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Motolice Aporocotyle simplex Odhner, 1900 ze svalbardskych platyza

Hippoglossoides platessoides (Fabricius)
Abstrakt

Ve své bakalafské praci jsem se zabyvala motolicemi z platyza Hippoglossoides
platessoides, ziskanych béhem expedic na Svalbard v letech 2014 a 2018. Cilem bylo
morfologické a molekularni zpracovani ptivezeného materialu, diky némuz se mi
podatilo potvrdit determinaci nalezenych motolic jako Aporocotyle simplex Odhner,
1900. Je to Casto se vyskytujici parazit platyzi, a to piedevs§im u Hippoglossoides
platessoides, dale pak u Limanda limanda a Pleuronectes platessa. Druh A. simplex
je geograficky rozsifen v zalivu sv. Vaviince v Kanadé, na zdpadnim pobiezi Svédska,
VvV Barentsové a Beringové mofi, u pobiezi Kamcatky a Gronska. Z mych vysledki
vyplyva, Ze druh A. simplex je rozsifen i na Svalbardu. V praktické ¢asti jsem se zabyvala
metodami, které mi pomohly charakterizovat zkoumané vzorky. Pozorovala jsem
povrchové struktury motolice prostiednictvim skenovaciho elektronového mikroskopu
SEM JEOL JSM-7401F. Vnitini organy byly zviditelnény pouzitim Mayerova-
Schubergova karminu, cozZ mi umoznilo zhotovit nakres motolice s vyuZitim svételného
mikroskopu (Olympus BX51) vybaveného kreslicim zafizenim. Daéle jsem provedla
izolaci DNA s vyuzitim komer¢niho kitu Exgene Tissue SV mini (GeneAll). 1zolovana
DNA (gen pro velkou ribozomalni podjednotku, 28S rRNA) byla amplifikovana pomoci
PCR, ziskané PCR produkty byly sekvenovany na automatickém sekvenatoru (ABI Prism
3130xI nebo 3730xI, firma SEQme). Nové ziskané sekvence (celkem tii) byly alignovany
v programu Geneious 8.0.5 se sekvencemi dostupnymi z GenBanku (64 sekvenci).
Fylogeneticka analyza vztahi vramci druh Celedi Aporocotylidae byla provedena
metodou maximalni vérohodnosti (Maximum Likelihood) suZivim modelu
TPM2u+F+G4 jako nejlepsiho. Aporocotyle simplex spada do samostatné vétve spolecné
s A. michaudi, od kterého se vSak vyrazné odliSuje svou morfologii (rozmisténi a pocet
télnich ostnd ve shluku, pocet varlat, pomér délky jicnu k délce téla) a zemépisnym

rozsifenim (A michaudi se vyskytuje v jiznim Atlantském oceanu).
Klic¢ova slova
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The fluke Aporocotyle simplex Odhner, 1900 from the American plaice

Hippoglossoides platessoides in Svalbard

In my bachelor thesis | studied trematodes from plaice Hippoglossoides platessoides
obtained during expeditions to Svalbard in 2014 and 2018. My goal was morphological
and molecular processing of the obtained material, which allowed me to confirm
the identification of the flukes as Aporocotyle simplex Odhner, 1900. Aporocotyle simplex
Is a common parasite of plaice, ocurring mainly in Hippoglossoides platessoides, but also
in Limanda limanda and Pleuronectes platessa. The species A. simplex is geographically
distributed in the Gulf of St. Lawrence in Canada, off the west coast of Sweden, in the
Barents Sea and Bering Sea, off the coast of Kamchatka and Greenland. My results
showed that the species A. simplex is widespread in Svalbard. In the practical part, | dealt
with methods that helped me to identify the studied specimens. | observed the trematode
tegumental surface with aid of a scanning electrom microscope (JEOL JSM-7401F).
The trematode internal organs were stained with Mayer-Schuberg carmine, which
allowed me to observe and draw the mounted specimens using a light microscope
(Olympus BX51) equipped with a drawing attachment. Furthermore, for molecular
analysis, the DNA was isolated using the commercial Exgene Tissue SV mini Kit
(GeneAll). The isolated DNA (the gene for the large ribosomal subunit, 28S rRNA) was
amplified by PCR, the obtained PCR products were sequenced on an automated
sequencer (ABI Prism 3130xI or 3730xl, by SEQme). The newly acquired sequences
(three in total) were aligned in the program Geneious 8.0.5with sequences available from
GenBank (64 sequences). Phylogenetic analysis of the species relationships within the
family Aporocotylidae was performed using the Maximum Likelihood method with
TPM2u + F + G4 used as the best model. Aporocotyle simplex falls into a separate branch
together with A. michaudi, from which however, it differs substantially by its morphology
(distribution of tegumental spines on body and their number in the clusters, number
of testes, ratio of esophagus length to body length) and geographical distribution
(A. michaudi occurs in the South Atlantic Ocean).
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1 Uved

Aporocotyle simplex je jednou z mala krevnich motolic parazitujicich v mofskych
organismech, u které byl zjistén jako prvni mezihostitel mnohostétinatec Artacama
proboscidea i definitivni hostitel platyz Hippoglossoides platessoides. U této motolice
byli popsani nejen dospélci, ale také cely jeji vyvojovy cyklus. Ptes viechny tyto pokroky

a jeji relativné Casty vyskyt neni dosud znama sekvence jejiho genomu.

V této praci jsem se zabyvala morfologickym a molekularnim vySetfenim motolice
A. simplex, parazitujicich ve svalbardskych platyzech H. platessoides. Mezi morfologické
metody, které jsem pouzivala, patii studium morfologie na preparatech barvenych
Mayerovym-Schubergovym  karminem a skenovaci elektronovd  mikroskopie.
Molekularnim vySetfenim byla polymerdzova fetézova reakce genu pro velkou
ribozomalni podjednotku (28S rRNA) a zjisténi jeho sekvence. Cilem této bakalaiské
prace bylo potvrdit pfedbéznou determinaci motolice jako Aporocotyle simplex a pomoci
sekvence pro velkou ribozomalni podjednotku zjistit jeji fylogenetické vztahy v ramci

rodu.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Svalbard
2.1.1 Geografie

Svalbard je souostrovi lezici v severozapadnim cipu Barentsova mofe. Pevnina
se rozklada na 61 229 km?. VétSina souostrovi, vice nez 60 %, se nachazi pod ledem
anaméné nez 10 % se vyskytuje vegetace. Mezi nejvetsi ostrovy patii Spitsbergen,
Nordaustlandet, Barentseya, Kong Karls Land, Hopen a Prins Karls Forland. Soucasti
Svalbardu je také ostrov Bjerney, ktery se naléza mezi Spitsbergy a Norskem. Je sice
maly, ale diky typické fauné€, vyskytujici se na moiském dné¢ a ptactvu, které se hojné
nalézd nejen na ostrové, ale iv jeho prilehlych vodach, se stal ptfirodni rezervaci

(Gulliksen a kol., 2004).

Castym jevem v okoli Svalbardu jsou kontinentalni (pevninské) Selfy, ato hlavné
v mistech, ktera hrani¢i s Barentsovym mofem, jelikoz jeho hloubka se pohybuje

v pruméru kolem 230 m (Gulliksen a kol., 2004).

Dalsimi zajimavymi piirodnimi tkazy vyskytujicimi se nejpocetnéji zapadné a severné
podél Svalbardu jsou fjordy. Ty maji rizné formy, at’ uz jsou hluboké, uzké ¢i Siroce
oteviené. V téchto oblastech se vyskytuje velké mnozstvi bentickych organismi,

protoze zde dochazi k hromadéni organického materialu (Gulliksen a kol., 2004).

2.1.2 Stdtni sprava

Svalbard byl dlouho zemi, nad niZ nikdo nemél suverenitu. To se zménilo po podepsani
svalbardské smlouvy, tzv. The Spitsbergen Treaty v Pafizi roku 1920, diky ¢emuz ziskalo
Norské kralovstvi v roce 1925 suverenitu nad Svalbardem (Statistics Norway, 2014).
Svalbard je nazev norského pivodu a obvykle znamena "chladné pobiezi". Neménny
pocet obyvatel Svalbardu se pohybuje okolo 3000 lidi, a vSechny vétsi osady se nachézeji
na zapadnim pobftezi Spitsbergenu. Nejvyssim ufednikem Svalbardu a zaroven nejvyssi
zakonnou moci je guvernér. Longyearbyen se da povazovat za hlavni mésto, jehoz
1500-2000 obyvatel tvoti vice nez polovinu populace Svalbardu. Mezi jiné vétsi osady
miZzeme zafadit Barentsburg a Ny-Alesund a odned4vna také Svea. Vyhodou téchto osad
je, ze viechny disponuji pfistavy, ale pouze nékteré, jako Ny-Alesund a Svea maji malé

ptistavaci drahy, hlavni letist¢ se naléza v Longyerbyenu (Gulliksen a kol., 2004).



2.1.3 Klima a podnebi
Podnebi na Svalbardu je oproti mistim ve stejné zemépisné Sifce mirngjsi, jelikoz

dochazi k pritoku teplé vody z Atlantického oceanu, ataké kviili nizkym tlakiim

(Gulliksen a kol., 2004).

Primérna ro¢ni teplota se v Longyearbyenu pohybuje okolo -4 °C. Zatimco 21,3 °C patii
projevem léta jsou mlhy, v zimé& jsou to siln¢ vétry. Minimalni mnozstvi srazek, stejné
jako proménlivost podnebi je pro Svalbard typicka. Tyto vykyvy jsou zptisobeny velkym
rozdilem teplot mezi arktickymi a atlantickymi vétry (Gulliksen a kol., 2004).

Jednim z dalSich typickych ukazl je na Svalbardu, stejné jako v dalSich arktickych
oblastech, stfidani polarniho dne a noci (Gulliksen a kol., 2004). Obdobi polarniho dne je
pro Longyearbyen od 21. dubna do 21. srpna, naopak polarni noc se pohybuje v ¢asovém
rozmezi 26. fijna — 16. unora (Elverland, 2009). Dal$im typickym jevem je stfidajici
se obdobi 1éta a zimy. B&hem 1éta jsou dny svétlé a mirné, zatimco v zimnich dnech jsou
temné a vétSinou studené. I kdyZ jsou Zivotni podminky na Svalbardu drsné, zvitata, ktera
se zde vyskytuji, jsou na toto klima adaptovana, coz jim umoziuje zit i vV té€chto oblastech

(Gulliksen a kol., 2004).

214 Led

Arktickd a atlantickd voda je schopna ptisobit na pobfezi a fjordy Svalbardu diky svym
rozdilnym hodnotdm slanosti a teploty. Atlantickd voda je pomémé tepld a slana,
narozdil od arktické vody, kterd je chladnéjSi a mén¢ sland. Mote se miize ochladit
¢1 dokonce zamrzat, coz se zacina dit ve chvili, kdy jeho teplota klesne na urcitou hladinu
(asi -1,8 °C, Institute of Oceanology, 2013), ktera je niz$i nez bod mrazu sladké vody.
Pii vytvafeni motského ledu je z vody postupné vyluovana sul, diky ¢emuz ma led

slanost sladké vody (Elverland, 2009).

