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Abstrakt

White-nose syndrome (WNS) je nedavno objevené onemocnéni hibernujicich netopyri.
Jeho pivodcem je psychrofilni plisen Pseudogymnoascus destructans (Pd). WNS byl
objeven roku 2006 v Severni Americe, kam byla Pd pravdépodobné zavlecena
z Evropy, a decimuje zde populace mistnich netopyrd. Piedpoklada se, ze v pfenosu
patogenu hraje roli vzdjemny kontakt mezi netopyry, ke kterému piispiva tvorba
agregaci netopyrQ pii hibernaci. V této praci jsem zkoumala na vzorku 154 netopyrt
vliv pfitomnosti netopyra v agregaci na intenzitu WNS a mnozstvi Pd. M¢é vysledky
naznacuji, ze v evropskych podminkach agregace nevedou Kk vétsi intenzit¢ WNS,

ovsem pravdépodobné se podili na rozsifovani Pd mezi jedinci.

Klicova slova: netopyii, syndrom bilého nosu, Pseudogymnoascus destructans, zimni
agregace netopyru
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Abstract

White-nose syndrome (WNS) is a recently discovered fungal disease of hibernating bats
caused by the psychrophilic fungus Pseudogymnoascus destructans (Pd). WNS was
discovered in 2006 in North America, where Pd was probably introduced from Europe,
and WNS has been devastating naive populations of bats here. It is assumed that in the
transmission of pathogens contact between the bats plays a role and clustering of bats
during hibernation contributes to this. In this work 154 bats were sampled and
I examined the effect of the presence of bats in aggregation on the intensity of WNS and
Pd load. My results suggest that the clustering of bats is not to lead to greater WNS
intensity in European conditions, but it is probably involved in spreading Pd among
individuals.

Key words: bats, white-nose syndrome, WNS, Pseudogymnoascus destructans,
clustering during hibernation
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1 Uvod

Svét je v soudasnosti globalizovangjsi vice nez kdy v historii. Clovék svym vlivem
propojuje diive izolované oblasti a uz po staleti se podili na fadé introdukci raznych
druhti organismu do jejich neptivodniho prostfedi. Problémem je, ze nelze dohlédnout
dusledky takovychto zasahi. Mezi mozné negativni nasledky patii mimo jiné i Sifeni
nepuvodnich chorob, které miize byt hrozbou pro fadu taxond. Piikladem muze byt
chytridiomyko6za obojzivelnikli, varrodza vcel, ra¢i mor, parapoxvirus napadajici
veverky a dalsi (Daszak et al. 2000). K této fadé zavleCenych chorob se ptipojilo
I nedavno objevené onemocnéni white-nose syndrome u netopyru.

White-nose syndrome (WNS) neboli ,,syndrom bilého nosu® postihuje netopyry
V prib¢hu zimni hibernace. Plvodcem tohoto onemocnéni je vieckovytrusd houba
Pseudogymnoascus destructans Minnis & Lindner (2013), nejprve popsana jako
Geomyces destructans Blehert & Gargas (2009) (Warnecke et al. 2012), dale v textu
pouze jako Pd. Vzhledem k psychrofilni povaze této plisn¢ je pozoruhodné, Ze jejim
hostitelem jsou teplokrevni savci (Blehert 2012). Tento patogen vyuziva k osidleni
pokozky netopyrii pro ného pfiznivé zimni obdobi hibernace, kdy se télesna teplota
zvirat dlouhodob¢ snizuje na teplotu blizkou okolnimu prostiedi zimovisté a imunitni
reakce netopyra jsou potlacené (Meteyer et al. 2009). Nikdy piedtim nebyla studovana
u pfezimujicich saveti koZzni mykoéza, kterd by zasahovala tak intenzivné do
fyziologickych funkci a plisobila tmrti (Verant et al. 2014). Pokud bychom ve volné
ptirodé¢ hledali analogii k WNS, castecné ji nalezneme u chytridiomykozy
obojzivelnikd, kde plisenn Batrachospermum dendrobatidis také napada kiazi, vyrazné
tim naruSuje homeostazu organismu a infekce kon¢i smrti (Cryan et al. 2010).
Chytridiomyko6za negativné zasdhla do populaci obojZivelniki po celém svéte.
V konkrétnich mechanismech se ale tyto dvé onemocnéni vyrazné odliSuji. Pd
V invazivnosti klize pfekracuje hranici dermatofytl a prorasta do zZivé tkan¢ (Meteyer et
al. 2009). Oba patogeny se vSak zptusobovanym poskozenim omezuji pouze na kuazi,

nezasahuji vnitini orgdny. Pfesto piisobi na sv¢ hostitele fataln¢ (Courtin et al. 2010).



1.1 Onemocnéni WNS

1.1.1 Objeveni WNS a jeho rozsireni

V roce 2006 byly v Severni Americe pozorovany nebyvalé thyny netopyrt na jejich
zimovistich (Blehert et al. 2009). Kolonie hibernujicich netopyrti v dalSich letech
lokalné¢ masové vymiraji (Blehert 2009; Frick et al. 2010). Védci zacali intenzivné
patrat po pfi¢inach téchto masovych thynt. Zanedlouho bylo odhaleno diive neznamé
onemocnéni anové byl zjistén a popsan jediny pivodce této nemoci, psychrofilni
(chladnomilna) plisen Pseudogymnoascus (Geomyces) destructans (Pd) (Warnecke et
al. 2012). Podle ndpadnych bilych porostl plisné viditelnych na netopyiim cenichu,
byla nemoc nazvana ,,syndromem bilé¢ho nosu®, white-nose syndrome (WNS).

Pivodce WNS byl za kratkou dobu zjistén iV Evropé (Martinkova et al. 2010;
Wibbelt et al. 2013) anové iv Asii (Hoyt et al. 2016; Zukal et al. 2016a). V téchto
oblastech ovsem nebylo zaznamenano hromadné vymirani netopyiich populaci, které
provazelo vyskyt Pd v Severni Americe (Martinkova et al. 2010; Puechmaille et al.
2011). Siteni piivodce WNS v Severni Americe navic probihalo ve viné od vychodniho
pobfiezi k zapadu, jakoby z jednoho ohniska (Wilder et al. 2011). V Evropé a také v Asii
byla oproti tomu Pd nalézana na riznych mistech, postupné hlasena nesystematicky
Z vice statl. Prizkumy naznacuji, ze by se vyskyt Pd mohl vztahovat na celou Eurasii
(Hoyt et al. 2016; Zukal et al. 2016a). Genetické studie zaméfené na genom patogenni
plisné také zjistily genetickou variabilitu na uzemi Evropy a Asie oproti klondlni povaze
vzorki Pd ze Severni Ameriky (Rajkumar et al. 2011). To vSe nahrava hypotéze, ze
byla Pd zavlecena na izemi Severni Ameriky z palearktické oblasti, kde se setkala s tzv.
,haivnimi‘ populacemi (tj. s témi, které se s patogenem dfive nesetkaly) (napt. Wibbelt
et al. 2010; Blehert 2012). V palearktu se pivodce WNS vyskytoval uz historicky,
zdejsi netopyii se s nim vyvijeli a dnes ho dovedou tolerovat (Martinkova et al. 2010,
Wibbelt et al. 2010; Warnecke et al. 2012; Zukal et al. 2016a). To znamena, Ze se u nich
onemocnéni projevuje také, ale vyrovnavaji se s nim a nezemfou na né (Puechmaille et
al. 2011; Pikula et al. 2012), kdezto u americkych druht netopyrt vede k ¢ast&jsimu
probouzeni pii hibernaci a ptedéasnému vycerpani tukovych zasob koncici smrti
(Warnecke et al. 2012). WNS byl dosud potvrzen u 14 druhti evropskych a asijskych

netopyrd a u dalsich sedmi byla sledovana ptitomnost Pd bez prokazani propuknuti



onemocnéni. U severoamerickych netopyri je to 7 druhd s dolozenim WNS

a 5 podezielych na WNS (www.whitenosesyndrome.org).

1.1.2 Priznaky WNS

Plisent Pd u hibernujicich netopyri napada neosrsténé plochy pokozky na usich, ¢enichu
a nejsilnéji postihuje kozni membranu kiidel (Blehert et al. 2009; Meteyer et al. 2009).
Samotny vyskyt porostu plisn€ na netopyrovi vsak nemusi znamenat pritomnost WNS.
Pd se muze chovat do ur¢ité doby dermatofyticky, to znamena, Ze osidluje jen svrchni
nezivé zrohovatélé casti pokozky (Wibbelt et al. 2013). Onemocnéni propuka az
v okamziku, kdy plisei pronikne bazdlni membranou, zasdhne tak az do Zivé pojivové
tkané spodnich vrstev kiize a vytvari pro WNS typické 1éze (Meteyer et al. 2009). Jsou
to pod mikroskopem patrné shluky hyf a spor ve tvaru poharkt ¢i misti¢ek (tzv. ,,cup-
like erosions®). Pd dale prorusta a vypliuje vlasové vacky, mazové a apokrinni zlazy
(ibid.). Plisen muze prorist skrze celou $ifku kiidelni membrany (Band’ouchova et al.
2015). Dosud neni jasné, kde je prahova hodnota zatizeni patogenu, tj. kdy uz je
mnozstvi plisné takové, ze vyulsti v invazivni ¢innost a tvorbu WNS 1ézi (Zukal et al.
2016a).

Pd pii proristani Zivou tkani vyluGuje enzymy a daldi metabolity. Cesky védecky
tym mezi nimi nedavno odhalil iriboflavin (vitamin B;) (Flieger et al. 2016). Pro
organismus jinak prospésna latka muize pii vysokych koncentracich pisobit toxicky.
Netopyii pii hibernaci tlumi sviij metabolismus, pratok krve je snizeny a moznosti
vylu¢ovani sekundarnich metabolitii plisné jsou tudiZz potlacené. Proto se riboflavin
v mistech 1ézi kumuluje a skrze své cytotoxické pusobeni zodpovida za nekrotizaci
okolni tkané (ibid.). Situace se horsi pii probouzeni netopyru ke konci hibernace, kdy
zaCnou vylétavat ven ze zimovist. Pfi probuzeni dochazi k obnoveni krevniho ob¢hu
azvysi se mnozstvi kysliku v tkanich. Kyslik reaguje s riboflavinem a pii vystaveni
svétlu zplsobuje tzv. oxidacni stres, tvorbu volnych radikall, které organismus nestaci
odbouravat. Zaroven vysoké koncentrace riboflavinu v Iézich mohou vyvolat bouflivou
reakci znovu obnoveného imunitniho systému. Builky ze skupiny T-lymfocyti totiz
vyuzivaji riboflavin ajeho metabolity Kk vyhledavani mikrobialni infekce. Do
postizenych mist kuze shyperakumulaci riboflavinu vysilaji tyto lymfocyty

protizanétlivé cytokininy a tim jesté zhorsuji jejich stav (ibid.).



