiii e 9
1.6 Adaptace zivotniho cyklu a diverzita arktickych mofskych druhi motolic...... 11
1.6.1 Motolice Geledi Opecoelidae arktickych oblasti severniho Atlantiku a Severniho
1€dOVENO OCEANU.....eeiueiitie ittt ettt sttt s e sr s e sabe e s e a e saaeen 13
1.6.2 Zivotni cyklus motolic &eledi Opecoelidae v zatoce Petuniabukta, Svalbard... 14

2. CILE PRACE 16

3. MATERIALY A METODY 17
3.1 SDEr Materidlul: ...cccovieveeeeniiiiiiiiiiiiirieisi e e s e s 17
3.2 Molekularni analyza........cccccociiiiiniiiiiiiiiiiiiniiinsnnnneneneeeneessssnssssssnane 19
3.3 Fylogeneticka analyza .........ccccceviviiiiiniiiniiiniiinininnee s nnenes 21
3.4 Morfologicka analyza.........ccccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnnini e 21

3.4.1 Piiprava mikroskopickych trvalych preparatii ........ccocooevvveniiiinciiniiiiiiiciinnens 22
3.4.2 MOorfometrick€ METENT....ueruueeieirieriie ettt s 22
3.4.3 Elektronova miKroSKOPI® ........cccccervieieiiiniiiiiiiiiiiiie it 22

4. VYSLEDKY 23
4.1 Vysledky parazitologickych pitev:......ccuieiiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeee s 23
4.2 Molekularni analyzy........ccccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiininiss s sssnnnes 24
4.3 Morfologickd analyza:.........cccociiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiininnnnnnnns s nenes 34

4.3.1 Larvalnd StAAIA: .oovveeueeiueeneeeriee et e e e 34
4.3.2 DOSPEIA STAQIA: cuveveeuieiiieiiiesieeee e e 39

S. DISKUSE 53
5.1 Systematika ........cccoeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 53
5.2 Zivotni cyklus motolice Anomalotrema koiae (ODY. 18) ......ccceeerererererrerercceeenns 55

6. ZAVERY 60

POUZITA LITERATURA: 61




1. Uvod

1.1 Vyzkum moiské parazitofauny na Svalbardu

Pro porozuméni ekologickému fungovani a dynamiky polamich ¢i jinych habitat, nesmi byt
opomijeno také studium lokalni parazitofauny a jeji vztahy s hostitelskymi organismy (Wisz et al. 2013).
Diky informacim o distribuci, abundanci, zivotnich cyklech a diverzité lokalnich parazit 1ze odvodit
mnoho ekologickych parametri prostredi, ve kterém se oni sami ¢i jejich hostitel¢ nachazeji. Prikladem
mohou byt trofické vztahy mezi riznymi druhy organismi, které slouzi parazitim jako jejich hostitelé
a vramci kterych se béhem svého Zivotniho cyklu premistuji. Také studiem specifickych paraziti
muzeme hloubéji porozumét populaéni dynamice jejich hostitelii a celkovému fitness jejich populace.
V neposledni fadg€ 1ze studiem abundance a prevalence lokalnich paraziti pozorovat zmény abiotickych
podminek prostfedi, na jejichz zmény mohou byt nékteré druhy parazitu s volné Zijicimi stadii vysoce
nachylni (Hudson et al. 2006; Studer & Poulin 2012).

Svalbard je souostrovi, nachazejici se za daleko za severnim polarnim kruhem v polarnim pasu
mezi 76°- 81° severni Sitky a 10° - 35° vychodni délky (Hisdal 1998). Kviili vysokym zem¢&pisnym
sitkam zde panuji rozdilné svételné a teplotni podminky, nez na které jsme zvykli z nizsich zemépisnych
sifek. Béhem roku se zde stridaji dva astronomické fenomény ovlivitujici klima a ekosystém celé severni
polokoule za polarnim kruhem vcetné Svalbardu, a to polarni den a polami noc. V jiznich ¢astech
souostrovi na 74° s. §. trva polarni den 99 dni a polarni noc 84 dni, zatimco na 81° trva polamni den 141
dni a polarni noc 128 dni. Mezi témito dvémi obdobimi panuje na Svalbardu obdobi Sera (twilight), kdy
jiz slunce vychazi mimé nad obzor a zacina se stfidat ¢as dne, Sera a noci. Obdobi Sera jsou obvykle
datovana na obdobi jarni a podzimni rovnodennosti (spitsbergen-svalbard.com; timeanddate.com).
Stidani polarniho dne se projevuje i vyrazné na pramérné teploté, ktera se béhem polarniho dne
pohybuje mezi 4 °C az 7 °C a béhem polami noci mezi -19,4 °C az -4,6 °C , pficemz nejtepleji je v jiho-
zapadni casti souostrovi a nejchladnéji ve vnitrozemi severni a severo-vychodni ¢asti souostrovi
(Przybylak et al. 2014; van Pelt et al. 2016).

Souostrovi se sklada z 6 vétSich ostrovu (Spitsbergen, Nordaustlandet, Edgeoya, Barentsoya,
Prins Karls Forland, Kvitoya, souostrovi Kong Karls Land), prilehlych ostravka a také dvou
vzdalenéjsich ostrovii Hopen (Ostrov Nadéje) a Bjomoeya (Medvédi ostrov). Celkova plocha, kterou
souostrovi zabira, je 61 022 km?, z &ehoz 60% tizemi je pokryto ledovci (van Pelt et al. 2016). Pobiezi
ostrovu je velice Clenité diky pusobeni ledovei, které béhem svého utvareni vyhloubily do vnitrozemi
rozsahla udoli, ktera po roztati ledovce byla zaplavena mofskou vodou, a vytvofily se charakteristicke
zalivy a zatoky zvané fjordy. Svalbard je omyvan Barentsovym, Norskym a Gronskym mofem a ze
severu Severnim ledovym oceanem. Zatimco ze zapadu a severu je Svalbard omyvan teplym
Zapadospicberskym proudem odstépujicim se z Golfského proudu, z vychodni a jizni strany je

ochlazovan studenymi proudy ze Severniho ledového oceanu a Barentsova more. Diky zminénym
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proudiim ma Svalbard mirnéjsi teplotni vykyvy a extrémy nez mista ve stejné zemepisné Sifce v Gronsku
¢i Kanadé, kdy nékteré zapadné polozené fjordy béhem zimy viibec nezamrzaji. Zapadospicberskym
proudem vnika do Severniho ledového oceanu az 60% celkové vody (The Norwegian polar institute
2020), ktery muze ze severniho Atlantiku pfinaset také mnoho organismu vcetné jejich parazitd, ¢imz
je Svalbard méné izolovany od vlivu vod mirného pasma nez lokality nachazejici se napf. v severnim
Rusku.

Svalbard skyta GtoCisté pro znaéné¢ mnozstvi marinnich a terestrickych zivocichu. Diky vyse
zminénym oceanskym proudim je tu v pobieznich vodach celého souostrovi mozné nalézt jak druhy
arktické, tak druhy subarktickych a borealnich vod. Zasadni abioticky vliv na biologickou diverzitu
svalbardskych fjordii ma zejména pfisun na ziviny bohatych vod z Atlantiku a také pfisun sladké vody
a sedimentu z roztavajicich ledovci. Tim vznika environmentalni gradient, diky kterému je ve vnéjsich
a vnitinich ¢astech fjordu rozdilna diverzita Zivocichu, pricemz atlantské proudéni podporuje borealni
skladbu zivocichi a pfisun chladné vody z ledovci vyhovuje arktické sloZzce mistni fauny (Hop et al.
2002). Celkova biologicka diverzita ve fjordech byva obvykle niZsi, nez je tomu v otevienych vodach,
kde je vyssi pfisun zivin a unasenych organismi oceanskymi proudy. Mezi odhadované pfi¢iny nizsi
biologické diverzity ve fjordech jsou zejména jejich izolovanost od oceanskych proudu, bariéra dana
prisunem a vysSim vlivem sladké vody z roztavajicich ledovcu, ktera snizuje jak salinitu, tak teplotu
vody a zvySuje turbiditu vody ¢i pfisun mineralnich sedimenti, ktery pfispiva k vyssi disturbanci
motského dna a snizovani koncentrace organického materialu na dné. Dalsi roli maze hrat celkova
vzdalenost fjordi od ohnisek vyskytu ruznych druht mofskych zivocichu (Hop et al. 2002; Wlodarska-
Kowalczuk et al. 2005, 2012).

Zakladni trofickou slozku mofského ekosystému na Svalbardu tvofi planktonni spolecenstvi
fytoplanktonu a jimi se Ziviciho zooplanktonu, jehoz mnozstvi v arktickych vodach fluktuuje na zaklad¢
kazdorocnich rytmi stfidajicich se rocnich obdobi a také méniciho se zalednéni mofi, které v poslednich
desitkach let v Arktickém oceanu klesa, coz ma za nasledek prodlouzeni sezony rustu fytoplanktonu a
zvySeni produkce biomasy fytoplanktonu (Ardyna & Arrigo 2020). Zooplankton je z velké casti do
mistnich vod pfinasen hlavné Zapadospicberskym proudem z Atlantského oceanu. Pocetni jsou zde
zejména klanonozci, napt. Calanus finmarchicus, ktery se podle odhadu vyskytuje zejména na zapadnim
pobfezi Svalbardu v anualnich rytmech v mnozstvi 480 000 - 500 000 t/rok (Wassmann et al. 2019).
Z dalSich skupin zooplanktonu jsou zde hojn¢ zastoupeni dalsi druhy klanonozcu (Calanus glacialis,
Metridia lucens,...), vidlonozci (Boreomysis arctica), krunyfovci (Thysanoessa raschii, T.
longicaudata), raznonozci (Gammarus spp., Themisto spp.) a dalsi korysi, Zeberatky (Mertensia ovum,
Beroe cucumis), planktonni mékkysi (Limacina helicina, larvy mlza) a rybi potér. Jimi se nasledn€ Zivi
velké mnozstvi mekkysi a vétSich druha korysua, Zahavei, ploutvenek a ryb z ¢eledi Clupeidae, Cottidae,
Gadidae, Pleuronectidae, Stichaeidae, atd. Na vrcholu marinniho potravniho fetézce se poté nachazi
zejména paryby napf. zralok gronsky (Somniosus microcephallus), moisti savei véetné medvéda ledniho

(Ursus maritimus), motsti ptaci a v neposledni fad¢ také lidé, ktefi sidli na tomto souostrovi od 17.
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stoleti (Arlov 1994; Hop et al. 2002). Naslednou odumielou hmotou ¢i detritem se zivi mnoh¢ druhy
korysu (riznonozci, krab Hyas araneus), krouzkovcu, ostnokozcu, mekkysu atd. (Hop et al. 2002).
Trofickych vztahu v potravnim fetézci vyuzivaji razné skupiny parazitu. Paraziti vyuZzivaji tyto
organismy jako tzv. hostitele, ve kterych probiha jejich vyvoj a mnozeni a to hlavné pohlavni (v
definitivnich hostitelich) ale i nepohlavni (v mezihostitelich). Mezihostitelé se nemuseji vyskytovat
v zivotnim cyklu parazita viibec, ale u n¢kterych skupin paraziti mohou byt pfitomni az tfi (Poulin &
Cribb 2002; Zelmer & Esch 1998). Poté je dospivani paraziti spjaté s koneCnym vyvojem jejich
rozmnozovacich organii a naslednym pohlavnim rozmnozovanim probihajicim v definitivnim hostiteli.
Slozité zivotni cykly, které probihaji ve vice hostitelich, béhem nichz stfidaji pohlavné a nepohlavné
rozmnozujici se stadia, jsou charakteristickym znakem mnoha skupin paraziti zvlasté pak helmintu

(Parker et al. 2012).

1.2 Helminti

Helminti je obecny termin oznacujici skupinu mnohobunécnych, zejména makroskopickych
bezobratlych zivodichl s napadné protahlym na prifezu kulatym ¢i dorzo — ventralné zplos§télym
(Cervovitym) tvarem téla, z nichz ¢ast Zije parazitickym zpusobem Zivota. Slovo helmint pochazi z
feckého puvodu a v prekladu znamena slovo ¢erv (Lindquist & Cross 2017). Do této skupiny nalezi
mnoho taxonomicky odlisnych skupin napfi¢ celym fylogenetickym stromem Zzivocichi, a to zejména
plosténce, vrtejse, hlistice a strunovce (Castro 1996). Mezi parazitické helminty s nejvy$s§im poctem
hostitell, kter¢ vystfidaji béhem svého zivotniho cyklu, patfi tasemnice a motolice (Cribb et al. 2003;
Auld & Tinsley 2014).

Tasemnice 1 motolice patii mezi plosténce (Platyhelminthes) a dohromady s tfidou zabrohlisti
(Monogenea) tvori taxonomickou skupinu Neodermata (Cribb et al. 2003). Jde o zcela parazitickou
skupinu plosténcu s charakteristickou epidermis tzv. neodermis zvanou téZ tegument. Ten je tvoren
mnohojadernym utvarem zvanym syncitium. Tegument vznika fizi epiteliarnich bunék, ¢imz vznika
mnohojaderna membrana na povrchu organismu slouZici zejména k obrannym absorpcénim i sekre¢nim
mechanismum. Dal§i vlastnost charakterizujici Neodermata je pfitomnost obrvené volné Zijici larvy
v jejich Zivotnim cyklu nazyvané u motolic miracidium, u tasemnic lykofora ¢i koracidium (miiZe
chybét, nebo je u skupiny Eucestoda je toto stadium nahrazeno neobrvenou parazitickou larvou
nazyvanou onkosféra) a u zZabrohlisti oncomiracidium (Volf & Horak 2007). Mezi dalsi spolecné znaky
patii anatomie protonefridii. V ramci Neodermat jsou tfidou s nejvyssi diverzitou povazovany motolice

(Trematoda) (Olson et al. 2003).



1.3 Studium helmintofauny na Svalbardu

Vyjmenované parazitické skupiny helminti se vyskytuji i v arktickych oblastech véetné
Svalbardu. Znamym piipadem je vyskyt medicinsky a veterindmé vyznamné tasemnice Echinococcus
multilocularis (méchozil bublinaty) u liSek polarnich (Vulpes lagopus) (Henttonen et al. 2001). Dal§imi
studiemi zabyvajicimi se helmintofaunou Svalbardu je prace norskych védct (Johansen et al. 2010)
mapujici abundanci a diverzitu riiznych skupin helmintii v travicim traktu tulené krouzkovaného (Pusa
hispida), ¢i védecka prace (Carlsson et al. 2012) dokumentujici pfenos gastrointestinalnich hlistic
(zejména Marshallagia marshalli) béhem zimnich mésici v populaci svalbardského poddruhu soba
polamiho Rangifer tarandus platyrhynchus. Dokumentace diverzity a populacni dynamiky
gastrointestinalnich hlistic sobi je na pocet publikovanych ¢lanku (nalezeno 11) nejcastéjSim
predmétem studii helmintofauny na Svalbardu. Na zakladé nov¢jsi studie Myskova et al. 2019
zabyvajici se parazitofaunou V. lagopus a hrabose vychodoevropského (Microtus levis) byly také na
Svalbardu poprvé prokazany bézné druhy helminti vyskytujicich se i v jinych ¢astech Arktidy jako
Eucoleus aerophilus (syn. Capillaria aerophila), Uncinaria stenocephala, Toxocara canis a Trichuris
vulpis.

Od roku 2007 provadi vyzkum parazitofauny na Svalbardu také Centru polarni ekologie (CPE)
spadajici pod Pfirodovédeckou fakultu Jihoeské univerzity v Ceskych Bud&ovicich (CPE 2007).
Béhem vyzkumu byl na Svalbardu zdokumentovan vyskyt mnoha druhi paraziti v terestrickych i
marinnich biotopech. Co se tyka helmintofauny, stoji za zminku zejména dokumentace diverzity
helmintt zatoky Petuniabukta, umisténé v centralni ¢asti souostrovi (souradnice 78° 40° 010°°N, 16°
24° 240°’E). Jde o izolovanou m¢lkou zatoku vybihajici ze zalivu Billefjord s bohatym pfisunem sladké
vody z okolnich tajicich ledovci. Skyta utoCisté zejména litoralnimu spolecenstvu zivocichu, které se
v zatoce vyskytuje po cely rok. V ramci vyzkumu zde byl napf. popsan vliv metacerkarii rodu
Gymnophallus na chovani mlza Mya truncata a Hiatella arctica v ptipad¢ ohrozeni, kdy exponovani
(nezahrabani) jedinci méli signifikantné vyssi prevalenci nez jedinci zahrabani (CPE 2010). Dale také
byly provadény experimenty s cilem poznani Zivotniho cyklu opecoelidnich motolic, jejichz larvalni
stadia byla nalezena v plzi surmovka vinita (Buccinum undatum), nacez se zdarila experimentalni
infekce riznonozci Gammarus sp. a Onisimus sp., kterym byla nabidnuta potrava sloZena z
hepatopankreatu infikovanych B. undatum. Poté byly prokazany ve svaloviné riznonozcu patrné
metacerkarie (CPE 2013). Také byla na Svalbardu vypracovana bakalarska prace studentky Venduly
BraniSové zabyvajici se diverzitou a zivotnimi cykly motolic nad¢eledi Hemiuroidea, parazitujici
zejména u morskych ryb a bezobratlych zalivu Adventfjorden, které¢ byly popsany jako druhy Derogenes
varicus (zaznamenany z plze Euspira pallida, ploutvenek, ryb Boreogadus saida, Gadus morhua,
Melanogrammus aeglefinus a Myoxocephalus scorpius a rejnoka Amblyraja radiata) a Hemiurus
leviniseni z treskovitych ryb (BraniSova 2020). Béhem expedic CPE bylo nesbirano velké mnozstvi

vzorkil béznych Zivo€ichi tohoto zalivu a z nichz pochazi vétsina dat v této studii.
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1.4 Motolice

Motolice (Trematoda) je tfida parazitickych plosténcu. Jsou vyznamnymi parazity vSech skupin
obratlovci. Mezi motolicemi se nachazeji vyjimec¢né ektoparaziti (motolice ¢eledi Syncoeliidac a
Transversotrematidae), ale zejména jde o endoparazitickou skupinu parazitujici v travicim traktu,
jatrech a zlucovodech, plicich ¢i v krevnim fecisti (Cribb 1998; Olson et al. 2003; Volf & Horak 2007).
Nekteré druhy motolic také parazituji v plovacim méchyfi ryb, vyluCovacim traktu, kloace hadi,
vajecnicich, o¢ich, svalové a pojivové tkani ¢i v samotné t€lni duting (Cribb et al. 2003; Galaktionov &
Dobrovolskij 2003). U lidi mohou zpusobovat zavazna onemocnéni jako napf. jaterni, mocovou ¢i
stfevni schistosomézu, paragonimozu, fascioldézu atd. (Lindquist & Cross 2017). Tti druhy motolic
Opisthorchis viverrini (Digenea: Opisthorchiidae), Clonorchis sinensis (Digenea: Opisthorchiidae) a
Schistosoma haematobium (Digenea: Schistosomatidae) jsou klasifikovany jako biologické karcinogeny
prvni tfidy, z ¢ehoZz prvni dva druhy mohou pfi dlouhodobé infekei s vyssi intenzitou zpusobit rakovinu
jater ¢i zluCovodu a S. haematobium zpusobuje urogenitalni schistosomézu, ktera muze vést az
k rakovin¢ mocového méchyfe (Brindley et al. 2015). Motolice jsou také vyznamnymi parazity
mekkysu, clenoveu a dalSich fylogenetickych skupin napfi¢ celou ZivociSnou fisi, u kterych mohou
ovlivnit jejich zdatnost ¢i schopnost odolavat rozdilnym faktorim vnitfniho a vné¢jSiho prostredi,
schopnost se reprodukovat ¢i dokonce ovlivnit jejich fenotypove vlastnosti (Galaktionov & Dobrovskij
2003). U larvalnich stadii a metacerkarii nékterych druhii motolic byla pozorovana zamérna kastrace ¢i
dokonce jimi zpusobena zména chovani jejich napadeného hostitele (Anokhin 1966; Lafferty & Kuris

2009). Celkovy odhad diverzity motolic je kolem 18 000 — 24 000 druhti (Poulin 2005).