Led pokryva rozlohu kolem 60 % Svalbardu (Statistics Norway, 2014), ktera ovSem
kolisd ato kvili tani ledu v letnim obdobi. Toto obdobi z vétsi miry nepiecka led,
ktery je znamy jako jednoro¢ni (vytvofeny b&hem zimy, ktery roztaje béhem prvniho
letniho tani), narozdil od viceletého ledu, ktery je staly a tvoii priblizn¢ polovinu
arktického motského ledu, ale miize dochazet ke ztencovani jeho tloustky. Motsky led
mize byt nejenom soucasti pevniny, ale je schopen se pohybovat, ato diky vétru,

ktery ho muze zanést i do svétového oceanu (Gulliksen a kol., 2004).
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Svalbard je z vétsi ¢asti roku obklopen ledem, pfevazné okolo pobiezi a fjordl na severni
a vychodni strané. Tento led je slozen piedevsim z jednoro¢niho ledu, ale jeho soucasti
muze byt i vicelety, narozdil od zapadni strany, kterd neni pokryta ledem po vétSinu
zimy. OvSem neméné dulezité jsou pro fjordy také sladkovodni zdroje, jejichz pFisun
je nejvyssi v letnim obdobi, ato predevs§im kvuli ledové ablaci, tani snéhu, letnim

srazkam a otepleni ledu (Gulliksen a kol., 2004).

2.1.5 Lidské piisobeni na Svalbardu

O objeveni Svalbardu a Bjerneya se zaslouzil Willem Barentsz se svoji posddkou v roce
1596. Od té doby se kromé ptichodu dalSich lidi zacaly rozvijet i jejich hlavni aktivity,
které se spole¢né s Casem ménily. Mezi tyto ¢innosti patfil i rybolov a lov, primyslova

tézba uhli, cestovni ruch a védecky vyzkum (Gulliksen a kol., 2004).

Lov zvitat na Svalbardu zacal brzy po jeho objeveni, a to vice jak pred 400 lety. Mezi
nejvice lovenymi zvifaty byly velryby gronské (Balaena mysticetus), a to predevsim kvuli
velrybimu tuku. Dale pak mroz ledni (Odobenus rosmarus), ledni medvédi, sobi a kajka
motska (Somateria mollissima). Kvuli ¢astému lovu nékterych druht, extrémné poklesla
jejich populace, pro velryby gronské to mohlo znamenat dokonce jejich vyhynuti.
Nastésti byla tato zvifata postupem ¢asu oznacena za chranénd, ¢imz bylo zamezeno
jejich zabijeni (Kovacs a kol., 2006). Jednim z Zivoc¢ichu, ktefi jsou dnes loveni
pro hospodaiské ucely, jsou krevetky severni (Pandalus borealis) (Gulliksen a kol.,
2004).

2.1.6 Ochrana Zivotniho prostiedi

V minulosti, se piedevsim kvuli lidské ¢innosti na souostrovi Svalbard a jeho pfilehlém
okoli n¢€které jak zviteci, tak rostlinné druhy dostaly na seznam ohrozenych druhd. Kvili
ochrané prostfedi bylo zaloZeno nékolik narodnich parkt a dalSich chranénych oblasti,
diky nim patfi Svalbard mezi jedny z nejlépe chranénych oblasti divociny na svéte

(Gulliksen a kol., 2004).

Na Svalbardu miZeme nalézt 29 chranénych oblasti (viz obrazek 1), které tvori
7 narodnich parkli, 6 pfirodnich rezervaci, 15 ptacich rezervaci a 1 chranénou
geologickou oblast (Kovacs a kol., 2006), které pokryvaji zhruba 65 % tizemi (Gulliksen
a kol., 2004). V roce 1973 byly zalozeny prvni 3 narodni parky (Nordves-Spitshergen,
Forlandet a Ser-Spitsbergen), 0 30 let pozdéji to byly dalsi 3 (Nordenskiéld Land,
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Sassen-Biinsow Land a Nordre Isfjorden). V roce 2005 byl na seznam narodnich parka
ptidan park Indre Wijdefjorden (Kovacs a kol., 2006).

Nordaust-Svaibard
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Obrazek 1: Mapa Svalbardu s vyznacenymi chranénymi rezervacemi. Zdroj

http://www.npolar.no/en/the-arctic/svalbard/areas.html

2.2 Helminti

Helminti jsou skupinou mnohobunéénych organismu, ktefi parazituji u obratlovct
I bezobratlych. Nespadaji pod taxonomické zatazeni, jelikoz se jedna o soubor odlisnych
zivocichu sdilicich paraziticky zptsob zivota. Za zastupce helminti jsou povazovani
neodermatni platyhelminté (Cestoda, Monogenea, Trematoda), hlistice (Nematoda)
a vrtejsi (Acanthocephala). S ohledem na ontogeneticky vyvoj jsou helminti proménlivou
skupinou. Krom¢ vaji¢ek a dospélych jedinci mohou mit i velky pocet morfologicky
rozdilnych larvalnich stadii, ktera parazituji béhem ontogenetického vyvoje i u nékolika
druhtd hostitelt. To zalezi natypu vyvojového cyklu. Pokud se bude jednat o cyklus
sjednim (definitivnim) hostitelem, jde o pfimy cyklus. V pfipadé vicehostitelskych

cykld, jako jsou dvouhostitelsky, téihostitelsky ¢i ¢tythostitelky, se jedna o neptimé

12


http://www.npolar.no/en/the-arctic/svalbard/areas.html

cykly, do kterych jsou kromé definitivnich hostitelti zapojeni i mezihostitelé. Pod pojmem
definitivni hostitel si pfedstavime organismus, ve kterém helminti pohlavné dospivaji
a jsou sexualné aktivni. Mezihostitelem rozumime Zivocicha, ve kterém probiha larvalni,

nepohlavni vyvoj helmintu (Volf, Horak a kol., 2007).

2.2.1 Trematoda

Jde o pocetnou skupinu zcela parazitickych platyhelmintt, ktera pfevazné obsahuje
endoparazity obratlovcl se slozitymi vyvojovymi cykly. Az na vyjimky jsou prvnimi
mezihostiteli mékkysi. Motolice parazituji téméf ve vSech organovych soustavach,
predevsim je nachazime v travicim systému, dychacich cestach, krevnim fecisti, nervové
soustave, télnich dutinach a urogenitalnim traktu. Mensi mnozstvi druhd upfednostiluje
ektoparaziticky zivot. Nékteré druhy mohou u svych hostitell, véetné ¢lovéka, vyvolat
zavazna onemocnéni, napt. motolice jaterni (Fasciola hepatica), Opisthorchis felineus
¢i 1ékarsky nejvyznamnéjsi zastupci celedi Schistosomatidae (vice viz nize) (Volf, Hordk

a kol., 2007).

Velikost téla motolic se pohybuje od n¢kolika desetin milimetri do n¢kolika centimetrti.
Nékteré motolice mohou nabyvat nezvykle velkych rozmérd, a to az kolem 100 mm,
mimofadné i n€kolika metr. Jejich téla jsou dorzoventralné zplostéla, ovalného
¢i kopinatého tvaru a maji jednu (Gstni) nebo druhou (bfi$ni) piisavku (acetabulum),
které slouzi zejména K piichyceni na télo hostitele. U zastupct uréitych skupin jsou
ptisavky nahrazeny jinymi strukturami nebo mohou zcela chybét. Motolice se zpravidla
fadi mezi hermafrodity. Celed’ Schistosomatidae je vyjimkou, jelikoZ jeji zastupci jsou
gonochoristé, stejné jako nékteti zastupci z ¢eledi Didymozoidae. Na povrchu téla
motolic se nachazi syncytialni tegument, ktery spliiuje kritéria struktury neodermis.
Z tegumentu mohou ¢asto vybihat ostny, které se mohou lisit svou velikosti a jsou kryté
cytoplazmatickou membranou syncytia. Povrch kryje rozdilné silny glykokalyx,
ktery u druhd, zijicich v agresivnim prostiedi traviciho traktu zastava zejména ochrannou
funkci. Majoritni ¢ast motolic mé dobie vyvinuty travici trakt, ktery vyuziva k aktivnimu
pfijmu a zpracovani potravy. Travici soustava za¢ina Gstnim otvorem, ktery miiZze byt
obklopeny ustni piisavkou a soucasné slouzit k vyvrhovani. Navazuje ptedhltan, svalnaty
hltan, jicen a samotné stfevo. To miize mit mnoho podob, at’ uz jednoduchého vaku, dvou
slepé koncicich vétvi nebo se vétve v zadni ¢asti spoji a vytvoii okruh. Naopak mize dojit
ke spojeni vétvi v predni ¢asti, které poté pokracuji jako jedna trubice nebo ze stieva

vybihaji postranni slepé vybézky, eventudlné mohou stfevni vétve vyustit ven z téla,
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a to v zadni ¢asti. Motolice mohou pfijimat nékteré ziviny i povrchem téla (Volf, Horak
a kol., 2007). Sam¢i i sami¢i pohlavni organy se nachazeji v pohlavni soustavé
hermafroditickych motolic v jednom jedinci, vyjimkou je napt. ¢eled” Schistosomatidae
Stiles & Hassall, 1898 (viz nize) (RySavy a kol., 1988). Varlata maji zpravidla ovalny
nebo kefickovity tvar a vétsinou byvaji dvé. Nékteré druhy mohou mit pouze jedno varle,
ale jiné i desitky az stovky (Volf, Horak a kol., 2007). Soucasti samici pohlavni soustavy
je Laurertv kanal, diky némuz jsou z ootypu vylu¢ovany nadbytecné spermie a Zloutkové
bunky. Déloha je zakon¢ena metratermem, ktery napomaha pii kopulaci a vypousténi
vajicek (RySavy a kol., 1988). Vajicka motolic jsou riznorodého tvaru, byvaji ovalna
s vickem a obc¢as maji na svém povrchu riizné trny nebo filamenty (Volf, Horak a kol.,
2007).

2.2.2 Podtiida Digenea

Do podtiidy digenetickych (dvourodych) motolic se fadi vyznamni ptivodci parazitarnich
onemocnéni ¢loveéka i hospodaiskych zvitat. Vyznamna ¢ast parazituje u ryb a ptaku.
Jakuz bylo zminéno, charakteristickym znakem jsou u motolic pfisavky, které se
nachazeji na predni a bfisni oblasti téla. Motolice zpravidla maji dvé piisavky, ale u
nékterych druhi se muze vyskytovat pouze jedna ¢i dokonce Zadna (Horak, Scholz,
1998).

Vyvojové cykly u této podtiidy byvaji slozité a obvykle zahrnuji dva ¢i dokonce vétsi
pocet hostitelii. Larvalni stadia se rozmnozuji nepohlavné béhem svého vyvoje. Infikuji

dalsi hostitele, pti¢emz dochazi k vyméné generaci a hostitel (Volf, Horak a kol., 2007).

2.2.2.1 Vyvojova stadia motolic

2.2.2.1.1 Vajicko

Vajicka motolic jsou vétSinou ovalného tvaru se silnou sténou, jejichZ zbarveni je svétle
az tmaveé hnédé. Mohou byt s vickem 1 bez n& (napf. schistosomy), ovSem castéji

se vyskytuji vajicka s vickem usnadiiujici miracidiu lihnuti (Horak, Scholz, 1998).