1.1.3 Smrtelné nasledky onemocnéni

Pokud dochazi k uhynu v disledku WNS, je to podle jedné zhlavnich hypotéz
piipisovano hlavné castéjSimu probouzeni netopyri ze strnulosti béhem obdobi
hibernace, které je pro netopyry nesmirné energeticky narocné (Reeder et al. 2012).
Cetngjsi probouzeni vedou k predéasnému spotiebovani tukovych zasob asmrti
z vyCerpani (Warnecke et al. 2012). Otazkou je, co vSechno se na zvysené frekvenci
probouzeni mize podilet. Pliseni zdvazné narusuje povrch kiidelni membrany, ta hraje
klicovou roli v termoregulaci, vyméné plyni s okolnim prostfedim, hospodateni
s vodou télesnych tekutin a Vv imunitnich funkcich (Warnecke et al. 2013). Védci se
domnivali, ze by se netopyfi ze spanku mohli budit kvili podrazdéni napadené kiize
a potiebé o pokozku pecCovat (Warnecke et al. 2012). V lézich se vSak neobjevuje
zanétliva reakce (Meteyer et al. 2009), ktera by pudila k vétsi pozornosti ohledné péce
0 invadovanou pokozku aani pii experimentech nebyl pozorovan narust takovéhoto
chovani (Wilcox et al. 2014; Bohn et al. 2016). Je mozné, ze k vyvolavani probouzeni
pfispivaji n¢jakym zpitisobem vysoké hladiny riboflavinu v 1ézich, které vyznamné
poskozuji kuzi (Flieger et al. 2016). Predpoklada se, ze pies naruSeny povrch kiidla
dochazi ke zvySenému vypafovani vody a netopyr se budi kvili silné dehydrataci
(Cryan et al. 2010, 2013). N¢které vyzkumy ale tuto hypotézu nepotvrzuji. Carey
a Boyles (2015) pii zkoumani nakazenych netopyrt zvysenou ztratu vody neprokazali.
Také pfi pozorovani chovani netopyrti v pribéhu bdélého stavu mezi dobami strnulosti
nebyl zaznamenan zvySeny zajem o dopliiovani vody pitim (Wilcox et al. 2014; Bohn et
al. 2016).

Zajimavym zjiSténim je, ze WNS nemocné jedince energeticky vycCerpava uz
vranych fazich onemocnéni, kdy je$t¢ nedochazi k cetnéjSimu probouzeni oproti
zdravym netopyrim (Verant et al. 2014). Spotieba energie tu mize byt aZ dvojnasobna.
Nakazeni netopyii se zfeym& musi vyrovnavat s komplexnimi fyziologickymi dopady
WNS, které mohou souviset naptiklad se zvySenymi naroky na termoregulaci
zpiisobenymi inhibici periferni vazokonstrikce v kiidlech ¢i zjiSténou chronickou
respiracni acidozou vyznacujici se nadmérnym zvysenim CO, v krvi (Warnecke et al.
2013; Verant et al. 2014). Acidoza by pak mohla byt jesté dalsi pfic¢inou k ¢ast&jsSimu
probouzeni v pokrocilych fazich onemocnéni, ktera nuti netopyry dychanim zredukovat

obsah CO; v krvi a pokud mozno vratit pH krve do normalu (ibid.).



Pozornost se zamétovala také na pribéh pravidelnych probouzeni ze strnulého
stavu. Bylo zji$téno, ze délka doby, po kterou je nakazeny netopyr vzhuru, nelisi od
zdravych jedinci (Warnecke et al. 2012; Brownlee-Bouboulis a Reeder 2013). Rozdilna
je hlavn¢ frekvence probouzeni (ibid.). Sledovany jsou cCinnosti, kterym se netopyr
vénuje v prubéhu bdelého stavu a které mohou ovliviiovat spotiebu energie. Posledni
experimenty naznacuji, ze netopyfi se snazi kompenzovat energetické vydaje spojené
s chorobou tim, Ze omezuji aktivitu pii probuzeni (Wilcox et al. 2014; Bohn et al.
2016). Byly ovSsem prezentovany i opacné vysledky, tedy Ze netopyii vénovali veEtsi
usili v péci o pokozku na ukor odpocinku (Brownlee-Bouboulis a Reeder 2013).
Postupny rozvoj onemocnéni je dale doprovazen piesuny netopyrd s tendenci ke
sniZzovani poctu jedincl ve skupinach (Wilcox et al. 2014), cemuZ bude jesté vénovana
samostatna kapitola.

Zatimco v Evropé ani Asii nebyla zaznamenana zvy$ena umrtnost a WNS je tu
tolerovan (napt. Martinkova et al. 2010; Pikula et al. 2012; Zukal et al. 2016a),
severoamerické populace netopyru tato choroba decimuje (napi. Frick et al. 2010;
Warnecke et al. 2013). Umrtnost se objevuje v druhé poloving obdobi hibernace
a vrcholi v bfeznu (Lorch et al. 2011). Nalézana téla mrtvych netopyrd jsou typicky
vyzabla (Warnecke et al. 2012). Dosud zcela nevime, co umoziuje evropskym
a asijskym netopyram pieziti infekce Pd (Band’ouchova et al. 2015). Pokud budeme
zohlednovat hloubku 1ézi, je onemocnéni v intenzité¢ srovnatelné se severoamerickymi
netopyry (Band’ouchova et al. 2015; Zukal et al. 2016a). Zaroven vsak u nich nebyly
registrovany zadné zmény v chovani ani Cast€j$i probouzeni, se kterym se setkdvame
u severoamerickych netopyri (Zukal et al. 2016b). Je mozné, ze mezikontinentalni
rozdily tkvi v celkové ploSe poSkozeného kiidla, ktera je u severoamerickych vétsi
(Flieger et al. 2016). Existuje také hypotéza, ktera vychdazi zrozdilnosti zatiZeni
ektoparazity unetopyrd na obou kontinentech. V Evropé jsou netopyii populace
mnohem vice zamotené ektoparazitickymi rozto€i (Horacek et al. 2014). Parazité
zpuisobuji svym hostitelim stres. Dochéazi k naruseni kiize a po probuzeni jsou netopyfi
vice aktivni v péci o pokozku na tkor odpocinku. Evropsti netopyii mohou byt tedy
mnohem vice adaptovani na napadeni ktize i jinymi Ciniteli a jsou mozna mén¢ nachylni
na ruSeni ze spanku (ibid.).

Pozitivnim poznatkem je, Ze ze Sesti druhii severoamerickych netopyril, kteti
Z pocatku objeveni WNS v Severni Americe celily drastickym populaénim poklestim, se

néktefi z nich v populac¢nich stavech zacinaji stabilizovat (Langwig et al. 2012; Frick et



al. 2015). Byly pozorovany nenarusené vzorce spanku, kdy se nakaZeni netopyfi
neprobouzeli vice ¢asto nez je obvyklé u zdravych jedincu (Lilley et al. 2016). Nékteré
dalsi vyzkumy odhaluji vyvoj tolerance ¢i dokonce rezistence urcitych druhtt k WNS
(Frick et al. 2016; Langwig et al. 2017). U vSech druht vSak takovéto pozitivni
tendence ve snaSenlivosti onemocnéni nejsou zaznamenané. Nejvétsi dopady ma WNS
na druh Myotis septentrionalis, ktery zmizel béhem 4 let z vétSiny lokalit a blizi se
vymieni (Langwig et al. 2012, 2015; Frick et al. 2015).

1.1.4 Zpusoby diagnostikovani WNS a zjistovani intenzity

Existuje vice moznosti jak diagnostikovat WNS ¢i zjistovat zavaznost onemocnéni.
Tyto metody se li§i v riznych smérech, naptiklad v pravdépodobnosti detekce WNS,
rychlosti provedeni, vyuzitelnosti v terénu, v dopadech na zkoumané zvife a podobné.
Pouzivanymi metodami jsou Cist¢ vizudlni diagnostika (Janicki et al. 2015),
histopatologické vysetteni (Meteyer et al. 2009), pouziti fluorescence prostiednictvim
UV zateni (Turner et al. 2014), metody PCR (Muller et al. 2013; Shuey et al. 2014) ¢i
hodnoceni z odbéru krve (zjistovani mnozstvi sodiku ¢i CO; v krvi) (Warnecke et al.
2013).

Za standardni a nejvice smérodatnou metodu na prokazani WNS je povazovano
histopatologické vySetfeni (Meteyer et al. 2009). Kozni membrana kiidla se pfi ném
zkouma mikroskopicky. Hledaji se hyfy a konidie Pd specifického vzhledu a typické
miskovité utvary naplnéné hyfami (tzv. ,,cup-like erosions®) (ibid.). Problém této
metody vSak dlouho spocival ve velkém mnoZstvi tkan¢, které je na vySetieni potfeba
(obzvlast’ je-li onemocnéni méné intenzivni). Timto zpisobem se mohlo zkoumat bud’

uz mrtvé télo zvitete, nebo bylo nutné fizené usmrceni. Dnes uz se pouziva tato metoda

Obr. 1: Podsviceni ktidel UV lampou pro zjisténi diagnostickych 1ézi WNS (foto: vlastni archiv)



v kombinaci s alternativnim zpGsobem diagnostiky a tim je pouziti prosvécovani UV
svétlem (obr. 1), které pomuze urcit misto, kde se tkan muize odebrat (vyfez o velikosti
3 x3mm). (Turner et al. 2014). Pfi proristani Zivou tkani totiz Pd uvoliiuje do okoli
rizné enzymy a metabolity mezi nimiz je iriboflavin (vitamin B;) apravé ten ma
fluorescen¢ni vlastnosti. Na poSkozené kozni membrané osvicené UV lampou jsou
patrné oranzov¢ svitici body, mista proristani plisné, diagnostické 1éze. Spoctenim
téchto bodl ¢i méfenim velikosti 1ézi lze kvantifikovat intenzitu WNS. Obdobna
fluorescence nebyla prokdzana po ¢innosti jinych mikroorganismi piichazejicich
s netopyry do styku, neméla by tudiz hrozit zaména (Flieger et al. 2016). Nespornou
vyhodou této metody je jeji snadnd a rychld pouzitelnost rovnou v terénu. K presnému
zjisténi poctu 1ézi je vSak nejvhodnéjsi pofidit v terénu fotografie prosvicené kiize
a spocitat léze na pocitaci pii vétsim zvétseni (Turner et al. 2014).