1.4.1 Morfologie motolic

Mezi charakteristick¢ morfologické znaky motolic patfi jejich dorsoventralné zplostélé télo,
nabyvajici ovaln¢ho, hruskovitého ¢i az cervovitého tvaru. Tegument motolic je zpravidla zvinény ¢i
ryhovany a Casto jsou na ném patrné sklerity ¢i ostny tvorené krystalizovanymi proteiny a aktinovymi
mikrofilamenty zakotvenymi v basalni laminé (Stitt et al. 1992). Rozmisténi a pocet ostni jsou
dalezitym znakem pro urcovani druhii motolic. Dal§im charakteristickym znakem, patrnym jiz
z vn¢jSiho pohledu na motolici, je pritomnost jedné ¢i dvou pfisavek slouZicich k uchyceni téla na
povrchu organu, ve kterém motolice parazituje. Na zakladé pocCtu a umisténi pfisavek na téle bylo
stanoveno zakladni morfologické déleni motolic. VéEtsina druhii motolic jsou hermafroditi, coz je patrné
pritomnosti rozvinutych samcich i samicich pohlavnich soustav uzptsobenych k vysoké produkci
spermii i vaji¢ek. Ze samcich pohlavnich organti jsou nejvice patrna varlata (testes), nabyvajici rizného
poctu, tvaru a velikosti napfi¢ druhovou rozmanitosti motolic. Z nich poté vedou chamovody (vasa
efferens sbihajici se v jedno vas deferens) ustici do seminalniho vezikula, ze kterého poté vybiha tzv.
cirrus, coz je analogicky organ k penisu. Seminalni vezikulum, ejakulacni zlazy a cirrus byvaji ulozeny

v cirrovym vacku. Samici pohlavni soustava se sklada vétSinou z jednoho vaje¢niku, z né¢ho vedouciho
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oviduktu vedouciho do ootypu, seminalniho receptakula, kde se uklada zasoba spermii po kopulaci,
vitelarii produkujicich zloutkové buriky, vitelinnich kanalkii, Laurerova kanalku odvadéjici prebytecny
material z t€la motolice a nasledné protahlé délohy vedouci az ke genitalnimu poru. Dal§im dualezitym
znakem motolic je morfologie jejich travici soustavy skladajici se z tistniho otvoru, farynxu, u nékterych
skupin i prefarynxu, jicnu a jednoduchého ¢i vétviciho se slepcho stfeva. V neposledni fad¢ jsou také
charakteristicky patrmymi znaky tvar a velikost vylu¢ovaciho méchyte (Volf & Horak 2007; Cribb 2004;
Toledo & Fried 2014).

1.4.2 Fylogeneze motolic

V klasifikaci se motolice (Trematoda) déli na dvé podtfidy. Prvni z nich je mensi podtfida
Aspidogastrea charakteristicka zejména pfimym vyvojovym cyklem postradajicim mnoZeni larvalnich
stadii. Béhem vyvojového cyklu vystrida jednoho ¢i dva hostitele, kterymi jsou zejména mékkysi, ryby,
plazi ¢i korysi (Alves et al. 2015; Atopkin et al. 2018).

Druhou skupinou zabirajici prevaznou ¢ast motolic je podtiida Digenea, cesky dvojrodi. Se
svym poctem zahrnujicim ~18 000 druhti ve 150 znamych celedich, jde o jednu ze skupin s nejvyssi
diverzitou v ramci endoparazitu z fiSe Metazoa (Olson et al. 2003; Bray 2020). Sem nalezi vétSina
motolic zplsobujicich zavazna lidska a veterinarni onemocnéni. Jde o globaln¢ rozsifenou skupinu
motolic s vy$S§i druhovou diverzitou v tropickych oblastech svéta. Digenea se dale d€li na dve
fylogenetické linie Diplostomida, kam patfi napf. medicinksy vyznamné krevni motolice celedi
Schistosomatidae, Aporocotylidac a Spirorchidae, a Plagiorchiida, ktera zahmuje vét§inu diverzity
podtiidy Digenea, a kam také patfi celed” Oecoelidae, do které druh A. koiae nalezi (Olson et al. 2003).

Charakteristickym znakem digenetickych motolic je sloZity vyvojovy cyklus, béhem néhoz
motolice vystfida mnoho morfologicky odli§nych typii s rozdilnou fyziologii a strategii preziti. Pro
motolice je charakteristické stfidani hostitelt, kdy kazdé vyvojové stadium muize obyvat rozdilného
hostitele, nebo pobyvat ve vngjsim prostiedi ve snaze dalsiho hostitele infikovat. Zivotni cyklus motolic

byva zpravidla dvou az ¢tyrhostitelsky (Cribb et al. 2003).

1.4.3 Zivotni cykly motolic

V Zivotnim cyklu motolic se stfida mnoho morfologicky, fyziologicky i funkéné rozlisnych
stadii. Zpravidla je zapoc¢at pohlavnim mnoZzenim dospélych stadii uvnitf definitivniho hostitele, kterymi
jsou u motolic zpravidla obratlovci, tvorbou velkého mnozstvi oplozenych vajicek. U nékterych druhu
motolic (Fasciola sp., Paragonimus westermani, Schistosomatium douthilli) byla u dospélych stadii také
prokazana partenogeneze (Whitfield & Evans 1983). Vajicka zpravidla odchazeji z téla definitivniho
hostitele spolecné s trusem ¢i mo¢i a ve vnéj§im prostredi se z vajicka vylihne mikroskopické obrvené
larvalni stadium tzv. miracidium. Vajicka mnoha druhti motolic maji ¢epickovity utvar nazyvany
operculum, kterym po jeho oddéleni vznika otvor, kterym unikd miracidium z vajicka do volného

prostiedi. U nékterych druhti motolic bylo zaznamenano lihnuti miracidii jesté uvnitf definitivniho

-6-



hostitele. Jako prikladem se uvadi druh motolice Trichobilharzia regenti (Digenea: Schistosomatidae),
ktera se lihne v nosni dutiné¢ vrubozobych ptakt (Horak et al. 1998). U nadceledi Brachylamoidea,
Hemiuroidea, Opisthorchioidea a Pronocephaloidea se miracidia lihnou az v travici trubici plze, ktery
vajicka poziel a penetruji do jeho tkané pres jeho stfevni epitel (Cribb et al. 2003). Miracidium ve
vnéjSim prostfedi vyuziva ke své orientaci hlavné chemické signaly svého prvniho mezihostitele.
Prvnim mezihostitelem jsou zpravidla mékkysi (plzi, mlzi, kelnatky) ¢i krouzkovei (Cribb et al. 2003).
Miracidium nepfijima zadnou potravu a zije pouze po dobu n¢kolika hodin az jednoho dne, pokud
nenalezne vhodného hostitele. Po nalezeni vhodného mezihostitele vyuziva pfi penetraci miracidium
specializovaného organu v predni asti téla tzv. trebratorium. To se sklada z apikalnich a longitudalnich
zlaz vymésujicich lytické enzymy, svalovych vlaken a u celedi Aporocotylidae, Encyclometridae,
Bucephalidae a Brachylaimidae také styletu, ktery vSak nema se styletem u cerkarii nic, kromé svoji
funkce, spolecného (Galaktionov & Dobrovskij 2003). Po vniknuti do prvniho mezihostitele je obrveny
epitel miracidia nahrazen tegumentem a z miracidia se stava tzv. matefska sporocysta. U Celedi tzv.
viviparnich motolic (Cyclocoelidae, Philophtalmidae, Echinostomatidae a nckter¢ druhy
Allocreadiidae) se uvnitf miracidia vyviji larva, ktera je miracidiem inokulovana dovnitf hostitele a
nazyva se mateiska rédie (Galaktionov & Dobrovolskij 2003). Ta poté migruje uvniti hostitele k
cilovym organim, kde bude probihat nasledné mnozeni, ¢i zlstava ve svalové tkani pobliz mista
penetrace a do cilovych organt migruji az dcefiné sporocysty napf. u druhu Schistosoma mansoni
(Digenea: Schistosomatidae) (Negrdo-Corréa et al. 2012). V pripad¢ meékkysu jsou postizeny zejména
hepatopankreas, gonady ¢i srdce a aorta (Ataev et al. 1997; Lajtner et al. 2008). Po vniknuti do téla
prvniho mezihostitele se musi larvalni stadia vyporadat s hostitelskym imunitnim systémem nebo se mu
vyhnout. Dalsi problém mohou tvofit jin¢ druhy organismu, jiz prebyvajici v téle hostitele. U mekkysu
tvori zakladni slozku jejich imunitniho systému obranné buiky zvané hemocyty, které mohou
fagocytovat sporocystu ¢i miracidium, kter¢ do mékkyse vniklo (Locker et al. 1982). Stejné dulezitou
roli hraje také humoralni odpovéd’ sloZena zejména z proteint s afinitou na vnéj$i membranové proteiny
sporocyst, cytotoxintl a variantami raznych imunoglobulinovych a lektin obsahujicich molekul (Wu et
al. 2017). Mezi dals$i organismy prebyvajicimi v prvnim mezihostiteli, které¢ mohou mit vyznamny vliv
na vyvoj a mnozeni larvalnich stadii motolic jsou zejména jin¢ druhy motolic nebo také protist druhu
Capsaspora owczarzaki (kmen Mesomycetozoea), ktery parazituje u plze Biomphalaria glabrata a
pfimo se podili na eliminaci larev schistosom uvnitf svého hostitele (Basch et al. 1969; Stibbs et al.
1979; Hertel et al. 2002). V hepatopankreatu potéprobihd mnozeni, kdy se z germinalnich bunék uvnitf
matefské sporocysty / rédie vyvijeji deefingé sporocysty ¢€i rédie, které jsou nasledn¢ uvolnény z jejiho
téla. Jde o zplisob nepohlavniho rozmnozovani nazyvany diploidni apomikticka partenogeneze, kterym
se mnozi jak matefska, tak dcefiné sporocysty a rédie (Dobrovolskij & Ataev 2003). U motolice
Heronimus mollis (Digenea: Heronimidae) nabyva matefska sporocysta nepravidelného tvaru, kdy se
mnohacetné vétvi a uvnitf jejiho téla se z germinalnich shlukii vyviji rovnou cerkarie, nacez v jejim

zivotnim cyklu neprobiha zadny vyvoj dcefinych sporocyst ¢i rédii (Galaktionov & Dobrovolskij 2003).
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Dcefiné sporocysty jsou morfologicky totozné s mateiskou sporocystou, kdy také piijimaji
vyvinutou travici soustavu sloZenou z ustniho otvoru, farynxu a slepé zakonéeného stieva. Diky tomu
mohou mimo pasivni pfijem zZivin tegumentem aktivné pfijimat potravu, kdy se Zivi zejména tkani
hostitele, ¢i dokonce se mohou Zivit larvalnimi stadii jinych druhti motolic, které se vyskytuji ve stejném
hostiteli (Basch et al. 1969). Rédie se také od sporocyst lisi vyskytem vyristku s lokomotorickou funkci
tzv. papil na povrchu téla a porodnim otvorem umisténym na subterminalnim konci téla (Combes 1982;
Galaktionov & Dobrovolskij 2003; Pinheiro et al. 2004). U obou stadii nasledné probiha mnoZeni také
formou diploidni apomikticka partenogeneze, ze které muze vzniknout dalsi generace sporocyst ¢i rédii,
nebo generace tzv. cerkarii. U mnoha celedi motolic (Aporocotylidac, Gymnophallidae,
Schistosomatidae, Cyathocotylidae, Strigeidac a Diplostomidae) se vyviji stadia nové generace
sporocyst / rédii a cerkarii v jednom téle sporocysty / rédie zaroven (Glaktionov & Dobrovolskij 2003).

Cerkarie jsou ve vétSing pripadu pohybliva larvalni stadia motolic, ktera vyplouvaji ¢i jsou
vypuzena z t¢la prvniho mezihostitele a jsou ve vétsing pripada schopna pohybu ve vnéj§im prostredi a
nalezeni dalsiho hostitele. K pohybu ve volném prostiedi maji uzptisobeny pohybovy aparat, kterym je
zpravidla ocasek piizplisobeny k pohybu ve vodnim sloupci ¢i uchyceni k pevnému podkladu. U
n¢kterych skupin také plni tuto funkci dvojice prisavek (Gstni a brisni), které jsou prizpusobeny
k pohybu po pevném podkladu. Diky tomu cerkarie nabyvaji riznych tvara a velikosti, coz jsou dalsi
dalezité morfologické znaky na uréovani motolic, kdy nejlépe je tato variabilita cerkarii popsana
v publikaci Dawes (1946). Vyplouvani cerkarii z hostitele vétSinou probiha v urcitych rytmech
(cirkadialni nebo spjaté srozmnozovanim jejich hostiteld, ...), aby cerkarie mély co nejvyssi
pravdépodobnost nalézt dal§iho hostitele. Cerkarie béhem hledani dal$iho hostitele nepiijimaji zadnou
potravu, a pokud nenaleznou vhodného hostitele ¢i se véas nezapouzdii, do par hodin az dni hynou. Do
dalsiho hostitele vnikaji cerkarie pasivné pozfenim ¢i proudénim vody pres zabry hostitele ¢i aktivnim
vyhledavanim dalSich potencialnich hostitelii a nasledné aktivni penetraci do t€la hostitele. Po dosednuti
cerkarie na povrch hostitele (ktize, zabry, stfevni epitel, ...), dochazi k penetraci pomoci svého
penetracniho aparatu skladajiciho se z rizného poctu penetracnich zlaz produkujicich proteolyticke
enzymy a styletu u podfadu Xiphadiata. Penetra¢ni zlazy postradaji cerkarie zapouzdrtujici se ve vnéjsim
prostfedi ¢i vyuzivajici pasivni pfenos pomoci jejich pozieni dal§im hostitelem (Galaktionov &
Dobrovolskij 2003).

U motolic s dvouhostitelskym cyklem napft. cerkarii rodu Schistosoma dochazi k penetraci
pokozky definitivniho hostitele, kde cerkarie odhazuji ocasek a méni se ve stadium tzv. schistosomulum.
V pfipadé¢ motolic cCeledi Fasciolidae, Notocotylidae, Philophthalamidae, Paramphistomidae a
Haploporidae se cerkarie ve vnéjSim prostfedi zapouzdiuji do stadia adoleskarie, k cemuz dochazi
zpravidla na povrchu vodnich rostlin nebo bentickych a planktonnich Zivodichu (Pearson 1972;
Galaktionov & Dobrovolskij 2003). U motolic s fakultativnim ¢étythostitelskym cyklem, prikladem

muze byt rod Alaria (Digenea: Diplostomidae), se z cerkarie po vniknuti do druhého mezihostitele stane

-8-



stadium tzv. mesocerkarie, které¢ v tomto stavu pretrvava, i pokud je druhy mezihostitel pozien
paratenickym tfetim mezihostitelem (Uhrig et al. 2015). V pfipadé motolic ¢eledi Hemiuridae, kde jsou
také znamy druhy se Ctyrthostitelskym cyklem napt. Halipegus occidualis, se metacerkarie v druhém
mezihostiteli (lasturnatka) a paratenickém tfetim mezihostiteli (larva vazky) nijak od sebe nelisi a ob¢
mohou byt nakazlivé pro definitivniho hostitele (skokan kfiklavy), (Zelmer & Esch 1998). U motolic
s tiihostitelskym cyklem se cerkarie uvnitf druhého mezihostitele zapouzdii do klidového stadia
metacerkarie, které¢ poté vyckava, az je druhy mezihostitel pozfen definitivnim hostitelem. U mnoha
¢eledi motolic byla zanamenana partenogeneticka stadia metacerkarii, kdy napf. u druhu Parvatrema
margaritense (Digenea: Gymnophallidae) byla zaznamenana v plzi Tutonia minuta partenogencze pies
dv¢€ generace partenogenetickych metacerkarii a az po tfeti generaci metacerkarii, které mohou infikovat
definitivniho hostitele (Galaktionov 2006). Uvnitf definitivniho hostitele dochazi v cilovych organech
k metamorfoze do dospélého stadia motolice, které je schopno se pohlavné rozmnozovat a produkovat

vajicka.

1.5 Opecoelidae Ozaki, 1925

Jednou z celedi motolic s nejvyssi druhovou diverzitou, Citajici kolem 800-900 popsanych
druhu, je kosmopolitn¢ rozsifena ¢eled” Opecoelidac Ozaki, 1925. Dospéla stadia této Celedi parazituji
zejména v travicim traktu paprskoploutvych ryb a sporadicky také u paryb a obojzivelnika (Bray &
Cribb 2003; Cribb 2004). Vyskytuje se u sladkovodnich i morskych druha ryb, a to jak v litoralnim
pasmu, tak v pelagialu, & dokonce i v bathyalu a abysalu. Celed’ byla stanovena na zakladé prace Ozaki,
1925, ve které byl popsan nominalni rod Opecoelus. Tato Celed neni charakterizovana Zadnym
morfologicky specifickym znakem, ale spiSe souhmnym mnozstvim znaki, které jsou ov§em bézné i u
jinych celedi motolic (Cribb 2004; Bray 2020).

Mezi charakteristické morfologické znaky této Celedi patmé na prvni pohled patfi ovalny az
Cervovity tvar téla a hladky tegument bez ostnu. Vyjimku tvofi rod Poracanthium, ktery miva
charakteristické pole ostnti v oblasti genitalniho poru (Cribb 2004). Na ventralni stran¢ t¢la se nachazi
ustni 1 bfisni prisavka a genitalni por, ktery je obvykle umistén v pravé Casti motolice anteriorné od
bfisni prisavky ¢i u jejiho okraje. Bfisni pfisavka je zpravidla kruhova, nespecializovana a vEtsi nez
ustni prisavka. Nékteré druhy napt. Anthochoanocotyle kihobo maji brisni prisavku protahlou a vyrazné
vystupujici z téla. U podceledi Opecoelinae se na anteriornim a posteriornim konci pfisavky nachazi
vyrazn¢ papily, které¢ jsou vyznamnym poznavacim znakem této podceledi (Cribb 2004). Travici
soustava je slozena z tstniho otvoru, prefarynxu, farynxu, jicnu a slepého stfeva tvoficiho dvé vétve
tahnouci se az k zadnimu konci téla. Sam¢i pohlavni soustava je tvorena 2-10 varlaty a seminalniho
vezikulu, ktery byva zcela obnaZzeny (rod Genitocotyle) ¢i kryty blanitym (rod Anomalotrema) ¢i
svalnatym (rod Podocotyle) cirrovym vackem (Cribb 2004; Sokolov et al. 2019). Samici pohlavni

soustava je tvofena jednim vajeénikem, seminalnim receptakulem, Laurerovym kanalkem a délohou
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umisténou u vétSiny druhti mezi vajecnikem a genitalnim pérem, avSak muze zasahovat az ke konci
zadni ¢asti téla (rod Multivitellina). Vitelaria jsou rozprostfena po stranach téla, a to zejména v zadni
Casti téla az celého téla. VyluCovaci méchyt je protahly ve tvaru I (Cribb 2004).