2.2.2.1.2 Miracidium
Miracidium je prvni larvalni stadium vyvijejici se v oplozeném vajicku, které se mtize
vyskytovat bud’ uvnitf téla vyspélé motolice, nebo Se nachazi ve vnéjsim prostiedi (\Volf,

Horak a kol., 2007).

14



U miracidii dochazi k opusténi vajicka poté, co se otevie vajené vicko, nebo po prasknuti
stény vajicka. U alimentarni nakazy prvniho hostitele dochazi k tomu, ze se miracidium
vylihne z vajicka az v mezihostiteli. Ve vzacnych piipadech se stava, ze se z vajicka

vyklube uz matefska sporocysta (Volf, Horak a kol., 2007).

Miracidia jsou, co do velikosti, velmi malé organismy, jejichZ povrch je tvoien cilidrnimi
bunkami, které umoznuji pohyb. Schopnost miracidia aktivné patrat po mezihostiteli
nejspiSe zaruCuji receptory, ale pouze v ¢asovém rozsahu nékolika hodin, protoze
ve vodnim prostiedi spotiebuji vSechnu energii bez moznosti jejiho doplnéni, nebot’

nejsou schopné ptijimat ziviny (Volf, Horak a kol., 2007).

Pro miracidia neni vybér prvniho mezihostitele snadny, protoze jednotlivé druhy
se mohou vyvijet pouze v uréitém druhu mékkySe. Poté co se pfichyti a penetruji
do prvniho mezihostitele, ztraceji ptivodni ciliarni tegument a jejich novym télnim
pokryvem se stava neodermis. Timto krokem Se miracidium zméni na matefskou
sporocystu, ale diive, nez se piesune do tkang, zlstava v misté, ve kterém miracidium

proniklo do organismu (Volf, Horak a kol., 2007).

2.2.2.1.3 Sporocysty

Mateiska sporocysta Se muze vyskytovat ve tvaru jednoduchého ovalného nebo
protahlého vacku, ve kterém jsou ulozeny zarodecné buiiky. Potrava prochézi ptes povrch
tegumentu, ktery je v kontaktu s tkanémi a t€lnimi tekutinami mékkyse, protoze larvy
postradaji stfevo. Porodnim otvorem, nebo poté, co dojde k prasknuti st€ény mateiské
sporocysty, ji opousti dalsi generace larev, které vznikaji ze zarode¢nych bunék. Nasledna
generace se podle druhu motolice mtize vyvinout bud’ v dcefiné sporocysty nebo rédie
(Volf, Horak a kol., 2007).

Dcefiné sporocysty jsou zpravidla ovalného, nebo protahlého az vlaskovitého tvaru,
ale obcas se mohou objevit i rozvétvené. Obvykle je miZeme nalézt v hepatopankreatu
mekkyse. Stejné€ jako U matefské sporocysty probiha piijem potravy pies tegument, ale na
rozdil od ni, ma tegument dcefiné sporocysty schopnost naruSovat okolni tkéné
¢i se branit proti vnitinimu prostiedi mezihostitele, a to diky latkam, které jsou z n¢j
uvolnovany. Dcefiné sporocysty rovnéz obsahuji zdrode¢né buiiky, ty davaji vznik nové
generaci dcefinych sporocyst, ¢imz napomahaji k postupnému pronikani parazitt

do celého hepatopankreatu, diky jejich rostoucimu poctu. Zdrojem infekce dalSiho
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hostitele jsou cerkarie, které se zacinaji vytvaret z dcefinych sporocyst v urcité fazi jejich

vyvoje (Volf, Horak a kol., 2007).

2.2.2.1.4 Rédie

Rédie se vyvijeji U vétSiny druhit motolic z matetské sporocysty. Maji schopnost piijimat
ziviny nejen pies t€lni povrch, ale také aktivné pomoci traviciho ustroji. Jejich télo jim
napomaha uskutec¢iiovat pohyb, a to nejen diky svému protdhlému tvaru, ale i pomoci
parovych vyrustki Vv zadni poloviné té€la. Embryondlni prostor je mistem,
ve kterém vyzravaji dalsi generace rédii ze zarodecnych bunék, které zabiraji veétsi ¢ast
téla. Rédie tvofi cerkarie az jako né€kolikatou generaci. V mezihostiteli mize vzniknout
asexualnim rozmnozovanim nesmirny pocet cerkarii, odhadovanych u specifickych
druhti az a desitky tisic denné. Toto ohromné mnozstvi zajiStuje rozSifeni parazita
do prostiedi, jelikoz se z jedné cerkarie vyviji jeden dospély jedinec (Volf, Horak a kol.,
2007).

2.2.2.1.5 Cerkarie

Cerkarie je dal§im vyvojovym stadiem motolic. Jeji rozméry jsou vétsi nez miracidium,
ale stale se pohybuji okolo desetin milimetru az pfes 1 mm. Maji schopnost samy opustit
te¢lo prvniho mezihostitele, nebo se nechaji vyloucit, ¢imz umoznuji infekci a Sifeni

na jiného hostitele (Volf, Horak a kol., 2007).

Zakladni ¢asti cerkarii jsou télo a ocasek, pii¢emz télo je zakladem dospélé motolice,
nebot’ U ni miiZeme najit trny a piisavky a zéklady dalSich organii; ocések je odhazovan
pii pronikani do dalSiho hostitele (viz niZe). Pfijimani Zivin ve vnéjSim prostfedi neni
u cerkarii mozné, protoze jejich travici ustroji, i kdyZ vyvinuté, toho neni schopné. Proto
vyuZzivaji omezené mnozstvi energie (ve formé glykogenu) nashromazdéné pii jejich
vyvoji. Mezi vyznamné latky, které dokazi cerkarie produkovat, patii zejména produkty
penetracnich zlaz, diky kterym jsou schopné se ptichytit a narusit povrch téla hostitele,
do kterého pronikaji. Dulezité jsou také cystogenni Zlazy, které umoziiuji vytvoreni cysty
pro metacerkarie nebo opravy tegumentu. Smyslové organy jsou nedilnou soucasti kazdé
cerkarie, protoze Jim napomahaji objevit hostitele, a dokonce urcuji orientaci cerkarie
v prostoru. Vyplouvani a nasledné Sifeni cerkarii obvykle souvisi s mistem
nejpravdépodobnéjsiho vyskytu hostiteld. Cerkarie je schopna pohybu ve vodé diky

ocasku, ktery mize mit rGzné tvary, u nékterych druht, jejichz vyvojovy cyklus
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napt. nepokracuje ve vodnim prostiedi byva redukovan. Ocasek je odhazovan béhem

ptimé infekce hostitele ¢i pii vytvareni cysty (Volf, Horak a kol., 2007).

2.2.2.1.6 Metacerkéarie

Metacerkarie se nachazeji u vétSiny motolic, jedna se o latentni stadium vyvoje. Jejich
vzhled se podoba dospélym motolicim, ale nejsou jesté plné vyvinuté (Horak, Scholz,
1998). Jedna se o stadium, které je schopné dlouhodobé piezivat bud’ ve volném prostiedi,
nebo v mezihostiteli, a to diky cysté, kterou kolem sebe vytvoii pomoci cystogennich
zlazek (Volf, Horak akol., 2007). Po pozieni mezihostitele definitivnim hostitelem
dochazi k excystaci metacerkarie a jeji nasledné migraci do tkané, kde roste a pohlavné

dospiva (Horak, Scholz, 1998).

2.2.2.1.7 Mezocerkarie

V zivotnim cyklu dvou celedi motolic (Strigeidae, Heimuridae) se objevuje dalsi
vyvojové stadium, tzv. mezocerkarie, kterd neni encystovana a podoba se vice cerkariim.
K pohybu v téle hostitele vyuziva penetracni Zzlazy, které jsou dobie vyvinuté.
Piilezitostné mize byt mezihostitel pozien tzv. paratenickym hostitelem, coz je hostitel,
ktery umoziuje metacerkarii piezivat v téle, aniz by se vyvijela, hromadi jejich pocet,
¢imz se poté stavaji zdrojem silné infekce pro definitivniho hostitele (Volf, Horak a kol.,

2007).

2.2.2.2  Zivotni cykly motolic

Mezi jednodussi zivotni cykly motolic patii dvouhostitelsky cyklus. V nekterych
ptipadech dochazi ptimo K pozfeni m&kkyse definitivnim hostitelem, ktery spolu s nim
pozie i metacerkarie, které dospé€ly do tohoto stadia pfeménou z cerkarii neopoustéjicich
sporocysty. Ve vétsingé piipadi vSak cerkarie opoustéji mezihostitele a aktivné
se pohybuji Vv okolnim prostoru, kde vyhledavaji definitivniho hostitele, do kterého
aktivné pronikaji, a kde dochazi k jejich vyvoji v dospélou motolici. Jiné druhy spoléhaji
na vytvoreni metacerkarii tak, Zze se cerkdrie po odvrZeni ocasku pfichyti na pevny
podklad, kde se zapouzdii a pomoci cystogennich Zlazek vytvoii cystu (adoleskarii),
ktera je schopna odolat podminkam okolniho prostedi. Vzniklé metacerkarie se vyvijeji

Vv dospélého jedince po spolknuti definitivnim hostitelem (Volf, Horak a kol., 2007).

Cerkarie u ttihostitelského cyklu se $ifi podobné jako u dvouhostitelského, mohou byt
spolknuty druhym mezihostitelem nebo do né&j dokazi aktivné proniknout. V druhém

mezihostiteli se vyvijeji v metacerkarie, které mohou byt uvnitt mezihostitele bud’ volné
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nebo se nachazeji v cysté (encystované). Po pozieni druhého mezihostitele definitivnim
hostitelem dojde k excystaci metacerkarii a K jejich vyvoji v dospélého jedince (Volf,
Horak a kol., 2007).

U motolice s Ctythostitelskym cyklem se vyskytuje stadium mesocerkdrie v druhém
mezihostiteli a vyvoj metacerkarii probiha ve tfetim mezihostiteli, ¢i dokonce béhem
premistovani v definitivnim hostiteli, ve kterém dochazi k vyvoji v dospélého jedince.
Diky ptsobeni exogennich a endogennich faktorti v trdvicim ustroji definitivniho
hostitele se metacerkarie excystuje. Odlisné dlouhy vyvoj v definitivnim hostiteli mtize
trvat od nékolika hodin, az po dobu n¢kolika mésicti. Nejdiive vyspivaji metacerkarie,
které prosly urcitym vyvojem v druhém mezihostiteli, stejné¢ tak jejich zaklady
pohlavnich organid, které jsou jiz napadné. S plné¢ zralym pohlavnim ustrojim
se z metacerkarie excystuji jen specifické druhy motolic, které maji progenetické

metacerkarie (Volf, Horak a kol., 2007).

2.3 Schistosomatoidea

Schistosomatoidea Stiles & Hassall, 1898 je nadceled, do které spadaji tii Celedi
parazitujici v krevnim fe¢isti definitivich hostitelti. Jde o Aporocotylidae von Graff, 1907,
jejichz zastupci parazituji v rybach, dale Schistosomatidae Stiles & Hassall, 1898
parazitujici v krokodylech, ptacich a savcich. Posledni je ¢eled’ Spirorchiidae Stunkard,

1921, jejiz zastupce muzeme nalézt v krevnim tecisti zelv (Gibson a kol., 2002).

