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Abstrakt

Tato bakalafska prace se zabyvd molekuldrné biologickym potvrzenim
predpokladaného Zivotniho cyklu motolice celedi Gymnophallidae. Mezihostiteli
jsou mlzi Mya truncata, Hiatella arctica a definitivnim hostitelem je kajka moiska
Somateria mollissima. Fixované vzorky motolic byly pfivezeny ze Svalbardu, kde
byly izolovany z tkani mlzii a kajky. K identifikaci motolic byly pouZzity molekuldrni
metody.

Na Svalbardu jsou mlzi Mya truncata parazitovani s vysokou prevalenci
metacerkariemi ¢eledi Gymnophallidae, s mensi prevalenci i mlzi Hiatella arctica.
Oba druhy jsou vyznamnou slozkou potravy kajek Somateria mollissima. Je tedy
pravdépodobné, Ze kajka je definitivnim hostitelem této motolice. Ukolem této prace
je hypotézu potvrdit ztotoznénim DNA metacerkarii z mlzi a motolice z kajky.

Poslednim cilem bylo vypracovat literarni reSer§Si o motolicich celedi
Gymnophallidae.

Provedla jsem izolaci DNA jednotlivé z jedinci motolic pomoci tii riznych
postupll. Prvni izolace byla provedena fenol-chloroformem z materialu ulozené¢ho
v pufru TNES. Déle s vyuzitim kitu DNeasy Blood and Tissue (Qiagen), a to s
pomoci tekutého dusiku k rozménéni tkan¢ a bez tekutého dusiku. Néasledujicim
krokem byla polymerdzova tetézovd reakce (PCR) amplifikace wvnitinich
prepisovanych mezerniki (ITS rDNA) a oblasti genu cytochrom oxidasy -
podjednotky I (COI) mitochondridlni DNA (mtDNA). Ziskané¢ PCR produkty jsem
vizualizovala pomoci elektroforézy a fragmenty o hledané velikosti jsem izolovala
pomoci kitii QIAquick Spin (Qiagen) a Gene All Expin Combo (GeneAll). Precisténé
PCR produkty jsem odeslala firmé Seqme, ktera z nich ptipravila sekvence.

Totoznost s metacerkdriemi Hiatella arctica nebyla prokazéana, pravdépodobné
z diivodu Spatné amplifikace DNA metacerkarie z Hiatella arctica nebo nedostatku
ziskané templatové DNA v PCR. Nasledné klonovani DNA metacerkérie z Hiatella
arctica se nezdafilo.

Juvenilni motolice ¢eledi Gymnophallidae izolovana ze stfeva kajky je totoznym

druhem s metacerkériemi z Mya truncata.



Abstract

This thesis deals with the molecular biological confirmation of anticipated life
cycle of gymnophallid trematode. Specific intermediate hosts are bivalves Mya
truncata, Hiatella arctica and final host is eider Somateria mollissima. Fixed samples
of trematodes were brought from Svalbard, where they were isolated
from tissues of molluscs and eider. Molecular methods were used to identify
trematode species.

On Svalbard thw bivalves Mya truncata are parasitized with a high prevalence
with metacercariae of family Gymnophallidae, and Hiatella arctica with less
prevalence. Both species are an important food component of eider Somateria
mollissima. Therefore the eider is probably the definitive host of this trematode. The
task of this work is to confirm this hypothesis by identifying DNA
from etacercariae and the trematode from eider.

The additional task was to prepare literature search about Gymnophallidae
family.

The trematode DNA isolation was performed by using three methods. First
isolation was performed using phenol-chloroform TNES buffer, followed by liquid
nitrogen and without liquid nitrogen with the kit DNeasy Blood and Tissue Kit
(Qiagen). The next step was a PCR amplification and sequence using ITS and COI.
Then, electrophoresis was carried out and the resulting DNA fragments were further
isolated and forwarded to Seqme company which carried out the parasite DNA
sequencing.

Identity with metacercaria from Hiatella arctica has not been clearly
demonstrated, because of bad amplification of DNA from trematode from Hiatella
arctica. Subsequent cloning DNA trematode from Hiatella arctica failed.

Gymnophallid trematode isolated from the eider gut is the identical species

as metacercaria from Mya truncata.



Lo VO e e 7
L1 SVAIDATA. ... e 7
2. HEIMINET ettt et ee e 12
2.1. Trida Trematoda (MOtOIICE).........ccovurriiiiiiieiiii e 12
2.2, Podtfida DIenea...........cccouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie et 15
2.3, Gymnophallidae............ccoouiiiiiiiiiiiii e 18
2.4, HOSHECIC. ... e 23
3. Molekularni diagnostiKa ............cooeviiiiiiiiiiiie e 26

A, HYPOTEZY ..o ceeiet i et et et et et e et et e e e e e e e e e e e ee e e 33

5. Material @ MEtOAY ....cevveieiiiiiieeiiie e e 34
S.10 MAterTali oo s 34
520 MEOAIKA. ...eeiiiiiiiiie it 34

0. VYSIEAKY ..ot e e 49
6.1. Metody PCRAELFO......coooiiiiiii e, 49
0.2, SEKVENCE ...ttt 52
6.3, KIONOVANT. ...ttt 53
6.4. Fylogenetickd analyza.............ccccooiiiiiiiiii e 57

T DISKUSE .ttt 59

B AVEIY et ettt e e e e e ettt e e e e e ettt raaaaee s 63

0. LIEETALUIA ..ttt ettt ettt et et e s 64
10, KHEOVA SIOVA ..ot ettt e 68



1. Uvod

1.1 Svalbard

Poloha, velikost a sprava

Svalbard je souostrovi v Severnim ledovém oceanu, severné od evropské pevniny.
Nachazi se severozdpadné od Barentsova mote. Svalbard se rozklada na tzemi 61 299
km?. 60% zemé tvoii ledova plocha a 10% vegetace. Nejvétsim ostrovem jsou
Spicberky. Dalsi ostrovy Nordaustlandet, Barentsgya, Kong Karls Land, Hopen, Prins
Karls Forland. Bjerneya je ¢ast Svalbardu, je to stfedni ostrov mezi Spicberky
a Norskem. Bjorngya a okolni vody jsou bohaté na ptaky. Bjerneya je také bohaty

na faunu. Ostrov se stal neddvno pfirodni rezervaci.

Norska sprava

Svalbard se n¢kdy nazyva ledova krajina. Cesta na sever Svalbardu trva ptes 1
den. Vétsina zviteciho zivota na Svalbardu je v mofi, dynamika ledovcového okraje je
velmi dilezitd pro produkci organického materidlu v polarni oblasti. Populace na
Svalbardu
se pohybuje okolo 300 000 lidi. Tito lidé Ziji na zdpadni Césti ostrova Spicberky.
Z toho 1500-200 obyvatel Zije na hranici ve spravnim stfedisku Longyearbyen
(Gulliksen, Svensen 2004).

Klima a sezonni variace

Klima na Svalbardu je mirn€j$i nez v jinych zemépisnych Sitkdch a to je
zptisobeno nizkymi tlaky a teplym proudem z Atlantického oceanu. Primérné ro¢ni
teplota na Longyearbyen se pohybuje okolo -4 °C. Nejvyssi zaznamenana teplota na

Svalbardu



je 21,3 °C a nejnizsi je -49,2 °C. V zim¢ zde vane silny vitr a v 1été je zde typicky
vyskyt mlhy. Na Spickerkéach je velmi malo vodnich srazek. V Longyearbyenu je méné
srazek, nez v suchych oblastech na norské pevniné. VétSina srazek na Svalbardu,
pochazi z polarnich vychodnich vétrti z Barentsova mote. Ttikrat vice srazek je na
jizni ¢asti Svalbardu ve srovnani s Longyearbyenem se zapadni ¢ésti Spicberky. Velké
kolisani povétrnostnich podminkek je typické pro Svalbard, specidlné béhem zimy
je zptsobeno velkymi teplotnimi rozdily, vzduchovymi proudy Arktidy a Atlantského
oceanu. Napiiklad béhem zimy jsou tydny s teplotami okolo -15 °C do -30 °C,
pfevazné v oblastech, které jsou ovlivnény arktickym vzduchem. Teplotni zména je
otazkou hodiny, kdyz na Svalbard zavane arkticky vzduch. V Longyearbyenu je
pllno¢ni slunce od 20 dubna do 23 srpna. Polarni noc je v Longyearbyenu od 26 fina
do 15 tUnora. V zim¢ jsou dny na Svalbardu tmavé a chladné. V 1ét€ jsou dny na
Svalbardu naopak svétlé a teplé. VétSina polarnich organisml se pfizpasobila
sezonnim podminkdm. Organismy se na zimu pfipravuji béhem léta piijimanim
potravy a nasledné ukladanim energie z potravy. Hodné polarnich organisma uklada

tuto energii ve svém tuku (Gulliksen, Svensen 2004).

Oceanografie

Pobiezi a fjordy jsou na Svalbardu ovlivnény arktickymi a atlantickymi vodami.
Atlantické vody pfinaseji proudy k zdpadnim Spicberkéim. Atlantické vody jsou
pfevazné teplé, slané a prevazné maji teplotu vyssi nez 3 °C. Na zépad¢ je voda
chladngj$i nez vody Atlantické. Zimni ledovd voda, je proces kdy moie chladne
a zamrza. Béhem zimy se vytvaii ledovce. Mofe ma v tomto obdobi kolem -1,8 °C.
Proudéni atlantické vody na Svalbardu se méni z roku na rok a to ma dusledky pro

zivé organismy (Gulliksen, Svensen 2004).

Led

Motsky led se rozklada v Arktidé na rozloze 14x10 km? a toto je varianta v letni

sezoné, kdy ledy taji. Asi polovina motského ledu v 1été roztaje a zbyvajici ¢ast je tak



zvana ledova zona. Ledovad plocha na arktickém kontinentu ma dv¢ tretiny ledu
z celkového ledu na svété. Moisky led na Arktid€ je v neustalém pohybu a je pohanén
vétrem. Fjordy a pobtezni ¢ast severu Svalbardu je pokryta ledem 8-9 mésici, kdezto

fjordy na zapadni stran¢ Svalbardu mohou mit volnou vodu po celou zimu.

Z biologického pohledu, led ukryva bohatou floru a faunu. Rozsah arktického
moiského ledu se zmenSil od roku 1970. Tloustka viceletych motskych ledu se
snizila pramérné o 3,1 m. Tento jev mize byt disledkem pfirozené variace, ale mize
byt také znadmkou globdlniho antropogenniho oteplovani s obrovskymi ekologické

disledky (Gulliksen, Svensen 2004).

Od roku 1596, kdy byl Svalbard objeven, se zde zacalo s lovem, rybatfenim, ale
také t€zbou uhli a zacal se zde rozvijet cestovni ruch. Zacaly se ve velkém lovit
gronské velryby, které malem zcela vymizely, ale od roku 1980 byl lov velryb zakazan.
Odbornici se domnivali, ze velryby na Svalbardu jiz vyhynuly, ale v posledni dob¢
byly spatfeny ve vodach u Nordaustlandet, Zem¢ FrantiSka Josefa. Dale byli loveni
mrozi, ale ti jsou jiz od roku 1952 chranéni a jejich vyskyt se na Svalbardu se
kontroluje. Do roku 1973 byl ledni medvéd na Svalbardu loven pro svou kozeSinu, ale

od roku 1973 je jiz chranén (Gulliksen, Svensen 2004).