Zivotni cyklus je zpravidla tiihostitelsky, ale i zde byl zaznamenana u nékterych druha redukce
poctu hostitelt ve svém cyklu a vyvoj progenetickych stadii metacerkarii ¢i naznaky pedomorfozy.
Prikladem muze byt druh Caudotestis sinitsini (syn. Plagioporus sinitsini), u kterého byly jiz v prvnim
mezihostiteli plzi Elimia symmetrica nalezeny pohlavné dospéli jedinci (Barger & Esch 2000). Prvnim
hostitelem je vzdy plz, ve kterém se larvalni stadia nepohlavné mnozi pres dvé generace sporocyst az
k tvorbé cerkarii. Celkové byla larvalni stadia motolic ¢eledi Opecoelidae nalezena v 19 ¢eledich jak
moftskych, tak sladkovodnich plzu (Bamett et al. 2014). Stadium rédie se u vétSiny druhu této celedi
nevyskytuje, avSak n¢kter¢ studie (Chubrik 1966) popisuji vyvoj cotylomikrocerknich cerkarii v rédiich,
ato u druhu Cercaria inermis, C. bistilosa a Podocotyle enophrysi. Ve studii Barnett et al. 2014 je vSak
vysloven nazor, Ze oznaceni larvalnich stadii jako rédie, zvlasté u druhu P. enophrysi mohla byt mylna,
a §lo by v tom pripad€ o sporocysty.

Cerkarie jsou zpravidla cotylomikrocerkniho typu. Tato forma je charakteristickd zejména
uzpusobenym, na prvni pohled zakmélym ocaskem v utvar zvany protrusibilni papila. Ta slouzi zejména
k prichyceni cerkarie na pevném podkladu. Cerkarie se vyhradné pohybuji pomoci dobie k pohybu
vyvinut¢ ustni a bfi$ni prisavky po podkladu. Po pfichyceni papily k podkladu vykonavaji cerkarie
krouzivé pohyby, ¢imz se snazi vycitit pomoci svych smyslovych organti pohyb jejich potencialniho
druhého mezihostitele (Galaktionov 2003). Vyjimku tvofi druh Helicometra gibsoni, u které¢ho cerkarie
maji klasicky protahly ocasek uzpusobeny k pohybu ve vodnim sloupci (Cribb 2004; Meenakshi et al.
1993). T¢lo je zpravidla protahlé, delsi nez ocasek a jsou na ném viditelné dvé vyrazné prisavky, tstni
a brisni, které pomahaji dohromady s ocaskem k pohybu a pfichyceni cerkarie k podkladu. V predni
Casti téla u obusti ustni prisavky maji cerkarie umistény stylet slouzici k penetraci do druhého
mezihostitele, kterym muze byt Siroka Skala zivocichi, zejména korySi, hmyz, krouzkovci, ryby,
plosténky, Zahavci a plzi. U nékterych druht napt. Sphaerostomum bramae muze byt jako druhy
mezihostitel jiny jedinec t¢hoZz druhu plze, ktery jim slouzil jako prvni mezihostitel (Cable 1938; Chubb
1979; Cribb 2004). V nich pretrvava motolice ve stadiu metacerkarie, dokud neni mezihostitel pozien
definitivnim hostitelem. Definitivnim hostitelem jsou zpravidla paprskoploutvé ryby, ale muze jimi byt
také obojzivelnici. V definitivnich hostitelich byvaji obvykle dospéla stadia lokalizovana v travicim

traktu, ve vétsSin€ pripadi ve stievé (Cribb 2004).
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1.6 Adaptace zivotniho cyklu a diverzita arktickych morskych druhi
motolic

V primofskych oblastech za polarnim kruhem jsou motolice béznym parazitem moiskych
bezobratlych, ryb, ptaka a savcu, ale i presto zde druhova diverzita motolic byva obvykle nizsi nez
v oblastech temperatu. Prikladem muze byt druhova diverzita larvalnich stadii motolic nalezenych u
bézného plze pobieznich vod plazovky skalni (Littorina saxatilis). V temperatnich litoralnich oblastech
Britskych ostrovi je L. saxatilis primarnim hostitelem aZ pro 26 druht motolic, kdeZto na Spicberkach
je pouze pro 4-6 druhu (Galaktionov et al. 2019). Hlavnim divodem niz§i druhové diverzity motolic
v polarnich oblastech je nizsi druhova diverzita jejich prvnich mezihostiteli, ke kterym maji motolice
obvykle vysokou hostitelskou specificitu (Cribb et al. 2003; Galaktionov 2017). Dal§imi faktory mohou
byt extrémni podminky vné&jsiho prostredi (teplota, svétlo, sila vodnich proudu), které mivaji zejména
vliv na volné Zijici stadia motolic (Galaktionov et al. 2019). Vyssi zemépisna Sitka nema tak zasadni
vliv na diverzitu motolic jako lokalni abiotické podminky, geograficka izolovanost a biodiverzita
studovanych oblasti se zastoupenim vhodnych hostiteli pro motolice (Galaktionov et al. 2019).
V neposledni fad¢ muze mit také vliv na lokalni diverzitu a abundanci motolic parazitujicich zejména u
moftskych ptaka pritomnost lidského osidleni, a to zejména pfistavi, které lakaji morské ptactvo a jiné
tvory prizivujici se na zbytcich z rybarskych aktivit (Galaktionov & Bustnes 1999).

Na zaklad¢ studii Klimpet et al., 2006 a Chambers, 2008 byla v arktickych oblastech zjisténa
podobna diverzita motolic, které se obvykle nachazeji ve svrchnim batyalu niz§ich poloh zemskeé Sitky.
Nekteré druhy motolic nachazejici se obvykle v rybach vylovenych z hloubky vyssi jak 1000 m se
v polarnich oblastech nachazi v niz§ich hloubkach odpovidajici n€kolika desitkam az stim metri, coz
bylo prokazano napt. u druhti Derogenes varicus (Digenea: Derogenidae) ¢i Zoogonoides viviparus
(Digenea: Zoogonidae), (Bray & Kuchta 2006; Bray 2020; Manter 1955). Mezi zakladni adaptaci
spojujici jak polarni, tak hlubinné druhy motolic je pfizptuisobeni se k chladnym podminkam, kdy teplota
vody v prostfedni se pohybuje kolem 4 °C. Vyjimku mohou v pripad¢ polarich oblasti tvofit prilivova
jezirka ¢i v mofskych hlubinach sopeéné vyvéry, kde muze byt teplota vody vyrazné vyssi.

Jednim ze zakladnich pfizpusobeni parazitt zijicich v temperatnich a polarnich oblastech je
modifikace jejich zivotniho cyklu na zaklad¢ sezonality prostiedi (Wharton, 1999). Zakladnim
faktorem, ovliviiujicim Zivotni cyklus parazitu véetné motolic je pravdépodobnost nalezeni dalSiho
hostitele volné Zijicimi stadii parazita. U motolic je tento fenomén predev§im spjaty s vyplouvanim
cerkarii z prvniho mezihostitele. BEhem nepfiznivych obdobi napft. chladnych zim vyplouvani cerkarii
neprobiha a také se zpomaluje vyvoj sporocyst ¢i rédii (Galaktionov & Dobrovolskij 2003). U larvalnich
stadii druhu Podocotyle atomon parazitujicich v L. saxatilis na bfezich Barentsova motfe byly
pozorovana dvé obdobi, béhem kterych probihalo vyplouvani cerkarii, a to na jafe (duben — kvéten) a
na podzim (zafi — fijen). U L. saxatilis infikovanych na jafe se matefska sprocysta vyviji v I¢t€ a na

podzim u nich probihd rozmnoZovani a vyvoj dcefinych sporocyst, na¢ez se objevuji 1 sporocysty
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obsahujici vyvijejici se cerkarie. Béhem zimy se vyvoj zpomali a opét se obnovi az dalsi jaro, kdy z nich
zacne vyplouvat dalsi generace cerkarii. U L. saxatilis infikovanych na podzim pobyva matefska
sporocysta v hostiteli celou zimu, na¢ez se zadne mnozit az na jafe a v pozdnim 1ét€ a na podzim je
vyvoj zakonéen naslednym vyplouvanim cerkarii (Galaktionov & Dobrovolskij 2003).

Vyplouvani cerkarii je také obvykle ovlivnéno cirkadidlnim rytmem spjatym i se slapovymi
jevy. Studie Prokofiev et al. 2016, provadéna v letnich mésicich na pobfezi Barentsova a Bilého more,
poukazuje na odlisny denni rytmus vyplouvani cerkarii u mnoha druhti motolic, které Casto sdili stejny
druh druhého mezihostitele. Prikladem mohou byt druhy Maritrema subdolum, Microphallus
claviformis, Levinseniella brachysoma (vSechny 3 druhy druhy z ¢eledi Microphallidae) a P. atomon
(Opecoelidae), které sdili stejnou skupinu druhych mezihostitela, a to rliznonozcu s prevladajicim
druhem Gammarus setosus. Tyto druhy se zejména liSi ve strategii nalezeni dal§itho mezihostitele.
Cerkarie M. subdolum a M. claviformis aktivné patraji po dalS$im mezihostiteli a jejich vyplouvani
koreluje s nejvyssi teplotou a ozarenim vody, ktera je Casto spjata s podminkami v jezirkach prilivove
zOny, kdy riznonozci obvykle pretrvavaji v klidovém stavu, a tudiz je snadnéjsi je aktivné dostihnout.
Naproti tomu L. brachysoma a P. atomon voli strategii ¢ihani, pro kterou je nejvyhodnéjsi vyssi aktivita
riznonozcu, ktera byva obvykle béhem piilivu ¢i za soumraku, kdy je jas i teplota vody nizsi, s ¢imz
koreluje i vyplovani cerkarii téchto dvou druhii (Prokofiev et al. 2016).

Dalsi strategii, ktera je ¢asta u motolic arktickych oblasti, je absence voln¢ Zijicich stadii motolic
v jejich zivotnim cyklu. Ze studie Galaktionov et al. 2019 zabyvajici se diverzitou larvalnich stadii
motolic v populaci plze L. saxatilis z ptilivovych oblasti Pe¢orského mote vyplyva, ze dominantn¢ jsou
zde zastoupeny motolice s dvouhostitelskym cyklem (5 z 6 druhu), z ¢ehoz 4 druhy Microphallus
pygmaeus, M. piriformes, M. triangulatus a M. pseudopygmaeus z Celedi Microphallidae (ve studii
nazyvany jako tzv. skupina ,,pygmeus®, ve zkratce MPQ) zcela postradaji volné Zijici larvalni stadia,
zatimco u druhu Tristriata anatis (Digenea: Notocotylidae) dochazi k vyplouvani cerkariii do vnéjsiho
prostiedi a nasledné zapouzdieni do stadia adoleskarie. U zminénych druhti rodu Microphallus bylo
pozorovano lihnuti miracidii ve stfeveé L. saxatilis po pozieni vajicka, a také v tomtéz mezihostiteli byla
pozorovano metamorfoza cerkarii do stadia metacerkarie jesté v téle sporocysty (Galaktionov 2017;
Galaktionov et al. 2019). Vyhoda této adaptace je zamezeni styku larvalnich stadii s nehostinnymi
podminkami vnéjsiho prostfedi. Diky této adaptaci tyto druhy dominuji napf. na exponovanych
lokalitach se silngjSimi mofskymi proudy a proménlivym prostfedim (Galaktionov et al. 2019;
Galaktionov & Bustnes 1999). Avsak i u téchto druhi byla zaznamenana nizsi prevalence MPG
v populaci L. saxatilis v severngjSich lokalitach vyzkumu (jizni pobfezi Nové Zem¢), nez je tomu
v jizngjSich lokalitdich Bilého mote, kde byva zpravidla pfenos MPG na definitivniho hostitele
parazitujicimi u plzi v sublitoralnim pasu, kter¢ je obvykle charakterizovano stabilnéj§imi abiotickymi
podminkami, nez v prilivové zon¢, kde dominuji motolice s dvouhostitelskym cyklem (Galaktionov

2017, Galaktionov et al. 2019).
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1.6.1 Motolice celedi Opecoelidae arktickych oblasti severniho Atlantiku a Severniho
ledového oceanu

Motolice ¢eledi Opecoelidae jsou béznymi parazity paprskouploutvych ryb a vodnich mékkysu
v oblastech za polarnim kruhem. Jednim z nejvice prostudovanych druhii této oblasti je Podocotyle
atomon (Rudolphi, 1802) Odhner, 1905. Jde o druh vyskytujici se zejména v severnim Atlantiku a
Severnim ledovém oceanu. Tento druh je vazan na populaci plzi rodu Littorina (plazovka) a Lacuna,
vyskytujici se obvykle v litoralnich az pfilivovych zonach, obvykle se skalnatym podlozim. Plzi obou
rodii hraji roli v jeho Zivotnim cyklu jako prvni mezihostitel (Koie 1981; Galaktionov et al. 2019).
Vjejich téle probiha larvalni vyvoj spojeny s partenogenctickym mnozenim. Cerkarie jsou
cotylomikrocerkniho typu s charakteristickymi chloupky rozesetymi po celém téle (Hunninen & Cable
1943). Z t¢la plze vyplouvaji obvykle za soumraku, coz koreluje s vyssi aktivitou jejich druhych
mezihostitelt: raznonozcu napt. rod Gammarus (G. zaddachi) (Hunninen & Cable, 1943; Prokofiev et
al. 2016; Arundell et al. 2019). Dal$imi rody, u kterych byl zaznamenan vyskyt metacerkarii rodu
Podocotyle jsou rody Gammaracanthus a Onismus (Galaktionov et al. 2021). U cerkarii tohoto druhu
byla pozorovana strategie, kdy jsou pfichyceni protrusibilni papilou k podkladu a vyckavaji na
pritomnost riznonozce. Cerkarie jsou schopné prezit ve vnéj§im prostfedi mimoradné dlouhou dobu a
vyckavat az 6 dni (Galaktionov et al. 2019, Prokofiev et al. 2016). Cerkarie krouzivym pohybem vnima
zmény prostiedi a poté aktivné reaguje na zménu proudu vody v jeji bezprostiedni blizkosti odpovidajici
zmén¢€ ~ 8 — 10 cm/s (Prokofiev 1994; Galaktionov et al. 2019). Cerkarie po prichyceni na riiznonozce
pfimo penetruji jeho kutikulu, nacez se poté¢ ve vétSin¢ pripadi na dorsalni stran¢ téla riiznonozce
zapouzdii v jeho télni dutiné do stadia metacerkarie (Hunninen & Cable 1943; Arundell et al. 2019).
Definitivni hostitel se poté infikuje pozifenim nakazeného rtiznonozce. Metacerkarie poté dospéje do
pohlavniho stadia a zastava ve stfevé hostitele. Jakozto definitivni hostitel P. atomon slouzi Siroka skala
druhti paprskoploutvych ryb zejména z Celedi Cottidae, Anarhichadidae, Gadidae, Gasterosteidae,
Gobiidae, Pleuronectidae atd. (Kulkin et al. 2012; Zander 2003, 2006; databaze WoRMS 2021).

Mezi dal§i druhy téhoz rodu nachazejici se v oblastech severniho Atlantiku, zaznamenana
zejména z vychodniho pobfezi Kanady a Norského mote patii Podocotyle reflexa (Creplin, 1825)
Odhner, 1905 (Arthur & Albert 1994; Khan & Chandra 2006; Bakay 2011). Na rozdil od P. atomon je
pro P. reflexa prvnim mezihostitelem sublitoralni dravy plz surmovka vlnita (Buccinum undatum) a B.
cyaneum (Koie 1981; Galaktionov et al. 2021). Druhym mezihostitelem mohou byt pro tento druh mimo
riznonozce také vidlonozci ¢i nékteré druhy decapodnich kory$u napf. garnat obecny (Crangon
crangon), (Keie 1981). Druhové sloZeni definitivnich hostitela je podobné jako u P. atomon (Arthur &
Albert 1994; Khan & Chandra 2006; databaze WoRMS 2021).

Dals§imi druhy motolic ¢eledi Opecoelidae, vyskytujicimi se za polarnim kruhem v severnim

Atlantiku jsou Helicometra insolita (hostitel: Leptoclinus maculatus, lokalita: Svalbard), Anomalotrema
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koiae (hostitel: Sebastes mentella, lokalita: Norské mote), Caudotestis (Anisorchis) opisthorchis
(hostitel: Leptagonus decagonus, lokalita: Barentsovo morte), Stenakron vetustum (hostitel:
Gymnocanthus tricuspis, lokalita: Barentsovo mote) Peracreadium commune (hostitel: Myoxocephalus
scorpius, lokalita: Norské mote), Podocotyle angulata (hostitel: Gadus morhua, lokalita: Labradorské
more) a mnohé dal§i (Polyanski 1955; Bakay 2011; Murzina et al. 2019; Miinster et al. 2015).
Z uvedenych druht je pouze u druhu H. insolita vyvozeno na zaklad¢ jeji rodové prislusnosti, Ze jejim

druhym mezihostitelem by mohli byt taktéZ riznonozci (Murzina et al. 2019).

1.6.2 Zivotni cyklus motolic ¢eledi Opecoelidae v zitoce Petuniabukta, Svalbard

Béhem expedic a terénnich kurzi pofadanych CPE byla dukladné¢ zdokumentovana
helmintofauna litoralnich vod zatoky Petuniabukta. Na zaklad€ morfologickych vlastnosti byla zarazena
larvalni stadia motolic z plzit Buccinum glaciale, B. undatum, Plicifusus kroyeri (obecn¢ oznacovany
jako surmovky) do ¢eledi Opecoelidae (CPE 2009; 2012). Surmovky jsou dravi plzi vyskytujici se
pevazng v litoralnim az sublitoralnim pasmu na mékkém podlozi. Zivi se pievazné mlzi, krouzkovei,
vstfiknou travici enzymy, naceZ mohou zacit pfijimat natravenou potravu (Himmelman & Hamel 1993).

U cerkarii nebylo zaznamenano vyplouvani ztéla plze za pfirozenych i experimentalnich
podminek, pfi kterych byla v nadobach se surmovkami ménéna teplota vody, jeji osvétleni ¢i byly
nadobky s nimi umistovany do riiznych hloubek (Ditrich a Bednarova, nepublikovana data).

Vroce 2013 byl proveden experiment, ktery mél za cil objasnit druhého mezihostitele
opecoelidnich larvalnich stadii. V ramci experimentu byli riznonozci rodu Gammarus a Onisimus
uméle infikovani cerkariemi tim, Zze jim byl podavan jako potrava hepatopankreas nakazenych plza.
Experiment probéhl uspésné a v riznonozcich byly ve svaloving prokazany metacerkarie. Experimentu
jest¢ predchazela pitva vice jak 500 ruznonozeu, pricemz v ani jednom jedinci nebyla infekce
metacerkariemi prokazana (CPE 2013; Ditrich, nepublikovana data).

RiiznonoZci jsou béznymi korysi obyvajicimi dno, porosty moiskych tas a také byvaji ¢asto
nalézani na plovoucim ledu, kde se zivi narosty fas. Ruznonozci jsou vyhradné detritofagove,
fytofagoveé, mrchozrouti a nékteré druhy jsou i aktivnimi predatory.