Ze zacatku terénnich prizkumt WNS na zimovistich se hodné vyuzivala Cisté
vizualni kontrola, je to ten nejjednodussi zpusob. Nevédélo se vSak, v jaké mife
viditelny porost plisné odpovidd redlnému stavu WNS. Dnes uz je znamo, ze
onemocnéni muize probihat do valné ¢asti krypticky, bez zietelnéjSich viditelnych
znamek porostt Pd (Janicki et al. 2015). Z vyzkumii na severoamerickych netopyrech
vyplynulo, Ze uspé$nost vizualni detekce WNS se 1isi mezidruhové. U nékterych druht
nelze vyuzit viibec, u jinych oproti tomu celkem spolehlivé (ibid.). Rizikem je dale
mozna zaména s nové objevenou dermatofytickou plisni Trichophyton redellii, ktera
tvofi na netopyrech bily povlak podobny P. destructans (Janicki et al. 2015; Lorch et al.
2015).

Pro kvantifikaci pfitomného porostu Pd na netopyrovi lze pouzit kvantitativni
polymerazovou tetézovou reakci (QPCR). Ta poskytuje udaje o mnozstvi DNA plisné,
tzv. zaté€zi, na urCité standardizované plose pokozky netopyra ziskané stérem
(z piedlokti, celého kiidla, ¢enichu) (McGuire et al. 2016). Bylo ovéieno, Ze zatéz
plisn¢ koreluje s intenzitou WNS (Zukal et al. 2016a). Vyhodou PCR metody je, ze
spolehlivé detekuje i malé mnozstvi piitomné Pd. To ale muze byt ve fazi, kdy jeste
nemoci (McGuire et al. 2016). Hranice, kdy se zatéz Pd jako dermatofytu pieklene
k invazi do Zivé tkan¢ netopyru, neni ov§em znama (Zukal et al. 2016a). Metoda gPCR

a prosvécovani UV svétlem byly pouZzity pro ziskani dat pro tuto praci.



1.2 Tvorba agregaci netopyru pii hibernaci

Hibernace neboli zimni spanek je reakce Zivo¢ichl na nepfiznivé podminky prostiedi
Vv zimnim obdobi. Je podminovana heterotermii, coz je schopnost aktivné regulovat
svoji télesnou teplotu tak, aby byly energetické naklady co nejmensi. Netopyii béhem
hibernace snizi svlij metabolismus na pouhych 5 % bazalniho metabolismu pfi Stavu za
béznych podminek. T¢lesna teplota se 1isi 0 1-2 °C od okolniho prostiedi, ¢imz se snizi
energetické naklady jinak spojené se ztratou télesného tepla do okoli (Geiser 2004;
Altringham 2011). Snizuje se tep, zpomali se dychani, klesa piijem kysliku. Zimni
spanek mize byt dlouhy 6-8 mésicti (Webb et al. 1996). Netopyii nejsou ve strnulém
stavu nepfetrzité po celou hibernaci, ale pravidelné se probouzi. Za celé obdobi spanku
to muze byt piiblizné 5-15krat (Pricha a Hanzal 1989) na 1-2 hodiny (Brownlee-
Bouboulis et al. 2013). Znovuobnoveni metabolismu a navySeni télesné teploty pfi
probouzeni je pro netopyry velice energeticky naro¢né, ale z ne tplné objasnénych
divodu potiebné (Boyles et al. 2006). Béhem doby spanku jsou snizené imunitni funkce
(Bouma et al. 2010). P#i strnulém stavu je pocet cirkulujicich leukocytt v Krvi snizen
ptiblizn¢ 0 90 %. V obdobi mezi strnulostmi se jejich mnozstvi V porovnani se stavem
mimo hibernaci obnovuje pouze ¢aste¢né (ibid.). Vzhledem Kk naro¢nym podminkam
hibernace netopyti specificky voli ur€ité strategie svého chovani, voli si ke spanku
Vv zimovisti mista vhodnych teplotnich a vlhkostnich podminek a také mohou tvofit

skupiny s ostatnimi netopyry.

1.2.1 Hibernacni strategie a vyhody zimnich agregaci

Ohledné¢ strategii pii hibernaci rozliSujeme druhové specifické chovani netopyrt, kdy
mohou jedinci zimovat solitérné, voln¢ visici na sténé zimovisté, schovavat se do
puklin, shromazd’ovat se do tésnych skupin nebo tyto moznosti rizné¢ kombinovat. Své
chovani uzplsobuji mikroklimatickym podminkam na zimovisti (hlavni faktory jsou
teplota a vlhkost) astavu svych tukovych zasob. Netopyr si vybérem teploty mista
urcuje irychlost svého metabolismu, potazmo spotfebu energie (Boyles et al. 2007).
Metabolismus se vice zpomaluje v nizSich teplotach. Netopyr v dobré kondici si tedy
mize dovolit vyssi teploty okolniho prostiedi (ibid.). Pokud se stav netopyra ¢i okolni
podminky zméni, mize se zvife pfesunout béhem pravidelnych probouzeni at’ uz
V ramci zimovisté (napt. Daan 1973; Hanzal a Pricha 1988) ¢i dokonce mezi zimovisti

na vhodnéjsi misto (Twente 1955; Boyles a Brack 2009).



Typickym rysem chovani nékterych druht netopyrt je tvofeni skupin, agregaci pti
hibernaci. Skupiny mohou byt slozenim druhové jednotné i smiSené a mize tu hrat roli
socialni aspekt nebo potteba pareni (Daan 1973; Thomas et al. 1979). Pocetnost ve
skupin¢ je proménliva. S postupem zimy pocet jedinct V agregacich stoupa (Pricha
a Hanzal 1988; Boratynski et al. 2012). Pocetnost jedinct v agregacich vrcholi zhruba
uprostied zimy (Boratynski et al. 2012). Koncem zimniho obdobi se zvySuji pfesuny
netopyru (Daan 1973) a pomér jedinca v agregacich se postupné snizuje (Boratynski et
al. 2012).

Seskupovani je behavioralni jev, ktery mad vyznamné fyziologické a ekologické
duasledky pro piezimujici jedince. Netopyii zfejmé v agregaci udrzuji stabilnéjsi teplotu,
coz jim umoziuje omezovat spotiebu energie (Brown 1999; Boyles et al. 2008). Ve
strnulém stavu je jadro skupiny chranéno pted moznym proudénim teplejsiho vzduchu
(Twente 1955), naopak pfi probouzeni se v ptipadé synchronizace mohou vzijemné
zahtivat (Boyles et al. 2008; Boratynski et al. 2012; Czenze et al. 2013). Naptiklad
podle vyzkumu Browna (1999) jedinci ve skupiné pfi probuzeni spotifebovali méné
kysliku a ztraceli méné tepla do okoli v porovnéani s t€émi solitérnimi. Dalsi vyhodou
tésnych seskupeni miize byt snizeni ztrat vody vyparovanim (Boratynski et al. 2012).
Bylo sledovano, Ze se snizujici se vlhkosti prostiedi zimovisté nartstal pocet jedinct
v agregacich (ibid.). Tvofeni uz i malych agregaci netopyrd V prostiedi zimoviste, které
nepodléha zadnym rusivym elementim, mtize vyrazné piispét K vyssi pravdépodobnosti
pteziti hibernujicich netopyrt (Twente 1955; Brown 1999; Boyles a Brack 2009).

Utvareni agregaci pii hibernaci mize mit také sva rizika. Netopyfi se v tésné
skupiné mohou navzdjem ruSit a podnécovat k energeticky naro€nému probouzeni.
Vzijemny zvySeny kontakt netopyrti ve skupiné dale usnadiiuje pienos infekénich
chorob a paraziti (Horacek et al. 2014; Lucan et al. 2016). Severoameriéti netopyii na
svych zimovistich vytvareji obrovské kolonie Citajici stovky az tisice jedincii. Vzajemny
kontakt je tedy vyrazné cCastéjSi neZ u netopyri palearktu, kteti tvoii daleko mensi
seskupeni (Wibbelt et al. 2010) (obr. 2). Je mozné, ze Se strategie tvorby agregaci
u severoamerickych populaci stala s objevenim WNS zna¢né nevyhodnou (Wibbelt et
al. 2010; Turner et al. 2015).
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1.2.2 Tvorba agregaci v souvislosti s WNS

Kdyz se zkoumaly spole¢né vlastnosti druhti netopyrii nachylnych na vznik WNS
v disledku napadeni Pd, nebyla tvorba agregaci pro onemocnéni syndromem urcujici.
Patogenni pliseni P. destructans se jevi jako generalista, protoZe napada netopyry napfic
jejich ekologiemi a hiberna¢nimi strategiemi (Zukal et al. 2014). Je vSak ziejmé, Ze
ackoli shlukovani netopyri WNS pifimo nepodmiiiuje, miize znacné podporovat
intenzitu jeho ptisobeni.