Tézba uhli: dnes se jiz tézi uhli na Svalbardu pouze na tfech mistech
v Barentsburgu. V blizkosti Longyearbyenu a zejména u Svea (Gulliksen, Svensen

2004).

Turisticky ruch se rozb&hl az v posledni dobé, kdy se o Svalbardu piSe hodné
na internetu a také se mluvi o ném v televizi. Provadi se zde mnoho vyzkumil uz vic
jak 200 let, velky vyznam maji polarni expedice, kterych se ucastni studenti

z vysokych 8kol (Gulliksen, Svensen 2004).



Zachovani a ochrana Zivotniho prostiedi

Svalbard ma 28 chranénych ptirodnich rezervaci - tedy 65 % tizemi. Mezi nejvétsi
chranénou oblast patii Nordaustlandel, Kvitpya and Kong Karls Land. Nejmensi
chranénym uzemim je Baretsoy a Edgeoya. Moffen je narodni park v severozapadni
¢asti Spicberky, zde Zije mroz a mnoho druhti ptaki. VétSina savei a ptaki je zakonem
chranéna. Jsou také chranény vSechny rostliny. Od roku 2003 je Bjerneya také piirodni
rezervaci. Skalni Utesy a nizinné mokfiny jsou utoc€istém racki a dalSich moiskych

ptakt (Gulliksen, Svensen 2004).

Na Svalbardu roste i pfes drsné podminky velké mnozstvi rostlin, které¢ musi
v 1été stihnout odkvést. Roste zde i malé mnozstvi polarnich btiz. Je zde hnizdisté
nékolika druhti motskych ptaku a jeden druh pévce, ktefi sem migruji a v 1été€ hnizdi.
Na Svalbardu najdeme i suchozemské savce: lisku polarni a soba §picberského. Zije
zde 15 az 20 druhti motskych savcii, véetné delfinil, velryb, medveédi lednich, tulenii
a mrozi. Také Zivot na motském dné je relativné bohaty, najdeme zde mekkyse,
nohostétinatce, ostnokozce, koryse, také ryby.

(http://www.svalbard.cz/guide/bio.html#00)

10



Sjueyane

3 Foynoya
73 ynoy:
7e, S
eV, T
e 2 S
Légoya % S @9
5
@ So, S
3 e >
3 2 Moffen 2 Vestfonna
8 & 3 NORDAUSTLANDET
8 3
Amsterdamoya 3 S Austfonna
S
Danskoya
Magdalene-
fiorden
Brdsyey.
breg,
§-
S
&
Kongsfjord
adehuken
Ny-Alestind Svenskoya
3 et
Prins e\e\’exs
Karls 3 W
Forland % e Barentsoya
% ¢ &,
< o5 &,
5 M &
[ o ordens
f 30 Longyearbyen
5% A4
Kapp Linné:  %Barentsbuirg =
2 3 1
) greagva = EDGEQYA
Q
& . nonfiofdl
o) 3
M akselaya ~ ©
&
Bellsund Yan Koz 5 o
J /O’%/, > & Kariskjeret \ﬂ\\g(d
Q <
N
Tusen
: oyane
Hornsund
Serkapp

Kvitoya

Storoya

Kongsoya

Kong Karls Land

Hopen
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2. Helminti

Helminti jsou mnohobunééné organismy, které parazituji u obratlovcl
i bezobratlych. Mezi helminty patii vzajemné neptibuzni Zivo¢ichové, spole¢nym
znakem je, Ze jde o oboustranné soumérné protostomni zivoc€ichy. Mezi helminty
patii zastupci neodermatnich platyheminti (Trematoda, Cestoda, Monogenea),
hlistice (Nematoda) a vrt&jsi (Acanthocephala). Dale sem patii také parazitické
plosténky, vifnici, strunovci, pasnice ¢i pijavky. Z pohledu ontogenetického
vyvoje jsou helminti velmi proménlivou skupinou. Kromé dospé€lcii a vajicek
mohou mit i pomérné rozsdhly pocet morfologicky odliSnych larvalnich stadii.
Larvéalni stddia parazituji béhem ontogenetického vyvoje 1 u mezihostiteld.
Mizeme se setkat s cykly s jednim hostitelem, ale také s dvouhostitelskymi nebo
tithostitelskymi cykly. Definitivnim hostitelem je organismus, ve kterém helminti
pohlavné dospivaji a jsou sexudln¢ aktivni. Mezihostitelem se rozumi zivocich,

ve kterém probihd larvalni vyvoj helmintt (Volf, Horak a kol. 2007).

2.1. Trida Trematoda (motolice)

Jde o pocetnou skupinu, vyhradné parazitickych platyhelmintd. Zahrnuje az
na vyjimky endoparazity obratlovcii se slozitymi vyvojovymi cykly, vétSinou
s mekkysi jako prvnimi mezihostiteli. Parazituji ve vSech organech, hlavné
v travicim systému, dale pak v dychacich cestdch, krevnim feciSti, nervové
soustavé, urogenitalnim traktu, télnich dutinach atd. Mensi mnozstvi druht Zije
ektoparaziticky. Ur¢ité druhy mohou vyvolat zadvaznd onemocnéni hostitel.
Prevazné jde o helminty s velikosti od né¢kolika desetin milimetru do nékolika
centimetrt, nékteré motolice vSak dosahuji délky az kolem 100 mm. T¢lo
je dorzoventraln€ zplostélé, ovalného ¢i kopinatého tvaru a, obsahuje minimalné
jednu (ustni) ptisavkou, Casto idruhou (bfiSni) piisavku. Ptisavky plni funkci
ptichycovaci. U nékterych skupin ptfisavky chybéji nebo jsou nahrazeny jinymi
strukturami. Motolice jsou obvykle hermafroditi; vyjimku tvoii gonochoristicka

¢eled’ Schistosomatidae a zastupci ¢eledi Didymozoidae. Na povrchu téla motolic

12



je syncytialni tegment, ktery v zdkladni charakteristice je stejné struktury jako
neodermis celé skupiny Neodermata. Ze syncytialniho tegumentu casto vystupuji
na povrch rizné veliké ostny, které jsou svrchu kryty vnéjsi cytoplazmatickou
membranou syncytia. Povrch kryje riizné silny glykokalyx, nejvice u druht
vyskytujicich se v agresivnim prostiedi traviciho traktu, kde zastava predevsim
ochranou funkci. Travici soustava je u vétSiny motolic dobie vyvinuta. Slouzi
k pfijmu a zpracovani potravy. Zacind ustnim otvorem, obklopenym ustni
ptisavkou, ktery ma také funkci vyvrhovaci. Navazuje ptedhltan, svalnaty hltan,
jicen a samotné stievo. To ma vétSinou podobu jednoduchého vaku, kon¢i dvéma
slepymi vétvemi nebo se vétve v zadni Casti spojuji a vytvoii tak okruh.
V nékterych ptipadech se vétve v pfedni ¢asti spoji a vytvoii jednu trubici nebo
ze stfeva mohou vybihat postranni slepé vybézky, ptipadné sttedni vétve vylstuji
v zadni ¢asti téla ven. Urcitou ¢ast Zivin pifijimaji motolice prostiednictvim

povrchu téla a to 1 v pfipadé, Ze maji dobfe vyvinuty travici systém.
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Obr. 2: Zékladni anatomie dospélé motolice (Volf, Hordk a kol. 2007). EP -
exkre¢ni por, TE — testes, VI — vitelaria, UT — uterus, LK — Laurertav kanal, MT —
metraterm, AC — acetabulum, ST — stfevo, PH — larynx, UP — ustni ptisavka, PP
— prefarynx, OE — esofagus, CI — cirrus, CV — cirrovy vacek, PB — prostatické
buiiky, VS — vesicula seminalis, GE — germarium, RS — receptaculum seminis,

MZ — Mehlisova zlaza, VE — vas efferens
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Pohlavni soustava u hermafroditickych motolic obsahuje jak samci, tak i
sami¢i pohlavni organy v jednom jedinci. Zékladni stavba odpovida skupiné
neodermat. Varlata maji ovalny nebo ketickovity tvaru. Obvykle jsou varlata po
dvou, u nékterych druht je pouze jedno, jiné druhy maji i desitky az stovky varlat.
Sami¢i reprodukéni soustava obsahuje Laurertiv kanal. Ten také slouzi k
vyprazdnéni pfebytecného materialu z ooypu do vnéjsiho prostiedi. Déloha je
zakoncena tzv. metratermem, ktery slouzi ke kopulaci. Vajicka motolic maji rizné
tvary, vétSinou jsou ovalna s vickem, nékdy obsahuji na povrchu rizné trny nebo
filamenty. Uvedena charakteristika je spolecné pro obé podtiidy — Aspidogastrea
a Digenea. Podtiida Aspidogastrea ma jednoduché cykly, zatim co Digenea maji
vzdy komplexni cykly, zahrnujici stfiddni generaci a rozmnozovani ve fazich

larvalniho vyvoje (Volf, Horék a kol. 2007).

2.2. Podtrida Digenea

Tato velka skupina zahrnuje motolice, které patii mezi medicinsky vyznamné
ptvodce chorob ¢loveka i zvifat. Mnoho druhil parazituje u ryb. Charakteristické
je u nich umisténi prisavek v pfedni a ventralni ¢asti téla. Digenetické motolice
maji své vyvojové cykly velmi komplikované, ¢asto vyuzivaji dva nebo vice
hostiteld. Larvalni stadia se nepohlavné rozmnozuji béhem ontogeneze. Nasledné

infikuji dalsi hostitele a tim dochézi ke stfidani generaci a hostiteli.

Ve vnéjsim prostiedi nebo jiz v déloze dosp€lé motolice se vyviji prvni larva,
tzv. miracidium v oplozeném vajicku. V urcitych ptipadech, kdy dochézi
k ndkaze prvniho hostitele pomoci poziti nakazené¢ho hostitele, miracidium
opousti vajicko az v mezihostiteli; vyjimecné se objevuje ve vajicku jiz embryo

matetské sporocysty.
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Miracidium mé velikost zhruba 0,01-0,35 mm a podoba se nalevnikovi.
Miracidium, které se uvolni z vajicka ve vod¢, aktivné vyhledava mezihostitele.
Nepfijiméa potravu a béhem nékolika hodin spotiebuje své energetické zasoby.
Aby se dobfe orientovalo v prostiedi, tak vyuziva riizné receptory, kterymi
rozpoznavad molekuly vylu€ované plzem, svétlo a smér gravitacniho pole.
Chovani a vyskyt miracidii tak ¢asto vzdjemn¢ souvisi s vyskytem mezihostiteld
v prostiedi a zvysuje se tim pravdépodobnost kontaktu. Mezi prvni mezihostitele
patii mekkysi, ve vétSing€ plzi, méné mlzi. VEétSinou je jeden druh motolic schopen

vyvijet se pouze v jednom ¢i n¢kolika malo ptibuznych druzich mekkysu.

Matetska sporocysta ma podobu jednoduchého ovalného ¢i protahlého vacku,
ktery obsahuje zarode¢né bunky. Tyto larvy ptijimaji Ziviny pomoci povrchového
tegment, ktery je v tésném kontaktu stkdnémi a télnimi tekutinami. Piijem
potravy je zajiStén tegumentem, protoze sporocysty nemaji stfevo. Dalsi generace
larev, se vyvijeji ze zarodecnych bunck. Larvy se uvolni po prasknuti stény
matef'ské sporocysty nebo porodnim otvorem. Touto generaci podle druhu je

dcefina sporocysta nebo redie.