Dospéla stadia opecoelidnich motolic byla v zatoce Petuniabukta nalezena ve vrance motské
(Myoxocephalus scorpius Linnaeus, 1758) a vrance severni (Gymnocanthus tricuspis Reinhardt, 1830).
Jde o bentické druhy ryb z celedi vrankoviti (Cottidae), které bézné obyvaji litoralni vody severniho
Atlantiku a Severniho ledového oceanu. Zivi se zejména korysi, mlzi, krouzkovei a M. scorpius také
mensimi druhy ryb, kdy u vétsich jedincti M. scorpius byl zaznamenan také kanibalismus (Gray et al.
2017). Myoxocephalus scorpius obyva zejména chaluhové porosty s kamenitym, Stérkovitym ¢i
pis¢itym dnem. Gymnocanthus tricuspis preferuje litoralni biotopy, Casto pobliz tajicich ledovcu ¢i Gsti
ledovcovych toku, s pisCitym ¢i bahnitym dnem, kde se muZze snadno zahrabat v pfipadé ohrozeni

(Brand & Fischer 2016; Fishbase 2021). Dle morfologie a morfometrickych parametra byly opecoelidni
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motolice v téchto druzich vranek klasifikovany jako druh Podocotyle atomon (Rudolphi, 1802) Odhner,
1905, ktery jiz ma v odborné literatute zdokumentovany svtj zivotni cyklus a byl jiz u M. scorpius a G.
tricuspis nalezen; viz Diverzita motolic arktickych mofi a jejich adaptace Zivotniho cyklu (Otahal 2015;
Nicol 1907; Issaitschikov 1928; Polyansky 1955).

V ramci bakalarské prace Novotny 2019 byla na zaklad¢ sekvenci genu 28S rDNA (velka
ribosomalni podjednotka) prokazana ptibuznost mezi larvalnimi stadii vyskytujicimi se v surmovkach
a dospélymi stadii v G. tricuspis. Sekvence byly na zakladé pouziti metod maximalni vérohodnosti a
bayesianské inference klastrovany se sekvenci druhu Anomalotrema koiae Gibson & Bray, 1984
z databaze GenBank ze studie Sokolov et al. 2018. Jde o druh opecoelidni motolice z podceledi
Opecoelinae, ktera byla popsana z mnika ¢tyivousého (Enchelyopus cimbrius) (Gibson & Bray 1984).
Dale byl také zdokumentovan u péti druhti okounikt (Helicolenus dactylopterus, Sebastes fasciatus, S.
mentella, S. norvegicus a S. viviparus), hranae Eumicrotremus fedorovi, mnikovce Phycis chesteri a
dvou druht platysu (Hippoglossus hippoglossus a Reinhardtius hippoglossoides) (Gibson & Bray 1984;
Gibson 1996). VétsSina druht hostitelskych ryb patfi mezi bathydemersalni az bentopelagické druhy
vyskytujici se v hloubkach nékolika desitek metrii az jednoho kilometru pod hladinou a Zivici se
zejména bentickymi bezobratlymi zivoCichy a rybami (Martell & McClelland 1994; Dolgov &

Drevetnyak 2011). Zivotni cyklus A. koiae dosud neni v odborné literatufe popsan.
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2. Cile prace

1.

Pomoci molekularmi fylogenetické analyzy popsat zivotni cyklus motolice druhu Anomalotrema
koiae Gibson & Bray, 1984 (Digenea: Opecoelidae) v zatoce Petuniabukta na souostrovi
Svalbard.
Data zmolekulami studie roz§ifit o morfologickou analyzu larvalnich i dospélych stadii
motolic.
Poznatky a vysledky zobou analyz pfispét k celkovému pochopeni ekologickych vztahu

litoralnich oblasti souostrovi Svalbard.
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3. Materialy a metody

3.1 Sbér materialu:

Sbér vzorkl probihal v ramci letnich kurzii Centra polarni ekologie od roku 2008 - 2018
probihajici od Cervna do zari. Prevazna cast hostitelskych druhti vranek (M. scorpius, G. tricuspis) (Obr.
3) i surmovek (Obr. 2) byla odchycena zejména v zatoce Petuniabukta a mensi mnozstvi vzorki bylo
také odebrano také ve vedlejsi zatoce Adolfbukta pobliz osady Brucebyen, prilehlych Husich ostrovech

(Gaseyane) a zalivu Adventfjorden (

Obr. 1). Mimo zaliv Adventfjorden jde o mé¢lké zatoky nepifesahujici hloubku 20 m a jsou
soucasti vétsiho zalivu Billefjorden, nachazejiciho se na zapadnim pobiezi ostrova Spitzbergen. Na
zapadnim pobfezi této zatoky se nachazi terénni stanice Nostoc nalezici Centru polarni ekologie (78°
40° 50°'N; 16° 27" 29" 'E). Vranky byly loveny obvykle v hloubkach mezi 5 - 15 m pomoci siti na ryby
tzv. tenat, zatimco surmovky (Obr. 2) se chytaly jak do tenat nastrazenych na ryby, tak na jejich sbér
byly vyuzity i krabicové pasti na kraby, které byly nastrazeny v rozmezi 5 — 20 m hloubky. Nékteré
surmovky byly nasbirany také ru¢n¢ pfi ponorech. Ryby byly humann¢ zabity az pfed parazitologickou
pitvou, poté byla zméfena jejich délka a nasledné byli izolovani makroparaziti z ploutvi, Zaber, bfisni

dutiny a traviciho traktu (

Obr. 3). Sporocysty a cerkarie byly ziskany pfimo z hepatopankreatické zlazy plze. U cerkarii
nebylo pozorovano vyplouvani zté¢la plze do vnéjSiho prostfedi, i pokud byly v prostfedi zménény
teplotni ¢i svételné podminky. Paraziti urceni pro molekularni analyzu byli ihned fixovani v 96%
etanolu a pro morfologickou analyzu v horkém 10% formalinu (neutral buffered formalin, NBF).
Veskeré vzorky paraziti byly poté pievezeny do laboratoii Centra polami ekologie sidliciho v Ceskych

Budgjovicich, kde na nich byly provedeny podrobnéjsi molekularni a morfologické analyzy.
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Obr. 1: Mapa s vyznacenymi lokalitami odbéru vzorki (vlevo mapa zalivu Billefjorden, vpravo nahote
mapa souostrovi Svalbard), (toposvalbard.npolar.no).

Obr. 2: Bézni plzi ¢eledi Buccinidae (surmovky) vyskytujici se v zatoce Petuniabukta, Svalbard: a) Buccinum undatum, b)
Buccinum glaciale, ¢) Plicifusus kroyeri.
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Obr. 3: Bézni definitivni hostitelé motolic ¢eledi Opecoelidae v zatoce Petuniabukta: a — samice vranky
moftské (Myoxocephalus scorpius), b — samec M. scorpius s charakteristickou kresbou na bfise, ¢ —
vranka severni (Gymnocanthus tricuspis).

Pro porovnani DNA sekvenci chybéjicich v databazi GeneBank (National Center for
Biotechnology Information), zejména to plati pro gen ITS2, jsem zazadal o zaptjceni vzorku Ctyf
referenénich druhtt motolic (Anomalotrema koiae (hostitel Enchylopus cimbrius), Macvicaria
maccasarensis (hostitel Lethrinus miniatus), Podocotyloides stenometra (hostitel Chaetodon lunula) a
Pseudopecoeloides tenuis (hostitel neznamy)) z Prirodopisného muzea (Natural History Museum)
sidliciho v Londyné. Pro morfologické srovnani mi byly poskytnuty vzorky z helmintologické sbirky
Parazitologického ustavu Biologického centra Akademie véd Ceské republiky, v. v. i. v Ceskych

Budgjovicich druht Podocotyle atomon, Anomalotrema koiae a Steringophorus furciger.

3.2 Molekularni analyza

Pro molekularni analyzu byly pouzity vzorky fixované v 96% etanolu. Pred lyzi vzorka byly
vzorky vysuSeny ve vakuovaném koncentratoru (Concentrator plus, Eppendorf), aby byly zbaveny
vesker¢ho etanolu. Izolace a purifikace DNA byla poté provedena za pouZiti izola¢nich kit vyuzivajici

kolonky s kfemikovou (silica) membranou GeneAll SV mini a Macherey - Nagel Nucleo Spin tissue,
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kdy bylo postupovano dle navoda vyrobee ¢i pomoci metody vyuzivajici fenol - chloroform. Izolovana
DNA byla poté skladovana pii teploté -20 °C.

Pro DNA amplifikaci byly vybrany 2 markery; D1 — D3 oblasti genu pro velkou ribosomalni
podjednotku (28S rDNA) a internal transcribed spacer 2 (ITS2) umistény mezi geny pro 28S rDNA a
5.8S rDNA (Martin et al. 2017a; Nolan & Cribb 2005). 28S rDNA je molekularmi marker casto
vyuzivajici se v evoluéni biologii pro vyhodnoceni S§irSich fylogenetickych vztahli riznych skupin
cukaryotnich organismi, zatimco diky citlivéj§imu ITS2 markeru lze od sebe odliSit i dva blizce si
pribuzné druhy motolic ¢i se da vyuzit na studium biogeografie jednotlivych druht a jejich subpopulaci
(Morgan & Blaire 1995).

Pro amplifikaci gent byly vyuzity PPP Master mix (Top-Bio), PCR H,O (Top-Bio) a DNA
primery (Tab. 1). Veskeré zminéné chemikalie byly uchovavany pii teplot¢ — 20 °C a béhem pfipravy
vzorkt pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR) byly po dobu pripravy uchovavany v termobloku

CH-100 Heating/Cooling Dry Block (Biosan) pfi teploté 6 °C.

Tab. 1: Seznam primeru, které byly vyuzity béhem amplifikace gent metodou PCR.

Marker | Orientace Druh primeru Zdroj
P LSUS5: 5'-TAG GTC GAC CCG CTG AAY | Littlewood (1994)
78S IDNA TTA AGC-3'
R 1500R: 5-GCT ATC CTG AGG GAA | Snyder and Tkach (2001)
ACT TCG-3'
P 3S: 5'-GGT ACC GGT GGA TCA CGT | Morgan and Blair (1995)
ITS2 GGC TAGTG-3'
rDNA R ITS2.2: 5'-CCT GGT TAG TTT CTT TTC | Cribb, Anderson, Adlard,
CTC CGC-3' and Bray (1998)

*F- predni (forward) primer, R- zpétny (reverse) primer

PCR byla provedena pro vsechny 3 markery v T100 Thermal cycleru (BIO RAD) a to
v nasledujicich denatura¢nich - nasedajicich - prodluzovacich cyklech:

e 28SrDNA: Ix (4 min. 95 °C), 30x (1 min. 95 °C, 1 min. 56 °C, 2 min. 72 °C), 1x (1 min. 95 °C,

45 s 55 °C, 4 min. 72 °C) (Martin et al. 2017a).

e ITS2 rDNA: 1x (3 min. 95 °C, 2 min. 45 °C, 90 s 72 °C), 4x (45 s 95 °C, 45 s 50 °C, 90s 72 °C),

30x (205 95 °C, 20 5 52 °C, 90 s 72 °C), 1x (5 min. 72 °C) (Martin et al. 2017a).

Nasledn¢ byla pritomnost PCR produkti a jejich délka prokazana podrobena gelovou elektroforézou
na 1% agarozovém gelu, do kterého byly pridany 2 ul GoodView Nucleic Acid Stain (SBS Genetech).
Jako DNA marker byl pouzit 100 bp DNA ladder (Solis BioDyne) a pro vizualizaci PCR produktu v
prab¢hu elektroforézy byl vyuzit Yellow loading buffer (Top-Bio). Gelova elektroforéza bézela po dobu
45 min. pfi elektrickém napéti 70 V. Vysledky gelové elektroforézy byly nasledn¢ vizualizovany pomoci

UV transiluminatoru NuGenius (Syngene) pii vinové délce 302 nm.
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Pozitivni vzorky byly pot¢ enzymaticky precistény pomoci pouzitim mixu 0,5 pl Exo I (Exonuclease
Iz E. coli, Thermo Scientific, 20 000 U/ml) a 2 pl FastAP (Thermosensitive Alkaline Phosphatase;
Thermo - Fisher Scientific 1 u/pl) a 2,5 ul H,O v termocycleru T100 Thermal cycler (BIO RAD) pii
teploté¢ 37 °C na 15 min. a dal§ich 15 min. na 80 °C. Precisténé¢ PCR produkty byly poté zaslany na
sekvenaci pomoci ABI BigDye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit na sekvenatoru ABI3130

(SEQme, CR) za pouziti PCR primer.

3.3 Fylogeneticka analyza

DNA sekvence byly manualné sefazeny a editovany v programu Geneious Prime 2020.2.4
(Biomatters Ltd.), kdy byly veskeré ziskané sckvence ofezany o $patné osekvenované konce. Spatnd
osckvenované sekvence nebo sekvence se slabym signalem byly z celkového vyctu vyrazeny. Dale byly
ziskané sekvence srovnany s podobnymi DNA sekvencemi ziskanymi z databaze GeneBank (National
Center for Biotechnology Information), k ¢emuz také pomohl internctovy vyhledavaci program
Standard Nucleotide BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; National Center for Biotechnology
Information). Jako outgroup byly zpravidla vybirany DNA sekvence motolic z blizce piibuznych celedi.
Nasledné byla provedena editace a srovnani jak na vlastnich, tak ziskanych sekvenci, kdy byly veskeré
sekvence daného genu srovnany a zkraceny na totoznou délku. Pro tento proces byl vyuzit plugin
MAFFT v. 6 (Katoh et al. 2002, 2005) v programu Geneious Prime. Nasledn¢ fylogenetické vztahy mezi
motolicemi byly rekonstruovany pomoci dvou fylogenetickych analyz. Prvni znich je analyza
Maximalni vérohodnosti (Maximum likelihood, ML) modelem GTR se ¢tyfmi kategoriemi, ktery byl
zvolen na zaklad¢ ¢lanku Martin et al. 2017a. Bootstrapova podpora byla ziskana na zaklad¢ 1000
opakovani metodou ultrafast bootstrap. Pro tuto analyzu byl vyuzit plugin PHyML 3.3.20180621
v Programu Geneious Prime (Guindon et al. 2010). Druhou provedenou fylogenetickou analyzou byla
Bayesianovska analyza (Bayesian inference, BI). Analyza byla provedena pomoci pluginu MrBayes
3.2.6 (Huelsenbeck & Ronquist 2001) v programu Geneious Prime pomoci modelu (GTR+ I' se ¢tyfmi
kategoriemi) pro 1 000 000 generaci, pri¢emz 100 000 vzorkd bylo vyfazeno jako ,burn in“ (Martin et
al. 2017a). Na zavérecnou upravu kladogramu byl vyuzit program Inkscape 1.0.1 (Inkscape Project

2020).

3.4 Morfologicka analyza

Pro morfologickou analyzu byly uréeny vzorky fixované v NBF, ze kterych byly zhotoveny

barvené trvalé mikroskopickée preparaty.
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3.4.1 Priprava mikroskopickych trvalych preparatu

V prvni fazi pripravy preparati byly veskeré vybrané vzorky vymyty a zavodnény destilovanou
vodou dvakrat po dobu péti minut. Poté¢ bylo provedeno barveni pomoci Zelezitého acetokarminu,
slouziciho v této praci predevsim pro zvyraznéni tkanovych a organovych struktur v téle, avSak daji se
tim barvit také chromosomy (Belling 1926; Pokora & Szilman 1991). Délka trvani tohoto procesu
zavisela na typu vzorku, kdy dospéla stadia motolic se barvila vyrazné pomaleji (praméme¢ 5 hodin) nez
sporocysty a cerkarie, u kterych stacilo barvit 1 hodinu. Po barveni pfichazelo odbarvovani vzorku
v kyselém 70% etanolu (1 ml HCI v 1000 ml etanolu). Tento proces byl priabézné kontrolovan, jelikoz
u kazdého vzorku trval rozdilnou dobu. U cerkarii §lo o jednotky minut a u dospélych stadii mohlo jit o
proces probihajici az 3 hodiny. Po odbarveni byly vzorky odvodnény alkoholovou fadou 70%, 80%,
90%, 96% a absolutniho etanolu, pricemz v kazdé sekci zustavaly vzorky 10 minut. Nasledn¢ byly
vzorky projasnény. Pro dospéla stadia se pouzil 50% roztok (1:1 s absolutnim etanolem) a 100% roztok
hiebickového oleje. Na projasnéni larvalnich stadii se mi vice osvédcil xylen. V projastiujicim roztoku
zustavaly vzorky maximalné 5 minut. V poslednim kroku byly vzorky zality kanadskym balzdmem mezi
podloznim a krycim sklem, ¢imz byl vytvoren trvaly mikroskopicky preparat, ktery byl poté vyuzit na

studium morfologie a morfometrie motolic.

3.4.2 Morfometrické méreni

Nasledné méfeni jsem provadél na mikroskopu Olympus BX53 s digitalni kamerou Olympus
DP74 pomoci programu cellSens Standard 1.18 (Olympus). V ramci této prace jsem u dospélych stadii
motolic zm¢ril veskeré parametry dle Martin et al. 2020. U cerkarii byl protokol vytvoren na zakladé
prace Branett et al. 2014 a dalSich morfometrickych charakteristik, které jsem byl z trvalych preparatu
s jistotou schopen vy¢ist a zméfit.

Nakresy dospélych stadii a cerkarii motolic jsem zhotovil v laboratofi Parazitologického tistavu

AV CR s pomoci mikroskopu Olympus BX51 s instalovanym kreslicim zafizenim.

3.4.3 Elektronova mikroskopie

Pro morfologicky popis zejména povrchovych struktur larvalnich stadii motolic mi byly poskytnuty
také fotografie ze skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) JEOL JSM-7401F, ktery nalezi
laboratofi elektronové mikroskopie, ktera spada pod Parazitologicky ustav AV CR. Fotografie pochazi

z roku 2009 a zobrazuji cerkarie izolované ze surmovek rodu Buccinum.
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4. Vysledky

4.1 Vysledky parazitologickych pitev:

Béhem let 2009 — 2018 bylo na Svalbardu v zatoce Petuniabukta a jejim okoli (protéjsa zatoka

Adolfbukta, zaliv Billefjorden, souostrovi Gaseyane, zaliv Adventfjorden; viz Obr. ¢. 1) chyceno a

parazitologicky vySetfeno 697 vranck moiskych (Myoxocephalus scorpius), 249 vranek severnich

(Gymnocanthus tricuspis), 642 surmovek (Buccinum spp.) a 13 surmovek Plicifusus kroyeri. Prevalence

motolic béhem posledniho odbéru vzorki od cervena do zafi roku 2018, kterého jsem se sam ucastnil,

byla u M. scorpius 43% a u G. tricuspis 38% (viz Tab. 2). Prevalence larvalnich stadii motolic ¢eledi

Opecoelidae v surmovkach byla v roce 2018 10% u B. undatum, 0% u B. glaciale a B. polare a 20% u

P. kroyeri (viz Tab. 2).

Tab. 2: Seznam vySetfenych potencidlnich hostiteli motolice Anomalotrema koiae v zatoce
Petuniabukta a zalivu Adventfjorden v roce 2018. Prevalence byla spoctena jako procentualni podil
infikovanych jedincti k celkovému poctu vysetfenych jedinct.

Pocet vySetirenych Poclet pozitivné
Hostitelsky druh Prevalence (%)
jedinci infikovanych jedinci

Myoxocephalus scorpius 41 19 46,3
Gymnocanthus tricuspis 32 12 37,5

Buccinum undatum 31 3 9,7

Buccinum glaciale 11 0 0

Buccinum polare 4 0 0

Plicifusus kroyeri 5 1 20
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4.2 Molekuliarni analyzy

Pro molekularni analyzy byly pouzity vzorky z let 2009, 2010, 2011 a 2014 a 2018. Celkové
bylo ziskano z motolic 27 sekvenci genu 28S rDNA a 12 sekvenci markeru ITS2 (Tab. 3).