Agregace netopyri mohou hrat vyznamnou roli v pfenosu onemocnéni. Spory Pd
jsou adhezivni a také pomérné velké a tézké (Gargas et al. 2009). Proto se jen stézi
budou §itit vzduchem. Pfenos Pd je ziejmé zavisly na kontaktu (Lorch et al. 2011). Je to
jednak kontakt se sténami zimovisté, ktera slouzi jako pasivni rezervoar spor plisné
(Puechmaille et al. 2011), a samoziejmé kontakt mezi netopyry samymi (Langwig et al.
2015). Pfenos mezi netopyry se pritom déje bez ohledu na velikost populace (Langwig
et al. 2012). V Severni Americe jsou nejvice postizeny populace druht tvoficich na
zimovistich velké skupiny, kdezto u solitérn¢ zimujicich druhti jsou dopady WNS
podstatné¢ mensi (ibid.). Existuji dale doklady o zméné chovani nakazenych netopyru,

ktefi upousti od tvorby agregaci (Langwig et al. 2012; Wilcox et al. 2014). Izolace miize

Obr. 2: Agregace netopyra velkého (Myotis myotis) s viditelnymi povlaky plisné P. destructans
(foto: vlastni archiv)
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mit adaptivni charakter, kdy se relativné zdravi jedinci chrani pied nakazenim, nebo
dochazi ke stranéni se nemocnych, aby neohrozili ostatni (Wilcox et al. 2014). Netopyii
se Vv tésnych skupinach mohou také navzajem rusit. Pii probuzeni jednoho zvifete se
vyvola vramci skupiny kaskdda probouzeni okolnich jedinct. Jindy nejen
z energetického hlediska vyhodné seskupeni pak miize pisobit pravé opacné,
energeticky netopyry vice vycerpava a je tzv. maladaptivni (Czenze et al. 2013; Turner
et al. 2015).

Teoreticky by mohlo tvofeni agregaci pfispivat v Sifeni netopyfich ektoparaziti,
kteti maji v souvislosti s WNS potencionalné dvoji roli. Mozné je §ifeni plisné a jejich
konidii na télech ektoparazitii. Druhou moznou roli je napomahani vstupu houbovych
hyf Pd do pokozky skrze parazity naruSena mista (Lucan et al. 2016).

Pied objevenim WNS v Severni Americe netopyii zimovali v obrovskych skupinach
po stovkach az tisicich (Wibbelt et al. 2010). Ve vyvoji tamé&jSich populaci netopyru je
v soucasné dobé¢ sledovana tendence ke snizovani poctu jedinct V agregacich, které se
tak pfiblizuji evropskym pomérim (Frick et al. 2015). Pokud je tento vztah mezi
velikosti agregaci a intenzitou onemocnéni platny, méli by byt solitérn¢ zimujici jedinci
méné postizeni nez ty ve shlucich. Ovéfeni této hypotézy je jednim z cili mé prace.
V Evropé¢ uz byla zkoumana souvislost mezi velikostmi agregaci a prevalenci vizualné
zjistitelného vyskytu Pd na netopyrech, kde vSak nebyl prokazan signifikantni vliv
(Horacek et al. 2014). Vizualné znatelny porost plisné je ale jako znamka onemocnéni
jen malo spolehlivy anevypovida o realném rozsahu onemocnéni. Za pouziti metod
prosvécovani UV svétlem ¢i qPCR, které pouziji v této praci, se mize dosdhnout

presnéjsich vysledkd.



2 Cile prace

Je pravdépodobné, ze v pienosu ptivodce WNS hraje velkou roli vzajemny kontakt mezi
netopyry, ktery je podporovan tvorbou agregaci pii hibernaci. Proto jsem se ve své praci
rozhodla na agregace netopyr zaméfit. Cile prace bych shrnula do nasledujicich boda:
1) Zhotovit databazi zahrnujici pocty netopyrt hibernujicich v agregacich a mimo
né na vybranych zimovistich CR

2) Zjistit zda ptitomnost puvodce onemocnéni (uroven zatizeni porostem Pd, tzv.

,.fungal load*) a intenzita onemocnéni (pocty WNS 1ézi) souvisi s agregovanim
netopyri

3) Stanovit vztahy mezi tfemi metodami hodnoceni intenzity WNS: (1) vizualni

kategorizaci WNS, (2) zatizenim porosty Pd a (3) po¢tem WNS 1ézi

4) Porovnat Cetnosti agregaci na odliSnych typech zimovist (pfirozena jeskynni

zimovisté oproti starym dulnim dilam).

Lze ptredpokladat, Zze netopyii zimujici ve skupiné budou intenzivnéji postizeni
WNS oproti jedincim zimujicim solitérné a budou mit na pokozce vétsi mnozstvi Pd
diky snadnéjSimu kontaktnimu pfenosu spor mezi agregujicimi jedinci. Dale je
predpokladem, ze se bude liSit pomér netopyrt zimujicich v agregacich mezi odlisnymi

typy zimovist’, kviili jejich rozdilnému mikroklimatickému charakteru.
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3 Material a metody

3.1 Kvantifikace intenzity WNS a zjiStovani mnoZstvi Pd u netopyri

na vybranych zimovistich

Data 0 intenzit¢ onemocnéni a mnozstvi Pd byla ziskavana v prib&éhu biezna a dubna
roku 2015 a 2016 na 17 zimovistich CR prevazné z oblasti Jizerskych hor a Jesenik.
Zkontrolovano bylo celkem 154 netopyri. Druhové se jednalo hlavné 0 netopyra
velkého (Myotis myotis) (147 jedinct), ktery je u nas nejvice postihovan WNS (Horacek
et al. 2014, Zukal et al. 2014), sedmi jedinci byl zastoupen netopyr brvity (Myotis
emarginatus). U netopyr bylo zaznamenavano pohlavi (samec/samice), vék (adultni /
subadultni jedinec), pfitomnost v agregaci nebo mimo ni (v agregaci/samostatn¢) a typ
zimovisté (jeskyné/Stola). Pritomnost Pd aintenzita WNS byly zjistovany tfemi
zpusoby: (1) vizualné, (2) pomoci stéru zlevého kiidla anasledné analyzy
prostfednictvim kvantitativni PCR (qPCR) a (3) pomoci prosvécovani UV svétlem
a spoctenim lézi.

(1) Kwvizualnimu hodnoceni byla pouzita stupnice 0-3 (obdobné jako
u prace Horacka et al. (2014): 0 — zadny viditelny porost plisné, 1 — mirny porost, lehce
rozptyleny na malé ¢asti téla, 2 — stfedni zasazeni plisni, zfeteln&j$i mycelia zejména
Vv oblasti ¢enichu, 3 — velké plochy s povlakem plisné, na vice ¢astech téla.

(2) K analyze pomoci qPCR byl od kazdého netopyra potizen stér z plochy dorzalni
strany levého kiidla. Koneénym vysledkem analyzy byly udaje o mnozstvi DNA Pd
v pg/em? plochy kiidla (tzv. ,fungal load*, zat&z Pd) vypo&itané podle vzorce, ktery
zahrnuje druhové specifickou plochu kiidla podle Norberga a Raynera (1987). Analyza
gPCR byla provedena zptsobem, ktery je detailnéji popsany Vv praci Zukala et al.
(2016a). Kvantifikace DNA se méfila béhem 43 cykli. Koncentrace DNA
byla odvozena od kalibra¢ni kiivky zhotovené pomoci analyzy kontrolni Kkultury
CCF3937 a vypocitana podle vzorecku (qpapna) = 3.194 - 0,287 Cp (R2 =0,9719), kde
g je koncentrace DNA a Cp dany cyklus (ibid.). Pti analyze gPCR byly ke zjisténi Pd
pouzity specifické primery (Shuey et al. 2014).

(3) Kprosvécovani kiidel UV svétlem byla pouzita metodika, kterou vytvofili
Turner et al. (2016). Kozni membrana netopyra byla prikladana na UV lampu s vinovou

délkou zafeni 368 nm (obr. 3). Byly potizeny vzdy 3 fotografie pod UV svétlem ke
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kazdému jedinci: zabér pravého kiidla, levého kiidla a uropatagia. Pti praci bylo nutné
pouzit bryle s UV filtrem. K fotografovani byly pouzity pfistroje Canon PowerShot G9
a PENTAX K-r. Fotografovalo se na dlouhou expozici se stativem. Oranzov¢ zafici 1éze
jsem pak pocitala v nékolikandsobném zvétSeni na pocitaci (obr. 4).

Protoze byla k datim sbiranym V terénu piimo za ti¢elem této prace ptidavana jesté
dalsi data z jinych vyzkum, v databdzi nejsou zahrnuty pro vSechny netopyry vSechny
proménné. Z celkového poctu 154 netopyrii ze vzorku byl u vSech z nich proveden stér
na analyzu qPCR i vizualni hodnoceni WNS. Pohlavi a vék jsou znamy u 150 jedincu.
Prosvécovani UV svétlem za ucelem spocteni WNS 1ézi se provedlo u vSech netopyrt,

ale na jedné lokalité bez zahrnuti uropatagia (u 35 jedinci).

Obr. 3: Foceni kiidel netopyrt za vyuziti podsviceni UV lampou v Majovych jeskynich (foto: Jifi
Safar)

3.2 Agregace netopyri na zimovistich

Po fadu let si néktefi s¢itatelé z Ceské spolenosti pro ochranu netopyra (CESON)
zaznamenavali pii kazdoro¢nich scitanich netopyri na zimovistich i pocty jedinct
zastihnutych pii zimovani v agregaci. Informace o tvorbé agregaci na ceskych
zimovistich ale zustavaly neucelené abez vyuziti. Pro ucely této prace jsem

shromazdila tdaje o agregacich netopyri z let 2012-2016 na celkem 36 ceskych
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vyznamnych regionalnich zimovistich netopyra velkého (Myotis myotis). Jsou to
zaznamy pofizené v ramci zimnich s¢itani, ktera probihala béhem prosince az biezna.
Vznikla databaze agregaci obsahuje ndzev zimovisté, jeho typ (jeskyné/Stola), datum
kontroly, pocty jedincti v jednotlivych agregacich (tj. skupina 2 avice =zvifat)
rozdélenych podle druhl acelkovy pocet netopyri na zimovisti podle druhu. Pro
jednotlivé druhy jsem vypocitala podil jedincd, ktefi pti dané kontrole zimovali
Vv agregacich (tj. pocet agregujicich jedinct ku celkovému poctu netopyrt daného druhu
na zimovisti). Ziskané hodnoty u kazdého zimovisté jsem nasledné¢ priimérovala, abych
dostala praimérny podil netopyrt v agregacich pro jednotliva zimoviste.