Dcetfiné sporocysty maji vétSinou ovalny, protdhly az vlaskovity tvar,
obvykle jsou i rozvétvené. VétSinou se nachdzi v hepatopankreatu. Tyto
sporocysty obsahuji zarode¢né buiky, z téchto bunék vznikaji dalsi generace
dcefinych sporocyst. Dochazi k rozmnoZeni parazita, ten pak postupné proniké do
tkani celého hepatopankreatu. V urCité fazi zacinaji dcefiné sporocysty
produkovat larvy tak zvané cerkarie. Cerkarie se stavaji zdrojem infekce pro
dalsiho hostitele.

Neékteré motolice maji na misto dcefinych sporocyst redie. Na rozdil od
dcefinych sporocyst obsahuji travici soustavu s vakovitym stfevem a zivi se
tkandmi mezihostitele, popf. vyvojovymi stadii jinych druhti motolic. Zivi se
nejen pomoci travici soustavy, ale také povrchem téla. Obycejné néasleduje vyvoj

nékolika generaci redii a poté dochdzi k vyvoji cerkdrii. Vysledkem asexualniho
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rozmnozovani uvnitt mezihostitele je nakonec velké mnozstvi cerkarii u urc¢itych
druht az desitek tisic denné. Z kazdé cerkarie mize potencialné vytvofit jeden

dospély jedinec, motolice.

Cerkarie maji velikost od n¢kolika desetin milimetru az ptes 1 mm. VétSinou
opoustéji télo prvniho mezihostitele, jsou vylu¢ovany, bud’ aktivné, nebo pasivné
a nasledné infikuji dalSiho hostitele. Cerkarie se sklada z téla a ocasku a ma jiz
vyvinutou travici soustavu, ale ta neni funkcni. Cerkarie obsahuji penetracni Zlazy
obsahujici pfedevsim latky, které maji funkci ptichycovaci a narusuji povrch téla
hostitele, do které¢ho nasledné migruji. Cerkarie vyhledavaji hostitele pomoci
smyslovych orgénti a pomoci téch se také orientuji v prostfedi. Sezonni distribuce
a denni vrchol vyskytu cerkarii je ¢asto ve vzajemném vztahu s aktivitou dalSich
hostitell v pribéhu dne a jejich lokalizaci v prostfedi. Cerkarie se pohybuji ve
vodnim prostfedi pomoci ocasku. U druhti, které maji suchozemské cykly, byva
ocasek redukovan. Pfi encystaci nebo pii pfimé infekci hostitele je océasek

odhazovan.

Dalsi osud cerkarii zavisi na skupin€¢ motolic, na zivotnim cyklu a zpisobu
prenosu na dal$iho hostitele. U nejjednodussiho dvouhostitelského cyklu ztistavaji
cerkarie uvnitf sporocysty a dale se vyvijeji do stadia metacerkarie; nasledné
je metacerkarie uvniti mékkyse poziena spolu s nim, definitivnim hostitelem.
Cast&ji jsou cerkarie uvoliiovany do vngjsiho prostiedi. Nékteré druhy poté piimo
pronikaji do definitivniho hostitele, kde se z nich vyvijeji dospéli jedinci. Cerkarie
nékterych druhti, obvykle s dvouhostitelskymi cykly ptisedaji na pevny podklad,
odpadé ocések a pomoci cystotogennich zlazek utvoti kolem sebe pouzdro neboli
cystu, kterd je odolnd vici vlivim vné&jSiho prostiedi. Vznika tzv. metacerkarie.

Metacerkarii pozie definitivni hostitel, ve kterém se vyviji v dospélou motolici.

Motolice nékterych druhti s tfihostitelskymi cykly, tvofi cerkarie, které

aktivné pronikaji do druhého mezihostitele, jiné jsou pozfeny. V mezihostiteli se
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méni v metacerkarie, ty se bud’ zapouzdii, nebo zistavaji volné. Druhého
mezihostitele pozie definitivni hostitel, ve kterém se z metacerkarie vyviji dospéla
motolice. Metacerkarie se muze vyvijet vdospélého jedince, zvétSenim
plaménkovych bun¢k, vyvojem pohlavnich organii a dal§imi morfogenetickymi
procesy. Cysty metacerkarii maji povrchové vrstvy a ty jsou polysacharidové a
skleroproteinové povahy, jejich sténa je odolnd a metacerkarie pomoci téchto
povrchovych vrstev maji schopnosti ptezivat v prostiedi nebo v mezihostiteli

dlouhou dobu.

U nekterych motolic se v cyklu vyskytuji stddia mezocerkarie, ty se podobaji
cerkariim. Maji siln€ vyvinuté penetracni zlazy, ty vyuzivaji k migraci télem
hostitele. Mezocerkarie se mohou hromadit v paratenickych hostitelich, ktefi se
zivi mezihostitelskymi organismy. Ti se pak stavaji zdrojem silné infekce pro

dalsiho hostitele.

U motolic se ctyrhostitelskymi cykly se metacerkarie vyvijeji ve tfetim
mezihostiteli a v definitivnim hostiteli pak vznikd dospélec. Metacerkarie
se vyskytuji v travicim traktu definitivnich hostiteld na zaklad€é plsobeni
exogennich a endogennich faktori. Vyvoj v definitivnim hostiteli je riizné dlouhy,
napt. n¢kolik hodin az n¢kolik mésicti. Nejrychleji se vyviji motolice téch druht,
vyvinuté zéklady pohlavnich organi. U nékterych motolic se vyvijeji
progenetické metacerkarie, kterym plné dozrévaji pohlavni organy jen v druhém

mezihostiteli (Volf, Hordk a kol. 2007).

2.3.  Gymnophallidae

Jde o malou skupinu motolic vyskytujicich se ve stieve, zluéniku a tkanich uzkého
spektra motskych ptakli fadi Charadriiformes a Anseriformes Dva druhy z celedi

Gymnophallidae, Gymnophalloides seoi Lee, Chai a Hong, 1993 a G. heardi Ching,

18



1995, byly popsany ze savcu (Scholz 2002). Vétsina druhti celedi Gymnophallidae
neinfikuje Cloveéka kromé Gymnophalloides seoi a G. tokiensis. Byly pozorovany
epigastrické potize u pacientil, ktefi konzumovali syrové ustfice. Pacienti vylucovali

dospélé motolice Gymnophalloides seoi (Yanagida a kol. 2009).

Motolice ¢eledi Gymnophallidae maji prvniho mezihostitele mlze, vyskytujiciho
se na mofském pobiezi. Jejich metacerkarie mohou zptisobovat rliznd onemocnéni.
Produkty parazita negativné ovliviiuji metabolismus hostitele. Ptislusnici celedi
Gymnophallidae mohou ménit chovani hostitele, naptiklad v orientaci infikovaného
mlZe nebo zpomalenim jeho pohybu. Tyto zmény v chovani mohou zvysit dostupnost
mlzl pro predatory, ktefi jsou definitivnimi hostiteli. Jsou vSak dostupné;jsi i pro jiné

predatory, ktefi vyznamné snizuji jejich pocty (Addino a kol. 2009).

Motolice ¢eledi Gymnophallidae jsou malé¢ az miniaturni motolice. T¢lo je ovalné
az hruskovité. Tegument, je pokryt s ostrymi, jednoduchymi nebo Sirokymi pilovitymi
ostny, které pokryvaji vétsSinu z povrchu téla, vyjimkou je bfi$ni ptisavky a genitalniho
pory. Ustni piisavka je subterminalnd uloZena. Ventralni piisavka se nachézi
v poloviné délky nebo v zadni tfetiné téla. Hltan mize zcela chybét. Jicen u nékterych
druhtt Gymnophallidae chybi nebo je kratky. Stievo je kratké, ukonceno je slepé.
Varlata jsou dve, symetrické nebo lehce Sikmé. Semenné vacky jsou pritomny, délené
nebo nerozdélené. Obsahuji cirrovy vacek, ten muze chybét. Obsahuji kratkou
ejakulaéni trubici, genitalni atrium. Otvory mohou byt obklopeny svalovymi vlakny.
Vajecnik se obvykle nachazi vptfedu pted varlaty. Lauretiv kandl, je pfitomen.
Vitellarium je parové nebo jednoduché. Déloha tvoii smycky. Vajicka jsou mala.
Vylucovaci kanalky jsou do tvaru V- nebo ve tvaru Y. Vylucovaci sbérny kanalek je

kratky. Vylu€ovaci otvory jsou terminalné uloZeny (Scholz 2002).

Délka téla a maximalni §itka 196 az 339 x 148-198. Ustni piisavka s bo&nimi
vystupky 62 az 84 x 72-88. Bfisni ptisavka 29-43 x 33 az 41 na 1/3 az 1/4 délky téla
od zadniho konec. Pomér délky a §itky je 1: 2,1-2,2. Bfi$ni prohluben. Genitalni por

je relativné Siroka §térbina, vpfedu od bti$ni ptisavky. Dvé varlata, ovalna, 43-78 x 40
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az 83, u zadni bfisni prisavky. Vajecniky jsou okolo 35 az do 81x 33-48, jedno varle
je posunuto mirn¢ dopfedu. Vitellaria jsou kompaktni a mirn€ lalo¢nata, méfi 25-46 x
20 az 43, v blizkosti bfisni pfisavky. Déloha zabird zadni polovinu nebo 2/3 celého

téla. Vajicka 20-27 x 11 - 22. Mocovy méchyi je ve tvaru V (Yanagida a kol. 2009).

Soucasti prvniho stupné Zivotniho cyklu gymnophalidnich motolic je cerkarie.
Ta infikuje mekkySe. Metacerkarie gymnophalidnich motolic jsou ve druhém
mezihostiteli, kterymi mohou byt mlzi, mnohoStétinatci, vyjimecné plzi
¢i ramenonozci (Scholz 2002). Druhy mezihostitel ma Sirokou Skalu genotypd a
hromadi se v ném geneticky rizné metacerkérie (Leung a kol. 2008). Metacerkarie
neencystuji. Metacerkarie v mlzi se dale rozmnozuji a vytvareji se dcefiné

metacerkarie. Kone¢nym mezihostitelem je vodni ptak, naptiklad kajka (Scholz 2002).

Larvy Gymnophallidae vyvolavaji imunitni reakci u hostitel pomoci destrukce
haemocytl,, coz spusti zanétlivou reakci. Gymnophallidae napadaji rizné tkané.
Pokud se rozvijeji v gonadach, zplisobuji u hostitele kastraci, ¢imz brani normalni

gametogenezi a reprodukci (da Silva a kol. 2009).

Jeden z nejslozit¢jSich Zivotnich cykli mezi motolicemi ma Parmotrema
margaritense  (Gymnophallidae), ktera méa partenogenetické metacerkarie.
Experimenty s ptirozené infikovanymi plzi Margarites helicinus prokazaly, ze

cerkarie uvolnéné z plzli napadli mlZe, aby se vytvotily metacerkariae.