Tab. 3: Seznam ziskanych DNA sekvenci motolic

Hostitelsky druh 28S rDNA | ITS2 rDNA

Myoxocephalus scorpius 12 5
Gymnocanthus tricuspis
Buccinum undatum
Buccinum glaciale

—_ = N | \O
—_ =N DN

Plicifusus kroyeri

Pomoci ziskanych sekvenci, pribuznych sekvenci z databaze GenBank a sekvenci ziskanych ze
vzorku z Prirodopisného muzea byly vymodelovany kladogramy fylogenetickych vztahti pomoci metod
maximalni vérohodnosti a bayesianské inference Cilem této analyzy je prokazat pribuznost sekvenci
raznych stadii motolic z odliS§nych hostiteli, na jehoz zaklad€ by poté Sel popsat Zivotni cyklus motolice.
Pro kazdy druh sekvence (markeru) byl vymodelovan zvlast kladogram s rozdilnym seznamem
sekvenci, které byly pro tuto analyzu v databazi GenBank v dob¢ psani této prace dostupné.

Pro modelaci kladogramu fylogenetickych vztahti pro gen 28S rDNA jsem pouzil 18 ziskanych
sekvenci ze Svalbardu a 27 sekvenci z databaze GenBank (Tab. 4). Jako outgroup byly pouzity Etyfi
sekvence pochazejicich z motolic ze sesterskych celedi ¢eledi Opecoelidae, a to dvé z prislusnika celedi
Brachycladiidae (Campula oblonga, Zalophotrema hepaticum) a dv€é z prislusnika ¢eledi
Acanthocolpidae (Pleorchis uku, Tormopsolus orientalis). Sekvence byly srovnany a zkraceny na
totoznou délku 999 nukleotidovych bazi a nasledn¢ byl kladogram vytvofen pomoci metod ML a BI
(Obr. 4). Z kladogramu lze vy¢ist, ze 12 sekvenci (11 z dospélych stadii z M. scorpius a 1 z dospélého
stadia z G. tricuspis) se seskupilo se sekvenci druhu Podocotyle atomon. S referenéni sekvenci jsou si
identické na 99,63% — 99,72%, coz odpovida rozdilu 3 — 5 nukleotidovych bazi. Dale se zde také
seskupilo 6 sekvenci (2 z dospélych stadii z G. tricuspis, 2 z larvalnich stadii z B. undatum, 1 z B.
glaciale a 1 z P.kroyeri) s referencni sekvenci druhu Anomalotrema koiae. Sni si byly sekvence
identické na 98,76% - 100% coz odpovida rozdilu 0 — 28 nukleotidovych bazi, pficemz jedina sekvence,

ktera se lisila o vice, nez 1% byla z larvalnich stadii ze surmovky B. glaciale.
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Tab. 4: Seznam sckvenci 28S rDNA ziskanych z databaze GenBank vyuzitych na modelovani

kladogramu fyl. vztaht.

Druh motolice

Kod v databazi GenBank | Reference

Abyssopedunculus brevis
Anomalotrema koiae
Anomalotrema koiae
Bathypodocotyle margolisi
Buticulotrema thermichthysi
Campula oblonga
Dimerosaccus oncorhynchi
Discoverytrema gibsoni
Discoverytrema markowskii
Halosaurotrema halosauropsi
Maculifer diodontis
Macvicaria obovata
Mesobathylebouria lanceolata
Neolebouria georgiensis
Neoplagioporus zacconis
Opecoeloides fimbriatus
Opecoeloides furcatus
Plagiocirrus loboides
Plagioporus shawi
Pleorchis uku

Podocotyle atomon
Polypipapiliotrema heniochi
Pseudopecoeloides tenuis
Scorpidotrema longistipes
Tormopsolus orientalis
Urorchis goro

Zalophotrema hepaticum

KJ001212.1

MH161429.1
KU320595.1
KU320596.1
KF733984.1

KM258671.1
FR870254.1

MH161430.1
MH161431.1
AY222207.1
MH933879.1
JQ694147.1

KJ001210.1

MH892478.1
KX553949.1
KJ001211.1

AF151937.1

EF523477.1

KX553951.1
DQ248216.1
MH161437.1
MF926406.1
KU320605.1
MK052936.1
DQ248217.1
KX553946.1
AY222255.1

-25-

Andres et al. 2014
Sokolov et al. 2019
Bray et al. 2016

Bray et al. 2016

Bray et al. 2014
Fraija-Fernandez et al. 2015
Shedko et al. 2015
Sokolov et al. 2019
Sokolov et al. 2019
Olson et al. 2003
Martin et al. 2018
Born-Torrijos et al. 2012
Andres et al. 2014
Faltynkova et al. 2017
Fayton & Andres 2016
Andres et al. 2014
Tkach et al. 2000
Curran et al. 2007
Fayton & Andres 2016
Bray et al. 2005
Sokolov et al. 2019
Martin et al. 2017b
Bray et al. 2016
Martin et al. 2019
Bray et al. 2005
Fayton & Andres 2016
Olson et al. 2003
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Obr. 4: Kladogram fylogenetickych vztahu motolic ¢eledi Opecoclidae vytvorfeny na zakladé analyz
ML a BI genu pro velkou ribosomalni podjednotku (28S rDNA). Cisla na uzlech znadi apriomi
pravdépodobnost (posterior probability, PP)/ bootstrap hodnotu, pficemz jsou uvadény hodnoty u PP
presahujici hodnotu 0,50 a ML bootstrap presahujici 70%. Vzorky nasbirané na Svalbardu jsou tu¢né
zvyraznéné a jsou oznacen¢ kddem + inicialy druhu hostitele, ze kterého byly motolice odebrany (BG —
Buccinum glaciale, BU — Buccinum undatum, GT- Gymnocanthus tricuspis, MS — Myoxocephalus
scorpius, PK — Plicifusus kroyeri). Obdelnikem jsou vyznaceny sekvence ze Svalbardu a sekvence druhu
motolice z databaze GenBank, se kterou se ziskané sekvence seskupily.
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Dale byly vzorky z analyzy markeru 28S rDNA podrobeny stejnym analyzam pro vybudovani
kladogramu fylogenetickych vztahu pro marker I'TS2, ktery je zpravidla druhové specifictéjsi, a tudiz
muze pfinést vérohodnéjsi vysledky (

Obr. 5). Tato analyza uz byla zaméfena specificky na vzorky, které¢ se v pfedchozi analyze
sefazovaly s druhem Anomalotrema koiae a jejichz sekvence pochazely jak z larvalnich stadii motolic
z prvnich mezihostitelt B. undatum, B. glaciale a P. kroyeri, tak z dospélych stadii motolic
z definitivniho hostitele G. tricuspis. Pro tvorbu kladogramu pro gen ITS2 bylo pouzito 11 sekvenci
ziskanych ze vzorka ze Svalbardu (5 z dospélych stadii z M. scorpius, 2 z G. tricuspis, 2 z larvalnich
stadii z B. undatum, 1 z B. glaciale a 1 z P. kroyeri), 3 referencni sekvence ziskan¢ ze vzorku
z Prirodopisného muzea (Anomalotrema koiae, Macvicaria maccasarensis a Podocotyloides
stenometra) a 31 sekvenci z databaze GenBank (Tab. 5). Bohuzel ITS2 sekvenci z referenéniho vzorku
Pseudopecoeloides tenuis z Pfirodopisného muzea se mi nepodafilo ziskat. Veskeré sekvence byly pred
analyzou srovnany a zkraceny na délku 431 nukleotidovych bazi. Jako outgroup zde byly pouzity dvé
sekvence motolic ze sesterské ¢eledi Acanthocolpidac (Acanthocolpidae sp., Neophasis anarrhichae).

Na kladogramu (

Obr. 5) je opét viditelné, Ze vSech 6 sekvenci z predesl¢ analyzy bylo seskupeno dohromady se sekvenci
druhu Anomalotrema koiae, ktera byla ziskana ze vzorku z muzejni sbirky. Sekvence druhu A. koiae ze
Svalbardu jsou si identické s referen¢ni sekvenci vzorku A. koiae z muzea na 98,64% - 99,12%, coz
odpovida rozdilu ve 4 — 6 nukleotidovych bazi. Zbylych 5 sekvenci z motolic z M. scorpius bylo
seskupeno dohromady, avSak nebyla k nim pfifazena Zzadna sekvence z databaze GenBank, jelikoz
sekvence markeru ITS2 pro rod Podocotyle zatim v databazi chybi. Sekvence byly navzajem identické

v fadu 98,84% - 100% coz odpovida rozdilu v 0 — 6 nukleotidovych bazi.
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Tab. 5: Seznam sekvenci z databaze GenBank, pouzitych pfi tvorbé kladogramu fylogenetickych
vztaht motolic ¢eledi Opecoelidac pro marker ITS2.

Druh motolice

Kod v databazi Genbank

Reference

Acanthocolpidae sp. VII FJ809039 Barnett et al. 2010
Bathycreadium elongata JN089758 Constenla et al. 2011
Holsworthotrema enboubalichthys | MK052934 Martin et al. 2019
Holsworthotrema chaoderma MKO052935 Martin et al. 2019
Neophasis anarrhichae MW750330 Kremneyv et al. 2021
Neoplagioporus ayu KX553947 Fayton & Andres 2016
Neoplagioporus elongatus KX553948 Fayton & Andres 2016
Neoplagioporus kajika MH257741 Ding & Fan 2018, Pfimé zadani
Neoplagioporus zacconis KX553949 Fayton & Andres 2016
Opecoelidae gen. sp. MN726992 Schwelm et al. 2020
Paropecoelus corneliae KC357691 Rohner & Cribb 2013
Paropecoelus elongatus KC357695 Rohner & Cribb 2013
Paropecoelus leonae KC357693 Rohner & Cribb 2013
Paropecoelus sogandaresi KC357697 Rohner & Cribb 2013
Plagioporus aliffi KX905056 Fayton et al. 2017
Plagioporus boleosomi KX553953 Fayton & Andres 2016
Plagioporus carolini MG214680 Fayton et al. 2018
Plagioporus fonti KX905054 Fayton et al. 2017
Plagioporus hageli KX553950 Fayton & Andres 2016
Plagioporus chiliticorum KX553943 Fayton & Andres 2016
Plagioporus ictaluri MG214679 Fayton et al. 2018
Plagioporus kolipinskii KX553952 Fayton & Andres 2016
Plagioporus limus KX905055 Fayton et al. 2017
Plagioporus shawi KX553951 Fayton & Andres 2016
Plagioporus sinitsini KX553944 Fayton & Andres 2016
Pseudopecoeloides engeleri KC357702 Rohner & Cribb 2013
Pseudopecoeloides sp. 1 KC357704 Rohner & Cribb 2013
Scorpidotrema longistipes MKO052933 Martin et al. 2019
Sphaerostoma sp. MN726991 Schwelm et al. 2020
Urorchis acheilognathi KX553945 Fayton & Andres 2016
Urorchis goro KX553946 Fayton & Andres 2016
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Obr. 5: Kladogram fylogenetickych vztahti motolic ¢eledi Opecoelidae vytvoreny na zakladé analyz ML a BI
markeru ITS2 (internal transcribed spacer 2). Cisla na uzlech znadi apriomi pravdépodobnost (posterior
probability, PP)/ bootstrap hodnotu, pfi¢emz jsou uvadény hodnoty u PP presahujici hodnotu 0,50 a ML
bootstrap piesahujici 70%. Vzorky nasbirané na Svalbardu jsou tuéné zvyraznéné a jsou oznacené kdédem +
inicialy druhu hostitele, ze kterého byly motolice odebrany (BG — Buccinum glaciale, BU — Buccinum undatum,
GT- Gymnocanthus tricuspis, MS — Myoxocephalus scorpius, PK — Plicifusus kroyeri) a také referenéni druhy
z Prirodopisného muzea. Obdelnikem jsou vyznaceny sekvence ze Svalbardu a referenéni sekvence druhu
Anomalotrema koiae z muzea, se kterou se ziskané sekvence seskupily.
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Mezi ostatni bézn¢ vyskytujici se druhy stfevnich motolic nalezenych ve vrankach, které uz
nenalezi do ¢eledi Opecoelidae patii motolice z ¢eledi Fellodistomidae Steringophorus furciger (Olsson,
1868) Odhner, 1905. Jde o druh s nizkou hostitelskou specifitou pro definitivnich hostitele a byl nalezen
u desitek druhti mofskych ryb napfi¢ borealnimi a polamimi oblastmi severni polokoule. V zatoce
Petuniabukta se vyskytoval zejména u G. tricuspis, kde mél daleko vyssi prevalenci nez A. koiae ¢i P.
atomon (9 z 12 pripadi motolicemi infikovanych G. tricuspis vroce 2018). Pro jeho druhovou
identifikaci byl zhotoven kladogram fylogenetickych vztahti markeru 28S rDNA (Obr. 6) s vyuzitim 6
sekvenci S. furciger z hostitele G. tricuspis ze Svalbardu a 21 sekvenci z databaze GenBank (Tab. 6). U
sekvenci probéhlo zkraceni na totoznou délku 740 nukleotidovych bazi a nasledné byla provedena
analyza ML a BI. Jako outgroup byly pouzity tfi sekvence ze dvou sesterskych celedi (Rhipidocotyle
fennica zceledi Bucephalidae, Tandanicola bancrofti a Prosogonarium angelae 1z Celedi
Tandanicolidae). Z kladogramu lze poté vycist, Ze vSech Sest sekvenci se seskupilo se sekvenci druhu
motolice Steringophorus furciger, pfiCemz jsou si s referencni sekvenci identické na 99,101% -

99,308%, coz odpovida rozdilu 5 — 8 nukleotidovych bazi.

Tab. 6: Seznam sekvenci z databaze GenBank, pouzitych pfi tvorbé kladogramu fylogenetickych
vztaht motolic ¢eledi Fellodistomidae pro marker 28S rDNA.

Druh motolice Kod v databazi GenBank | Reference
Coomera brayi KJ425462 Cribb et al. 2014
Fellodistomum agonotum AJ405289 Bray et al. 1999
Fellodistomum fellis AY222282 Olson et al. 2003
Oceroma praecox KJ425464 Cribb et al. 2014
Olssonium turneri AY222283 Olson et al. 2003
Proctoeces choerodoni KX671299 Wee et al. 2017
Proctoeces insolitus KX671300 Wee et al. 2017
Proctoeces major KX671309 Wee et al. 2017
Prosogonarium angelae AY222285 Olson et al. 2003
Rhipidocotyle fennica KF184364 Petkeviciuté et al. 2014
Steringophorus blackeri AJ405296 Bray et al. 1999
Steringophorus dorsolineatum | AJ405291 Bray et al. 1999
Steringophorus furciger AJ405292 Bray et al. 1999
Steringophorus haedrichi AJ405293 Bray et al. 1999
Steringophorus margolisi AJ405294 Bray et al. 1999
Steringophorus margolisi AY222281 Olson et al. 2003
Steringophorus pritchardae AJ405295 Bray et al. 1999
Steringophorus sp. AJ405299 Bray et al. 1999
Steringophorus thulini AJ405297 Bray et al. 1999
Steringotrema robertpoulini MG696893 Perez-Ponce de Leon et al. 2018
Tandanicola bancroffti KJ425466 Cribb et al. 2014
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Obr. 6: Kladogram fylogenetickych vztahti motolic ¢eledi Fellodistomidae vytvoreny na zaklad¢ analyz ML
a Bl markeru 28S rDNA. Cisla na uzlech znaéi apriorni pravdépodobnost (posterior probability, PP)/ bootstrap
hodnotu, pficemz jsou uvadény hodnoty u PP presahujici hodnotu 0,50 a ML bootstrap presahujici 70%.
Vzorky nasbiran¢ na Svalbardu jsou tu¢né zvyraznéné a jsou oznacené kodem + inicialy druhu hostitele, ze

kterého byly motolice odebrany (GT- Gymnocanthus tricuspis).
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U surmovek se mimo larvalni stadia motolic ¢eledi Opecoelidac vyskytovala také larvalni stadia
motolic, jez byla charakteristickd vyskytem rédii v jejich Zivotnim cyklu a také rozdilnym typem
cerkarii, distomnich okulocerkarii s ocaskem vyvinutym k pohybu ve vodnim sloupci. Vyskytovaly se
zejména v surmovkach v zalivu Adventfjorden, kde mély v roce 2018 vyssi prevalenci, nez opecoelidni
larvalni stadia (4 pfipady z 5 pozitivnich surmovek). Pro jejich druhovou identifikaci byla pouzita
molekularni analyza markeru ITS2, ze které byl poté za pomoci analytickych metod ML a BI vytvoren
kladogram. Na tvorbu kladogramu byla pouzita jedna sekvence z larvalnich stadii z hostitele Buccinum
undatum ze Svalbardu a 8 sekvenci z databaze GenBank (Tab. 7). Po pouziti programu Nucleotide Blast
bylo zjisténo, ze larvalni stadia patfi do parafyletické ¢eledi Acanthocolpidae, nac¢ez byl vybran jako
outgroup sekvence druhu Plagioporus sinitsini patfici do jejich sesterské ¢eledi Opecoelidac. Pred
samotnou analyzou byly sekvence zkraceny na totoznou délku 466 nukleotidovych bazi.

Z kladogramu (Obr. 7) 1ze poté vy¢ist, ze se sekvence z larvalnich stadii z B. undatum seskupila
se sekvencemi rodu Neophasis, pricemz od sekvence druhu N. oculata se odliSuje pouze v jedné
nukleotidové bazi a od N. anarrhichae se odliSuje ve dvou nukleotidovych bazi, a tudiz nelze s jistotou
urcit druhovou pfislusnost téchto larvalnich stadii. Od N. anarrhichae se v§ak odliSuje tvorbou cerkarii,

které se ihned metamorfuji do stadia metacerkarie ve stejném hostiteli (Kremnev et al. 2021).

Tab. 7: Seznam sckvenci motolic zdatabaze GenBank vyuzitych na tvorbu kladogramu
fylogenetickych vztahti motolic ¢eledi Acanthocolpidae a Brachycladiidae na zakladé markeru ITS2.

Druh motolice Kod v databazi Genbank | Reference
Brachycladium atlanticum FJ211250 Blasco-Costa et al. 2009
Brachycladium goliath KR703279 Briscoe et al. 2016
Cercaria capricornia isolate

T004 MG642789 Barnett & Miller 2018
Neophasis anarrhichae MW750330 Kremneyv et al. 2021
Neophasis oculata MW750311 Kremneyv et al. 2021
Plagioporus sinitsini KX553944 Fayton & Andres 2016
Synthesium pontoporiae JX644085 Marigo et al. 2015
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Obr. 7: Kladogram fylogenetickych vztahti motolic celedi Acanthocolpidac a Brachycladiidae
vytvofeny na zakladé analyz ML a BI markeru ITS2. Cisla na uzlech zna¢i apriorni pravdépodobnost
(posterior probability, PP)/ bootstrap hodnotu, pfi¢emz jsou uvadény hodnoty u PP presahujici hodnotu
0,50 a ML bootstrap pfesahujici 70%. Vzorky nasbirané na Svalbardu jsou tu¢né zvyraznéné a jsou
oznacené¢ kdédem + inicidly druhu hostitele, ze kter¢ho byly motolice odebrany (BU — Buccinum
undatum).
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4.3 Morfologicka analyza:

V ramci morfologické analyzy bylo obarveno a zméfeno 28 preparati dospélych stadii motolic
(18 z M. scorpius a 10 z G. tricuspis), 87 cerkarii (38 z B. undatum a 49 z P. kroyeri) a 16 sporocyst
z P. kroyeri. Morfologické parametry dospélych stadii byly zaznamenany do protokolu vytvoreného dle
prace Martin et al. 2020, zatimco u sporocyst a cerkarii byly zaznamenany parametry dle prace Barnett
et al. 2014 a dalsi parametry, které jsem z trvalych preparati dokazal s jistotou vycist: délka a Sitka
styletu a délka vylu¢ovaciho méchyte. K detailnimu porovnani a druhové identifikaci trvalych preparati
dospélych stadii byly také vyuzity trvalé preparaty z helmintologické sbirky Parazitologického tstavu
AVCR.