2.3.1 Schistosomatidae
Schistosomatidae je Celed motolic, parazitujicich prevazné v krevnim fecisti savci
a vodnich ptaka, kterd je svym vyvojovym cyklem vazana na vodu a jejich cerkarie

(furkocerkarie) aktivné pronikaji pfimo do definitivniho hostitele (Jira, 1998).

Ze zdravotniho hlediska se jedna o velmi vyznamnou ¢eled” motolic. Vyvolavaji Siroce
roz§ifend onemocnéni vyskytujici se pfevazné v Africe, Jizni Americe a Asii. Jejich
nejznaméj$imi zastupci jsou Schistosoma mansoni Sambon, 1907, S. japonicum
Katsurada, 1904 a S. haematobium (Bilharz, 1892) Weinland, 1858 (Jira, 1998).

Na rozdil od vétSiny motolic jsou schistosomy gonochoristé (jsou oddé€leného pohlavi)
a mizeme u nich zpozorovat zietelnou pohlavni dvoutvarnost (dimorfismus). Povrch téla
samicek je hladky, zatimco jeho tvar je valcovity, jsou tenci a delsi nez samecci. Na rozdil

od samicek je povrch tegumentu u sameck tvofen papilami, hrbolky ¢i vybézky. Okraje
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téla na ventralni stran¢ se u sameckl sta¢i v blizkosti pfisavky do ryhy, tzv. canalis
gynaecophorus, ktera napomaha pfi pafeni tim, ze se v ni samicka pfichyti. Samicky jsou
schopné klast vajicka v cévach vnitinich organt. Zastupci schistosom jsou typicti tim,
ze jejich vajicka jsou ovalného tvaru a mohou byt opatfena trnem, ale nemaji vicko.
Priichodu vajicka z cév, do tkani ulehcuji histologické enzymy. Nasledné€ pomoci stolice
¢i mo¢i jsou vyluCovany z téla ven. Uvnitf vajicka vylouceného z hostitele se nachazi
miracidium (Jira, 1998). U schistosom jsou vaji¢ka hlavnim patogennim agens.
S. haematobium muize zptisobit zavazna onemocnéni predevsim mocového tstroji. Jejimi
poskozeni plic, rakovinu mocového méchyte ¢i sterilitu. S. japonicum je spojovana
S onemocnénim jater, popiipadé stiev. Ze zacatku se muze projevit tzv. Katayamiv
syndrom, coZ je pojem shrnujici rizné méné zdvazné piiznaky jako je horecka, bolest
hlavy, kasel, kopfivka a svédéni. Dale miize zpusobit splenomegalii ¢i lymfodenopatii.

Vajicka S. mansoni zpasobuji ulceraci tlustého stieva (Muller, 2002)

Pii invazi cerkarii do téla ¢lovéka muze vznikat tzv. cerkaridlni dermatitida,
jenz je zpuisobena motolicemi, které se v c¢lovéku dale nevyvijeji (jsou to druhy

vyskytujici se u ptakl), pfi silnéjsi invazi mohou zplsobovat zdravotni komplikace

(Horak a kol., 2002).

2.3.2 Aporocotylidae

Jde o ¢eled s dvouhostitelskymi cykly, které jsou vazané na vodu a jejich cerkarie aktivné
napadaji definitivniho hostitele (ryby) a pronikaji do jeho krevniho tecisté¢ (Volf, Horak
a kol., 2007). V porovnani s ostatnimi motolicemi jsou malé az stfedni velikosti s télem,
které je dorzoventralné zploStélé. Na povrchu tegumentu miZeme nalézt rizné

rozmisténé trny, jejichZ tvar mize byt jednoduchy nebo zaktiveny (Gibson a kol., 2002).

Na rozdil od jinych ¢eledi maji nepatrnou Ustni pfisavku nebo jim stejné jako ventralni
chybi. Jejich travici Gstroji zacind ustni dutinou prechdzejici v Uzky a pomérné dlouhy
jicen, ktery je obklopen Zlazovymi builkami. Stfevni vétve maji tvar pismene X, H
¢i obraceného U a déli se na predni (pokud jsou piitomné) a zadni ¢asti koncicich slepé.

Zadni ¢ast stievnich vétvi je bud’ priblizné stejné velikosti ¢i delsi (Gibson a kol., 2002).

Zastupci celedi Aporocotylidae jsou hermafroditi; sam¢i reprodukéni organy mohou byt
nepravideln¢ lalo¢naté, maji rizny tvar, jsou protahlé, ovalné ¢i trubicovité. Jejich pocet

se pohybuje v rozmezi od 1 varlete po vice nez 18. Cirrovy vak, ktery nemusi byt
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pfitomny, obsahuje semenny vacek, prostatické buniky, ejakulacni kanal a cirus. Samici
pohlavni organ je vajecnik, ktery muze byt lalocnaty, dvoulalo¢ny i vicelalo¢naty
¢i trubicovity. Tyto motolice mohou, ¢i nemusi mit receptaculum seminis, Laurertv kanal
¢1 metraterm. Déloha mtize byt stoCend nebo naopak rovna a zmensend. Vajicka této
¢eledi jsou tenkosténnad, udajné bez vicka, mohou ¢i nemuseji mit trny, a co se tyka jejich
poctu, mize byt jedno nebo mnoho. Tvar vajicka se méni v zavislosti na rodu motolice

od ovalnych, sférickych, trojihelnikovych ¢i vietenovitych (Gibson a kol., 2002).

Aporocotylidae je jednou z celedi krevnich motolic, u nichz jsou vajicka a dospélci
schopni poskodit definitivniho hostitele tim, Ze vyvolaji zanétlivou odpoveéd’. Velky pocet

wrwe

akol., 2008).

2.4 Aporocotyle simplex
Taxonomické rozdéleni motolic a jednotlivych druhd se mize pii kazdém novém objevu
zménit, proto je nutno vzdy sledovat aktudlni stav taxonomického zatrazeni.

Dle http://www.marinespecies.org/ (WoRMS Editorial Board, 2019) se mnou studovana

motolice Aporocotyle simplex fadi do:
fiSe: Animalia

kmen: Platyhelminthes
podkmen: Rhabditophora
nadtiida: Neodermata

tfida: Trematoda

podtiida: Digenea

fad: Diplostomida

podiad: Diplostomata
nadceled’: Schistosomatoidea
celed’: Aporocotylidae

rod: Aporocotyle
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druh: Aporocotyle simplex

Prvnim, kdo popsal A. simplex byl Odhner, 1900. V nasledujicich letech z jeho prace
Cerpalo velké mnozstvi autort, ale az Thulin (1980) provedl| redeskripci druhu na zakladé
vlastniho materidlu a muzejniho materialu od Odhnera (1900). U této motolice byl

experimentalné potvrzen zivotni cyklus jako u prvniho moiského exemplare (Koie,

1982).

Aporocotyle simplex patii mezi endoparazity, ktefi parazituji v krevnim fecisti hostitele.
Obvykle se nachazi v srdecni komote, bfisni aorté a zabernich tepnach. V nékterych
pfipadech ji mizeme nalézt i za ocnici (Thulin, 1980). Pfi vysoké intenzit¢ ndkazy

zpusobuji vajicka nekrozu v zabernich tepnach a ve srde¢nim svalu (Thulin, 1991).

Mnohostétinatec Artacama proboscidea Malmgren, 1866 je mezihostitelem Aporocotyle
simplex, jejiz larvalni stadia mohou u mezihostitele vyvolat obranné reakce, které vedou
ke sterilité¢ jedince ¢i ochabnuti svalstva. U takto oslabenych jedincti mtze pfi tézkém

zamoteni dojit k prasknuti t€lni stény, coz vede ke smrti jednotlivce (Koie, 1982).

Hlavnim definitivnim hostitelem A. simplex je platyz Hippoglossoides platessoides.
Dalsim moznym hostitelem je Limanda limanda, ktery byl diive povazovan za hlavniho

definitivniho hostitele, ¢i Pleuronectes platessa (Thulin, 1980).

Vyskyt platyze H. platessoides infikovaného A. simplex je rtizny. Byl nalezen v zalivu
sv. Vavtince v Kanad¢ (Marcogliese a kol., 1998; Ronald, 1960), u zapadniho pobiezi
Svédska (Thulin, 1980; Thulin, 1991), v Barentsové a Beringové mofi, u pobtezi
Kamcatky a Gronska (Thulin, 1980).

Vzhled jedincti rodu Aporocotyle simplex selisi v zavislosti na jejich vyvojovych
stadiich, ale také zavisi na velikosti a stafi jedinct. Jednim z ptikladd je zbarveni zivych
mladych jedinci, ktefi jsou Sedobili, zatimco star§i exemplafe byvaji tmavé nazloutlé

az hnédé (Thulin, 1980).

Aporocotyle simplex ma dorzoventralné zplostélé télo vietenovitého tvaru. Zadni konec
téla je zaobleny. Na téle mizeme nalézt vé&jitovité shluky trnt, skladajicich se z 13-36
trnli, které se rozkladaji po okrajich. Tato motolice méa vysoky pocet varlat,
ktera se nachdzeji mezi zadnimi stfevnimi vétvemi skoro az k tirovni genitalniho poru.

Varlata byvaji $irsi nez delsi, ale jejich tvar se mize liSit u jednotlivych druhii (hladké,
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hrubé ¢i nepravidelné lalocnaté). Samici reprodukéni ustroji se nachazi za genitalnim
porem V zadni ¢tvrting téla. Vajecnik maze byt hladky i lalo¢naty. U tohoto druhu

se nevyskytuje Laurertv kanal (Thulin, 1980).

2.5 Hippoglossoides platessoides — platyz drsny
Taxonomické zatazeni platyze Hippoglossoides platessoides (viz obrazek 2)
je dle www.fishbase.org (Froese, Pauly, 2019) nasledujici:

tiida: Actinopterygii

tad: Pleuronectiformes
Celed: Pleuronectidae
podceled’: Pleuronectinae
rod: Hippoglossoides

druh: Hippoglossoides platessoides

Obrazek 2: Hippoglossoides platessoides (Platyz drsny)
Zdroj: http://www.fao.org/fishery/species/3359/en

Platyz drsny se vyskytuje v okoli Severovychodniho Atlantiku (Terofal, Militz, 1996).
Ptesnéji se nachazi v mistech od Lamansského prilivu severné podél zapadniho
a severniho pobiezi Britskych ostrovii. Dale také na Islandu, v Norsku a Spitsbergenu

az ke Karskému mofi na vychodé. Pozorovat ho Ize i v zapadnim Baltském mofti. (Moen,
Svensen, 2004).

Hippoglossoides platessoides se nachazi nejen v mélkych vodach pobieznich oblasti,
ale mize byt spatien az v hloubce okolo 400 m, casto se také objevuje u Usti fek

v brakickych vodach (Diesener, 2002). Béhem jara se drzi v mél¢ich vodach a v zimé
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se naopak stéhuje do hlubsi vody (Debelius, 1997). Zije na pis¢itém a bahnitém dné,
kde se zivi rliznymi organismy, ato cervy, korysi, mékkysi, malymi hadicemi,

¢i drobnymi rybkami vyskytujicimi se u dna (Diesener, 2002).