Z druhti jsou V databazi zastoupeny piedevSim netopyr velky (Myotis myotis)
(442 zaznamenanych agregaci), dale netopyr brvity (Myotis emarginatus)
(159 agregaci), netopyr Cerny (Barbastella barbastellus) (25 agregaci), netopyr vodni
(Myotis daubentonii) (11 agregaci) a netopyr Brandtav (Myotis brandtii) (9 agregaci).

Obr. 4: Ve zvétSeni patrné oranzové fluoreskujici 1éze u levého kiidla podsviceného UV svétlem
(foto: vlastni archiv)
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3.3 Statistické zpracovani dat

3.3.1 WNS léze a mnozstvi Pd

Pted statistickym zpracovanim data prosla nasledujicimi Gpravami. Rozlozeni poctu 1ézi
U netopyrt bylo vyrazn¢ kladn¢ zeSikmené, proto jsem je transformovala logaritmickou
transformaci, abych dosahla normalniho rozdéleni. Také vysledky z qPCR (mnoZzstvi
DNA Pd na cm? kiidla neboli zat&z Pd), které jsem méla k dispozici prepocitané na
plochu kiidla, nevykazovaly normalni rozdéleni. Na tato data jsem aplikovala Box-
coxovu transformaci.

Pomoci Pearsonovy korelace jsem déle ovétovala, zda odpovida pocet 1ézi levého
kiidla celkovému poctu lezi u netopyra. Tim jsem se zabyvala mimo jiné z toho diivodu,
ze stéry ke zjisténi mnozstvi DNA Pd (pro qPCR) byly pofizeny pravé z plochy pouze
levého kiidla. Zjistila jsem pozitivni korelaci v poctu 1ézi celého téla a levého kiidla
(r=0,94; P<0,001) (obr. 5). To do jisté miry potvrzuje, Ze mohu qPCR analyzované stéry
z levého kiidla (zatéz Pd) i pocty 1ézi pouze z levého kiidla reprezentativné vztahovat
na celého netopyra. Linearnim modelem jsem také zjist'ovala, jak je té€sny vztah mezi
po&tem 1ézi levého kiidla a zatézi Pd na cm? levého kiidla. K uréeni miry korelace jsem

vyuzila Pearsoniv korelaéni koeficient (r).

4.5 4
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Obr. 5: Vztah celkového poctu WNS 1ézi netopyra a poctu WNS 1ézi levého kiidla. Celkovy pocet
WNS 1ézi pozitivn¢ koreluje s po¢tem na levém kiidle
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Hodnotila jsem dale uspésnost vizualni detekce WNS. Zjistovala jsem, zda se
netopyii zafazeni do 4 preddefinovanych kategorii vizudlniho hodnoceni od sebe
prukazné odliSuji v poctu zjisténych WNS 1ézi a v mnozstvi Pd zjisténém na pokozce
kiidla. K testovani jsem pouzila ANOVu s post-hoc Tukey-Kramerovym testem.

Pro dvé hlavni zavisle proménné (celkovy pocet WNS 1ézi a zatéz Pd) jsem po
jejich transformovani (viz vyse) sestavila dva modely GLM: 1) pro zavisle proménnou
,pocet WNS 1ézi“ sfaktory: typ zimovisté, vék, pohlavi, pfitomnost v agregaci
a kovariatou proménné pramérného podilu agregovanych netopyri na zimovisti, 2) pro
zavisle proménnou ,,mnozstvi Pd“ se stejnymi faktory i kovariatou. Z modelti jsem
postupné odebirala nesignifikantni faktory, az zGstaly jen ty, které nejvice vysvétlovaly
variabilitu sledované zavisle proménné. U faktorii se signifikantnim vztahem k dané
zavisle proménné jsem nasledné testovala rozdil mezi kategoriemi pomoci t-testu.
Specidlni pozornost jsem vénovala proménné pritomnost netopyra v agregaci, jakozto

hlavnimu pfedmétu zkoumandi této prace.

3.3.2 Tvorba agregaci netopyru na zimovistich

V databazi agregaci jsem vytvotila kromé podilu agregujicich jedinct na zimovisti (viz
vyse kap. 3.2) i dalsi dvé proménné, a to primérna velikost agregace a nejvetsi velikost
agregace na zimovisti. Tyto dvé proménné neodpovidaly normalnimu rozdéleni, proto
jsem je transformovala aodebrala jednu prukazné odlehlou hodnotu (na nejvétsi
velikost agregace jsem pouzila logaritmickou transformaci ana primérnou velikost
agregace odmocninovou transformaci).

Pomoci dvouvybérového t-testu jsem zjist'ovala vliv faktoru typ zimovisté na tvorbu
agregaci. Pied provedenim testu jsem vybirala vhodné proménné ztéch, co jsem
vytvoftila diive a které néjakym zptisobem kvantifikuji tvorbu agregaci na zimovisti. Pro
ptrehled o vztazich jednotlivych proménnych jsem vytvofila korela¢ni matici s vyuzitim
Pearsonova korela¢niho koeficientu (r). Do matice jsem zahrnula tfi vySe zminované
proménné tykajici se agregaci. Proménné nejvétsi velikost agregace a primérna velikost
agregace spolu korelovaly (r=0,82; P<0,001), proto jsem pro t-test zvolila zastupnou
proménnou téchto dvou, ato primérnou velikost agregace. Dale jsem pouzila také
proménnou priamérny podil netopyri v agregacich. Ta totiz nekorelovala s nejvétsi
velikosti agregace (r=0,04; P=0,817) ani S primérnym poctem jedincli v agregacich
(r=0,00; P=0,981).
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U zminovanych testd jsem zohlediiovala 5% hranici hladiny vyznamnosti. Pro
vSechny vyse uvedené testy a Gipravy dat jsem vyuzila program Microsoft Office Excel
2007 a NCSS 20009.



4 Vysledky

4.1 Intenzita WNS a mnozstvi Pd

4.1.1 Vztah mezi poctem lézi a mnoZstvim Pd

Fotografie netopytich kiidel, které slouzily ke spocitani WNS 1€zi, byly pofizovany za
velice naroénych podminek. Proto se uvsech jedinci (n=154) nepodafilo zachytit
vSechny snimky tak, aby byly 1éze jasné spocitatelné. U péti netopyrii nebylo mozné
zaznamenat pocet 1ézi. Prokazala jsem, Ze pocet 1ézi levého kiidla koreluje s celkovym
poctem 1ézi (tj. ob¢ kiidla a uropatagium) (r=0,93; P<0,001) (obr. 5).

Po&et 1ézi levého kiidla a mnozstvi Pd vztaZené na cm? k¥idla (tzv. ,,fungal load*)

spolu nekoreluji (r=0,13; P=0,122) (obr. 6).

4.1.2 Vizualni diagnostika WNS

V datech nasbiranych pro tuto praci nebyl zadny netopyr povazovan na zakladé vizualni
diagnostiky WNS za fale$né pozitivniho. To znamena, ze U vsech netopyri vizualné

zatazenych do kategorii 1-3 (S vyskytem viditelného porostu plisn¢) byla prokazana

4.0
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Pocet WNS lézi (log)
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Obr. 6: Vztah poctu WNS 1ézi (levé kiidlo) a mnozstvi Pd na cm? levého kiidla (tzv. ,fungal
load*). Poc¢et WNS lézi na mnozstvi Pd nezavisi

19



20

ptritomnost Pd avyskyt WNS 1ézi. Celkem 32 % netopyrd pak bylo hodnoceno
kategorii 0 jako faleSn¢ negativni, tj. nejevilo pouhym okem viditelné znadmky
onemocnéni, piestoze u nich byla zjisténa Pd. Z pohledu WNS 1ézi bylo fale$né

negativnich vysledkd 31 %. Pouze u jediného netopyra, ktery dle vizualniho hodnoceni
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Obr. 7: Pocty WNS 1ézi netopyrii u jednotlivych kategorii vizualniho hodnoceni WNS. Kategorie 0
se statisticky vyznamné odliSuje od ostatnich
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Obr. 8: Mnozstvi Pd na cm® kiidla (tzv ,,fungal load“) u jednotlivjch kategorii vizualniho
hodnoceni WNS. Kategorie 3 se statisticky vyznamné odliSuje od ostatnich
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nalezel do kategorie 0 (bez viditeIného porostu plisng), se sice prokazala pritomnost Pd,
ale zadné WNS léze nalezeny nebyly.

Kategorie vizualniho zhodnoceni stupné WNS (0-3) se signifikantné odlisuji
v poétu WNS 1ézi (F=12,39; P<0,001). Nejméné 1ézi maji netopyii zafazeni do
kategorie 0, ktera se prikazné odliSuje od kategorii 1-3, které se mezi sebou
signifikantné nelisi, ackoli je z grafu patrna vzestupna tendence (obr. 7). Pro jednotlivé
kategorie vizudlniho hodnoceni byly zjistény medidny poctu WNS 1¢ézi levého kiidla:
kategorie 0 (36,5); kat. 1 (124); kat. 2 (207); kat. 3 (857,5). Stupné¢ vizualniho
hodnoceni se signifikantné 1i§i Vv zavislosti na mnozstvi Pd u netopyra (F=4,78;
P=0,003). V tomto ptipad¢ se prukazné odliSuje kategorie 3 (netopyii s nejvétsim

poctem 1ézi) od kategorii 0-2, které vzajemné rozlisené nejsou (obr. 8).

4.1.3 Vliv vybranych faktort na intenzitu WNS a mnozstvi Pd

Pomoci GLM byl testovan vliv vybranych faktord (tab. 1), ke kterym byla pfipojena
proménna podil agregujicich jedincli na zimovisti (tab. 2). Pfi sestaveni GLM pro
zavisle proménnou pocet WNS 1ézi vysel signifikantni vliv faktort: pohlavi (F=6,41;
P=0,012), v¢k (F=6,32; P=0,013), podil netopyru v agregacich na zimovisti (F=5,57;
P=0,020) (obr. 9). Zmodelu jsem pro nepfitomnost vlivu vyloucila faktory: typ
zimovisteé (F=2,42; P=0,122), ptitomnost jedince v agregaci (F=0,05; P=0,826).