Dvé generace (M1 a M2) téchto partenogenetickych metacerkarii byly vytvofeny
v extrapallialnich dutindch mlza a ty na oplatku daly vzniknout tfeti generaci (M3),
které pak infikovaly moiské kachny, jako je kajka (Somateria mollissima). Za€lenéni
partenogenetické metacerkarie v Zivotnim cyklu je zvlast¢ vyznamné. Umoziuje
kazdé cerkarii, kterd infikuje Margarites helicinus, dat vzniknout vice nez 2000
invazivnim metacerkariim. Partenogenetické metacerkdrie ziji komenzdln¢ v
pallialnich dutindch hostitele. V soucasné dob¢ je znamo né€kolik druht
gymnophallidi, které maji v Zivotnim cyklu partenogenetické metacerkarie. Mezi né

patii Parvatrema homoeo-tecnum James, 1964, P. margaritenese, Cercaria
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quadriramis Chubrik, 1966 a Gymnophallus australis Szidat, 1962. Partenogenetické
metacerkarie jsou dodate¢nymi stadii zivotniho cyklu umoziujici klonalni mnozeni
dalsich infek¢nich stadii. Tohle je zvlasté dulezité pro druhy, které infikuji malé
pobfezni plze jako prvniho mezihostitele. Ve srovndni s jinymi motolicemi,
Gymnophallidae ucinili vyznamny evolu¢ni pokrok od prostého kolonizovani a
mnozeni ve druhém mezihostiteli. Gymnophallidni motolice jsou ve stadiu
metacerkarie schopny vyuzit svych ustnich ptisavek a slepého stteva, aby aktivné
pfijimaly potravu a poziraly hostitelské tkdné. Tim se 1i§i od vétSiny metacerkarii
digenei, které jsou zavislé na svych hostitelskych mékkySich, jejichz metabolity
ziskavaji pouze pomoci tegumentu. Doba, po kterou gymnophalidni metacerkariae
mohou pozirat tkdné hostitele, neni nijak omezena a to by mohlo byt dvodem, pro¢

uptednostili partenogenetickou reprodukci (Galaktionov a kol. 2006).
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Obr. 3: motolice celedi Gymnophallidae (zdroj: Scholz 2002). 31.1. Gymnophalloides
tokaiensis Fujita 1925. Hibetni pohled. (neotyp; USNPC 60899); 31.2, 31.3.
Gymnophalloides heardi Ching, 1995. 31.2. Ustni piisavka s bo&nimi vystupky.
(Paratyp; USNPC 83872); 31.3. Ventralni pohled. (Paratyp; USNPC 83872); 31.4.
Gymnophalloides seoi Lee, Chai a Hong 1993. Ventralni strana (Paratyp; USNPC
82478); 31.5. Gymnophalloides macomae (Lebour, 1908) Hibetni pohled. (Paratyp;
USNPC 72252); 31.6. Parvatrema borealis Stunkard & Uzmann 1958. Ventralni
strana. ("typ nebo cotype" (vzorek neni ur¢en); USNPC 56235); 31.7. Parvatrema
borinquenae Cable 1953. Ventralni pohled. (Holotyp; USNPC 47875).
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2.4. Hostitelé

Mpya truncata

Mya truncata mé robustni lasturu. Zadni ¢ast lastury neni zaoblena jako u jinych
ptibuznych druhtl, ale tuto ¢ast ma zkracenou. Okraje lastury jsou mirné rozeviené.
Vnitini vaz je tvofen chondrophorem. Vyskytuje se v severni ¢asti severni polokoule,

v Evrop¢ od Biskajského zalivu az po Arktidu. Dale ji také najdeme na Britskych

ostrovech. Cely sviij zivot zije v hloubce do 30 m zahrabana do sedimentu. Jednotlivci

dosahuji véku kolem 10-12 let (Moen 2004).
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Obr. 4: Mya truncata (zdroj: Moen 2004)

Hiatella arctica

Tento mekkyS ma také rozevienou lasturu, nepravidelné obdélnikového tvaru a
bilé barvy. Cast mékkych tkani, vyéniva ven z lastury. Délka lastury je kolem 10 mm.
Hibetni cast je vyrazn¢ zeSikmena. Vyskytuje se v Evropé, od Stfedomoii az po
Arktidu. Dale se nachazi na Britskych ostrovech. Vyskytuje se v mélkych vodach.
Mlze Hiatella arctica najdeme v severnich evropskych vodéach v hloubce 20-150 m,
vétSinou zaklinéné ve skalnich $térbinach, mezi kameny nebo mezi fasami (Moen

2004).
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Obr. 5: Hiatella arctica (Moen 2004).

Kajka moiska (Somateria mollissima)

Kajka Somateria mollissima se vyskytuje v arktickych ¢astech severni polokoule.
Najdeme ji v severni Americe, podél severniho pobiezi Kanady a po celém pobiezi
Aljasky a Aleutskych ostrovech. V Evropé se vyskytuje v Pobalti, Britanii,
Nizozemsku, severni Francii a Gronsku. Najdeme ji také v severovychodni Asii

(Anker-Nilssen a kol. 2000).

Populace Somateria mollissima se odhaduje na 2-3 miliony. Somateria mollissima
Casto hnizdi v koloniich, pfevazné na malych pobteznich ostritvcich. Snési kolem 3-
6 vajec. Somateria mollissima se zivi mlzi, pro které se potapi v hejnech do hloubky

10 m, ale mtize se potopit do hloubky az 40 m (Anker-Nilssen a kol. 2000).
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Somateria mollissima hnizdi vétSinou na pobiezi Barentsova mote, Bilého mofte,
na Svalbardu, v¢etné Bjerngyaa na souostrovi Nova Zemé. Podél norského pobrezi
Somateria mollissima hnizdi, dale také v blizkosti rybatskych vesnic a jinych osidleni,
Casto v umélych ukrytech. Na Svalbardu hnizdi a vyvadi mladé, hnizdi zde okolo 120
000 a 150 000 parti ( Anker-Nilssen a kol. 2000).

Somateria mollissima je vSezravec, zZivi se mékkysi, ostnokozci, mnohostétinatci
a korysi. Stravu si vybiraji podle obsahu energie. Vybér potravy dale ovliviiuje také

fyzicka kondice, ale také zimni ¢i jarni obdobi (Anker-Nilssen a kol. 2000).

Kajky Somateria mollissima ohrozuje racek napadanim jejich hnizd a predaci
vajec. Dale je ohrozuji lidé, ktefi je lovi. Dale také tézba ropy je velmi ohroZuje a to
prostiednictvim mlzl, ktefi jsou zasazeni ropou. Kajky sni dné kolem 2 kg mlzi.
Na Svalbardu a na souostrovi Nova Zem¢, Vajga¢ a Yugorski poloostrové jsou
ohrozeny ptfedev§im Sedivymi racky, polarnimi liSkami a lednimi medvédy, ktefi jsou
ucinnymi predatory piedevsim pro hnizda kajek. Déle dravi ptéci, jako je orel moisky
Haliaetus albidlla Casto zabijeji kajky na norském pobiezi. Ze zavlecenych dravci to
je norek Mustella, ktery je hrozbou pro hnizda Somateria kajek na pobiezi Norska
a zbytku Scandindvského poloostrova (Anker-Nilssen a kol. 2000).

Obr. 6: Kajka moiska (Somateria mollissima) (zdroj: Anker-Nilssen a kol. 2000)
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3. Molekularni diagnostika

Fixace a extrakce DNA

Driive se uchovavala DNA parazita v suchém ledu. Ten se pozdéji ukéazal jako
nevhodny, protoze ho nelze pouzit v tropickych pasmech a pii dlouhé pieprave
sublimuje. Proto se zacal pouzivat TNES mocovinovy puft, jak pro konzervaci, tak
také pro extrakci DNA. Vzorky v tomto pufru vydrzi neposkozené mésic az 3 roky,

ptipokojové teploté (Asahida a kol. 1996).

Taxonomie parazitli a patogent je u nékterych druhi znama velice dobie. Lze
je identifikovat pomoci morfologie. Ale ve vétSin€ piipadi, naptfiklad u

jednobunécnych parazitl to nelze, a proto je potieba vyuzit molekularni metody.

Volba metody je velmi dilezitd. Nejjednodussi metodu pouzijeme, kdyz chceme
ziskat takzvany otisk genetického materidlu. A tento otisk mizeme poté porovnat
s udaji jinych organismi. Tyto metody jsou levné a umoziuji matematicky zjistit
podobnost organisml. Dnes se jiz nepouzivaji z diivodu jejich malé vypovédni
hodnoté, dale Spatny odhad vztahu mezi organismy a neurCuji zcela pfesné

taxonomickou urcitost (Janko 2013).

Purifikace nukleovych kyselin

Kvalita izolovaného materialu Casto rozhoduje o UspéSnosti celé metody.
Cilem purifikacnich procest je ziskat velké mnozstvi €isté nukleové kyseliny v nativni
formé. Spravny vybér purifikaéni metody DNA nebo RNA zilezi na dalsi analyze.
DNA, ktera bude ur¢ena k hybridizaci nesmi obsahovat glykogen, proteiny, ionty
kovti, z toho diivodu, Ze mohou branit vzniku dvouvldknové DNA komplementarnim
spojenim dvou jednofetézcovych DNA. Zalezi také na mnozstvi nukleové kyseliny.

VEtsi mnozstvi materialu je potieba pro genetickou analyzu.
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Zdrojem DNA jsou napi. rostlinna pletiva, bakteridlni kultury, eukaryotické
buiiky, virové ¢astice, bunééné organely. Hlavnim tkolem je uvolnit vnitfni obsah
bunék a to se provadi pomoci lyzi bunéné stény. Stény bakteridlnich bunék se
vétSinou rozrusuji lysozymem a mechanickou dezintegraci. U bunék, které nemaji
bunécnou sténu, se pouzivaji jemnéjsi metody napft. slabé neiontové detergenty. Po
znieni bunééné stény a plazmatické membrany, se v roztoku objevi nitrobunécné
slozky buiiky. Aby se zachovala izolovand DNA, musi se pouzit co nejjemnéjsi lyze
bun€k a musi se udrzovat lyza¢ni smés v pufrovaném médiu a chladu. Piecisténi DNA
se déla pomoci enzymu, pomoci enzymu ribonukledzy se odstrani RNA.

DNA se mize extrahovat pomoci fenol-chloroformu, ktery odstrani proteiny z
bunécného lyzatu. SraZeni nukleovych kyselin alkoholem je dalsi postup po extrakci
DNA pomoci fenol-chloroformu. Mame roztok nukleovych kyselin bez proteintl, ale
tento roztok je pfilis nafedén a obsahuje stopy fenolu. Z tohoto diivodu se vysrazi
nukleové kyseliny alkoholem napf. isopropanolem.

Alkalickd denaturace — tato metoda se pouziva pro oddé€leni plazmidu od
chromozomové DNA v extraktu bakteridlnich bunc¢k. ZvySenim pH se pierusi
vodikové vazby mezi nukleotidami a odd¢luji se linearni fetézce neboli dochéazi k
denaturaci DNA.

Dale mzeme pouzit: Purifikaci nukleovych kyselin pomoci chromatografie.
Pokud méame purifikovanou DNA dostate¢né Cistou, tak méfime jeji koncentraci
pomoci spektrofotometru. Pokud DNA neni dostatecné Cistd tak pfitomnost fenolu a

proteinti bude vychylovat spravnou koncentraci DNA. (Smarda a kol. 2005)

Metoda multilokus DNA fingerprinting

Mezi tyto metody fadime multilokus DNA fingerprinting. Tato metoda je
zalozena na fragmentaci celé genomické DNA, jednim ¢i vice restrikénimi enzymy.
Zjistény restrik¢ni profil pomoci rizn¢ dlouhych fragmenttt DNA je charakteristicky
pro dany taxon nebo jedince. Tato metoda je obtiznd z toho diivodu, Ze vysledkem jsou
miliony fragmenti DNA. Ztoho divodu se dale vyuzivaji dal$i metody, které

vizualizuji jen nékteré fragmenty, a z téch pak identifikujeme, o jaky jde taxon.
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Nejzakladn€jsi metodou je elektroforéza, kterd rozdé€li jednotlivé fragmenty podle
délky. Dale se na tyto fragmenty piidavaji DNA sondy (fluorescencni nebo
radioaktivni), které maji urcitou sekvenci. Tim se snizi po¢et DNA fragmentl na ty

na, které se pfichytila sonda (Janko 2013).
Metoda Random-amplified polymerphic DNA-RAPD

Mezi dal$i metodu patii Random-amplified polymerphic DNA-RAPD. Tato
metoda je zaloZena na principu ziskat fingerprint daného taxonu RAPD metodou, ktera
je zalozena na PCR. Pouziva se kratky primer o délce 10ti nukleotidi. Studovany
genom obsahuje sekvence, které jsou v dostateéné blizkosti k naSim primerim. Poté
co nasedd na toto misto na$ primer, tak se spousti PCR reakce. Vysledky z prob&hlé

PCR se pouziji na ureni ur¢itého taxonu (Janko 2013).