Platyzi maji o¢i napravé stran¢ dlouhého ovalného tcla a jejich velka usta sahaji
az pod jiz zminéné o¢i. Dosahuji délky az 50 cm, pfi¢emz samice byvaji vétsi. Zbarveni
na jejich o¢ni (horni) strané je Sedohnédé nebo rizovo hnédé s mramorovanim a béznymi
teCkami, které jsou neuspotradané rozesety po jeho téle. Slepa (spodni) strana je bila.
Postranni cara je prakticky rovna az na skoro nepostfehnutelné vyklenuti nad prsni
ploutvi. Hibetni ploutev zacinajici nad jeho hornim okem se sklad4d z 78-98 mékkych
ploutevnich paprskil, zatimco jeho fitni ploutev pouze okolo 60—79 mékkych paprskii.
Okraj ocasni ploutve je zaobleny. Jeho Supiny jsou drsné se zubatymi okraji, diky cemuz

ziskal i své jméno. (Terofal, Militz, 1996).

Tteni platyzi probiha v zavislosti na misté vyskytu na jafe nebo na zacatku léta. Zalezi
natom, jak moc nasever ke tfeni dochazi, pokud dal probiha tfeni pozdé&ji
(leden az kvéten v Severnim mofi, biezen az Cervenec Barentsovo motfe). Samotny vytér
probiha v hloubce 150-200 m a mnozstvi jiker (v rozmezi 50 000—-300 000), vznasejicich
se ve vodnim sloupci, je pfimo zavislé na velikosti samice. Larvy o velikosti 2-3 cm jsou
soucasti planktonu, ale jesté pied ukoncenim vyvoje v platyze hledaji dno v hloubce
okolo 40-100 m. Podstatny je také rozdil pohlavni dospélosti jedince, v Severnim mofti
ryby dospivaji mezi 2. —3. rokem zivota, zatimco v Barentsové mofii az kolem

7.-12. roku (Diesener, 2002).

2.5.1 Parazité platyze H. platessoides

Platyz je hostitelem mnoha druht parazit. V tabulce (viz tabulka 1) jsou uvedeni pouze
parazité¢ ze tfidy Trematoda. Dosud je z platyze drsného zndmo 28 druhii motolic
nalezejicich k 13 celedim (viz tabulka 1), které platyze vyuzivaji jako definitivniho
hostitele (s vyjimkou Otodistomum spp.) a vyskytuji se pfevazné v travicim traktu.
Vyjimkou je celed Aporocotylidae, sjedingm druhem, Aporocotyle simplex,

ktery se nachazi v obéhovém systému platyzi.
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Tabulka 1: Pfehled motolic nalezenych v Hippoglossoides platessoides

Nazev motolice

Autori

Acanthocolpidae Liihe, 1906
Neophasis burti Bray & Gibson, 1991
Stephanostomum baccatum (Nicoll, 1907) Manter, 1934
(syn. Stephanochasmus baccatum Nicoll, 1907)

Aporocotylidae Odhner, 1912
Aporocotyle simplex Odhner, 1900

Azygiidae Liihe, 1909
Otodistomum veliporum (Creplin, 1837) Stafford, 1904
Otodistomum sp.

Bucephalidae Poche, 1907

Prosorhynchus squamatus Odhner, 1905
Derogenidae Nicoll, 1910

Derogenes varicus (Miiller, 1784) Looss, 1901

Derogenes sp.

Progonus muelleri (Levinsen, 1881) Looss, 1899
Faustulidae Poche, 1926

Bacciger sp.
Fellodistomidae Nicoll, 1909

Fellodistomum sp.

Steringophorus furciger (Olsson, 1867) Odhner, 1905

(syn. Fellodistomum furcigerum (Olsson, 1867) Yamaguti,

1953)
Steringotrema ovacutum (Lebour, 1908) Yamaguti, 1954

(syn. Rhodotrema ovacutum (Lebour, 1908) Odhner, 1911)

Gonocercidae Skrjabin & Guschanskaja, 1955
Gonocerca macroformis Wolfgang & Myers, 1954
Gonocerca phycidis Manter, 1925

Hemiuridae Looss, 1899
Brachyphallus crenatus (Rudolphi, 1802) Odhner, 1905
Genolinea laticauda Manter, 1925
Hemiurus communis Odhner, 1905
Hemiurus levinseni Odhner, 1905
Hemiurus sp.

Heterophyidae Leiper, 1909
Cryptocotyle lingua (Creplin, 1825)

Lecithasteridae Odhner, 1905
Lecithaster gibbosus (Rudolphi, 1802) Liihe, 1901

Opecoelidae Ozaki, 1925
Opecoeloides manteri (Hunninen & Cable, 1940)
Hunninen & Cable, 1941 (syn. Anisoporus manteri
Hunninen & Cable, 1940)
Podocotyle atomon (Rudolphi, 1802) Odhner, 1905
Stenakron vetustum Stafford, 1904

Zoogonidae Odhner, 1902
Brachyenteron pycnorganum (Rees, 1953) Overstreet &
Pritchard, 1977

Pseudozoogonoides subaequiporus (Odhner, 1911) Bray &

Gibson, 1986

(syn. Diphterostomum microacetabulum Shulman-Albova,

1952)
Zoogonoides viviparus (Olsson, 1868) Odhner, 1902

Bray a Gibson (1991)

Koie (2000), Marcogliese a kol. (1998), McClelland a
Melendy (2007), Morrison a kol. (1986), Nicoll (1915),
Ronald (1960), Wolfgang (1954), Wolfgang (1955)

Marcogliese a kol. (1998), Morrison a kol. (1986),
Ronald (1960), Thulin (1991), Zubchenko (1980)

Lile (1998)
Brinkmann (1988), Koie (2000), McClelland a
Melendy (2007)

Bray (1979), Lile (1998)

Bray (1979), Lile (1998), Marcogliese a kol. (1998),
McClelland a Melendy (2007), Nicoll (1915), Ronald
(1960), Scott (19754, b), Sidall (1996), Zubchenko
(1980)

Koie (2000)

Bray (1979)

Marcogliese a kol. (1998)

McClelland a Melendy (2007)

Bray (1979), Lile (1998), Marcogliese a kol. (1998),
Nicoll (1913), Nicoll (1915), Scott (19753, b), Sidall
(1996), Zubchenko (1980)

Bray (1979), Lile (1998), Marcogliese a kol. (1998),
Nicoll (1913), Nicoll (1915), Scott (19753, b), Sidall
(1996)

Wolfgang a Myers (1954)
Bray (1979)

Zubchenko (1980)
Zubchenko (1980)
Nicoll (1915)

Bray (1979), Lile (1998)
Ronald (1960)

Ronald (1960)

Bray (1979), Nicoll (1915), Scott (19754, b),
Zubchenko (1980)

Hunninen a Cable (1941)

Bray (1979), Ronald (1960)

Bray (1979), Koie (2000), Marcogliese a kol. (1998),
Scott (19754, b), Zubchenko (1980)

Marcogliese a kol. (1998)

Bray (1979), Koie (2000)

Koie (2000), Lile (1998), Nicoll (1913), Nicoll (1915),
Scott (19754, b), Sidall (1996), Zubchenko (1980)
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2.6 Polymerazova retézova reakce (PCR)
Polymerazova fetézova reakce, z anglického Polymerase Chain Reaction (PCR), je metoda

slouzici k snadnému a rychlému zmnozeni vybraného tseku DNA, zalozena na principu

replikace nukleovych kyselin (Griffin a Griffin, 1994).

Polymerazova tetézova reakce byla zavedena do praxe v roce 1985, coz znamenalo obrovsky
ptinos pro obor molekularni biologie, ktery byl srovnatelny napiiklad s objevem restrikénich
endonukledz ¢i zahajenim sekvenovani DNA. O tento objev se zaslouzil Kary B. Mullisem

(Smarda a kol., 2005).

2.6.1 Princip metody

Principem polymerazové fetézové reakce je replikace nukleovych kyselin in vitro. Podstatou
PCR je cyklicky se opakujici selektivni amplifikace studovanych tisekit DNA, pomoci DNA
polymerazy ve sméru 5°—3". Vybrany usek DNA je ohraniceny prostfednictvim dvou primert,
které jsou schopné se navazat na protilehlé fetézce DNA tak, Ze jejich 3 'konce sméiuji k sobé.
Syntéza novych vldken DNA je zahdjena od téchto primert po pfidani nukleotidi a DNA

polymerazy, které piisobi protismémé (Smarda a kol., 2005).

2.6.2 DNA polymerdza

Funkci replikazy ze zacatku vykonavala DNA polymeraza I, ktera byla izolovana z E. coli.
Nanestésti se tento enzym béhem denaturacniho kroku PCR inaktivuje plsobenim vysoké
teploty. Proto se musel ve tietim kroku béhem kazdého cyklu znovu piidavat Cerstvy enzym.
ZlepSeni amplifikace DNA pomoci PCR néasledovalo s objevem termostabilni DNA
polymerazy ztermofilni bakterie Thermus aquaticus. Tato polymeraza, nazvana

Tag-polymeraza, zistava stabilni v pribéhu denatura¢niho kroku PCR (Snustad a kol., 2009).

2.6.3 Pribéh PCR

V pribéhu PCR dochéazi ke stfidani tii opakujicich se krokli, béhem kterych probihaji
tii rozdilné déje zaloZené na rliznych teplotnich narocich. Polymeradzova fetézova reakce
je spusténa pocatecni denaturaci, pti které se teplota pohybuje v rozmezi 92-95 °C po dobu
asi 30 sekund. V nasledujicim kroku dochazi k nasednuti (navazani) primerd na oddélené
fetézce DNA, tzv. annealing. Tato faze probiha pii teplotich 30-65 °C po dobu zhruba

30 sekund, ale jedna se o velmi individualni d¢j, nebot’ zalezi na slozeni pouzitych primerd.
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V poslednim kroku dochézi pomoci Taq polymerazy k syntéze novych fetézci DNA. Teplota
ve tietim kroku nabyva hodnot v rozmezi 70-72 °C po dobu 90 sekund (Snustad a kol., 2009).

Reakéni smés pro PCR obsahuje DNA slouzici jako templat, dale pufr udrzujici stabilni pH
po celou dobu reakce, termostabilni DNA polymerazu (Taq polymerdzu) a smés vSech Ctyt
deoxynukleotidtrifosfati (dNTP). Reak¢éni smés musi také obsahovat minimaln¢ jeden par
oligonukleotidovych primeri komplementarnich k 3 koncovym sekvencim urcené¢ho useku
na obou vldknech templatové DNA (Citek a kol.,, 2014); a Vv neposledni fadé nesmime
zapomenout na hofeénaté Mg2* jonty, které slouzi jako kofaktory (Smarda a kol., 2005).

PCR probihd v pfistroji zvaném termocykler, ve kterém se teplota méni automaticky,
a to v pfedem naprogramovanych ¢asovych intervalech. Postupnym opakovanim jednotlivych
krokil se exponencidlné vytvoii az miliarda kopii vybraného useku. Vysledna koncentrace PCR

produktu proto zavisi na mnozstvi cykli (Smarda a kol., 2005).