4.3.1 Larvalni stadia:

Béhem morfologické analyzy jsem celkem obarvil a zméfil 16 preparati sporocyst a 87
preparatu cerkarii druhu Anomalotrema koiae izolovanych z hepatopankreatu plzi Buccinum undatum,
B. glaciale a Plicifusus kroyeri. Jde o prvni morfologicky popis larvalnich stadii tohoto druhu. Pro

detailni popis byly vyuzity také fotografic ze SEM (viz kapitola 3.4.3).

Anomalotrema koiae Gibson & Bray, 1984 (Tab. 8, Obr. 8, Obr. 9, Obr. 10)
Hostitelé: Buccinum undatum, B. glaciale, Plicifusus kroyeri.

Lokalita: zatoky Petuniabukta a Adolfbukta.

Lokalizace v hostiteli: hepatopankreaticka Zlaza.

Popis:

Dcefina sporocysta

T¢lo sporocysty je cylindrické a protahlé, nabyvajici ¢ervovitého tvaru. Délka téla je 557 —
1070 um (median 870 pum), coz pramémé odpovida Sestinasobku §itky t€la, ktera ¢ini 110 — 194 pm
(median 151 pm), ¢i také trojnasobku délky téla cerkarie (viz Tab. 8). Na téle neni patrmé zadné vétveni.
Primérné se v jedné sporocysté vyviji mnozstvi 10 — 20 cerkarii. Germinalni shluky byly nahodné

umistény v téle sprocysty a nebylo tu pozorovano zadné jejich pfichyceni ke sténé téla.

Cerkarie

T¢lo cerkarie je protahlé¢ a valcovité. Povrch téla je hladky aZz mimé zvrasnény ryhami
tahnoucimi se po okruhu téla. Po celém téle jsou nepravidelné umisténa policka s kratkymi ciliemi

(jednotky mikrometrir), které nejspise maji senzorickou funkci. Na ventralni strang je patrni tistni a bii$ni
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prisavka. Ustni pfisavka byva zpravidla v&tsi nez biisni piisavka, a¢ ta se mize zdat na fotografiich ze
SEM vyrazn¢jsi. Obusti obou piisavek je celé kryto ciliemi a vnitini ¢ast bfi$ni prisavky je po celém
svém povrchu pokryta Supinkovitymi utvary (Obr. 10). Bfisni pfisavka obvykle mirn¢ vystupuje z t¢la.
Anteriorn¢ od Gstni pfisavky se nachazi otvor, ktery je Gstim kapsy, ve které je uloZeny stylet. Stylet je
ulozeny anteriorn¢ od ustni prisavky, je vyrazny, Siroky a svymi dvéma hroty sméfuje k dorsalni stran¢
t¢la. Na styletu je také patrny limecek ktery obkruzuje hroty styletu, a tudiz se nékdy muze jevit stylet
jako étythroty. Sitka styletu odpovida piiblizné dvojnasobku délky styletu (Obr. 10). V oblasti styletu a
ustni prisavky také usti 4 pary penetracnich Zlazy, kdy jeden par se nachazi anteriorn€ od farynxu a 3
pary v oblasti mezi farynxem a bri$ni pfisavkou. Pod bfisni prisavkou se nachazi 2 vyrazné shluky
bun¢k, kdy nejpravdépodobnéji jde o pohlavni primordia. Celé télo posteriorné od bfisni prisavky
vypliiuje ovalny exkreéni méchyt. Na télo se na posteriorni stran¢ napojuje zakrn€ly ocasek se dvéma
zlazami produkujicimi lepivy sekret, ktery slouzi kukotveni cerkarie k podkladu. Délka ocasku
odpovida priblizné tfetin€ az ctvrting délky téla cerkarie. Posteriorni strana ocasku je vyrazn€ hrbolata

ajsou na ni patrn¢ otvory, kterymi usti ocasni zlazy na povrch (Obr. 10).

Poznamky:
Vesker¢ morfologické tudaje o cerkariich pochazeji =z cerkarii pfimo izolovanych
z hepatopankreatické zlazy surmovky, jelikoz se nikdy nepodafilo i za pfirozenych a experimentalnich

podminek zaznamenat vyplouvani cerkarii z téla plze.
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Tab. 8: Morfologické parametry cerkarii druhu Anomalotrema koiae z hostitelu Buccinum undatum, B.
glaciale a Plicifusus kroyeri. V zavorce je uvedena hodnota medianu. Rozméry jsou uvadény v pm.

Morfologické garametr; Rozmérz

Pocet preparati 87

Délka téla (DT) 192 - 388 (295)
Sitka téla 36 - 104 (60)
Délka ocasku (DO) 49 - 101 (76)
Sitka ocasku 25 - 54 (34)
DO/DT (%) 20,1 — 40,3 (25,5)
Vzdilenost mezi prisavkami |68 - 171 (119)
Délka ustni prisavky 46 - 72 (56)
Sika ustni prisavky 37-61 (44)
Délka b¥isni piisavky 31-52(42)
Sitka biisni p¥isavky 34 - 54 (41)
Délka styletu 9-19 (16)
Sitka styletu 4-11(7)
Délka exkreéniho méchyie |47 -106 (85)

% —— SR = 100 um
Obr. 8: Trvalé preparaty larvalnich stadii motolic druhu Anomalotrema koiae: a) dcefina sporocysta

s vyvijejicimi se cerkariemi, hostitel Plicifusus kroyeri, b) cerkarie, hostitel P. kroyeri, ¢) cerkarie, hostitel B.
undatum.

-36-



Obr. 9: Podrobny nakres cerkarie z hostitele P. kroyeri s popisem jeji anatomie: BP — bfisni
prisavka, EM — exkre¢ni méchyf, F — farynx, O — ocasck, PP — pohlavni primordia, PZ —
penetraéni zlazy, S — stylet, UP — ustni pfisavka.
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Obr. 10: Cerkarie druhu Anomalotrema koiae, hostitel Buccinum sp.: a) SEM preparat celého téla, b) stylet,
¢) brisni pfisavka s obtistim pokrytym ciliemi, d) posteriomi konec s ocasku s patmym vytisténim ocasnich
zlaz, méfitko 1 pm (SEM fotografie Ditrich, 2009).
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4.3.2 Dospéla stadia:

Béhem morfologické analyzy 30 preparati dospélych stadii z M. scorpius a G. tricuspis se mi
podafilo na zakladé¢ morfologickych charakteristik nalézt a popsat morfologii tfi druhti motolic:
Anomalotrema koiae (Digenea: Opecoelidae) Podocotyle atomon (Digenea: Opecoelidae) a

Steringophorus furciger (Digenea: Fellodistomidae).

Anomalotrema koiae Gibson & Bray, 1984 (Tab. 9, Obr. 11, Obr. 12)
Hostitelé: Gymnocanthus tricuspis

Lokalita: zatoka Petuniabukta

Lokalizace v hostiteli: stfevo, pylorické vybézky

Popis:

Tvar t€la protahly cylindricky s mimym zizenim posteriom¢ od biisni pfisavky v oblasti, kde
zaCinaji vitelaria. Povrch téla je hladky bez viditelnych ostnu ¢i cilii. Obé pfisavky se nachazeji
v anteriorni tieting tla. Ustni piisavka nabyva kulatého tvaru, nespecializovana a posteriorné z ni vede
pocatek travici trubice prefarynx. Brisni pfisavka je ovalna, vyrazné vétsi nez Ustni prisavka a Casto
mirn¢ vystupuje z t€la. Prefarynx dale vede ve svalnaty farynx nabyvajici 30% - 40% velikosti ustni
prisavky. Z farynxu poté vede jicen az k vétveni stfeva. Stievo se poté tahne ve dvou vétvich az
k posteriorimu konci téla, kde je kazda z vétvi zakoncena analnim otvorem nachazejicim se ventralné
od exkre¢niho poru. Z ventralniho pohledu na pravé strané od jicnu se nachazeji genitalni por, kde usti
samc¢i i samici ¢ast pohlavni soustavy; ejakulacni kanalek a cirrum a déloha, pfi¢emz metraterm zde
nebyl zaznamenan. Varlata jsou vzdy dvé umisténa tandemové za sebou, pfiCemz mezera mezi nimi
byva zpravidla vyplnéna vitelinnimi folikuly. Jsou zpravidla kulata az ovalna, velika, pramémé
zabirajici kolem tfi Ctvrtin Sitky téla a vic. Z nich poté vede vas efferentia anteriornim smérem a napojuje
se na seminalni vezikulum. Cirrovy vak prochazi pod bfisni pfisavkou a je zakoncen v levé casti téla
v oblasti dé¢lohy. Je membranovy a kryje zcela seminalni vezikulum, které je zezacatku Sirsi ale smérem
ke genitalnimu péru se vyrazné¢ zuzuje v pars prostatica a e¢jakulacni kanalek, ktery je poté zakoncen
cirrem. Vajeénik se nachazi anteriorné od anteriorniho varlete, pficemz mohou byt od sebe n¢kdy hife
rozeznatelné, protoze se mezi nimi casto nenachazi zadna mezera. Je slozen ze tfi lalokt sméfujicimi
posteriorng. Velikostné odpovida tak dvéma tietinam velikosti varlat. Z vaje¢niku poté anteriorné vede
vejcovod az k oblasti s Mehlisovymi zlazami. Zde se také napojuji Zloutkové kanalky, které vedou
z vitelari umisténymi lateralné posteriorné od bifisni pfisavky, pfiCemz po stranidch a v oblasti
posteriorné od varlat hust€ vypliuji veskery volny prostor. Laureruv kanalek je zde pritomny, ale nebyl
jsem ho schopny identifikovat. Receptakulum seminis je délozni. Poté je zde patrna stocena a zkroucena
déloha zpravidla plna vajic¢ek, nachazejici se mezi vajecnikem a bfisni pfisavkou. Pod pravou casti biisni

prisavky pak vede déloha az ke genitalnimu poru. Exkrecni vak je zpravidla rovny a nevétveny.
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Poznamky:

Na morfometrickou analyzu tohohle druhu jsem mél pouze 1 pouzitelny preparat z vranky G.
tricuspis. Jeji morfologie odpovidala popisu i kresbam v pracich Gibson & Bray 1984 a Sokolov et al.
2018, kter¢ se timto druhem zabyvaji, tak také v mnohych rysech odpovidala trvalym preparatim A.
koiae zaptj¢enym z helmintologické sbirky. Ty mi také pomohly s popisem celkové anatomie tohoto
druhu, kterou jsem nebyl schopen z mého preparatu na prvni pohled vy¢ist. Jediny znak, ktery jsem
nebyl z mikroskopickych preparati vycist a ktery je charakteristicky pro rod Anomalotrema je vyskyt
papil v oblasti brisni pfisavky pfiCemz A. koiae miva dv€ v anteriorni ¢asti a jednu v posteriorni ¢asti
prisavky (Gibson & Bray 1984; Cribb 2004). Pro vycteni tohoto znaku by se vice hodila morfologicka
metoda na studium povrchovych struktur paraziti napt. SEM. V ¢em se preparat ze Svalbardu lisi od
preparatu ze sbirky, je zejména celkova velikost t¢la, kdy je priblizné 1,5 nasobné vétsi, nez preparaty
ze sbirky, avS§ak procentualni proporce t€la ve vétsin€é rozmérech sedi. OdliSuje se pak vyrazn€ pouze

procentualni délkou téla za posteriornim varletem (viz Tab. 9).
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Tab. 9: Morfologické parametry motolic druhu Anomalotrema koiae ziskanych z G. tricuspis na
Svalbardu a preparati A. koiae z helmintologické sbirky AV CR. V zavorce je uvedena hodnota

medianu. Rozméry jsou uvadény v pm.

A. koiae (Svalbard) |A. koiae (AV CR)

pocet preparatia 1 4
délka t&la (DT) 2598 1163 - 2516 (2306)
Sifka t&la (ST) 404 231 - 305 (292)
ST/DT (%) 15,6 11,6 - 19,9 (13,0)
forebody (FB) 476 258 - 362 (336)
FB/DT (%) 18,3 10,3 - 28,4 (15,3)
délka UP (DUP) 181 127 - 136 (129)
sitka UP (SUP) 157 104 - 124 (115)
SUP/DUP 0,87 0,81 - 0,91 (0,89)
délka BP (DBP) 229 209 - 271 (247)
Sitka BP (SBP) 287 230 - 279 (251)
SBP/DBP 1,25 0,91 - 1,23 (1,03)
SBP/SUP 1,83 1,97 - 2,48 (2,22)
délka farynxu (DF) 104 67 - 73 (71)
Sifka farynxu (SF) 105 69 - 93 (85)
SF/DF 1,01 0,99 - 1,30 (1,21)
SF/SUP 0,67 0,60 - 0,82 (0,75)
délka jicnu (DJ) 158 56 - 221 (156)
DJ/DT (%) 6,1 4,8-9.2(6,6)
Preovarialni DT (PODT) 1128 887 - 1024 (936)
PODT/DT (%) 43,4 39,0 - 80,0 (40,5)
DT pied vétvenim stireva (VSDT) 452 263 - 425 (354)
VSDT/DT (%) 17,4 14,7 - 22,6 (16,5)
VSDT/FB (%) 95,0 79,7 - 143,0 (108,3)
DT pred genitalnim pérem (GPDT) |366 260 - 350 (280)
GPDT/DT (%) 14,1 11,9-22,4 (13,2)
Previtelinni DT (PVDT) 530 476 - 567 (551)
PVDT/DT (%) 20,4 19,7 - 46,9 (23,9)
Post-testes DT (PTDT) 583 674 - 820 (752)
PTDT/DT (%) 224 31,0 - 58,0 (33,5)
Post-ceca DT (PCDT) - -

PCDT/DT (%) - -

délka cirrového vaku (DCV) 680 287 - 356 (305)
§ifka cirrového vaku 66 47 - 67 (57)
DCV/BL (%) 26,2 11,6 - 27,3 (14,0)
Délka anteriorniho varlete (DAYV) 377 171 - 242 (230)
Sitka anteriorniho varlete (gAV) 335 118 - 245 (206)
Délka posteriorniho varlete (DPV) | 348 187 - 282 (257)
Si¥ka posteriorniho varlete (SPV)  [334 144 - 232 (209)
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DAV/DPV 1,08 0,86 - 0,91 (0,90)

SAV/SPV 1,00 0,82 - 1,08 (0,98)
Délka vajetniku 288 99 - 202 (169)
Sika vaje¢niku 283 68 - 202 (121)
gs;;(a mezi vajetnikem a AV (DV- | -, 337 - 498 (350)
DV-AV/BL(%) 18,2 15,0 - 29,1 (17,6)
Délka mezi UP a AV (DUP-AV) 603 484 - 753 (516)
DUP-AV/DT (%) 23,2 22,1 -41,6 (26,3)
Pramérna délka vajicek 76 52 - 63 (60)
Priumérna $irka vajicek 32 34 - 40 (36)

* AV — anteriorni varle, BP — bfis$ni prisavka, UP — tstni pfisavka,

Obr. 11: Trval¢ preparaty motolice Anomalotrema koiae: a) A. koiae z helmintologické
sbitky AV CR, hostitel Enchelyopus cimbrius (mnik C¢tyfvousy), b) A. koiae ze
Svalbardu, hostitel Gymnocanthus tricuspis
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Obr. 12: Podrobny nakres A. koiae z hostitele G. tricuspis s popisem jeji anatomie: BP — bfisni
prisavka, C — cirrus, CV — cirrovy vak, D — d¢loha, FA — farynx, GP — genitalni por, J — jicen,
RS - receptakulum seminis, S — stievo, V — vitelaria, VA — varlata, VJ — vajeénik.
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Podocotyle atomon (Rudolphi, 1802) Odhner, 1905 (Tab. 10, Obr. 13, Obr. 14)
Hostitelé: Gymnocanthus tricuspis, Myoxocephalus scorpius.

Lokalita: zatoka Petuniabukta a Adolfbukta.

Lokalizace v hostiteli: stievo a pylorické vybézky.

Popis:

T¢lo cylindrické az protahlé. Predni ¢ast téla (forebody) tvofi ¢tvrtinu celkové délky téla. Oralni
prisavka obvykle kulata ¢i mirné delSi nez §ir§i. Ventralni prisavka vzdy vEt§i nez ustni prisavka,
nespecializovana, nevy¢niva nijak vyrazn€ z téla a tvarové je mimé SirSi nez del$i. Prefarynx kratky,
casto ani nevycniva zpod ustni pfisavky. Farynx vyrazny ovalny az mirné hranaty, zabirajici 2 — 3 pétiny
plochy ustni prisavky. Jicen kratky. Vétveni stieva obvykle ve spodni ¢asti forebody €i ve stejné
vzdalenosti jako anteriorni okraj ventralni pfisavky. Slepa stfeva Siroka a zakoncena az v posledni
desetin¢ posteriorniho konce t¢la. Varlata, vzdy dve€, se nachazeji mezi vétvemi slepého stifeva mezi
druhou az treti tfetinou t¢la tandemové za sebou. Jsou obvykle kulata ¢i mimné lalo¢nata. Posteriorni
varle byva zpravidla vétsi nez anteriorni, nebo mohou dosahovat stejné velikosti. Svoji Sitkou dosahuji
poloviny §itky téla motolice. Cirrovy vak je svalnaty, protahly a roz§ifujici se k posteriornimu konci.
Z ventralniho pohledu posteriorni ¢ast zahyba doleva a tvaroveé pfipomina obracené pismeno L. Probiha
pod ventralni pfisavkou a zasahuje az do anteriorni ¢asti délohy. Genitalni por, kde vyustuje cirrovy
vak a d¢loha, se nachazi na ventralni stran¢ vpravo od jicnu v prvni ¢tvrting t¢la motolice. Vajecnik se
nachazi mezi délohou a anteriornim varletem. Je tvoren tfemi laloky sméfujicimi posteriorné. Velikostné
je mensi nez varlata. Vpravo od vajeéniku se nachazi kulaté kanalikulami receptakulum seminis
velikostné podobné vajecniku. Laureriv kanalek protahly, ustici v oblasti posteriorniho varlete.
Vitelinni rezervoar medialni, anteriorn¢ od vajeéniku, s rozvinutou siti vitelinnich vétvi tahnoucich se
po obou stranach téla a tahnoucich se k anteriornimu i posteriornimu konci téla. Vitelinni folikuly jsou
husté a pocetné rozmistény rovnoméme na obou stranach posteriomich tfi ctvrtin téla. Mohou zasahovat
az do oblasti anteriorn¢ od brisni prisavky a zasahuji i mezi varlata, av§ak nespojuji se tam. Leva a prava
strana vitelarii se spojuje aZ za posteriornim varletem a niz. Déloha se rozklada mezi bfisni pfisavkou a
vajecnikem, nacez vyustuje v oblasti genitalniho poru. Je obvykle plna vajicek bez viditelného opercula.

Exkreéni méchyft zasahuje az do oblasti vajecniku, tvarové Siroky nevétveny.
Poznamky:

Pro porovnani namérenych parametra s morfologickymi parametry uvadénymi v literatufe byly
pouzity ¢lanky (Brinkmann 1975; Keie 1981). Od pfibuzného druhu Podocotyle reflexa, ktery se muze
vyskytovat ve stejnych hostitelich, se odliSuje P. atomon zejména plosSim tvarem téla, vitelariemi, které
se nespojuji v oblasti mezi varlaty a Sitkou varlat, které vyrazné nepiesahuji polovinu Sitky celého téla

(Brinkmann 1975). Tyto charakteristické rysy ovSem plati zejména pro pln¢ vyvinuta dospé€la stadia a
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v praci (Koie 1981) je podotknuto, Ze pIn¢ nevyvinuta stadia téchto dvou druht se od sebe nedaji
morfologicky odlisit.