Metoda amplifikace fragment Length Polymorphism — AFLP

Metoda amplifikace fragment Length Polymorphism — AFLP, je vyuZivana
pfedevsim v botanice. Nejprve se nefragmentuje studovand genomickéd DNA, pak jsou
vsechny fragmenty ligovany syntetickym oligonuklidem o znamé sekvenci. Pouzivané
primery pfi této metod¢ maji na svém konci o jeden, dva nebo tii baze vice. Timto lze

pak ziskat druhové specifické taxony.

Vysledky téchto metod se hodnoti pomoci podobnosti ziskanych profild UPGMA,
Neighor Joining a dal$i. Vyhodou téchto metod je, Ze jsou ziskané multilokusova
informace a porovnava se cely genom. Nevyhoda je, pokud se vyskytne né¢jaky rozdil,

tak nevime, o jaky lokus jde a co zpusobilo tento rozdil (Janko 2013).

Sekvenacni metoda

Lepsi metoda, ktera se pouziva k dopatrani druhové piislusnosti, je sekvenéni
metoda. Vyuzivd se zde Sangerova sekvenovani, bud’ se vyuziva klonovani nebo

lokusové specifikace PCR pomoci, kterého se izoloval urcity tisek DNA. Tento tusek
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se poté osekvenoval. Do PCR reakce se ptidaly fluorescencni medidtory, které znacily
konec urc¢itého useku DNA. Amplifikované fragmenty DNA se pak pustili na
elektroforézu, kde se rozdélili podle délky. A tim se urcily jednotlivé baze v urcitém
useku DNA. Timto postupem ziskame detailni sekvenci ur¢itého genu, ktery se poté

srovnava se, se svétovou databazi sekvenci (Janko 2013).

Miliony zivotnich etap a transformaci, délaji sekvenovani téz$i. ReSeni této
rozmanitosti se naslo vcytochrom oxidaze ¢ 1 (COI). Sekvence tohoto

mitochondridlniho genu umoznuje urct jednotlivé organismy (Hebert a kol. 2003).

Barcoding

Barcoding zavedl Herbert spolu se spolupracovniky z University of Guelph
v Kanad¢ v roce 2003 (Trivedy a kol. 2016). Barcoding patii do projektu ,,barcoding
of life“. Tento projekt vyuziva klasické sekvenovani s mitochondrialnimi lokusy
a to zejména s Cytochrom oxidazou I (CoxI) a 12sRNA geny. Touto sekvenci poté
mame velkou moznost identifikovat celed’, rod, ¢i druh a srovnat ho s databazi (Janko
2013). Tato sekvence se vyskytuje u ptakd, krevet, ryb, Zelv, usttic, savci, pavouki,
komart, klistat atd. Barcoding se také pouziva pro uréeni druhit okvétnich listki, které
opilovéavaji ur¢ity druh véel (Maclvor 2016). Dale pomoci barcodingu mtiZzeme urcit

mutaci DNA nebo urcitého genu (Stidhlberg a kol. 2016).

DNA barcoding se miize pouzit pro zjiStovani biologické rozmanitosti mofii
a ochran¢ ekosystému a mofti (Trivedy a kol. 2016). Nejznaméjsi pouzité carové kody
DNA jsou ITS a ITS2. ITS byla navrzena jako DNA carového kodu, protoze se vyviji
3-4 krét rychleji nez v plastidovych oblastech, a to bylo uspésné pouzito v mnoha
fylogenetickych studiich. Kratké jaderna oblast (300 bp) z ITS2 byla navrZena jako
novy DNA ¢arovy kod. ITS2 je upfednostiiovan jako ¢arovy kod, protoze mize byt
zesilen pomoci univerzalniho primeru a snadno se poté sekvenuje DNA parazita (Liu

a kol. 2016).
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Bohuzel nevyhoda této metody je takova, Ze je zaméfena na jeden ¢i par lokust.
Pii hybridizaci paraziti pak nemusime urcit spravnou DNA. Proto se zacina
(Janko 2013). Barcoding byl nové pouzit pro pozorovani jednotlivych buné¢k, které
tvoii t&lo jedince. Carovy kod se pienese na buiky a nové vyvijejici se buiky
z matefské obsahuji také urcity ¢arovy kod, ktery byl pridélen matefské butice. Podle
této metody mizeme pozorovat bunky v riznych tkdnich a v urcité ¢asové obdobi

pomoci sekvence ptidéleného ¢arového kddu (Beltman a kol. 2016).

Deseti nasobek rozdilnych sekvenci mezi primérnymi mezidruhovymi
a vnitrodruhovymi rozdily byly navrzeny jako standardni COI préh pro identifikaci
zivoc¢iSného druhu (Hebert a kol. 2003). Mezidruhové a vnitrodruhové odlisnosti
se urcuji podle vzdalenosti K2P (Kimurliv 2-parametrovy model) a p-vzdéalenosti

(podil rozdilnych nukleotidf) (Shen a kol. 2016).

Next-Generatrion-Sequencing (NGS)

Nejnovéjsi metoda sekvenovani, ktera dokaze osekvenovat cely genom, ale také
urcité ¢asti genll u vice vzorkid (Janko 2013). Tato metoda se pouziva k mapovani
celého genomu jedince. Kazdé baze v genomu urcitého jedince se sekvenuje vickrat,
poskytuje velmi presné tidaje a poskytuje ndhled do riznych DNA variaci. NGS mtze
byt pouzita pro celé genomy nebo omezena na konkrétni oblasti v genomu. Déle se
také mtze pouzit pro celou $kalu genti dan¢ho jedince. Tato metoda se da vyuzit ke
stanoveni malého poctu jednotlivych genli. (Behjaty a kol. 2013) Tato metoda je
schopna za jediny den ziskat vice nez tisickrat vétsi pocet parti bazi nez nejvykoné;jsi

sekvenatory. (Macholan 2014)

Molekularni markery

Vnitini pfepisované mezerniky (Internal Transcribed Spacer, ITS) jsou soucasti

genové ribozomalni DNA (rDNA), ktera je dilezita pro vSechny zivé organismy a
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pfedstavuje jeden z nejpouzivanéjSich molekularnich markerti ve fylogenetickych
analyzach. Diky variabilité na urovni sekvence DNA je vhodna k rozliSeni blizce
ptibuznych druhi nebo dokonce poddruhi. Cytochrom oxidaza I (COI) je

mitochondridlni gen ktery slouZzi pro identifikaci zivych organismd.

Fylogeneticky analyza

Zakladem fylogenetické analyzy je datovy soubor, ktery je nazyva jako data.
Tento soubor obsahuje informace o jednotlivych objektech, napt.: virové kmeny,
druhy, vyssi taxonomické jednotky (rody, kmeny, fady atd.). V ptipadé molekuldrnich
dat se jedna o soubor, ktery obsahuje sefazené sekvence DNA. Sekvence znaroziuji
jednotlicé Gseky a konkrétni baze. Molekuldrni data mohou ptestavovat nukleotidy,
aminokyseliny. Fylogeneticka analyza se vyznacuje prostfednictvim fylogenetického
stromu. Fylogeneticky strom se sklddéa z uzli a jednotlivych vétvi. Vétve predstavuji
délky a vahy (Cas, pocet zmén). Tento strom dale obsahuje také kmen, ktery znazornuje
spole¢ného predka pro vSechny objekty (taxony). U fylogenetické analyzy méme data
ve formé vzdalenosti, které ndm udéavaji podobnost. NejcastéjSimi daty pro sestaven
fylogenetického stromu jsou nukleotidové a proteinové sekvence. Vysledné
fragmenty DNA jsou osekvenovany a sestaveny do vysledné sekvence. Pro sekvenci
celého genu se proto pouziva fylogenetickd analyza (Macholan 2014). Fylogeneticka
analyza se sklad4 pomoci databazi nukleotidovych sekvenci. Napi. GenBank, EMBL,
DDBJ (Macholan 2014).

Klonovani DNA

vvvvvv

Klonovani je proces, kdy se vytvati molekularni klony. Klon je soubor stejnych bunék,
které vznikly z jedné buiky, ktera vznikla u eukaryot pfi mitdze a u prokaryot pii
prostém déleni. Klonovani DNA je tvorba kloni fragmenti DNA namnoZenim v
hostitelské bufice. Dale se daji klony DNA vytvofit také pomoci PCR reakci.

Rekombinantni molekulou DNA se nazyva takova molekula, ktera byla vytvoiena za
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pomoci cizi DNA. Klonovaci vektor je molekula DNA, kterd pfijme cizorodou DNA
a dale se replikuje v hostiteli. Hlavni oblasti vyuziti klonovani: izolace, studium,
struktura a fukce gent. Studium regulacnich oblasti, které maji za kol fidit expresi
gentl. Klonovani je také velmi vyznamné pro genové inZenyrstvi, které ma za tkol
vytvaiet nové geny a zavadét je do genomu organismiim a tim jim pomahat doplnit
svoji genetickou vybavu. Tim by se stali rostliny odoIné vii¢i sktidetim a herbicidim.
Klonovani zahrnuje 3 zakladni kroky: pfipravit rekombinantni molekulu DNA, dale ji
pfenést do hostitelské bunky a nasledné selekci klont, které budou obsahovat

rekombinantni DNA. (Smarda a kol. 2005)
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4. Hypotézy

H1: Metacerkarie z mlzii Mya truncata a Hiatella arctctica jsou tyz druh.
Neprokazano.

H2: Metacerkarie z mlz Hiatella arctctica jsou totozné s motolicemi
Celedi Gymnophallide ze stfeva kajky Somateria mollissima. Neprokazano.
H3: Metacerkarie z mlzii Mya truncata jsou totozné s motolicemi Cceledi

Gymnophallidea ze stieva kajky Somateria mollissima. Prokazano.
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5. Material a metody

5.1. Material

Vzorky motolic, které jsem ve své praci zpracovala, byly odebrany béhem expedic
Centra polarni ekologie PTF JU v letech 2010 a 2014. VSechny vzorky motolic byly jiz
izolované z tkané mlzt Mya truncata, Hiatella arctica a kajky moiské (Somateria
mollissima). Vzorky motolic pro nasledné zpracovani molekularn¢ taxonomickymi
metodami byly uloZeny v etanolu a byly zpracovany postupné (Tab. 1, Tab. 2) riznymi

metodami extrakce DNA.