2.6.4 Vyhody a nevyhody PCR

Pro vyuziti PCR jsou dulezité jeji nasledujici vyhody. Vysoka citlivost umoziujici prib¢h
reakce svelmi malym mnozstvim nukleové kyseliny. Dalsi ptednosti PCR je zisk vyssi
nez miliarda kopii vybraného iseku DNA po opakovani v rozmezi 25-35 cykla. Dalsi vyhodou
PCR pfi jejim vyuziti je moznost ziskat pozadovanou a specifickou sekvenci DNA (Smarda
a kol., 2005).

Vysoka citlivost PCR se zprvu muiZe jevit pouze jako vyhoda, ale tato vlastnost mize byt
zaroven 1 nevyhodou. A to pfedevsim kviili potencidlni kontaminaci vzorku zabranujici pak
spravnému prabéhu PCR. Ijedind molekula nezndmé DNA miize zpusobit zisk falesné

pozitivniho vysledku (Smarda a kol., 2005).

Dalsi z nevyhod PCR je nepatrné, ale presto vyznamné mnoZzstvi chyb, které se za¢leni do kopii
DNA (Snustad a kol., 2009). Za nevyhodu mizeme povaZzovat nutnost spravné navrzenych
primertd, bez kterych PCR neprobéhne, nebot’ primery nasedaji na komplementarni templatoveé

vlakno (Brown, 2007).

2.6.5 Analyza PCR produktu
Na PCR navazuje mnoZzstvi experimentd. Ty se zamé&fuji na studovani vysledného produktu

PCR, ze kterého se snazi vytézit informace o piivodni molekule DNA slouZzici jako templat

(Brown, 2007).

26



Velikost useku a kvalita vysledného PCR produktu se dd ovéfit prostfednictvim gelové
elektroforézy. Elektroforéza je jednou z nejpouzivangjSich separacnich metod v molekularni
biologii. Principem této techniky je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli, zatimco
hlavnim nositelem naboje nukleovych kyselin jsou negativné nabité fosfatové skupiny.

Z tohoto divodu se nukleové kyseliny pohybuji v elektrickém poli ke kladné nabité anod¢

(Citek a kol., 2014).

2.6.6 Modifikace PCR
Existuje mnoho rozdilnych modifikaci PCR, které se od sebe odliSuji. At uz jde o pouziti
specifickych sekvenci primert, zptsob detekce PCR produkti ¢i dokonce, zda s jejich pomoci

amplifikujeme templaty z malého poétu kopii a mnohé dalsi (Smarda a kol., 2005).
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3 Cile prace
1. Zpracovat literarni reSersi o zadaném tématu
2. Morfologicky a molekularné charakterizovat motolice z platyz, upfesnit jejich

determinaci.

Metodika:
e Barveni fixovanych motolic karminem, nékresy jejich anatomie.
e Zpracovani casti materialu pro skenovaci elektronovou mikroskopii a studium
povrchovych struktur.

e Molekularni analyza vybraného useku DNA.

4  Material a metody
4.1 Material

Materialem, ktery jsem pouzivala ve své bakalatské praci, jsou motolice, které byly odebrany
jako vzorky z riznych tkani (nejéastéji zaberni cévy) platyze Hippoglossoides platessoides
ptivezenych z expedic na Svalbard (viz obrazek 3), zajisténé Centrem polarni biologie v letech
2014 a 2018. Platyzi byli chyceni pomoci tenat polozenych u dna v zalivech u Longyearbyenu
a Petuniabuktu. Nasledné¢ znich byli opatrné uvolnéni, v soudcich svodou dopraveni
na zakladnu a uchovévani zivi v plastovych nddobach s ¢erstvou moiskou vodou. Jesté tyz den
byli huménné usmrceni a pitvani. Vzorky fixované horkym formaldehydem jsem pouzila
k barveni Mayerovym-Schubergovym karminem a také k pipravé pro skenovaci elektronovy
mikroskop. Ethanolem fixované vzorky byly pouzity k molekularni analyze vybranych ¢asti

DNA, a to pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR).
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Obrazek 3: Mapa Svalbardu se znaCenymi misty lovu Hippoglossoides platessoides.
Zdroj: https://toposvalbard.npolar.no/

4.2 Metody

Barveni Mayerovym-Schubergovym karminem

Jde o piirodni barvivo, které se ziskava extrakci ze samicek Cervce nopalového. Pouziva
se k barveni mens$ich helmintii, pomoci n¢j muzeme zviditelnit vnitini organy, predev§im

ty pohlavni.

Piiprava barviva

Karmin byl pfipraven smichanim 5 g karminového prasku s 5 ml 18% HCI. Po hodiné bylo
ptidano 200 ml 96 % ethanolu, vysledny roztok byl zahiivan az k bodu varu s naslednym
mirnym varem po dobu 2 hodin. Byl pfidan maly kousek Zeleza, a poté, co roztok vychladl, byl

zfiltrovan.

Postup barveni a vytvofeni trvalych preparatu

Vzorky fixované v horkém formaldehydu, byly pievedeny do 70% ethanolu a obarveny
Mayerovym-Schubergovym karminem. Vypirany byly v 70% ethanolu, odbarveny v kyselém
alkoholu s naslednou dehydrataci pomoci vzestupné ethanolové fady (80%, 96%, 100%,
100%), pokazdé po dobu 15 minut. V hiebickovém oleji byly vzorky projasnény, a potom

zamontovany do kanadského balzamu.
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Mikroskop Olympus BXS51 vybaveny kreslicim =zafizenim V Parazitologickém ustavu
(Biologické centrum AV CR) byl pouzit ke studiu morfologie a ke kresb& barvenych
fixovanych vzorku pfi 4x a 20x zvétseni. Diky mikroskopu vybaveném kreslicim zafizenim
bylo mozné plynulou ¢arou ,,obtdhnout™ hlavni barvené struktury motolic pomoci obycejné

tuzky, tim vznikl zaklad pro ilustraci, ktera doprovazi popis studované¢ho materialu.
Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Skenovaci neboli také rastrovaci ¢i fadkovaci elektronovy mikroskop slouzi k pozorovani
povrchovych struktur riznych objektd. K tvorbé obrazu vyuziva sekundarniho signalu
(odrazenych ¢i sekundarnich elektront), diky cemuz se SEM tadi do neptimych zobrazovacich

metod (Nebesarova, 2001).

Skenovaci elektronové mikroskopy se déli do 3 druht, a to podle mnozstvi vody, ktera smi byt
obsazena v studovanych vzorcich. U mnou pouzZivaného vysokovakuového SEM musi byt
vzorky uplné vysuSené. U nizkovakuového a environmentélniho SEM se lze divat na vzorky,

jejichz obsah vody tvoti 70 %, poptipadé az 90 % (Nebesarova, 2001).

Piiprava vzorku pro SEM

Vzorek byl pfipraveny podle protokolu standardné uzivaného k ptipraveé tohoto typu preparatu
v Laboratofi elektronové mikroskopie, spadajici pod pracovisté Biologického centra AV CR
a Ptirodovédecké fakulty JU. Vzorek fixovany horkym formaldehydem byl ¢istén 15 minut
pomoci vypiraciho roztoku 0,1 M PB + 4% glukéza (3x). Prostiednictvim 2% roztoku OsO4
byl postfixovan, ¢imz jsem docilila zpevnéni povrchu téla a snizeni vyskytu artefakt. Dale byl
znovu vypiran (3x) a odvodnén vzestupnou acetonovou fadou (30%, 50%, 70%, 80%, 90%,
95%, 100%), kazdy po dobu 15 minut, diky ¢emuz doslo k nahrazeni vody timto organickym
rozpoustédlem. Vzorky byly fixované metodou kritického bodu. V komote ptistroje CPD, ktera
se opakované vypoustéla a dopoustéla jsem dosahla nahrazeni acetonu ve vzorku zkapalnénym
CO2. Po nasyceni vzorkli doSlo vprazdné komote ke zvySovani tlaku a teploty
az do tzv. kritického bodu (bod, ve kterém neni rozdil mezi zkapalnénou a plynnou fazi COy).
V tomto bod¢ se zkapalnény CO2 ve vzorku pfeméni na plynny, ¢im se vzorek vysusi a zaroven
se zabrani pfipadnému poskozeni vzorku povrchovym napétim kapaliny. Po vysuseni se vzorky

lepily na kovové teréiky a zlatily v pfistroji BAL-TEC SCD 050. Pozlaceni zvySuje signal,
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odvadi elektricky ndboj a teplo vznikajici na povrchu vzorku. Preparaty byly prohlizeny
skenovacim elektronovym mikroskopem SEM JEOL JSM-7401F.

Molekularni analyza
Izolace DNA

Prvni fazi vétSiny molekuldrnich metod je izolace DNA od ostatnich bunécnych slozek.
Existuje né€kolik odlisnych principti izolace nukleovych kyselin, ale vSechny maji spole¢ny
zéklad, kterym je homogenizace vzorku a lyza bunék (Citek a kol., 2014). Pro tuto &ast mé

prace jsem zvolila izolaci DNA pomoci komercéné vyrobeného kitu.

Postup izolace:

Fixované vzorky motolic byly zbaveny ptebyte¢ného ethanolu jeho odsatim a nasledné byly
vysuSeny v koncentratoru Concentrator plus (Eppendorf). DNA byla izolovéana kitem Exgene
Tissue SV mini (GeneAll). Déle bylo napipetovano 200 pl TL pufru, 20 pl roztoku proteinazy K
a vSe dikladné promichano pomoci vortexu. Poté byly vzorky inkubovany pii teploté 56 °C
ptiblizn¢ 4 hodiny do doby, nez byly uplné zlyzovany. Zkumavky byly stoceny v centrifuze,
aby se zabranilo uviznuti vzorku na vicku mikrozkumavky. Nasledné bylo piidano 400 ul
TB pufru. Roztok byl ptesunut do SV kolonky (vazba DNA na silikatovou membranu uvnitt
kolonky) a centrifugovan 1 minutu pii 6000 g. Sbérna ¢ast kolonky byla vyménéna za novou
a pridalo se 600 ul BW pufru, ktery byl centrifugovan 30 s pti 6000 g. Dale bylo ptidano 700 ul
TW pufru a opétovné se centrifugovalo pti 6000 g po dobu 30 s. Nasledné byly vzorky
centrifugovany 1 minutu pfi 13000 g (plna rychlost), pro zbaveni se zbytki TW pufru,
apoté byla kolonka umisténa do nové mikrozkumavky (1,5 ml). Bylo piidano 100 ul
deionizované vody (zahiata na 52 °C). Inkubace probihala 2 minuty ptfi pokojové teploté
a vzorky byly nésledné centrifugovany pii maximalni rychlosti. Tento krok byl opakovan
k zisku kone¢ného objemu 200 pl (pro vétsi vytézek DNA). Izolovana DNA byla uchovana
pii -20 °C. Ziskana DNA byla pouzita pro amplifikaci genu 28S rRNA.