Tab. 1: Pocty jedincii ve vzorku a mediany s rozpétim kvartilii (Xp5—X75) U intenzity WNS (pocet
1ézi levého kiidla) a mnozstvi Pd v ng na cm? kiidla (tzv. ,,fungal load*) u kategorii sledovanych
proménnych (pohlavi, stafi, typ zimovisté a piitomnost jedince v agregaci)

Kategorie Podet WNS 1ézi Mnozstvi Pd [ng/cm?]

proménnjch ]5(;)1(;1?::.1 Medin (Xas—Xs) Jg(;’lflitu Medin (Xas—Xs)
samice 66 51 (18,5-182,75) 69 4,25 (0,88-47,46)
samec 79 142 (49-492) 81 5,41 (0,28-57,19)
adult 88 73 (16,25-226) 92 4,31 (0,92-58,19)
subadult 57 157 (74-374) 58 4,01 (0,26-42,06)
jeskyng 51 85 (22-385) 51 27,05 (1,08-77,40)
Stola 08 122,5 (27,5-307,75) 103 3,01 (0,28-16,57)
v agregaci 67 122 (40-304) 69 10,31 (1,02-58,86)
samostatnd 82 98,5 (25,25-346,25) 85 2,19 (0,32-32,53)

Celkem 149 104 (27-328) 154 4,31 (0,62-48,49)
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Nasledné jsem otestovala rozdily mezi kategoriemi u pohlavi a véku. Samice maji
vice WNS 1ézi nez samci (P=0,004) (obr. 10: A) a subadultni jedinci maji vice 1ézi nez
adulti (P=0,005) (obr. 10: B). Testovala jsem také vliv kombinace pohlavi a véku na
pocet WNS 1ézi. Adultni samice maji nejméné¢ WNS Iézi a odliSuji se prukazné od

subadultnich samci, ktefi maji 1ézi nejvice (F=5,36; P=0,002) (obr. 11).
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Obr. 9: Vztah mezi primérmym poétem WNS 1ézi a praimérmym podilem agregujicich jedincti na
zimovisti
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Obr. 10: Vliv pohlavi (samice/samec) a véku (adult/subadult) na mnozstvi WNS 1ézi u netopyri.
A) Samci maji prikazné vice 1ézi nez samice. B) Subadulti maji vice 1ézi nez adultni jedinci
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Model GLM se zavisle proménnou mnozstvi Pd ukézal signifikanci pouze jednomu

faktoru: typ zimovisté (F=15,37; P<0,001). Z modelu nem¢ly vliv faktory: pohlavi
(F=0,61; P=0,436), veék (F=0,13; P=0,714), ptitomnost v agregaci (F=1,52; P=0,220),
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Obr. 11: Vliv kombinace v€ku a pohlavi jedinct na pocet WNS 1ézi. Vyc¢et kategorii: ad F (adultni
samice, n=44), ad M (adultni samec, n=48), sad F (subadultni samice, n=25), sad M (subadultni
samec, n=33). Adultni samice maji 1ézi nejmén¢ a subadultni samci nejvice, navzdjem se od sebe

signifikantné 1isi

A 500 -

400 -
N N
IS IS
L L
)]
g 300 4 2
o] he]
o o
- -
G 200 - 5
SN N
o o
= T =

100 -

0

jeskyné étéla
Typ zimovisté

Obr. 12: Vliv typu zimovi§t€ (jeskyné/stola)

500 -

400 4

300 -

200 A

100

il

samostatné v agregaci
Pfitomnost v agregaci

a ptitomnosti  jedince v agregaci

(v agregaci/samostatné) na mnozstvi Pd na cm? kifdla. A) V jeskynich maji netopyfti prukazné vice
Pd nez ve §tolach. B) Netopyti v agregacich maji vice Pd nez samostatni jedinci



24

podil agregujicich jedinci na zimovisti (F=2,60; P=0,109). Nasledné¢ jsem testovala
odlisnost kategorii u typu zimovisté. Netopyii v jeskynich maji vice Pd na pokozce nez
ti ve Stolach (P<0,001) (obr. 12: A).

Nakonec jsem se zaméfila na faktor pfitomnost netopyru v agregaci. Ackoli v obou
modelech GLM nevychazi signifikantni zavislost na tomto faktoru (viz vyse), z dat jsou
patrné vyssi hodnoty mnozstvi Pd u netopyru ptitomnych v agregaci nez u samostatné

zimujicich (tab. 1, obr. 12: B).

4.2 Tvorba agregaci na zimovistich

4.2.1 Pocty jedinct v agregacich

Proménné nejvétsi velikost agregace aprimérna velikost agregace spolu koreluji
(r=0,81; P<0,001) (tab. 2). Podil netopyra v agregacich nekoreluje s nejvétsi velikosti
agregace (r=0,04; P=0, 817) ani s prim&rnym poétem jedinct v agregacich (r=0,004;
P=0,981). Pro cely vzorek (36 zimovist) je podil agregovanych netopyrtit medianem 0,5
(tab. 2).

Tab. 2: Mediany s rozpétim kvartilii (x25—X75) U proménnych tykajicich se agregaci na dvou typech
zimovist’ (jeskyné/stola) a na vSech zimovistich celkem

Typ Podet Nejvetsi velikost Pramérna velikost Pramérny podil
zimovisté agregace agregace netopyrd v agregacich
- don 9 6,0 5,0 0,4
JeSKY (4,5-15,5) (4,3-6,4) (0,3-0,6)
. 8,0 4,0 0,6
Stola 27 (3-15) (2,8-5.5) (0,4-0.7)
75 4,6 05
Celkem % g (3-5,5) (0.4-0.7)

4.2.2 VIliv typu zimovisté na agregovani netopyra

Typ zimovisté (jeskyné/Stola) neovliviiuje podil netopyr v agregacich (P=0,278) (obr.
13: A). Neprokdzal se ani vztah typu zimovisté a primérné velikosti agregaci netopyrii

na zimovisti (P=0,079) (obr. 13). Nicmén¢ ve Stolach byl zjistén mirné vyssi podil
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netopyru v agregacich a 0 néco mensi primérné velikosti agregaci nez v jeskynich (obr.

13, tab. 2). Oboji vsak statisticky neprokazatelné.
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Obr. 13: Vliv typu zimovisté (jeskyné/Stola) A) na podil netopyra pfitomnych v agregaci na
zimovisti a B) na primérnou velikost agregace na zimovisti. Mezi jeskynémi a $tolami v obou
ptipadech neni signifikantni rozdil



5 Diskuze

White-nose syndrome (WNS) je nedavno objevené onemocnéni, jehoz puvodcem je
pliseri Pseudogymnoascus destructans (Pd). Pfedpoklada se, Ze v pienosu tohoto
patogenu hraje velkou roli vzijemny kontakt mezi netopyry, ktery je podporovan
tvorbou agregaci pifi hibernaci. Zmych vysledki vyplyva, Ze tvorba agregaci
Vv evropskych podminkach mize napomahat k $iteni Pd, pfesto vSak nezintenziviiuje
projevy WNS. Intenzita onemocnéni je pfitom podle mych zjisténi nejvétsi u samct

a mladych jedincti.

5.1 Vztah mezi po¢tem WNS 1ézi a mnoZstvim Pd

Podet WNS 1ézi levého kiidla podle mych vysledki nekoreluje s mnozstvim Pd na cm?
ktidla. Tento vysledek je v nesouladu se zjisténim Zukala et al. (2016a), kde korelace
mezi poctem lézi azatézi Pd zjisténa byla. Je tfeba podotknout, ze vysledek prace
Zukala et al. (2016a) vychazi z rozsahlejsiho vyzkumu, ktery zahrnoval ve vzorku
481 netopyri. Odlisnost vysledkid tedy muze byt zpisobena niz$im poctem netopyri ve
vzorku. Netopyii se pii pravidelnych probouzeni Cisti a tim mohou stirat mycelia plisné
z pokozky. V tomto okamziku pak spolu pocet WNS 1ézi a mnozstvi Pd na pokozce
netopyra korelovat nemusi. Protoze nebyla nijak monitorovana ¢innost netopyrit pred
odebranim vzorku ke stéru na qPCR, neni jasné, jak dlouho se pfed vzorkovanim dany
jedinec probudil a jakou mérou byl schopny se od plisné ocistit. Je tedy mozné, Ze
takovéto chovani netopyri muze prispivat ke zkresleni zjisténého mnozstvi Pd
Z pokozky vztazenému k poctu WNS [ézi. Riziko tohoto zkresleni bude samoziejmé

veétsi U mensiho vzorku jedincii, coz miize byt piipad mych vysledkd.

5.2 Vizualni diagnostika WNS

Stupng vizualniho hodnoceni (0-3) podle vysledku této prace trendem relativné kopiruji
intenzitu WNS i mnozstvi Pd na pokozce netopyrta (obr. 7 a 8). Je patrné, Ze u ranych
fazi onemocnéni je vizualni odhad intenzity onemocnéni t€Z$i neZ u netopyri S jiz
rozvinutym WNS. Na moznosti vizualné zhodnotit stupen WNS se navic opét podili
i stirani viditeIného mycelia vySe zmifiovanym ¢isténim netopyrd béhem pravidelnych

probouzeni. Z netopyri kontrolovanych pro tuto praci nebyl zadny jedinec vizualné
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hodnocen falesné pozitivné. Pokud totiz byly na netopyrovi zaznamenany jakékoli
viditelné bilé porosty mycelia, byla zde prokazana ptitomnost Pd analyzou qPCR
arovnéz WNS prostiednictvim diagnostickych WNS 1ézi. Jedincti, ktefi nejevili zadné
vizualni znamky porostu Pd, a pfesto se u nich prokazala ptfitomnost Pd laboratorné,
bylo dohromady 32 %. Kdyz zkoumali pravdépodobnost vizualni detekce Pd u 928
netopyrtt Sesti druhi v Severni Americe, faleSné¢ negativnich vysledkti bylo 77 %
(Janicki et al. 2015), tj. vice nez dvakrat tolik. Rozdilnost v mnozstvi téchto tzv.
kryptickych napadeni Pd je nejspiSe zpusobena druhovym  zastoupenim.
Pravdépodobnost vizualni detekce Pd je totiz druhové specificka (ibid.). Vzorek
netopyru v této praci je slozeny pievazné z jednoho druhu (Myotis myotis), a proto by se
mely hodnoty prezentované v této praci vztahnout konkrétné na tento druh, nikoli na

jiné druhy nebo souhrnné na evropské druhy netopyri.