Po porovnani 19 preparati P. atomon ze Svalbardu se Ctyfmi preparaty P. atomon
z helmintologické sbirky AV CR se veskeré preparaty shodovaly v morfologii a umisténi organovych
soustav, avSak pfi porovnini morfometrickych dat pomoci neparového t — testu se naméfené hodnoty
signifikantng liSily (p < 0,05) v 16 ze 48 parametri, coz odpovida jedné teting. Jde zejména o rozméry
obou pfisavek, rozméry farynxu, rozméry vajeéniku, délku cirrového vaku, poméry délky téla a
vzdalenosti mezi bfisni pfisavkou a vajecnikem, délky téla a vzdalenosti mezi bfisni pfisavkou a
anteriornim varletem, a také Sitku vajicek. Avsak tyto rozdily jdou vysvétlit tim, Ze P. aromon ma vyssi

fenotypovou plasticitu a byl pouzit nizky pocet jak kontrolnich, tak ziskanych preparati.

Tab. 10: Morfologické parametry motolic druhu Podocotyle atomon ziskanych z M. scorpius a G.
tricuspis na Svalbardu a preparati P. atomon z helmintologické sbirky AV CR. V zavorce je uvedena
hodnota medianu. Rozméry jsou uvadény v pm.

P. atomon (Svalbard) | P. atomon (AV CR)

pocet preparatu 19 5

délka t&la (DT) 1739 - 3645 (2546) 1854 - 3099 (2290)
Sifka t&la (ST) 517 - 973 (600) 423 - 667 (590)
ST/DT (%) 17,9 - 47,7 (21,9) 19,83 - 26,0 (22,8)
forebody (FB) 324 - 797 (583) 346 - 559 (511)
FB/DT (%) 17,1 - 34,9 (21,7) 16,2 - 24,4 (21,8)
délka UP (DUP) 178 - 292 (242) 135- 185 (167)
sitka UP (SUP) 140 - 279 (239) 124 - 173 (150)
SUP/DUP 0,76 - 1,18 (1,01) 0,72 - 0,97 (0,92)
délka BP (DBP) 288 - 426 (333) 219 - 293 (244)
Sitka BP (SBP) 316 - 496 (411) 227 - 284 (253)
SBP/DBP 1,01 - 1,31 (1,17) 0,93 - 1,12 (1,05)
SBP/SUP 1,27 - 2,33 (1,68) 1,63 - 1,89 (1,81)

délka farynxu (DF)
Sifka farynxu (SF)

91 - 230 (165)
101 - 206 (157)

72-103 (91)
71 - 120 (87)

SF/DF 0,67 - 1,45 (0,98) 0,83 - 1,2 (1,08)
SF/SUP 0,51 - 0,81 (0,69) 0,56 - 0,69 (0,65)
délka jicnu (DJ) 131 - 293 (203) 160 - 434 (236)
DJ/DT (%) 4,8-127(8,1) 7,0 - 14,00 (10,8)
Preovarialni DT (PODT) 860 - 1828 (1235) 854 - 1477 (1277)
PODT/DT (%) 40,1 - 59,2 (47.,8) 46,1 - 57,6 (48,7)

DT pied vétvenim stireva (VSDT)

426 - 754 (554)

390 - 732 (483)

VSDT/DT (%)

17,2-29.,5 (21,0)

17,0 - 30,5 (22,0)

VSDT/FB (%)

83,6 -131,5 (96,7)

69,8 - 145,5 (117,6)

DT pied genitalnim pérem (GPDT)

305 - 557 (430)

184 - 426 (339)

GPDT/DT (%)

13,3 -25,9 (15,8)

9,9 -16,2 (13,8)
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Previtelinni DT (PVDT) 396 - 918 (722) 557 - 746 (606)
PVDT/DT (%) 15,0 - 37,3 (27,9) 19,6 - 30,3 (27.8)
Post-testes DT (PTDT) 438 - 1014 (748) 461 - 701 (467)
PTDT/DT (%) 23,4 - 31,5 (27,6) 20,3 - 24,9 (22,6)
Post-ceca DT (PCDT) 128 - 389 (209) 139 - 402 (225)
PCDT/DT (%) 4,6 - 12,5 (8,0) 6,1 -17,7 (10,0)
délka cirrového vaku (DCV) 489 - 903 (696) 378 - 600 (392)
§ifka cirrového vaku 46 - 98 (70) 29 -77 (59)

DCV/BL (%)

19,3-33,6 (24,1)

15,7 - 26,2 (18,8)

Délka anteriorniho varlete (DAYV)

102 - 343 (223)

149 - 291 (208)

Sitka anteriorniho varlete (gAV)

173 - 324 (261)

185 - 266 (247)

Délka posteriorniho varlete (DPV)

133-413 (279)

200 - 292 (222)

Sitka posteriorniho varlete (gPV)

193 - 346 (257)

191 - 282 (215)

DAV/DPV

0,64 - 1,26 (0,80)

0,67 - 1,14 (0,90)

SAV/SPV

0,68 - 1,17 (1,02)

0,94 - 1,17 (1,01)

Délka vajecniku

73 -220(182)

56 - 119 (100)

Sirka vajecniku

109 - 318 (208)

91 - 187 (136)

Délka mezi vajecnikem a AV (DV-
AV)

154 - 713 (333)

320 - 952 (603)

DV-AV/BL(%)

8,3-19,7(12,3)

15,9 -30,7 (26,6)

Délka mezi UP a AV (DUP-AV)

217 - 889 (502)

409 - 1048 (694)

DUP-AV/DT (%)

11,7 - 24,6 (18,0)

18,4 - 33,8 (30,6)

Primérna délka vajiek

56 - 80 (75)

72 - 88 (76)

Priamérna §ika vajifek

26 -49 (35)

42 -70 (52)

*AV — anteriorni varle, BP — bfisni pfisavka, UP — ustni pfisavka

-46-




|
Obr. 13: Trvalé preparaty motolice Podocotyle atomon: a) P. atomon z helmintologické sbirky AV CR. hostitel

Gasterosteus aculeatus (koljuska tfiostnd), b) P. atomon ze Svalbardu, hostitel Gymnocanthus tricuspis, c) P.
atomon ze Svalbardu, hostitel Myoxocephalus scorpius.
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Obr. 14: Podrobny nakres P. atomon z hostitele G. tricuspis s popisem anatomie: BP — bfi$ni
piisavka, C — cirrus, CV — cirrovy vak, D — déloha, EM — exkre¢ni méchyft, FA — farynx, GP —
genitalni por, J — jicen, RS — receptakulum seminis, SS — slepé stievo, V — vitelaria, VA —

varlata, VJ — vaje¢nik.
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Steringophorus furciger (Olsson, 1868) Odhner, 1905 (Tab. 11, Obr. 15, Obr. 16)
Hostitelé: Gymnocanthus tricuspis.

Lokalita: zatoky Petuniabukta a Adolfbukta.

Lokalizace v hostiteli: stievo, pylorické vybézky.

Popis:

T&lo ovalné nebo zejména u mladsich nedovyvinutych stadii nabyvajici tvaru kosoétverce. Sitka
t&la odpovida tieting az dvéma pétinam délky t&la. Ustni piisavka kulatd a mensi neZ bfisni piisavka.
Brisni prisavka ovalna, mimng SirSi nez delsi, nespecializovana a nijak nebyva vystoupla z téla. Prefarynx
nepritomny. Farynx vyrazny, nabyvajici ¢tvrtinové velikosti tstni prisavky. Jicen kratky zakonceny
vétvicim se slepym stievem do dvou vétvi tahnoucich se az do posteriorni Casti téla. Stfevo se vétvi
v predni ¢asti téla (forebody) anteriorné od cirrového vaku a genitalniho péru. Zakonceno je anteriorné
od d¢lohy nebo az v jeji oblasti. Varlata jsou dvé, kulata, stejné velika a zpravidla vedle sebe posteriorné
od brisni prisavky ¢i u mladsich jedincti zasahuji do posteriorni oblasti bfi$ni pfisavky. Cirrovy vak je
svalnaty, kulaty az ovalny, vypliujici veskery prostor mezi vétvemi stfeva a anteriorni ¢asti briSni
prisavky. Genitalni por se z ventralniho pohledu na levé Casti cirrového vaku anteriorné od bfisni
piisavky. Vajecnik je velikostné mensi nebo srovnatelny s velikosti varlat, lalocnaty a nachazi se
anteriorn¢ od pravého varlete, Casto zcela zakryty posteriorni ¢asti bifisni prisavky. Vitelaria tvofena
dvéma shluky nachazejicimi se lateralné jak na levé tak pravé strané zpravidla v pulce délky téla
v oblasti brisni pfisavky a varlat. Déloha se nachazi posteriomé¢ od varlat a stieva a u vyspélejSich
jedincu vypliuje znacnou ¢ast (2/3 — 3/4) posteriorni casti celého téla. V posteriorni casti také usti
exkre¢ni méchyt, ktery je zpravidla tvaru velkého pismene Y, kdy se méchyr vétvi zpravidla posteriorné

od brisni prisavky a jednotlivé vétve dosahuji az do oblasti lateralné od jicnu.
Poznamky:

Morfologie preparati motolic ze Svalbardu zcela souhlasi s popisem rodu Steringophorus
danym v Keys to Trematoda (Bray 2002).
Z tabulky (

Tab. 11) je patmé, Ze se preparaty z G. tricuspis ze Svalbardu v mnohych morfometrickych parametrech
lisily od preparatii z helmintologické sbirky. Diivodem muze byt fakt, Ze znacnou ¢ast ziskanych vzorku
ze Svalbardu tvofi jesté plné nedovyvinuti dospéli jedinci, u kterych je patrna zcela nedovyvinuta déloha

a varlata, ktera jsou jesté castecné kryta posteriorni ¢asti biisni prisavky.
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Tab. 11: Morfologické parametry motolic druhu Steringophorus furciger ziskanych z G. tricuspis na
Svalbardu a preparatt S. furciger z helmintologické sbirky AV CR. V zavorce je uvedena hodnota

medianu. Rozméry jsou uvadény v pm.

S. éurciger (Svalbard) |S. ji‘urciger (AV (VJR)

polet preparati

8

4

délka t&la (DT) 1331 - 2188 (1415) 2218 - 3760 (2989)
Sitka t&la (ST) 505 - 668 (554) 879 - 1532 (1025)
ST/DT (%) 30,5 - 46,9 (36,9) 34,3 - 40,7 (37,0)
forebody (FB) 383 - 595 (489) 545 - 948 (902)
FB/DT (%) 27,2 - 37,8 (32,6) 24,6 -31,7 (26,9)
délka UP (DUP) 167 - 235 (193) 257 - 284 (271)
sitka UP (SUP) 169 - 246 (190) 250 - 305 (282)
SUP/DUP 0,94 - 1,05 (1,02) 0,97 - 1,10 (1,03)
délka BP (DBP) 270 - 449 (300) 466 - 610 (490)
Sitka BP (SBP) 282 - 439 (364) 521 - 676 (547)
SBP/DBP 0,83 - 1,29 (1,21) 1,08 - 1,16 (1,11)
SBP/SUP 1,53 -2,17 (1,83) 1,82 - 2,22 (2,08)
délka farynxu (DF) 88 - 104 (95) 132 - 180 (163)
Sifka farynxu (SF) 95 - 128 (102) 125 - 155 (145)
SF/DF 1,00 -1,28 (1,09) 0,83 - 1,04 (0,87)
SF/SUP 0,44 - 0,59 (0,54) 0,48 - 0,55 (0,50)
délka jicnu (DJ) 61 - 72 (65) 34-176 (114)
DJ/DT (%) 3,0-52(4,3) 1,5-59 (3,4)
Preovariilni DT (PODT) 560 - 805 (684) 1011 - 1503 (1356)
PODT/DT (%) 36,8 - 52,2 (46,9) 40,0 - 47,3 (44,5)

DT pied vétvenim stireva (VSDT)

254 - 402 (308)

331 - 563 (540)

VSDT/DT (%)

18,2 - 24,7 (20,9)

14,8 - 18,8 (16,2)

VSDT/FB (%)

58,3 - 69.3 (66,9)

58,9 - 61,0 (60,1)

DT pred genitalnim pérem (GPDT)

222 - 512 (380)

585 - 831 (658)

GPDT/DT (%)

16,4 - 30,3 (24,3)

21,8 -26,4 (22,1)

Previtelinni DT (PVDT) 473 - 732 (582) 734 - 1195 (1108)
PVDT/DT (%) 33,5-43,6 (39,9 28,7 - 40,0 (35,6)
Post-testes DT (PTDT) 382 - 921 (422) 915-1623 (1172)
PTDT/DT (%) 28,7-42,1 (31,2) 39,0 - 43,2 (40,3)

délka cirrového vaku (DCV)

125 - 353 (278)

369 - 498 (433)

§ifka cirrového vaku

108 - 248 (190)

285 - 348 (307)

DCV/BL (%) 8,7 - 25,3 (15.,6) 13,2 - 16,6 (14,5)
Délka varlat (DV) 181 -209 (197) 206 - 375 (296)
Sitka varlat (SV) 129 - 172 (156) 189 - 251 (201)

Délka vajecniku

140 - 221 (186)

97 - 407 (228)

Siika vajeéniku

82 - 148 (125)

211 - 283 (221)

Délka mezi BP a varlaty (DBP-V) 15-92 (21) 22 - 242 (157)
Primérna délka vajicek 39 - 48 (45) 42 - 47 (45)
Primérna Sirka vajicek 21-30(24) 22 - 28 (25)

* BP — brisni prisavka, UP — ustni pfisavka
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Obr. 15: Trvalé preparaty Steringophorus furciger: a) S. furciger z helmintologické sbirky AV CR, hostitel Limanda
limanda (platys limanda), b) a ¢) S. furciger ze Svalbardu, hostitel Gymnocanthus tricuspis.
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Obr. 16: Podrobny nakres S. furciger z hostitele G. tricuspis s popisem anatomie: BP — bri$ni
piisavka, C — cirrum, CV — cirrovy vak, D — déloha, EM — exkrecni méchyt, FA — farynx,
GP — genitalni por, J — jicen, SS — slepé stievo, V — vitelaria, VA — varlata, V] — vajecnik.
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5. Diskuse

5.1 Systematika

Na zaklad¢ dat z molekularni analyzy markera 28S rDNA a ITS2 bylo v travicim traktu hostitelu
motolice druhu Anomalotrema koiae v zatoce Petuniabukta, Adolfbukta a zalivu Adventfjorden
nalezeny 4 druhy motolic nalezicich do tfi riznych celedi: Acanthocolpidae, Fellodistomidac a
Opecoelidae.

Vyskyt druh Anomalotrema koiae ve stievé vranky Gymnocanthus tricuspis a v hepatopankreatu
surmovky Buccinum undatum byl mimo molekulami analyzy 28S rDNA, ktera jiz byla provedena
v ramci moji bakalarské prace (Novotny 2019), také potvrzen molekularni analyzou markeru ITS2. Pro
ziskani ITS2 sekvence byly pouzity referencni vzorky A. koiae z Pfirodopisného muzea v Londyné,
jelikoz doposud nemél tento druh v databazi GenBank zastoupenou ITS2 sekvenci. Nové byl druh A.
koiae popsan na zaklad¢ zminénych molekularnich metod ze surmovek Buccinum glaciale a Plicifusus
kroyeri. Také je v této praci poskytnut prvni detailni popis morfologie larvalnich stadii druhu A. koiae ,
a to zejména cerkarii, na ktery byly pouzity metody barveni fixovanych preparati a SEM. Bohuzel na
provedeni morfologické ¢i molekulamni studie nebyly nalezeny zadné vzorky ¢i preparaty metacerkarii,
které by morfologicky odpovidaly druhu A. koiae.

Morfologicky se larvalni stadia motolice A. koiae, zejména cerkarie, odliSuji od ostatnich
xiphidiocerkarii cotylomikrocerkniho typu vyskytujicich se ve stejnych oblastech a hostitelich zejména
délkou ocasku, ktera az dvojnasobné presahuje délku ocasku cerkarii druhu Podocotyle atomon (~ 26
um) a P. reflexa (~ 55 um) a dosahuje 20% - 40% délky t¢la (Koeie 1981; Barett et al. 2014). Od cerkarii
druhu P. reflexa, které¢ byly téz popsany ze surmovek B. undatum, se také odliSuje umisténim
penetracnich zlaz, kdy cerkarie P. reflexa je maji vSechny umisténé v jedné urovni posteriorné od
farynxu, kdyzto cerkarie A. koiae je maji umistén aspon 1 par v oblastech anteriorn¢ od farynxu a tii
pary posteriorn¢ od farynxu (Keie 1981). Larvalni stadia motolice A. koiae jsou popsana teprve jako
druhy druh motolic ¢eledi Opecoelidae, které parazituji u plza celedi Buccinidae. Tomuto tvrzeni
protifeci udaje v clanku Barnett et al. 2014, kde byly mimo druh P. reflexa zaznamenany jesté dva dalsi
druhy opecoelidnich motolic v plzich ¢eledi Buccinidae. Oba druhy plzii ovsem byly pozd¢ji prefazeny
do jinych ¢eledi, Lirabuccinum dirum (hostitel motolice Cercaria searlesiae) byl zatazen do Celedi
Tudicilidae a Pisania striata (hostitel motolice Cercaria pisaniae) byl zarazen do ¢eledi Pisaniidae
(Barnett et al. 2014; Kantor et al. 2021). Druh A. koiae patfi do podéeledi Opecoelinae. Z této podceledi
jiz bylo popsano deset druhi cerkarii, a to pfedevsim z plzii Celedi Columbellidac (pét druhi)
nalezejicich do stejné nadceledi, jako celed’ Buccinidae, a to nadcéeledi Buccinoidea. Jde o ¢eled’ malych
mortskych epibentickych plzi (vétSina nepfesahuje délku 20 mm) s vySsi diverzitou v tropickych

oblastech (Demaintenon 2019). Dale byly cerkarie podéeledi Opecoelinae popsany z ¢eledi Nassariidae
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(1 druh), Semisulcospiridae (1 druh) a Hydrobiidae (3 druhy), z ¢ehoZ posledni dvé vyjmenované celedi
jsou plzi Zijici zejména ve sladkych az brakickych vodach (Barnett et al. 2014).

Mimo larvalni stadia A. koiae se také v surmovkach, zejména rodu Buccinum, v litoralnich
vodach Svalbardu vyskytovala také larvalni stadia rodu Neophasis, ktera by si mohla o zminéné hostitele
konkurovat.

Dospélé motolice A. koiae byly v zatokach Petuniabukta a Adolfbukta nalezeny na zakladé
molekularnich i morfologickych analyz pouze u vranky severni (Gymnocanthus tricuspis). V literatufe
byla A. koiae nalezena také ve ¢tyfech druzich okounikii rodu Sebastes, véetné druhu Sebastes mentella,
ktery se vyskytuje zejména v hlubsich vodach kolem Svalbardu (hloubka 30 m a vic), av§ak pozitivné
infikovany S. mentella zatim nebyl na Svalbardu zaznamenan (Bakay & Mel’nikov 2008; OBIS 2021).

Rod Anomalotrema obsahuje 2 druhy: A. koiae a A. putjatini. Mezi zakladni rozdily uvadénymi
v praci Gibson & Bray 1984, které¢ odliSuji druh A. koiae od A. putjatini, patfi méné vystoupla
(protazena) brisni prisavka a vajecnik, ktery se znateln€ sklada ze tfi az ¢yt laloku, pricemz vajecnik
druhu A. putjatini je vajecnik popsan s nestalym a ¢asto nerozeznatelnym poctem lalokt. Také se od
sebe odlisuji odlisSnym pomérem velikosti Gstni a bfisni prisavky, pficemz A. putjatinihoma 1 : 1,47 -
1,6 aA. koiaema 1 : 1,8 — 2,4 (Gibson & Bray 1984). Preparat A. koiae ze Svalbardu mél pomér velikosti
prisavek 1 : 2.3. Také se od sebe odlisuji svoji oblasti vyskytu, pfiCemz A. koiae obyva vody jak
severniho Atlantiku, tak severniho Pacifiku, zatimco A. putjatini byla zaznamenana pouze v severnim
Pacifiku. Co se tyka hostitelské specificity, A. putjatini byla nalezena v rybach fadt Scorpaeniformes a
Gadiformes a A. koiae u ryb fadu Scorpaeniformes, Gadiformes a Pleuronectiformes (Zhukov 1957,
Gibson & Bray 1984; Sokolov et al. 2018).