Polymerazova retézova reakce (PCR) pro gen 28S rRNA

Celkovy objem reakce pro jeden vzorek byl 25 ul a obsahoval 12,5 ul PP Master Mixu
(obsahujici Taq polymerazu), po 1 pl jednotlivého PCR primeru (forward a reverse,
viz tabulka 2) o koncentraci 5 pmol/ul, 9,5 ul deoizované H.O a 1 ul templatové DNA. Tento

roztok reakéni smési byl promichan prostfednictvim vortexu (Bio Vortex V1) apotom
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pipetovan do PCR mikrozkumavek (jeden vzorek, jedna mikrozkumavka), které byly pred
vlozenim do termocykleru (T100™ThermalCycler) umistény v chladicich stojancich,
aby se zabranilo pred¢asnému prubeéhu reakce. Samotna reakce PCR probihala v termocykleru

(program viz tabulka 3). Vysledek PCR byl poté zviditelnén na 1% agarozévém gelu (viz nize).

Tabulka 2: PCR primery

Gen Primer | Smér Sekvence Zdroj
28SrRNA  LSU-5 F TAGGTCGACCCGCTGAAYTTAAGCA Olson a kol. (2003)
1500R R GCTATCCTGAGGGAAACTTCG Olson akol. (2003)

Tabulka 3: Amplifika¢ni program pro PCR

PCR program Teplota Cas Potet cykli
Denaturace 94 °C 60sec 1 cyklus
Denaturace 94 °C 15 sec

Nasedani primerd (Annealing) 58 °C 15sec 39 cyklu
Syntéza nového fetézce (Extenze) 72 °C 60 sec

Finalni extenze 72 °C 7 min 1 cyklus
Chlazeni 4°C

Gelova elektroforéza

Prvnim krokem byla pfiprava 1% agarézového gelu (agar6za a pufr TAE 1x), ktery byl obarven
pomoci fluorescencéniho barviva GoodView™Nucleic Acid Stain. Gel byl nalit do utésnéné
formy, ve které se nechal ztuhnout. Poté byl ztuhly gel vlozen do elektroforetické vanicky
s pufrem TAE 1x. Do prvni jamky v gelu byly naneseny 2 pl DNA Leaderu, ktery poslouzil
pro odhad velikosti separovanych DNA fragmentl. Zbylé jamky byly naplnény piedem
promichanou smési 2 pl PCR produktu a malého mnozstvi Loading dye (Yellow load),
diky némuz doslo k zviditelnéni PCR produktu. Nasledné byla elektroforéza pripojena ke zdroji
energie a zapnuta na dobu 45 minut pii napéti 70 V. Po uplynuti této doby byl gel umistén
do UV Transiluminatoru (NuGenius), ve kterém doslo k zviditelnéni vysledku elektroforézy

a pofizen snimek gelu (viz obrazek 4).
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Obrazek 4: Gelova elektroforéza Byl pouzit 100 bp DNA Ladder
Sekvenace

Nezbytnou ¢asti piipravy vzorki na sekvenaci je precisténi nukleovych kyselin neboli
purifikace. Jde o metodu, ktera nam pomaha zbavit se nezadoucich piimési z PCR reakce
a pripravit vzorky pro naslednou sekvenaci. V mém pfipadé jsem provedla post-PCR
enzymatické preciSténi vzorkid. Reakce obsahovala 2 pl FastAP, 0,5 pl ExoL a 2,5 pl
deoizované H.O a probihala v termocykleru na program trvajici 15 minut pii 37 °C a néasledné

15 minut pii 80 °C.

Vzorky, ur¢ené k poslani na sekvenaci bylo nutné pfedem pfipravit dle doporuceni firmy
provadéjici sekvenaci (SEQme, sangerovo sekvenovani). Pro kazdy vzorek byly pfipraveny dvé
zkumavky (jedna s forward a druhd s reverse primerem). Do kazdé mikrozkumavky bylo
napipetovano 5 pl pfislusného primeru (PCR primery) a 5 ul PCR produktu v poméru 1:1.
Takto ptipravené vzorky byly poslany nasekvenaci do spolecnosti SEQme

(https://www.segme.eu/cs/).

Fylogeneticka analvyza

Nové ziskané ¢astené sekvence pro gen 28S rRNA byly alignované se sekvencemi dostupnymi

z GenBanku (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (viz tabulka 4) v programu Geneious

8.0.5 (https://www.geneious.com/). Jako outgroup byl vybran druh na zakladé p¥ibuznosti

(Carettacolla hawaiiensis, celed” Spirchorchiidae). Molekularni ur¢eni nové ziskanych
sekvenci bylo provedeno pomoci metody Maximalni v€rohodnosti (Maximum Likelihood),

pied samotnou analyzou byl vybran nejvhodnéj$i model (TPM2u+F+G4), oboji v programu
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IQ-TREE (Nguyen a kol., 2015). Fylogeneticky strom byl rovnéz vytvofen v programu
|Q-TREE.

Tabulka 4 Nov¢ ziskané sekvence pro Aporocotyle simplex a dalsi sekvence vybrané z databaze

GenBank, pouzité pro fylogenetickou analyzu na zakladé¢ genu pro velkou ribozomalni

podjednotku

Nazev druhu

Hostitel

Sekvence

Zdroj

Aporocotyle simplex
Aporocotyle argentinensis
Aporocotyle argentinensis

Aporocotyle argentinensis

Aporocotyle mariachristinae
Aporocotyle margolisi
Aporocotyle margolisi
Aporocotyle michaudi
Aporocotyle spinosicanalis
Aporocotyle spinosicanalis

Hippoglossoides platessoides
Merluccius hubbsi
Merlucciidae

Merlucciidae

Genypterus blacodes

Merluccius productus
Merluccius productus

Trematomus bernacchii

Merluccius merluccius
Merluccius merluccius

*E159, *E160, *E161
JX094803

KY492037-KY 492039,
KY492000-KY 492033,

KY491741-KY491760

JX094802

MF287916
MF287915
KR025807
AY 222177
AF167094

Predkladana prace
Hernandez-Orts a kol. (2012)
Oliva a kol. (nepublikovana
data)

Oliva a kol. (nepublikovana
data)

Hernandez-Orts a kol. (2012)
Hernandez-Orts a kol. (2017)
Hernandez-Orts a kol. (2017)
Santoro a kol. (2015)

Olson a kol. (2003)

Snyder, Loker (2000)

* sekvence nejsou zvefejnény

5 Vysledky

Pocet pitvanych platyzt a prevalenci vroce 2018 a v ptedchozich letech nalezneme nize
(viz tabulka 5, 6). V roce 2018 byli nakaZeni platyzi s prevalenci 41,2 % nalezeni pouze
v zalivu u Longyerbyen (viz tabulka 5). V pfedchozich letech byla prevalence A. simplex
u platyza nizsi, kromé& roku 2017, kdy dosahovala 50 % (viz tabulka 6).

5.1 Taxonomicky prehled a popis
celed’: Aporocotylidae Odhner, 1912

rod: Aporocotyle Odhner, 1900

druh: Aporocotyle simplex Odhner

hostitel: Hippoglossoides platessoides (Fabricius)

umisténi v hostiteli: zaberni cévy

lokalita: Svalbard, Longyearbyen: 78.25276°N, 15.48123°E, hloubka: 32—40 m; srpen 2018
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Popis (viz obrazky 5, 6, 7, tabulka 7)

T¢lo je protédhlé, dorzo-ventraln¢ zplostélé, se zaSpicatélym prednim a zadnim koncem,
maximalni $itka je v prvni tfetiné téla. Okraj téla je posety shluky tegumentalnich trnd,
které zasahuiji az do roviny vitelinnich folikuli. Ustni otvor je umistén na ptedni ventralni strang
téla, prechdzi v Gstni dutinu, pfisavky nejsou ptitomny. Jicen je dlouhy, zahrnuje zhruba 1/7
délky téla, je obklopen zlaznatymi buiikami. Stfevo je ve tvaru pismena H, sestava z parovych
prednich vétvi, které zasahuji k prvni tfetin€ jicnu, a ze zadnich parovych sttevnich vétvi, které
dosahuji k zadnimu konci téla. Varlata se nachézeji mezi zadnimi stfevnimi vétvemi, vepiedu
zasahuji k rozvétveni jicnu a dozadu dosahuji k déloze. Varlata jsou nerovhomérného tvaru,
zhruba pficné elipticka, ve velkém mnozstvi, 110-191, okraji se vzajemné dotykaji. V zadni
ctvrting téla se nachazi cirrovy vak, ktery je ulozeny vlevo, je kyjovity, protahly a zatoceny, ma
svalnatou sténu, obsahuje vakovity semenny vacek, pars prostatica, ejakulacni kanal
a vychlipitelny cirus. Sami¢i soustavu tvofi pficné ovalny vajecnik s nerovnomérnym
povrchem, uloZzeny medianné. Z vajeéniku vystupuje ovidukt (vejcovod), ktery piechézi
Vv trubicovity ootyp obklopeny Mehlisovou zldzou, do ootypu vyustuje napadny vitelinni
rezervoar. Laurertiv kanal neni pfitomen. Zacatek délohy je pfeménén v receptaculum seminis,
které miiZze zasahovat az pred vajecnik a prechazi v délozni klicky. Déloha tvoii ¢etné klicky
V oblasti mezi vaje¢nikem a varlaty, na konci pfechdzi ve svalnaty metraterm. Vitelinni folikuly
tvoti dvé souvisla lateralni pole veptedu téla zasahujici skoro az k Gstni duting, vzadu v téle
zasahujici k cirrovému vaku, piipadné az k vaje¢niku. Vitelinni rezervoar je napadny, protahly,
nachazi se za vajeCnikem, vyustuje do ootypu. Genitalni atrium je kratké, vyastuje v ngj
cirrovy vak a metraterm. Genitalni por se nachazi na zac¢atku posledni ¢tvrtiny téla. Exkrecni
méchyt je maly, trubicovity, od néj vedou hlavni sbérné kanaly do piedni ¢asti téla. Na dorzalni

stran€ na konci téla vyust'uje exkrecni por.
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Obrazek 5: Fotografie (vlevo) a perokresba (vpravo) celé motolice Aporocotyle simplex
z Hippoglossoides platessoides. Métitko u fotografie 500 um, u perokresby 1000 pm.

9,

Obrazek 6: Detail pohlavnich organi motolice Aporocotyle simplex zaznamenany na fotografii

(vlevo) a perokresbou (vpravo). Métitko u fotografie a kresby je 200 um.



Obrazek 7: Detail shlukt té€lnich trnd v tegumentu. Méfitko 20 pm.