5.2. Metodika

Izolace jedné motolice

V etanolu fixované motolice jsem nejprve procistila od hostitelské tkané
postupnou vyménou etanolu za novy. Pracovala jsem za pomoci Pasteurovy pipety a
veskerou praci kontrolovala stereomikroskopem. Pro dal$i postup jsem motolice
rozdélila do jednotlivych mikrozkumavek (vét§inou bylo ke kazdému jedinci hostitele
k dispozici
2-6 jedinct motolic fixovanych v etanolu). Pfevaznou ¢ast etanolu jsem nasledné
pomoci automatické pipety odsala. Zbytek etanolu jsem nechala odpaftit v suché 1azni
(pti 37 °C) nebo vakuovém koncentratoru Concentrator plus (Eppendorf, Hamburg,

Neémecko) s nastavenim vacufuge pii 45 °C.
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Tab. 1: Prvni sada vzorkl metacerkarii z Mya truncata a Hiatella arctica

Kod DNA Kod hostitele Hostitel
CS1 AS524 Mya truncata
CS2 A333 Mya truncata
CS3 A265 Hiatella arctica
CS 4 A456 Mya truncata
CS5 A470 Mya truncata
CS 6 A453 Mya truncata
CS7 A265 Hiatella arctica
CS 8 A456 Mya truncata
CS9 A333 Mya truncata
CS 10 A744 Hiatella arctica
CS 11 A872 Mya truncata
CS 12 A453 Mya truncata
CS 13 A257 Mya truncata
CS 14 A333 Mya truncata
CS 15 A883 Hiatella arcica
CS 16 A749 Hiatella arctica
CS 17 AS524 Mya truncata
CS 18 AS523 Mya truncata
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Tab. 2: Druha sada vzorkl metacerkarii z Mya truncata a Hiatella arctica
a juvelini motolice z Somateria mollissima

Kod DNA Kod hostitele Hostitel
S1 A333/1 Mya truncata
S2 A333/2 (CS2) Mya truncata
S3 A333/3 (CS14) Mya truncata
S4 A333/4 (CS9) Mya truncata
S5 A524/1 (CS1) Mya truncata
S6 AS524/2 (CS17) Mya truncata
S7 A456/1 Mya truncata
S8 A456/2 (CS4) Mya truncata
S9 A456/3 (CS8) Mya truncata
S10 A470/1 Mya truncata
S11 A470/2 Mya truncata
S12 A470/3 Mya truncata
S13 A470/4 Mya truncata
S14 A470/5 (CS5) Mya truncata
S15 A453/1 (CS6) Mya truncata
S16 A453/2 (CS12) Mya truncata
S17 A872/1 Mya truncata
S18 A872/2 Mya truncata
S19 A872/3 Mya truncata
S20 A872/4 Mya truncata
S21 A872/5 (CS11) Mya truncata
S22 A257/1 (CS13) Mya truncata
S23 A523/1 (CS18) Mya truncata
S24 A265/1 Hiatella arctica
S25 A265/2 Hiatella arctica
S26 A265/3 Hiatella arctica
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Tab. 2: pokracovani

Kod DNA Kad hostitele Hostitel
S27 A265/4 Hiatella arctica
S28 A265/5 Hiatella arctica
S29 A265/6 (CS7) Hiatella arctica
S30 A265/7 (CS3) Hiatella arctica
S31 A744/1 (CS10) Hiatella arctica
S32 A883/1 (CS15) Hiatella arctica
S33 A749/1 (CS16) Hiatella arctica
S34 F279/1 Somateria mollissima
S35 F279/2 Somateria mollissima
S36 F279/3 Somateria mollissima
S37 F279/4 Somateria mollissima
Izolace DNA

Izolaci DNA jsem provadéla pomoci tii riznych protokolli. Prvni protokol
vychazel z klasické fenol-chloroformové izolace, ve zbylych dvou jsem vyuzila

komer¢ni sady k izolaci DNA s dvéma riznymi zptisoby rozméInéni tkané.

Fenol-chloroformova izolace DNA pomoci pufru TNES

Ke kazdému vzorku (1 vysuseny jedinec motolice v mikrozkumavce) jsem ptidala
200 pl TNES pufru (Asahida kol. 1996). Nasledujici den jsem pfidala 2 pl proteindzy
(10 mg/ml) a inkubovala 30 min v suché lazni pti 55 °C. Ke smési jsem nasledné
ptidala 200 pl fenolu a razné¢ promichala. V dalSim kroku jsem pfidala 200 pl
chloroformu a opét promichala. Poté jsem vzorky centrifugovala 5 min pti 12570 rpm
ve stolni centrifuze 320R (Hettich, Tuttlingen, Némecko) s nastavenim teploty na 4
°C. Svrchni vrstvu vodni faze obsahujici DNA jsem pienesla do novych

mikrozkumavek a pfidala jsem 580 pl 92 % etanolu vychlazeného na -20 °C. Opét
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jsem vzorky centrifugovala na 20 min pfi 12570 rpm a se stejnym nastavenim jako
v pfedchozim ptipad¢. Slila jsem etanol a piidala jsem dalSich 100 pl 70 % etanolu
(opét vychlazeného na — 20 °C) ke vzorku a opét centrifugovala (5 min pti 12750 rpm).
Slila jsem etanol a zbytek nechala odpatit pti 37 °C (v suché lazni nebo vakuovém
koncentratoru), poté jsem piridala 50 pl pufru TE a vzorky jsem ulozila do lednice, kde

jsem je ponechala pies noc a nasledujici den ptfemistila do — 20 °C.

Izolace DNA pomoci kitu

Zbytek vzorkl jsem izolovala pomoci kitu DNeasy Blood and Tissue (Qiagen,
Venlo, Nizozemsko). Cast vzorkii jsem pred zahajenim izolace rozmélnila pomoci
vymrazeni v kapalném dusiku a jejich nasledného rozmélnéni tycinkou. Pfidala jsem
180 pl pufru ATL, pak 20 pl proteindzy K, promichala jsem vzorky na vortexu.
Inkubovala jsem vzorky pii 56 °C do Uplného rozpusténi vzorku. Promichala jsem
vzorky pomoci vortexu, pfidala jsem 200 ul pufru AL. Opét promichala na vortexu a
inkubovala pti 56 °C na 10 min. Pfidala jsem 200 pl absolutniho etanolu a dikladné
jsem vzorky promichala na vortexu. Pfenesla jsem smés do kolonky s matrix
zachycujici DNA. Stocila jsem vzorky pii 8000 rpm na 1 min na stolni centrifuze
MiniSpin Eppendorf (Hamburg, Némecko). Vyfadila jsem sbérnou zkumavku a
kolonku jsem pfenesla do nové sbérné zkumavky. Pfidala jsem 500 pl pufru AW1 a
stocila jsem vzorky pii 8000 rpm na 1 min na centrifuze MiniSpin, opét jsem vyradila
sbérnou zkumavku a kolonku pfenesla do nové sbérné zkumavky. Pfidala jsem 500 pl
pufru AW?2 a stocila jsem vzorky pti 1400 rpm na 3 min na centrifuze MiniSpin, opé&t
jsem vyradila sbérnou zkumavku a kolonku nasadila do nové popsané
mikrozkumavky. Na membranu na dné¢ kolonky jsem ptidala 50 pl pufru AE.
Inkubovala jsem vzorky 1 min pii pokojové teploté a nasledné ziskala roztok

obsahujici DNA stoc¢enim celé sady pifi 8000 rpm 1 min na centrifuze MiniSpin.

38



Amplifikace DNA

PCR smés byla pfipravena smichanim chemikalii v mnozstvi uvedeném v tab. 3.

Stejny postup byl pouzit pro vzorky metacerkarii z Mya truncata a Hiatella arctica.

Tab. 3: Obsah reak¢ni smési pro amplifikaci COI

Ptiprava PCR reak¢ni smési

10x Taq Buffer 2,5 ul
dNTP 2 ul
LCO forward primer 1 ul
HCO reverse primer I ul
Taq polymeraza 1 pl
PCR voda (redestilovand voda) 16,5 ul

Tab. 4: Redéni slozek PCR
dNTP 20 pl koncentrovaného DTP + 120 ul d. H2O

primery 20 pl koncentr. Primeru + 60 ul d. H.O

Ptipravila jsem si reakéni smés podle postupu vyse, do 24 0,2 ml mikrozkumavek
jsem si pomoci automatické pipety pfenesla 24 pul reakéni smési a pridala jsem 1 pl
templatové DNA. Vse jsem neustale udrzovala na ledu (pfi 0 °C) kviili polymeraze.

Vzorky jsem vlozila do cykleru a pustila jsem nasledujici program specifikovany v tab.
5.
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Tab. 5: PCR protokol pro amplifikaci COI

Nastaveni cykleru
95°C 3 min
95°C 1 min Opakovani
40°C 1 min 35x
72°C 1 min 30 s
72°C 7 min
4°C nekone¢no

Pti amplifikaci ITS oblasti jsem postupovala podle Grutter a kol. (2000). Vzorky

metacerkarii z Mya truncata a Hiatella arctica, motolice z Somateria mollissima.

Tab. 6: Obsah reak¢ni smési pro amplifikaci ITS oblasti

Priprava PCR reakéni smési

10x Taq Buffer complete 100 pl
dNTP 80 pl
3S primer 40 pul
ITS2.2 primer 40 pul
Taq-purple DNA polymeraza 40 pul
PCR voda (destilovana voda) 620 pl

ITS2.2 = CCTGGTTAGTTTCTTTTCCTCCGC Tm = 61,9°C

3S = GGTACCGGTGGATCACGTGGCTAGTG Tm = 68,4°C

Ptipravila jsem si reakéni smés podle postupu vyse, do 37 0,2 ml mikrozkumavek
jsem si pomoci automatické pipety pienesla 23 pl reakéni smési a pridala jsem 2 pl
templatové DNA nebo 2 pl redestilované H>O (negativni kontrola). Do 38. pozice ve

stripu jsem si prenesla negativni kontrolu. Vse jsem potfad udrzovala na ledu kviili
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polymeraze. Vzorky jsem vlozila do cykléru a spustila jsem nasledujici program

specifikovany v tab. 8

Tab. 8: PCR protokol pro amplifikaci ITS oblasti podle Grutter a kol. (2000)

Nastaveni cykléru
95°C 3 min
45°C 2 min 1 x opakovani
72°C 90 s
95°C 45 s
50°C 45 s
4 x opakovani
72°C 90 s
95°C 20s
52°C 20s
25 x opakovani
72°C 90 s
72°C 15 min
4°C nekone¢no

Pti amplifikaci tseku genu pro COI jsem postupovala podle Leung a kol. (2009).
Tento postup byl pouzit pro vzorky metacerkarii z Mya truncata a Hiatella arctica a

juvenilni motolice z kajky Somateria mollissima.

Tab. 9: Obsah reak¢ni smési pro amplifikaci COI

Priprava PCR reakéni smési
10x Taq Buffer complete 100 pl
dNTP 80 ul
JB3 primer (forward) 40 pl
COR primer (revers) 40 pl
Taq-purple DNA polymeraza 40 pul
PCR voda (destilovana voda) 620 pl
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JB3 =TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTAT Tm = 58,6°C

COR = AATCATGGATGCAAAAGGTA Tm = 52,8°C

Ptipravila jsem si reakéni smés podle postupu vyse, do 37 0,2 ml mikrozkumavek
jsem si pomoci automatické pipety pienesla 23 pl reakéni smési a pridala jsem 2 pl
templatové DNA. Do 38 pozice ve stripu jsem si napipetovala negativni kontrolu. Ve
jsem pofad udrzovala na ledu kvali polymeraze. Vzorky jsem vlozila do cykléru a

pustila jsem nasledujici program specifikovany v tab. 11.