5.3 Vliv pohlavi a véku na intenzitu WNS

Na poc¢et WNS 1ézi ma prukazny vliv pohlavi a vék jedince. Subadultni jedinci a samci
méli prukazné vice WNS 1ézi nez adulti a samice. Zaroven maji prikazné vice 1ézi
subadultni samci oproti adultnim samicim. U mnozstvi Pd mezi t€émito skupinami rozdil
neni. To naznacuje, ze ackoli je zatéz Pd stejna, mohou byt pravé mladi a samci
z n¢jakého dlivodu nachylnéjsi k prortstani kiize plisni a tvoreni WNS [ézi.

Mladi jedinci jsou pfirozené zdravotné nachylnéjsi k onemocnénim a také
U netopyru jsou miry prezivani subadultti obecné povazovany za nizsi nez u dospélych
jedinct (napf. Tuttle 1976, Horacek 1985 in Postawa a Nagy 2016; Sendor a Simon
2003), ikdyz se to nemusi silné projevovat kazdorocné a u vsech lokalit (Jonasson
a Willis 2011). U subadultnich jedinct se pii vyzkumu severoamerického netopyra
hnédavého (Myotis lucifugus) neprokazala Setrnost S energetickymi zasobami v prubéhu
hibernace (posuzovanou podle hmotnosti tukovych zasob), ptestoze jsou mladi jedinci
mensi a zasob mohou mit k dispozici méné nez dospélci (Kunz et al. 1998; Jonasson
a Willis 2011). Poklesy télesné kondice v priabéhu hibernace u nich byly rychlejsi nez
U dospé€lych jedincii (Jonasson a Willis 2011). Je mozné, ze se teprve uci, jak
s tukovymi rezervami Setfit (ibid.), coz ovlivni svym chovanim, které miize zahrnovat
napiiklad vybér mista vhodnych teplotnich podminek (Boyles et al. 2007), dobu

stravenou ve strnulém stavu a frekvenci probouzeni nebo také tvorbu agregaci (Brown
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1999; Boyles et al. 2008). Tohle v§e muze byt izce spojeno i S odolavanim nemocem
a prispivanim K nachylnosti mladych jedinct také k WNS.

Mezi pohlavimi u netopyrt nebyl za obvyklych podminek hibernace shledan rozdil
V mife preziti (napf. Sendor a Simon 2003). V Severni Americe pii vyzkumu netopyra
hnédavého (Myotis lucifugus), ktery je jednim ztamnich nejvice WNS postizenych
druhti, pozorovali vliv pohlavi na preziti pti pusobeni WNS (Johnson et al. 2014;
Grieneisen et al. 2015). Samice dosahovaly vétsi pravdépodobnosti preziti nez samci
(Johnson et al. 2014). Vyplyva to nejspiSe ze skute¢nosti, ze adultni samice vstupuji do
hibernace s vétsimi tukovymi zasobami nez adultni samci a subadultni jedinci, navic
Vv pribéhu hibernace dovedou ve spotiebé energie vice Setfit (Kunz et al. 1998; Jonasson
a Willis 2011). PtriCemz netopyii Setfi energii tim zpusobem, Ze hibernuji v del$ich
usecich (tj. probouzi se méné Casto) a hluboce (snizi maximalné sviij metabolismus)
(ibid.). Nabizi se tu vysvétleni nizkého poctu 1ézi u samic tim, ze hibernuji po delSich
usecich a nemaji tedy pfilezitost se Cistit od porosti Pd tak Casto jako samci. Této
hypotéze vS§ak moje vysledky odporuji. Prikazné rozdily mezi pohlavimi v mnozstvi Pd
na pokozce kiidla jsem ve své praci nezjistila.

Hluboké a dlouhé stavy strnulosti nejsou pro hibernujici netopyry jednoznacné
vyhodné&jsi, naopak ssebou nesou fyziologické aekologické naklady (napiiklad
V podobé nahromadéni metaboliti (Boyles et al. 2006), vétsiho potlaéeni smyslového
vnimani a imunity ¢i spankového deficitu (Boyles et al. 2007). Pfesto je pro samice
nutné Setfit energii, i kdyz maji na zacatku vétsi tukové zasoby (Kunz et al. 1998;
Jonasson a Willis 2011; Johnson et al. 2014). Na jafe po skoncéeni hibernace totiz
samice potiebuji dostatek energie pro spusténi hormonalnich zmén, které vyvolaji
ovulaci. Vajicko vtuto dobu muze byt oplodnéno spermiemi, které maji samice
Vv pohlavnim ustroji od podzimniho patfeni (Jonasson a Willis 2011). Z tohoto diivodu,
a také pro schopnost samic 1état gravidni ¢i s mladétem na téle, se U netopyrd vcetné
M. lucifugus (ibid.) a M. myotis (Lison et al. 2014) vyskytuje pohlavni dimorfismus.
Dospélym samicim je proto umoznéno mit vétsi tukové zasoby a byt tak odolnéjsi
v prubéhu hibernace k energetickym ztratdm, v Severni Americe spojenym i S vlivem
WNS (Jonasson a Willis 2011). Johnson et al. 2014 ve své praci podotykaji, Ze zatimco
lepsi t€lesna kondice jisté prispiva k mife piezivani v piipadé WNS, podle jejich
analyzy pfeziti existuji dal$i zatim neodhalené faktory odvozené od pohlavi, které

rozdilnost v pteziti netopyra ovliviuji.
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V evropskych podminkach mohou v otazce WNS hrat roli ektoparaziticti roztoci.
V Evropé jsou netopyii mnohem vice zatizeni ektoparazity nez v Severni Americe
(Horacek et al. 2014). Parazit¢ zplsobuji netopyiim hostitelim naruseni pokozky
astim spojeny stres. Nepietrzité vystavovani tomuto druhu poskozovani pokozky
mohlo u evropskych netopyrtii vypéstovat urcitou toleranci a odolnost (ibid.). Zajimavé
je, Ze se u netopyra lisi v mnozstvi ektoparazitii samci od samic (Christe et al. 2007). Je
to dano odlisSnym zptsobem zivota v priabéhu roku. Zatimco dospéli samci a mladi
nereproduktivni jedinci vyhledavaji samostatné ukryty, dospélé samice se sdruzuji
a vytvareji letni matetské kolonie, kde spole¢né¢ pecuji o mlad’ata. V takovychto
koloniich jsou velice vhodné podminky pro mnoZzeni ektoparaziti a jejich pfenos mezi
jedinci (ibid.). Nejpocetnéjsi spoleCenstva ektoparaziti se pii vyzkumech nachazela
prave na dospélych samicich, ¢imz se dospé€lé samice prikazné odliSovaly od dospélych
samct (Lucan 2006; Christe et al. 2007; Postawa a Nagy 2016). Subadultni jedinci méli
prumérné méné ektoparaziti nez dospélci (Christe et al. 2007; Postawa a Nagy 2016).
Zjisténé pocetnosti ektoparazitii na netopyrech podle pohlavi a véku népadné inverzné
pfipominaji rozdilnosti v po¢tu WNS 1€zi prezentovanych v této praci. Dospélé samice
tu mely Upln€ nejméné 1€zi a signifikantné se odliSovaly od mladych samct. Samice bez
ohledu na v€k mély vice 1ézi nez samci a také adulti bez ohledu na pohlavi méli vice
1ézi nez subadulti. Moje vysledky tedy nahrdvaji spiSe hypotéze o piispivani
ektoparaziti k odolnosti proti G¢inkim WNS nez protichidné hypotéze o funkci
ektoparaziti jako faktoru pfispivajicim k $ifeni a vétsi intenzit€¢ WNS, ktery miize mit

ve skute¢nosti zanedbatelny vliv (Lucan et al. 2016).

5.4 Vliv tvorby agregaci na intenzitu WNS a prenos Pd

Podle mych vysledkti pramérny podil agregovanych jedincti na zimovisti koreluje
s poctem WNS l1ézi jedincl. Zaroven se vSak navzdory piedpokladim v této praci
neoveétila rozdilnost v po¢tu WNS 1€zi mezi jedinci pfimo pritomnymi v agregaci a témi
zimujicimi jednotlivé. Tvofeni agregaci tedy na mnozstvi WNS 1ézi u netopyri néjaky
pomérny vliv m4, ale je rozeznatelny pouze na Grovni celého zimovisté nikoli jedinci.
Agregace ziejmé piispivaji k Sifeni Pd mezi agregujicimi jedinci (Langwig et al. 2015)
a ¢im dfive se Pd na netopyra dostane, tim ma pak tato pomalu rostouci houba vice ¢asu
na rozrustani v prib&hu hibernace. Ve vysledcich této prace se ukazalo, Ze mnozstvi Pd

na plochu kfidla je mirné€ vyssi u jedincd hibernujicich ve skuping, nez u téch zimujicich
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jednotlivé, coz by odpovidalo hypotéze o snaz§im pienosu mezi netopyry V agregaci.
Vliv piitomnosti jedince v agregaci se vSak zaroven neprokdzal u poctu WNS [ézi.
Z toho vyplyva, ze ackoli je mnozstvi plisné na netopyrovi ve vétsi koncentraci vlivem
pfenosu, nemusi se tim zvysit intenzita prorustani Pd kuzi a mnozstvi WNS 1ézi.
Agregace v nasich podminkach tedy ziejmé nevedou k vétsi intenzité onemocnéni
WNS jako v Severni Americe (Langwig et al. 2012; Turner et al. 2015). Je to
pravdépodobné dano odliSnym charakterem tvorby agregaci u palearktickych
a nearktickych netopyri. Agregace tvofené zdejSimi netopyry jsou velikostné mnohem
mensi a nestabilni (Wibbelt et al. 2010; Frick et al. 2015). Agregace u nas sice budou
mit nejspi§ vliv na pfenos Pd mezi netopyry, ale v mensim poctu jedinct nebude tak
efektivni jako u severoamerickych agregaci, které ¢itaji stovky az tisice jedincu (ibid.).
DalSim podstatnym rozdilem je, Ze WNS nakaZeni netopyii VvV Severni Americe Se
Castéji probouzeji ze strnulosti (Warnecke et al. 2012). V tamégjsich velkych agregacich
se napadeni jedinci navzajem vyrusuji ze spanku jinak vyhodnym synchronizovanym
probouzenim (Boyles et al. 2008; Boratynski et al. 2012; Czenze et al. 2013; Turner et
al. 2015), coz je energeticky nadmérné vycerpava a zintenziviiuje to negativni ptisobeni

Pd (Czenze et al. 2013; Turner et al. 2015).