Podocotyle atomon, ktery na Svalbardu parazituje u stejnych definitivnich hostitelt jako A. koiae. Jde
zejména vyrazngji protahlym a tencim tvarem téla a vyraznéji oddélenou predni Easti téla (forebody) a
zadni Casti t€la (hindbody). Také brisni prisavka u A. koiae byva vice vystoupla, nezje tomu u P. atomon.
odlisit druh A koiae zejména rozdilnou Sitkou téla a rozdilnym seskupenim vitelarii, ktera jsou viditelna
1 u neobarvenych jedincu S. furciger, jsou tmava a nachazeji se ve dvou polich lateraln¢€ v prostredni
¢asti t€la. Jiz v minulosti byly v nékterych pripadech motolice z ¢eledi Fellodistomidae zaménovany
s motolicemi z Celedi Opecoelidac. U n€kterych druhtt mohou vypadat neobarvené vzorky velice
podobné, ale hlavni rozdily mezi témito dvéma celedémi je rozdilné tvarovany exkreéni vak a rozdilna
distribuce vitelarii, jejichZ rozloZeni je vice omezené jen na urcitou oblast u celedi Fellodistomidae

(Cribb 2005).
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5.2 Zivotni cyklus motolice Anomalotrema koiae (Obr. 18)

Na zaklad¢ vysledkt z molekulamich analyz markeri velké ribosomalni podjednotky (28S
rDNA) a ITS2 jasné vyplyva piibuznost mezi larvalnimi stadii ze surmovek B. undatum, B. glaciale a
P.kroyeri a dospélych stadii z vranky severni (G. tricuspis). U kladogramu fylogenetickych vztahu pro
28S rDNA (Obr. 4) se sekvence motolic z vySe zminénych hostitelt seskupily se sekvenci motolice
druhu Anomalotrema koiae ziskanou z databaze GenBank. Vysledky byly i1 nasledné¢ potvrzeny
v kladogramu fylogenetickych vztaht pro marker I'TS2 (

Obr. 5), ve kterém se sekvence z totoznych motolic z predeslé analyzy seskupily se sekvenci
motolice druhu A. koiae, ktera byla ziskana ze vzorku poskytnutého Prirodopisnym muzeem v Londyné,
a tudiz ho povazuji za duvéryhodny. Druhovou nalezitost prokazuje také jeden preparat A. koiae z G.
tricuspis, jehoz morfologie se shoduje s popisem morfologie tohoto druhu v odbormné literatute (Gibson
& Bray 1984) a také s preparaty poskytnutymi Parazitologickym ustavem AV CR. Na zakladd
zminénych dat mohu prohlasit, Ze nami nalezena larvalni stadia ze surmovek B. undatum, B. glaciale a
P.kroyeri a dospéla stadia z vranky G. tricuspis patfi tomu stejnému druhu, a to motolici druhu
Anomalotrema koiae. Stadium miracidia nebylo u druhu A. koiae doposud pozorovano.

Surmovky B. undatum, B. glaciale a P. kroyeri slouzi pro motolici A. koiae jako prvni
mezihostitel¢. Druh A. koiae nema striktni hostitelskou specificitu, pro prvni mezihostitele, jelikoz rody
Buccinum a Plicifusus nalezi do rozdilnych podceledi (Vaux et al. 2017). Proto 1ze predpokladat i vyskyt
u dalSich druhti surmovek ¢eledi Buccinidae nachazejicich se na Svalbardu, a to zejména u ostatnich
druhti rodu Buccinum, napt. B. polare, nebo u surmovek rodu Neptunea a Volutopsius, které se take
v podobnych habitatech jako surmovky rodu Buccinum nachazi (Rozycki 1989; Hop et al. 2002).

V plzich nasledné probihd vyvoj larvalnich stadii a jejich mnoZeni, kdy prvni generaci tvofi
matefska sporocysta, u které¢ dochazi v germinalnich shlucich k tvorbé dcefinych sporocyst. Ty poté
migruji zejména do hepatopankreatické zlazy plze. Zde poté zustavaji, béhem ¢ehoz pfijimaji ziviny a
vylucuji svym tegumentem, zatimco se jim v téle ze zarodeénych bunck vyviji cerkarie. Cerkarie poté
unikaji zt€la hostitele, pficemz u motolic ¢eledi Opecoelidae byl pozorovan jak cirkadianni, tak
nepravidelny rytmus vyplouvani cerkarii. Cirkadianni rytmy jsou spojeny predevSim s pravidelnou
fluktuaci abiotickych podminek v prostfedi prvniho fadu, jako napf. teplota vody. Ta ovliviiuje napft.
vyplouvani cerkarii druhu Podocotyle atomon (Prokofiev et al. 2016). Nepravidelné vyplouvani mize
byt spjato s Zivotnimi cykly jejich hostitele, jak je tomu napt. u Allopodocotyle sp., ktera parazituje u
usn¢ Haliotis asinina, ktera vyplouva zejména béhem rozmnoZovani mezihostitele. Autofi to vysvétluji
tim, Ze v tuto dobu ma nejvEtsi pravdépodobnost narazit na dalsiho hostitele, ktery se nejspise Zivi
gametami usni (Lucas et al. 2005). U mnohych druhti neni nepravidelny interval vyplouvani dosud
vysvétlen jako napt. u Cercaria capricornia XII (Barnett et al. 2014). U cerkarii druhu A. koiae zadné
vyplouvani pozorovano nebylo (viz experiment v kapitole 1.6.2) (Ditrich & Bednarova ustni sdé¢leni).

Duivody pro netispésné navedeni podminek pro vyplouvani mohou byt tfi. Prvni by mohl byt nespravné
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zvoleny stimul, ktery by mohl cerkarie pfimét k vyplouvani. Druhym divodem muze byt fakt, ze vyvoj
mnohych druhli motolic, zvlasté v borealnich a polamich oblastech, je fizen sezénnimi podminkami
v prostiedi béhem roku, coz znamena, ze vyplouvani cerkarii probiha pouze v omezené casti roku.
Zdokumentovano je to u cerkarii druhu P. atomon, u kterych byl studovan vyvoj larvalnich stadii
v plzich Littorina saxatilis v Barentsové mofi, které maji vrcholy vyplouvani zejména béhem jarnich
mesicu (bfezen — duben) a poté v pozdnim 1ét¢ a na podzim (zafi — fijen), pficemz zalezi na obdobi, kdy
byli samotni plzi infikovanii (Glaktionov & Dobrovolskij 2003). Tim, Ze experiment probihal v letni
sezon€, jsme se nemuseli trefit do spravného obdobi, kdy cerkarie obvykle vyplouvaji z téla hostitele,
(Cerven — srpen) byly v jejich hepatopankreatu nalezeny kromé sporocyst i pln¢ vyvinuté cerkarie.
Tretim divodem muze byt rozdilna strategie vyhledani a infekce dal§itho mezihostitele. Ditrich a spol.
se béhem experimenti provadénych v sezdén¢ 2013 pokouseli infikovat druhého mezihostitele
riznonozce rodu Gammarus podavanim potravy slozené z hepatopankreatickych zlaz surmovek
infikovanych cotylomikrocerknimi cerkariemi. Nasledn¢ byla u riiznonozcli pozorovana ve svaloving
Casna stadia metacerkarii vykazujici jesté nckteré znaky cerkarii jako napf. pfitomnost styletu (CPE
2013). Ztoho lze usuzovat, Ze strategie cerkarii A. koiae spociva ve vyckani na smrt ¢i usmrceni
surmovky. Jeji mrtvola poté prilaka mrchozrouty, kterymi jsou v litoralnim pasmu Svalbardu predevsim
riznonozci. Nasledné se bud’ cerkarie nechaji pasivné jimi pozfit, pfiCemz proniknou do svaloviny
riznonozce skrz travici trubici, nebo aktivné dolezou ke krmicimu se rtiznonozci a infikuji ho skrz
mezery v exoskeletonu koryst. U vztahu mezi larvalnimi stadii opecoelidnich motolic a plZi jesté nebyl
studovan vztah mezi pfitomnosti ¢i intenzitou infekce a délkou Zivota jejich hostitele. Jediny znamy
pripad, kde byl studovan vztah mezi larvalnimi stadii ¢eledi Opecoelidac a jejich hostitelem, je
paraziticka kastrace plze druhu Haliotis asinina opecoelidni motolici rodu Allopodocotyle, ktera
pozménila i expresi nékterych genti v mozku plze (Rice et al. 2006). Viditelnou parazitami kastraci jsme
u parazitovanych plza ¢eledi Buccinidae nepozorovali, jejich pohlavni ustroji se nelisila od pohlavnich
ustroji neinfikovanych jedinci.

Pokud je blesivec infikovan skutecné polknutim cerkarie, nejde mezi motolicemi o ojedinély jev.
Podobny zptlisob ndkazy byl zaznamenan zejména u motolic ¢eledi Azygiidae a Bivesiculidae, kde
cerkarie pfimo infikuje definitivniho hostitele, zpravidla rybu, kdyZ jim jsou pozfeny. Také jsou tim
znamy larvy motolic z ¢eledi Echinostomatidae, rody Petasiger a Echinochasmus, které jsou schopné
nakazit rybu, kterd je pozfe. Zde jim vSak ryba slouZi jako druhy mezihostitel (Glaktionov &
Dobrovolskij 2003). U cystofornich cerkarii motolic druhu Halipegus occidualis (Digenea: Hemiuridae)
nebylo pozorovano zadné aktivni prizpusobeni k hledani dal§iho mezihostitele. Cerkarie tohoto druhu
jsou schopné se az po dobu n¢kolika mésicu pasivné vznaset ve vodnim sloupci, dokud je nepozie korys
(klanonoZec nebo lasturnatka), ktery slouzi v jejim Zivotnim cyklu jako druhy mezihostitel (Goater et
al. 1990). Dalsi moznosti, jak by mohli byt korysi pasivné nakazeni cerkariemi, je pies zabry, kterymi

prohanéji vodu, ktera muze obsahovat cerkarie. Ty nasledné mohou snadno do mékké tkan¢ zaber
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penetrovat. Tohoto zptisobu vyuzivaji motolice zejména skupin Lecithodendrioidea a Microphallidae
(Glaktionov & Dobrovolskij 2003). Zadna takova strategie oviem nebyla u cerkarii &eledi Opecoelidac
doposud zaznamenana. Pokud mizeme soudit podle chovani cerkarii, které jsme pozorovali, nejevi se
tento zpusob jako piili§ pravdépodobny. Uvolnéné cerkarie nemély tendenci plavat ve vodnim sloupci;
naopak, vyhledavaly pevny podklad a pohybovaly se po nich , pid’alkovitym* pohybem. Bylo by urcité
uzitecné zopakovat experiment provadény Ditrichem a spol. z roku 2013, pficemz by se pozorovalo, zda
se cerkarie aktivn¢ nepokousi do téla riznonozce dostat, nebo zda by je riiznonozec nepojidal takovym
zpusobem, aby se neposkozené cerkarie dostaly dovnitf t€la. AvSak aby to mohl pozorovatel sledovat,
musel by zpocatku utlumit aktivitu ¢i zcela pozastavit pohyb riznonozce (napt. m¢ napada velice nizkou
teplotou ¢i mechanicky) tak, aby byl proces nakazy viditelny.

Také by bylo uzite¢né dfive zminény experiment zopakovat pro ziskani vzorkt zejména
metacerkarii, jelikoZ v laboratomich sbirkach na CPE chyb¢ji, a proto jsem je nemohl zavést do svoji
studie. Veskeré informace o potencialnim druhém mezihostiteli riznonozci druhu Gammarus setosus
mam z laboratornich protokoli a vyro¢ni zpravy zroku 2013, kde byl vySe zminény experiment
Zaznamenan.

Ve svaloviné G. sefosus probiha zapouzdfeni cerkarie do stadia metacerkarie, které vyckava, az
je hostitel pozien definitivnim hostitelem. U prislusnika celedi Opecoelidac byl u nékterych druhu
pozorovan vyvoj progenetickych metacerkarii. Coitocaecum parvum (Opecoelidae: Opecoelinae) ma
fakultativné trihostitelsky cyklus, kde jako druhy mezihostitel taktéz slouzi riznonozci (Paracalliope
Sfluviatilis). Pti absenci definitivniho hostitele v prostiedi, kde se riznonozec nachazi, maze C. parvum
podstoupit progenezi a je schopna produkovat vajicek jesté v téle ruiznonozce (Lagrue & Poulin 2006).
Avsak u metacerkarii druhu A. koiae, ktery patii do stejné podceledi jako C. parvum, nebyla progeneze

metacerkarii pozorovana.
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Obr. 17: Fotografie z experimentu provadéncho Ditrichem a spol. vroce 2013 na Svalbardu, a)
Potencialni druhy mezihostitel motolice A. koiae, ruiznonozec Gammarus setosus (Sichova 2013), b)
rané stadium metacerkarie A. koiae zapouzdiené ve svaloviné G. setosus (Ditrich 2013).

Definitivnim hostitelem motolice A. koiae je v zatokach Petuniabukta a Adolfbukta je vranka
severni (Gymnocanthus tricuspis). Ta se vyskytuje na Svalbardu obvykle v mélkych vodach s bahnitym
¢i piséitym dnem bez vegetace. Oproti konkurenénimu druhu M. scorpius snasi chladnéjsi vodu s nizsi
salinitou, a proto pfevazuje na mistech pobliz tajicich ledovci, nebo mist kde se vléva voda z ledovcu
do mote (Brand & Fischer 2016). Ledovce také s sebou prinaseji mnoho sedimentu, které vytvareji
idealni prostredi pro tento druh. Jde o potravniho generalistu, v jehoZ potravé prevazuji zejména benticti
korysi, zejména ruznonozci, mekkysi a krouzkovei (Gray et al. 2017). Dospéla stadia A. koiae byla
nalezena zejména v pylorickych vybéZeich a ve stfevech. Béhem terénniho kurzu na Svalbardu v roce
2018 nebyl nalezen ani jeden G. tricuspis s velkym poctem A. koiae, vZdy byly nalézany pouze v fadu
jednotek kusu.

Je zde zajimavé podotknout, Zze a¢ dva druhy vranek G. tricuspis a M. scorpius obyvaji tytéz
oblasti a sdili podobajici se niky jakozto benticti predatori, z vysledki zejména molekularni analyzy
vyplyva, Ze maji rozdilnou skladbu stfevnich motolic. Zatimco u M. scorpius zcela prevazuje druh
motolice Podocotyle atomon, u G. trcuspis prevazuje zejména fellodistomidni motolice Steringophorus
furciger a v minoritnim zastoupeni také A. koiae a P. atomon. Muze to byt dano rozdilnou habitatovou
preferenci (zminéno o odstavec vyse), kdy prvnim mezihostitelim S. furciger, mlzim rodu Nucula,
vyhovuje spise habitat s pisCitym ¢i bahnitym sedimentem, ve kterém byvaji po vétSinu casu zahrabani,
nez habitat s kamenitym dnem a narostem chaluh, ktery obyva zejména vranka M. scorpius (Keie 1979;
Brand & Fischer 2016). Také v tom muze hrat roli rozdilna potravni preference, kdy sice mensSi jedinci
obou druhu vranek se Zivi obdobnou potravni skladbou skladajici se zejména z menSich korysu a
krouzkovcu, pricemz dospéli G. tricuspis setrvavaji na podobné potravni skladbé bentickych korysu,
mekkysu a krouzkoveu po cely zZivot, kdyzto dospéli jedinci M. scorpius maji rozmanitéjsi potravni

skladbu, kde prevazuji vétsi druhy korysu (krevety, krabi) a mensi druhy ryb. U vranky M. scorpius byla
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také zaznamenana Castéjsi konzumace pelagického zooplanktonu, nez je tomu u G. tricuspis (Gray et
al. 2017). Dalsim druhem vranky, kde byl vyskyt A. koiae v literatute prokazan, je vranka atlantska
(Artediellus atlanticus), ktera se taktéz vyskytuje ve vodach Svalbardu, ale oproti studovanym vrankam
prebyva ve vétSich hloubkach (35 — 900 m) a jeji vyskyt nebyl v odbérovych lokalitach ani jednou
zaznamenan (Keie 2000; Rees & Byrkjedal 2013; Froese & Garilao 2021).

Motolice A. koiae ma nizkou hostitelskou specifitu, co se tyka definitivnich hostitelii. Mimo
zaznamy ve vrankovitych rybach byla také popsana z radu treskovitych a platysovitych ryb (Gibson &
Bray 1984; Boje et al. 1997). Mezi druhy s podobnou potravni specializaci jako G. tricuspis, ve které
tvori znacnou ¢ast jidelnicku benticti korysi, patfi zejména nékteré druhy platysovitych ryb, pficemz ve
vodach okoli Svalbardu se nachazi zejména druhy platys atlantsky (Hippoglossoides platessoides) a
platys cerny (Reinhardtius hippoglossoides), u kterych lze predpokladat, ze by také mohli byt
potencialnimi definitivnimi hostiteli motolice A. koiae i na Svalbardu (Martell & McClelland 1994; Boje
etal. 1997; Hoines & Gundersen 2008). Hippoglossoides platessoides je v zatoce Petuniabukta vzacnym
ulovkem, kdezto v zalivu Adventfjorden je pocatkem letni sezony dominantni bentickou rybou. Na

uvedenych lokalitach vSak pfi pitvé nebyla nikdy A. koiae nalezena.

Definitivni hostitel:
Gymmnocanthus tricuspis

Vajicko

Druhy mezihostitel:
ruznonozec rodu Gammarus

Dospélé stadium

Prvni mezihostitel:
plz celedi Buccinidae

Dcefina sporocysta

Obr. 18: Zavérecné schéma tfihostitelského zivotniho cyklu motolice A. koiae v litoralnich vodach
souostrovi Svalbard s vyznacenymi hostiteli a rozdilnymi stadii tohoto druhu. (Chybi zde vyznacené stadium
matefské sporocysty, jelikoz doposud nebylo u tohoto druhu pozorovano.)
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6. Zavéry

e Zivotni cyklus motolice Anomalotrema koiae je tiihostitelsky (Obr. 18).
e Jako prvni mezihostitelé motolice A. koiae byly molekularné prokazany surmovky Buccinum

undatum, B. glaciale a Plicifusus kroyeri, pficemz u druha B. glaciale a P. kroyeri jde o prvni
zaznam tohoto druhu. Také je v této praci uveden prvni morfologicky popis dcefinych
sporocyst a cerkarii A. koiae.

e Experimentaln¢ byl potvrzen pfedpoklad, Ze druhymi mezihostiteli motolice A. koiae jsou
riznonozci rodu Gammarus.

e Definitivnim hostitelem motolice A. koiae je na Svalbardu vranka sevemni (Gymnocanthus
tricuspis).

e Morfologické udaje motolice A. koiae a dalSich druhit motolic nalezenych béhem prace
potvrzuji vysledky z molekularni analyzy. Morfologicka data mohou také pomoci s druhovou
identifikaci stfevnich motolic u mofskych ryb béhem budoucich expedic a odbérti vzorku na

souostrovi Svalbard.
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