Tab. 11: PCR protokol pro amplifikaci COI podle Leung a kol. (2009)

Nastaveni cykleru
95°C 2 min
95°C 30s
48°C 40 s 40 x opakovani
72°C 1 min
72°C 10 min
4°C nekone¢no

Vizualizace PCR produktu pomoci agardzové elektroforézy

Pomoci mikrovinné trouby jsem rozpustila agarézu v TBE pufru. Vysledna
koncentrace agardzy byla 1%. Agardzovy roztok jsem zchladila pod tekouci vodou.
Nalila jsem roztok do formy a vloZila jsem tam hiebinky a nechala jsem agar ztuhnout

(ptiblizné€ 20 min).
Agardzova elektroforéza — postup, dokumentace

1) Prvni postup: Vzala jsem si barvicku GoodView, kterou jsem
promichala se vzorky. Vzorky, negativni a pozitivni kontrolu jsem napipetovala
do gelu v elektroforéze. Do prvni jamky jsem napipetovala 4 pl 100 bp DNA
velikostniho standardu GeneRuler DNA Ladder ready-to-use (Thermo
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Scientific, USA). Elektroforéza probihala pfi 110V 5 min, po sniZzeni napéti na
90V 30 min. Pozitivni prouzky jsem pozorovala v UV transilluminatoru.

2) Druhy postup: Barvicku GoodView jsem ptidala do gelu pii jeho
ptipravé. Do prvni jamky jsem napipetovala 4 pl ladder 100 b. Vzorky,
negativni a pozitivni kontrolu jsem napipetovala do gelu v elektroforéze. Do
posledni jamky jsem napipetovala 4 ul 1 Kb ladder. Elektroforéza probihala pti
110 V5 min, po snizeni napéti na 90 V 30 min. Pozitivni prouzky jsem
pozorovala v UV transilluminétoru.

3) Tteti postup: Barvicku GoodView jsem ptidala do gelu pii jeho piiprave.
Do prvni jamky jsem napipetovala 4 pl ladder 100 b. Vzorky, negativni a
pozitivni kontrolu jsem napipetovala do gelu v elektroforéze. Elektroforéza
probihala pti 110 V 5 min, po sniZeni napéti na 90 V 30 min. Pozitivni prouzky

jsem pozorovala v UV transilluminatoru.

Cisténi DNA

Provadéla jsem ¢isténi DNA pomoci tii riznych protokoll. K ¢isténi DNA jsem
vyuzila komeréni sady QIAquick Spin (Qiagen, Venlo, Nizozemsko) a Gene All

Expin Combo (Soul, Jizni Korea).

Izolace PCR produktu

Izolace PCR produktu jsem provadéla pomoci kitu QIAquick Spin (Qiagen,
Venlo, Nizozemsko). Izolaci PCR produktu jsem provadéla po ziskani vysledkl
z elektroforézy. Pridala jsem ke vzorku 200 pl PB bufferu. Pienesla jsem smés do
kolonky s matrix zachycujici DNA a napipetovala jsem do ni 200 pl reakéni smési.
Stocila jsem vzorky 30-60 s pti nejvysSich otackach. Poté jsem odstranila odpad ze
sbérné zkumavky. Ptidala jsem 75 Oul pufr PE s etanolem a stocila jsem vzorky 30-60
s pfi nejvyssich otackach. Vyradila sbérnou zkumavku a kolonku nasadila do nové

popsané mikrozkumavky. Na membranu na dné kolonky jsem ptidala 20 pul d.H20 a
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nasledn¢ ziskala roztok obsahujici DNA stocenim cel¢ sady pfi

8000 rpm 1 min.

Izolace PCR produktu

Izolace PCR produktu jsem provadéla podle kitu Gene All Expin Combo. Izolaci
PCR produktu jsem provadéla po ziskani vysledk z elektroforézy. Z gelu jsem vyftizla
PCR produkt o pfedpokladané velikosti a ptenesla jej do pfipravené mikrozkumavky.
K vzorku jsem ptidala 300 pl pufru GB. Inkubovala jsem vzorky pti 56 °C 5-10 min.
do uplného rozpusténi vzorku. Pfidala jsem 100 pl isopropanolu a promichala jsem
vzorky na vortexu. Pfenesla jsem smés do kolonky s matrix zachycujici DNA. Stocila
jsem vzorky pfi 12000 rpm na Imin. Odstranila jsem odpad ze sbérné zkumavky.
Ptidala jsem 700 pl buffer NW a stocila jsem vzorky pti 12000 rpm na 30 s. Opét jsem
odstranila odpad ze sbérné zkumavky. Stocila jsem vzorky pti 12000 rpm na 30s.
Vyfadila jsem sbérnou zkumavku a kolonku nasadila do nové popsané
mikrozkumavky. Na membranu na dn¢ kolonky jsem ptidala 30 pl d.H20 a nasledné
ziskala roztok obsahujici DNA stoc¢enim celé sady pti 12000 rpm 1 min.

Priprava vzorki na sekvenaci

1) Ptipravila jsem si 0,2 ml mikrozkumavky, do, kterych jsem si napipetovala
ptedpiipravené primery HCO a ptedpfipravené primery LCO po 1pul a pfidala jsem
knim 9 pl PCR produktu. Polovinu vzorku jsem odeslala s primer LCO, druhou
s HCO.

2) Naredila jsem si primery. 3S a ITS2.2 napipetovala jsem si 7,5 ul primera a
ptidala jsem k nim 52,5 pl d.H20. Totéz jsem provedla s primery JB3 a COR. 2 pul a
ptidala jsem k nim 14 pul d.H>O. Vzorky, které jsem si ptfipravila pomoci ¢isténi DNA
podle Kitu Gene All Expin Combo jsem a ptidala jsem k nim 2 pl nafedénych primeri.
Do mini ependorfek jsem si napiepetovala 7 pl redestilované H>O a pridala jsem 3 pl

vzorku.
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Vzorky jsem poté poslala na sekvenci firmé¢ SEQME. Odesilaji vzorky ve formé

PCR produktu a vysledky ptijdou elektronicky.

Klonovani

Ptipravila jsem si ligacni smés: do ependorfky jsem si napipetovala 4 pul ¢istého
PCR produktu. Pfidala jsem 1 pl Salt Solution (Invitrogen, LifeTechnologies,
Thermofisher Scientific, Carlsbad, USA) a 1 pul pCR 2.1 (Invitrogen,
LifeTechnologies, Thermofisher Scientific, Carlsbad, USA) Dala jsem
mikrozkumavku inkubovat, na 5 min pti pokojové teploté (22-23 °C). Déle jsem reakci
nechala na ledu. Na dalsi postup jsem pouzila plotny s LB agarem (Applichem,
Darmstadt, Némecko) a ampicilinem (50 pg/ml; Biotika, Slovenskd Lupca,
Slovencko). Pfedehtala jsem si vodni lazeii na 42 °C, zahtdla jsem si SOC médium na
pokojovou teplotu, kompetentni buiiky jsem vyndala z hlumokomraziciho boxu (-80
°C) a nechala jsem je samovoln¢ rozmrazit v ledové tfisti. Ke kompetentnim bunkam
jsem priidala 2 pl ligaéni smési a Setrné jsem smés promichala. Nasledné jsem
ponechala vzorky 10 min inkubovat v ledové tfiSti. Po 10 min jsem mikrozkumavky
s liga¢ni smési pienesla do vodni 1azné (42 °C), kde jsem je ponechala 30 s umisténé
v plovacku. Zptsobila jsem tedy buiikdm teplotni Sok. Poté jsem okamzité prenesla
mikrozkumavky na ledovou tfiSt’" a nechala jsem je tam 2 min a ptidala jsem do
mikrozkumavek 250 pul SOC média ohtatého na pokojovou teplotu. Mikrozkumavky
jsem ulozila v horizontalni poloze do inkubované tfepacky (nastavené na 37 °C, 210
rpm) a ponechala tfepat po dobu 1 h. Agarové LB plotny jsem vyndala z lednice a
nechala jsem je ohtéat na pokojovou teplotu. Z pfipravené smési jsem pienesla 100 pl
a 200 pl na dvé plotny s LB agarem a ampicilinem peclivé rozettela pomoci sterilni
mikrobiologické hokejky. Plotny jsem nechala inkubovat do druhého dne pii 37 °C.
Jednotlivé narostlé kolonie jsem ptenesla do 30 pl redestilované H>O a umistila do

inkubované tfepacky (37 °C, 10 min, 210 rpm).
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Tab. 12: Pfiprava mastermixu

Pfiprava mastermix

10x Taq Buffer complete 45 ul
dNTP 36 pl
Forward primer 18 ul
Reverse primer 18 ul
Polymeraza 18 ul
PCR voda (redestilovana voda) 261 pl

Nésledné jsem pienesla do stripu 11 pl mastermixu (Tab. 12) a pfidala jsem 2 pl
vody s modifikovanymi bakteriemi. Pak jsem vzorky dala do cykleru. Cykler jsem

spustila s nastavenim SCREEN (tab. 13). Vysledky PCR a tedy i celého klonovéani

Tab. 13: PCR protokol pro kontrolni amplifikaci

program SCREEN
95°C 15 min
95°C 30s
54°C 1 min 20x opakovani
72°C 1 min
72°C 10 min
4°C nekone¢no

Kontrola a aprava sekvenci

Ziskané sekvence jsem zkontrolovala pomoci programu BLAST, tj. vyhledanim
nejpodobnéjSich sekvenci v databdzi GenBank. Sekvence, které vyhledavani
v programu BLAST oznacilo za podobné sekvencim motolic, jsem nasledné nechala
dosekvenovat z opacné strany (pomoci primeru ITS2.2 v ptipadé ITS oblasti a pomoci

primeru COR v ptipad¢ useku COI). Ziskané sekvence jsem spojila dohromady
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pomoci programu Geneious 8.1.8 (Biomatters Ltd., Novy Zéland) a ovétila jejich

spravnou orientaci (ve sméru 5°-3").
Fylogeneticka analyza

Pro ob¢ skupiny sekvenci (tj. ITS oblast, usek COI) jsem pfipravila dataset
zahrnujici také nejpodobnéjsi sekvence nalezené programem BLAST. V piipadé

datasetu ITS se jednalo o sekvence pod ptistupovymi Cisly:

JN381028 Gymnophallus australis (metacerkarie z mlze Perumytilus purpuratus)

Portugalsko

JN381029 Gymnophallus choledochus (metacerkarie z mlze Cerastoderma edule)
Portugalsko

JN381027 Bartolius pierrei (metacerkarie z mlze Darina solenoides)

Argentina

KM246859 Gymnophalloides macomae (metacerkarie z mlze Macoma balthica)

Finsko

JN381024 Gymnophalloides seoi (metacerkarie z mlze Crassostrea gigas)

Jizni Korea

KF575168 Gymnophalloides nacellae (sporocysta z mlze Gaimardia trapesina)
Argentina

JN381026 Parvatrema sp. (metacerkarie z mlze Tagelus plebeius)
Argentina

JN381030 Meiogymnophallus minutus (metacerkarie z mlze Cerastoderma edule)

Portugalsko
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Dataset useku COI byl obohacen nésledujicimi sekvencemi:

FJ765469 Gymnophallus sp. (metacerkdrie z mlze Austrovenus stutchburyi)
Novy Z¢land

FJ765470 Gymnophallus sp. (metacerkdrie z mlze Austrovenus stutchburyi)
Novy Z¢land

FJ765468 Gymnophallus sp. (metacerkdrie z mlze Austrovenus stutchburyi)
Novy Z¢land

FJ765471 Gymnophallus sp. (metacerkdrie z mlze Austrovenus stutchburyi)
Novy Z¢land

FJ765467 Gymnophallus sp. (metacerkdrie z mlze Austrovenus stutchburyi)
Novy Z¢land

Sekvence byly setazeny pomoci programu MAFFT v7.017 (Katoh a kol. 2002)
a nasledn¢ byla provedena analyza metodou maximalni pravdépobobnosti pomoci
programu RAXML (Stamatakis 2006) za pouziti obecného Casové-reverzibilniho
modelu (general time-reversible model - GTR) s gamma (I") rozloZenim a bootstrapem

s 500 nadsobnym opakovanim.
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6.  Vysledky
6.1.  Metody PCR a ELFO
Vysledky prvni elektroforézy nejsou zaznamendny z diivodu nefunkénosti UV

transilluminatoru. Vysledky druhé elektroforézy, pro které byla pouzita druhd sada

vzorkiit DNA (Tab. 2), jsou zobrazeny na obr. 7. (ITS oblast) a obr. 8 (asek COI).