5.5 Vliv typu zimovisté na mnozstvi Pd u netopyru

Typ zimovisté na pocet WNS 1ézi u netopyri podle mych vysledktt nema vliv. Zato
na mnozstvi Pd na pokozce netopyrt ano. V jeskynich jsou jedinci na pokozce porostli
vétsim mnozstvim Pd nez ve Stolach. Jednim z moznych vysvétleni je, Ze v pfirozené
vzniklych jeskynich mize panovat stabilngjsi a chladnéjsi klima nez ve §tolach (napt.
Vanderwolf et al. 2012) a netopyii se v disledku toho tolik neprobouzeji (Boyles at al.
2007), prodluzuji dobu stravenou ve strnulém stavu a ptichazeji tak o moznost Castéji
Cistit svou pokozku od porosti Pd.

Alternativnim vysvétlenim vlivu typu zimovist€ na WNS je, Ze rozdilné
mikroklimatické podminky prostiedi zimovist by mohly ovliviiovat rychlost rtstu
a mnozstvi Pd na pokozce netopyri. Ideadlnimi podminkami pro rast Pd jsou vysoka
vlhkost a vyssi teplota (Langwig et al. 2012), pficemz jeji teplotni optimum pro rist se
pohybuje mezi 12-16 °C a rozmezi, kdy je stale schopna ristu je 3-19 °C (Verant et al.
2012). Vétsing netopyrt vyhovuji pii hibernaci teploty v rozmezi 2-10 °C (Glover

2006). Pokud budeme povazovat mikroklima §tol obecné za vice variabilni, ve&tsi
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rozriznénost podminek Vramci Stoly muize znamenat vysSi Sanci ve vyskytu
mikroklimaticky vhodnych podminek k rtstu Pd. Tato hypotéza ov§em nepodporuje zde
predkladany vysledek, kdy vétsi mnozstvi Pd bylo na netopyrech v jeskynich, kde lze
predpokladat chladngjsi klima (napi. Vanderwolf et al. 2012). Zobecnit charakter teplot
panujicich na zimovistich je vSak tézké, protoze kazdé podléha svému specifickému
morfologickému charakteru a teploty se s postupem zimniho obdobi méni (Daan 1973).
Navic netopyii v pribéhu hibernace mohou meénit konkrétni mista v zimovisti podle
ménicich se okolnich podminek a jejich aktudlnich metabolickych potfeb (napt. Daan
1973; Hanzal a Pricha 1988).

Typy zimovist' se dale ve spojitosti s mikroklimatem mohou liSit i mirou agregovani
jedinct, které se podili na pienosu Pd (Langwig et al. 2015). Zjistilo se, Ze na
chladngjsich mistech netopyfti vytvaieji vétsi mnozstvi skupin a po vice jedincich (Daan
1973; Hanzal a Pricha 1988; Boratynski et al. 2012), coz by mohlo vysvétlit zvySeny
porost Pd u chladnéjsich jeskyni. Pokud vSak uvazime teplotni preference Pd pro rust,
pak snadny ptfenos mezi agregujicimi jedinci ve skupinach uz nebude v chladngjSich
podminkach tolik podporovan zvySenym rdstem mycelia. Zda se tedy, ze vyskyt
agregaci nedovede vysvétlit rozdily v mnozstvi Pd, které mezi jeskynémi a §tolami byly
Vtéto praci zjistény. Navic moje dalsi vysledky nepotvrzuji prikaznou zavislost

agregovani jedincl na typu zimoviste.

5.6 Vliv typu zimovisté na agregovani netopyru

Typ zimovisté oproti o¢ekavanym vysledkim této prace prukazné neovliviiuje velikost
agregaci (vyjadfeno primérnou velikosti agregace na zimovisti) ani podil agregujicich
jedinct z celkového poctu zimujicich netopyrd na zimovisti. Nutno vSak zminit, Ze
ackoli statisticky neprikazné, hodnoty velikosti agregaci o néco vétsi u jeskyni a podily
agregujicich jedinct je zase vétsi u Stol. Néznaky téchto vztahl jsou také v souladu
s piehledem pocetnosti nejvétsich agregaci netopyra druhu Myotis myotis v mé
bakalarské praci vénované zimovistim (Havlova 2014), kde bylo vyhodnocovano na
466 zimovist CR. Nejvétsi agregace M. myotis tu byly podetngjsi v jeskynich nez ve
stolach. Mohli bychom proto predpokladat, ze ve Stolach se mizeme setkat s vétsim
podilem netopyr v mnoha malych agregacich, kdezto v jeskynich bude agregujicich

méng, ale ve skupinach vétSich rozméru.



6 Zavérem

Vysledky této prace poukazuji na to, ze netopyii v agregacich mohou mit sice vétsi
mnozstvi porostu Pd na pokozce, ale intenzitou readlného onemocnéni nejsou vice
zasazeni nez jednotlivci. Evropsti netopyii v minulosti mohli projit velkymi vymiranimi
na WNS za podpory pfenosu Pd v agregacich, podobné jako ti ameri¢ti. Dnes jsou viaci
puvodci WNS ve srovnani se severoamerickymi netopyry tolerantni (napf. Martinkova
et al. 2010; Pikula et al. 2012; Zukal et al. 2016a) a zimovani v agregacich ke zvySené
intenzité¢ WNS soucasn¢ nemusi prispivat.

Agregace tvofené americkymi netopyry jsou velikostné mnohem vétsi nez
U netopyrt zimujicich v palearktické oblasti (Wibbelt et al. 2010) a podle nedavnych
vyzkumu se s rozSifenim WNS blizi pravé k palearktickym pomérim (Frick et al.
2015). Dale jsou znamé zpravy O severoamerickych populacich, jejichz jedinci se
z n¢jakého divodu energeticky nevycCerpavaji cCastéj§im probouzenim z hibernace
v disledku WNS a nakazu piezivaji (Lilley et al. 2016). Tato pozorovani by mohla
pfedznamenat pozitivni vyvoj Vtoleranci ¢&i rezistenci alesponi nékterych druhd
severoamerickych netopyra k tomuto zavaznému onemocnéni (Frick et al. 2016; Lilley
et al. 2016; Langwig et al. 2017).
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7 Souhrn

V této praci jsem zkoumala mozné vlivy zimniho agregovani netopyrti na intenzitu

,syndromu bilého nosu“ (WNS) a Sifeni jejiho puvodce plisné Pseudogymnoascus

destructans (Pd). Ke zjisténi intenzity WNS a mnozstvi Pd bylo na 17 zimovistich

zkouméno 154 netopyri. Déle jsem se zabyvala vytvofenim piehledu o tvorbé agregaci

na ¢eskych zimovistich, k ¢emuz byly shromazdény informace o 36 zimovistich. Hlavni

vysledky jsou shrnuty do nésledujicich bodu:

1.

Pocet zjisténych WNS 1ézi pod UV svétlem nekoreluje s mnozstvim Pd na
netopyrech zjiSténym stéry a analyzovanym metodou qPCR. Tento vysledek je
pravdépodobné dusledkem malého vzorku jedinct (n=154) a efektem Ccisténi
netopyru v pribéhu pravidelnych pieruseni spanku, kdy si jedinci plisen z povrchu
téla stiraji. To je také jeden z duvodu, pro¢ se nedafi presné¢ hodnotit intenzitu
onemocnéni podle viditelnych zndmek porostu plisné. Fale$n€ negativné bylo
hodnoceno 31 % prukazné WNS nemocnych netopyrd a 32 % s pfitomnosti Pd.

Pravdépodobnost vizualni detekce onemocnéni se zvySuje s jeho vétsi intenzitou.

Cv v

Na pocet WNS 1ézi ma prukazny vliv veék a pohlavi jedince. Vice 1ézi méli samci
neZz samice a subadulti nez adulti. Zaroven byl signifikantni rozdil v poctu WNS
1ézi mezi adultnimi samicemi a subadultnimi samci. Mnozstvi Pd ale nebylo
ovlivnéno vékem ani pohlavim, z ¢ehoz vyplyva, ze mladi jedinci a samci jsou
ziejme nachylnéjsi na napadeni Pd za vzniku WNS 1ézi.

Ptitomnost jedince v agregaci nema vliv na poc¢et WNS 1ézi, i kdyz byla na Grovni
zjisténa slaba korelace poctu lézi u jedincd a podil netopyri v agregaci na
zimovisti. Pfitomnost v agregaci nebo mimo ni méla hrani¢né signifikantné vliv na
mnozstvi Pd na pokoZce kiidel. Na tirovni celého zimovisté se vSak zavislost mezi

mnozstvim Pd a podilem agregujicich netopyri neprokazala.

Typ zimovisté ma vliv na mnozstvi Pd na netopyrech, ale ne na intenzitu WNS
definovanou poctem 1ézi. Na netopyrech v pfirozené vzniklych jeskynich bylo vétsi
mnozstvi plisné nez ve Stolach. Jeskyné se od Stol 1i$i stabilitou mikroklimatickych
podminek, teplotou a vlhkosti. Je vSak nejasné, co z podminek V jeskynich mize

zavislost na vy$§im vyskytu Pd na netopyrech podminovat.
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5. Typy zimovist se mezi sebou nelisi velikostmi agregaci a podilem agregujicich
jedinct na zimovisti. A¢ statisticky nepriikazné, moje Gidaje naznacuji, ze ve stolach
by mohl byt vyssi podil zimujicich jedincii v agregacich nez v jeskynich, ale
netopyii se zde budou sdruzovat do vice mensich agregaci, kdezto u jeskyni budou

pfevazovat agregace vétSich rozméra.
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