Tabulka 5: Udaje o vySetifovaném materialu platyzi Hippoglossoides platessoides za rok 2018

Lokalita nalezu 2018 Pocet vySetienych Pocet nakazenych Prevalence v %
Longyearbyen, Svalbard 17 7 41,2
Petuniabukta, Isfjord, Svalbard 13 - -
Celkem 30 7 23,3

Tabulka 6: Souhrnné udaje o materialu platyzi Hippoglossoides platessoides za jednotlivé

predchazejici roky

Rok Pocet vysetfenych Pocet nakazenych Prevalence v %
2014 9 1 11,1
2015 14 2 14,3
2016 2 1 50,0
2017 11 2 18,2
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Tabulka 7: Rozméry Aporocotyle simplex z platyze H. platessoides (piedkladana prace)
ve srovnani s daty autorti Thulin (1980) a Rolbiecki (2007)

Predkladana prace

Thulin (1980)

Rolbiecki (2007)

Pocet méfenych exemplart. ~ N=11 N=100 N=1

Hostitel H. platessoides H. platessoides Limanda
limanda

Délka téla 4076-7269 (5559) 890-10300 (5595) 2370

Siika téla 709-1269 (965) 110-1520 (815) 440

Délka jicnu 633-1190 (950) *1034 740

Délka tstniho otvoru 63-179 (110) * 146

Délka ptedni stievni vétve 481-872 (683) * 876-888 (882) 380

Vzdalenost stt. rozvétveni 494-885 (686) * 854-899 (876)

od pocatku téla

Délka zadni stfevni vétve 3114-5936 (4392) * 6449-6697 (6573) 1550

Délka cirového vaku 250-344 (293) * 326 135

Sitka cirového vaku 101-153 (130) * 112 109

Délka vajec¢niku 152-293 (239) * 202 160

Siika vaje¢niku 253-408 (315) * 315 130

Délka varlete 36-130 (76) *56-101 (75) 16-58 (43)

Siika varlete 51-127 (92) *67-135 (105) 25-58 (36)

Pocet varlat 110-191 (151) 110-192 (151) 131

Pomér jicnu k délce téla 1:5,3-6,5 calob

Pomér ptedni stf. vétve k 1:4,6-7,8 *1:7,5

zadni stf. vétvi

Pomér zadni stf. vétve 1:1,2-1,3

k délce téla

* rozméry byly vypocitany z kresby Thulina (1980)

5.2 Vysledky SEM

Pfi pozorovani v mikroskopu se mi podafilo prohlédnout cely povrch motolice, kde jsem
u jednoho ze tii vzorki objevila otvor, odpovidajici ustnimu otvoru, ktery nebyl u ostatnich
vzorktll dostate¢né patrny. Dale jsem patrala po tegumentélnich trnech, které slouzi k ptichyceni

motolice.

Vysledkem pozorovani vzorku pomoci skenovaci elektronové mikroskopie jsou fotografie
potizené na SEM JEOL JSM-7401F (viz obrazky 8 a 9), na nichz by za idealnich podminek
meély byt zietelné tegumentalni trny. Ty jsou ve shlucich rozloZené po téle, pficemz se vyskytuji
pouze po okrajich jak na dorzélni, tak ventralni stran€. Na fotografiich jsou vidét plochy téla
S vyskytem ostnil (viz obrazek 9), samotné ostny vSak vidét nejsou, coZ mohlo byt zptisobeno
tim, Ze byly pfekryty cytoplazmatickou membranou, protoZe u trvalych preparatii jsou trny

patrné.
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Obrazek 8: Detail pfedniho konce motolice pozorovany v SEM. Méfitko 100 um.

WD 186mm 100um

X65

Obrazek 9: Detail zadniho konce motolice pozorovaného v SEM. Méritko 100 um.

5.3 Vysledky molekularni analyzy
K ziskani vysledkli byly pouzity 3 nové ziskané sekvence (E159, E160 a E161) dospélych
motolic z platyze H. platessoides a k porovnani slouzilo 64 sekvenci péti druhti rodu

Aporocotyle dostupnych z GenBanku (viz tabulka 4).

39



Vysledkem fylogenetické analyzy (Maximum Likelihood) je fylogeneticky strom (viz obrazek
10), ve kterém nové sekvence spadaji do jedné samostatné linie (vétve), kterd ovSem neni uplné
dobie podpotena (bootstrap 64). Nejblizs$im druhem k A. simplex je A. michaudi pochazejici
Z Antarktidy, ktery spada do stejné linie, avSak liSi se vyrazn¢ svou morfologii. Z ostatnich
druhti tvofi samostatné, dobie podpofené linie A. spinosicanalis a A. mariachristinae.

Aporocotyle margolisi tvoii linii spadajici do druhu A. argentinensis.

Carettacola_hawaiiensis_28S_ribosomal_RNA_

AF167094_1_Aporocotyle_spinosicanalis_28S_ribosomal_RNA
99
AY222177_1_Aporocotyle_spinosicanalis_28S_ribosomal_RNA

% | 4 KY492014_1_Aporocotyle_argentinensis_isolate_F23J1_large_subunit_ribosomal_RNA

KY491743_1_Aporocotyle_argentinensis_isolate_E27L2_large_subunit_ribosomal_RNA
b

97 98]

B

ﬂ{ MF287916_1_Aporocotyle_margolisi_isolate_344_Oregon_large_subunit_ribosomal_RNA

MF287915_1_Aporocotyle_margolisi_isolate_343_Oregon_large_subunit_ribosomal_RNA

— JX094803_1_Aporocotyle_argentinensis_large_subunit_ribosomal_RNA

JX094802_1_Aporocotyle_mariachristinae_large_subunit_ribosomal_RNA

— E161F_ab1

an

E160F_ab1
l

E159F_ab1

KR025807_1_Aporocotyle_michaudi_28S_ribosomal_RNA

Obrazek 10: Fylogenetickd rekonstrukce vztahti v ramci druhii celedi Aporocotylidae
na zaklad¢ sekvenci genu 28S rRNA metodou maximalni vérohodnosti (Maximum Likelihood)
s uzivim modelu TPM2u+F+G4 jako nejlepSiho. Ptistupova ¢isla sekvenci (NCBI databaze)
jsou uvedena pied nazvy taxonl. Druh Carettacola hawaiiensis (¢eled’ Spirorchiidae) byl
pouzit jako outgroup. Bootstrapové podpory jsou zobrazeny u jednotlivych uzlii. Vétve
Aporocotyle argentinensis (pro celkem 57 sekvenci) jsou pro prehlednost zkomprimovany.

Meéftitko udava ocekavany pocet substituci pro pozici.
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6 Diskuse

V této praci se mi podafilo potvrdit druhové urCeni motolic nalézanych v platyzech
na Svalbardu (zaliv Longyerbyen) jako Aporocotyle simplex. Druh A. simplex je geograficky
rozsifen v zalivu Sv. Vavfince v Kanadé, u zapadniho pobiezi Svédska, v Barentsové
a Beringové mofi, u pobfezi Kamcatky a Gronska. Z mych vysledk vyplyva, Ze je druh
A. simplex rozsifen i na Svalbardu. Mohu se domnivat, Z¢ mnou popsany nalez motolice
na Svalbardu je prvnim dolozitelnym zdrojem, vychazim totiz z prace autori, ktefi ve svych

¢lancich toto souostrovi nezminovali.

Aporocotyle simplex je typovym druhem c¢eledi Aporocotylidae, coz znamena, Ze existence
celedi je definovana timto druhem. Vaji€¢ka mohou svoji patogenitou pii vysoké intenzité
nakazy zpisobit nekrézu v zabernich tepnich a v srde¢nim svalu. Dokézi vyvolat obranné

reakce, vedouci k zanétlivé odpovédi a velky pocet motolic miiZze snizit priatok krve v cévach

wrwe

Na zakladé¢ molekularni analyzy A. simplex vychazi jako samostatna linie spole¢né s druhem
A. michaudi, ktery je vSak znamy jen z Antarktidy, zryb Trematomus bernachii
(Nototheniidae) a lisi se vyrazné morfologicky (viz nize). Ostatni druhy Aporocotyle, u kterych
jsou znamy sekvence pro gen 28S rRNA tvofily samostatné linie (A. spinosicanalis,
A. mariachristinae). Avsak linie s A. margolisi spada do linie A. argentinensis, k ovéfeni jejich

ptibuzenskych vztaht je nutna dikladng;si molekularni a morfologické analyza.

Na zakladé¢ morfologického studia (SEM, pozorovani pod svételnym mikroskopem)
se mi podafilo jednozna¢né potvrdit, Ze A. simplex patii do ¢eledi Aporocotylidae. Motolice
odpovidaji diagnéze rodu (viz Smith, 2002) v pfitomnosti dorzoventralné¢ zplostélého téla
bez Gstni ¢i bfisni piisavky, v pfitomnosti t€lniho otrnéni, stifeva ve tvaru H, cirrového vaku

obsahujicim semenny vacek, vétSiho poctu varlat a jediného vajecniku a folikularniho vitellaria.

Prvnim, kdo popsal A. simplex byl Odhner v roce 1900, jeho popis je ovSem velmi kratky.
V nasledujicich letech z jeho prace erpalo velké mnozstvi autord, ale az Thulin (1980) provedl
redeskripci druhu na zakladé¢ vlastniho materialu a materialu od Odhnera (1900). Ve své praci
ovSem neposkytl pfili§ mnoho relevantnich rozmért vnitfnich orgdni. Mnou zpracovany
material A. simplex se s jeho popisem shoduje ve velikosti téla a vSech organt, ale také jejich
umisténim, stejné tak poctem varlat, rozmisténim tegumentalnich trnti a pomérem délky jicnu

k délce téla (viz tabulka 7).
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Podle molekularni analyzy nejblizsi druh Aporocotyle michaudi je na rozdil od A. simplex mensi
apovrch jeho tegumentu je pokryty jednotlivymi kuzelovitymi ostny. Pocet varlat je také mensi,
ptiblizné 108 (73—173). Pomér jicnu k celkové délce téla je ve stejné poméru jako u A. simplex
(Santoro et al., 2015).
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7 Zavér
Cilem mé bakalarské prace bylo sepsani literarni reserse zahrnujici charakteristiku zkoumané
oblasti, tak 1 charakteristiku celedi zkoumanych motolic (Trematoda, Digenea, celed

Aporocotylidae) a piehled motolic u platyze, Hippoglossoides platessoides.

Na zédklad¢ kombinace morfologickych a molekularnich metod (analyza ¢asteCnych sekvenci
genu 28S rRNA) se mi podafilo potvrdit, Ze nalezené motolice v platyzech nalezeji k druhu
Aporocotyle simplex Odhner, 1900. Protoze tento druh nebyl zatim fylogeneticky analyzovan
pomoci molekuladrnich metod, je zjisténi sekvence ¢asti podjednotky RNA prvnim vysledkem,
umoziujicim zjistit pozici tohoto druhu vramci rodu. Tvofi samostatnou vétev spolu

s antarktickym A. michaudi.

V ramci praktické ¢asti jsem si osvojila dvé morfologické metody, barveni Mayerovym-
Schubergovym karminem a pfipravu a pozorovani preparatu ve skenovacim elektronovém
mikroskopu. Dale jsem si osvojila molekularni metody, coz byla izolace DNA, amplifikace
pomoci PCR, elektroforéza a purifikace DNA a jeji ptfiprava k odeslani na sekvenovani

a identifikace materidlu pomoci fylogenetické analyzy (Maximum Likelihood).
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9 Seznam zkratek
BW pufr

COz
CPD
DNA
dNTP
HCI
0Os04
PB
PCR
rRNA
SEM
TB pufr
TL pufr

TW pufr

promyvaci pufr

oxid uhlic¢ity

Critical Point Drying
deoxyribonukleova kyselina
deoxynukleotid trifosfat

kyselina chlorovodikova

oxid osmicely

fosfatovy pufr

polymeréazova fetézova reakce
ribozomalni ribonukleové kyselina
skenovaci elektronova mikroskopie
vazaci pufr

lyzaéni pufr

promyvaci pufr
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