E
- -
Mya Mya Mya Mya Mya Mya Mya Mya Mya Mya Mya Mya Mya Mya
trun. trun. trun. trun. trun. trun. trun. trun. trun.trun. trun.trun. trun. trun.
1 ! a - o 7 o 10 11 12 15 14 1% 16
plEAm R e =
Mya Mya Mya Hiat. Hiat. Hiat. Hiat. Hiat. Hiat. Hiat. Som. Som. Som. -
= trun. trun. trun. arct. arct. arct. -arct. arct. arct. arct. moll. moll. moll. 2
- - _— - e
21 s 25 27 28 % 2O 31 82 LR s LT -

Obr. 7: Vizualizace velikosti fragment amplifikované oblasti ITS pomoci primert

3S a ITS2.2 Jako velikostni standard byl pouzit 100 bp DNA GeneRuler DNA Ladder

ready-to-use.

49



22 B 29 SOW T 3§ " 38 37
Hiatella Somateria Som. Som.

Mya Mya
X ;8 arctica maollissima moll. maoll.

trumn. trum.

Obr. 8: Vizualizace velikosti amplifikovaného tiseku COI pomoci primert JB3 a
COR ze vzorkit DNA izolované z metacerkarii z mlzt Mya truncata a Hiatella
arctica a juvelini motolice z kajky Somateria mollissima. Jako velikostni standard

byl pouzit 100 bp DNA GeneRuler DNA Ladder ready-to-use.
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Tab. 13: Izolované PCR produktu odeslané na osekvenovani (oblast ITS)

PCR produkt Kod hostitele Hostitel

1 A333/1 Mya truncata

2 A333/2 (CS2) Mya truncata

4 A333/4 (CS9) Mya truncata

5 AS524/1 (CS1) Mya truncata

6 A524/2 (CS17) Mya truncata

7 A456/1 Mya truncata

9 A456/3 (CS8) Mya truncata

10 A470/1 Mya truncata

11 A470/2 Mya truncata

12 A470/3 Mya truncata

13 A470/4 Mya truncata

14 A470/5 (CS5) Mya truncata

15 A453/1 (CS6) Mya truncata

16 A453/2 (CS12) Mya truncata

21 A872/5 (CS11) Mya truncata

22 A257/1 (CS13) Mya truncata

23 A523/1 (CS18) Mya truncata

27 A265/4 Hiatella arctica

28 A265/5 Hiatella arctica

29 A265/6 (CS7) Hiatella arctica

30 A265/7 (CS3) Hiatella arctica

31 A744/1 (CS10) Hiatella arctica

32 A883/1 (CS15) Hiatella arctica

33 A749/1 (CS16) Hiatella arctica

34 F279/1 Somateria mollissima
36 F279/3 Somateria mollissima
37 F279/4 Somateria mollissima
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Tab. 14: Izolované PCR produktu odeslané na osekvenovani (usek COI)

Kod DNA Kod hostitele Hostitel

S16 A453/2 (CS12) Mya truncata

S22 A257/1 (CS13) Mya truncata

S 23 A523/1 (CS18) Mya truncata

S 29 A265/6 (CS7) Hiatella arctica

S 34 F279/1 Somateria mollissima
S 36 F279/3 Somateria mollissima
S 37 F279/4 Somateria mollissima

6.2. Sekvence
Oblast ITS

Ziskala jsem 7 sekvenci, 3x z motolice z kajky, 4x z metacerkarie z Mya (3 rizni
jedinci Mya truncata). Délka sekvenci je od 479 — 503 nukleovycch bazi. Databaze
GenBank obsahuje vétsi zastoupeni sekvenci zastupct celedi Gymnophallidae pro

oblast ITS nez v ptipadé tiseku COL.
Usek COI

Ziskala jsem pouze 3 sekvence (1x kajka motska Somateria mollissima, 2x Mya
truncata). Tato sekvence je zkracena na usek 792 bazi dlouhy usek (793-795. stop
kodon podle alternativniho genetického koédu (Trematoda Mitochondrial transl table
21). V GenBank jsem nasla pouze 5 dalSich sekvenci pro gen COI. Sekvence ulozené
v databazi GenBank s nejvyssi shodou k sekvencim useku COI Gymnophallus sp. ze
Svalbardu (A257 1; A453 2; F279 1) vyhledané pomoci programu BLAST.

Hiatella arctica

Bohuzel Zadnou sekvenci ze vzorki DNA metacerkarii z hostitele Hiatella arctica

se nepovedlo ziskat.
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6.3. Klonovani

Jediny pokus o molekularni klonovani byl neuspéSny. Pii kontrole
modifikovanych kompetnich bunék se nepodafilo potvrdit v plasmidu ptitomnost

useku DNA o spravné velikosti.

Tab. 15: Procentudlni mira shody mezi sekvencemi tiseku genu pro COL.

A257_1 A453_2 F279_1 F1755467 F1755468 F1755469 F1765470 FI765471
A257_1 77.2% 76.5% 76.4% 76.5% 76.3%
A453_2 : 1 1 B 7% 76.5% 76.4% 76.5% 76.3%
F279_1 99.6% | 99 77.3% 76.5% 76.6%
F1755467 ' '
F1765468
F1765469
F1765470
F1765471

Tab. 16: Pocet odlisnych nukleotidovych pozic mezi sekvencemi tiseku genu pro COI.

A257_1 A453_2 F279_1 F1765467 F1765463 F1765469 FI1765470 F1765471
AZ57_1 171 186 187 186 188
A453_2 il l Il 171 186 187 186 188
F279_1 - : 3 186 188
FI765467 [ [
F1765468
F1765469
FI765470
F1765471

Vysvétlivky ke koédum sekvenci obsaZenych v tabulkach 15 a 16:

A257/1 Gymnophallidae (metacerkarie z mlze Mya truncata)

Svalbard

A453/2 Gymnophallidae (metacerkarie z mlze Mya truncata)

Svalbard

F279/1 Gymnophallidae (juvenilni motolice z kajky Somateria mollissima)
Svalbard

FJ765469 Gymnophallus sp. (metacerkarie z mlze Austrovenus stutchburyi)

Novy Zéland
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FJ765470 Gymnophallus sp. (metacerkarie z mlze Austrovenus stutchburyi)
Novy Zéland
FJ765468 Gymnophallus sp. (metacerkarie z mlze Austrovenus stutchburyi)
Novy Zéland
FJ765471 Gymnophallus sp. (metacerkarie z mlze Austrovenus stutchburyi)
Novy Zéland
FJ765467 Gymnophallus sp. (metacerkarie z mlze Austrovenus stutchburyi)

Novy Zéland
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Vysvétlivky ke kédiim sekvenci obsaZenych v tabulkach 17 a 18:

A257/1 Gymnophallidae (metacerkarie z mlze Mya truncata) Svalbard
A523/1 Gymnophallidae (metacerkarie z mlze Mya truncata) Svalbard
A524/1 Gymnophallidae (metacerkarie z mlze Mya truncata) Svalbard
A524/2 Gymnophallidae (metacerkarie z mlze Mya truncata) Svalbard
F279/1 Gymnophallidae (motolice z kajky Somateria mollissima) Svalbard
F279/3 Gymnophallidae (motolice z kajky Somateria mollissima) Svalbard
F279/4 Gymnophallidae (motolice z kajky Somateria mollissima) Svalbard

JN381028 Gymnophallus australis (metacerkarie z mlze Perumytilus purpuratus)
Portugalsko

JN381029 Gymnophallus choledochus (metacerkarie z mlze Cerastoderma edule)
Portugalsko

JN381027 Bartolius pierrei (metacerkarie z mlze Darina solenoides)

Argentina

KM246859 Gymnophalloides macomae (metacerkarie z mlze Macoma balthica)
Finsko

JN381024 Gymnophalloides seoi (metacerkarie z mlze Crassostrea gigas)

Jizni Korea

KF575168 Gymnophalloides nacellae (sporocysta z mlze Gaimardia trapesina)
Argentina

JN381026 Parvatrema sp. (metacerkarie z mlze Tagelus plebeius)

Argentina

JN381030 Meiogymnophallus minutus (metacerkarie z mlze Cerastoderma edule)

Portugalsko
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6.4. Fylogeneticka analyza

Ziskané sekvence vytvofily ve fylogenetické analyze monofyletickou skupinu
s vysokou bootstrapovou podporou (96 %). Sekvence F279 3 ziskana z kajky motské
(Somateria mollissima) je na bazi vSech ostanich sekvenci. Sesterskou skupinu k mnou
ziskanym sekvencim vytvofily sekvence Gymmnophalloides spp. a Parvatrema sp.,

nicméné s nizkou bootstrapovou podporou (37 %).
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AS523 1 ex Mya truncata

A524 2 ex Mya truncata

A257 1 ex Mya truncata

A524 1 ex Mya truncata

F279 4 ex Somateria mollissima

F279 1 ex Somateria mollissima

— F279 3 ex Somateria mollissima

IN381026 Parvatrema sp.
100

KM246859 Gymnophalloides macomae

98

IN381024 Gymnophalloides seoi

KF575168 Gymnophalloides sp.

IN381028 Gymnophallus australis
82

IN381029 Gymnophallus choledochus

IJN381030 Meiogymnophallus minutus

IJN381027 Bartolius pierrei

0.05

Obr. 10: Fylogenetickd rekonstrukce vztahti v rdmci celedi Gymnophallidae na
zakladé sekvenci useku ITS1-5.8S-1TS2 metodou maximalni vérohodnosti. Pfistupova
cisla sekvenci (NCBI databaze) jsou uvedena pred ndzvy taxoni. Sekvence JN381030
(Meiogymnophallus minutus) a JN381027 (Bartolius pierrei) slouzi jako outgroup.
Bootstrapové podpory jsou zobrazeny u jednotlivych uzli, pokud byly vyssinez 70 %.
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7. Diskuse

Pouziti tfech zplisobll izolace DNA z motolic mélo urcit jaky typ izolace je pro
tento typ materialu nejvhodnéjsi. Pouzila jsem izolaci fenol-chloroformovou ze vzorki
ulozenych v TNES pufru. Déle jsem DNA izolovala kitem DNeasy Blood and Tissue
(Qiagen) a vzorky pted izolaci rozmélnila tekutym dusikem a také jsem vyzkousela
izolaci s totoznym kitem, ale bez pouziti tekutého dusiku k rozméInéni tkan¢. Ukéazalo
se, ze prvni izolace vzorkl z metacerkérii izolovanych z mlzi Mya truncata a Hiatella
arctica pomoci téchto tiech typti izolace DNA nebyla tak uspésna, soudé¢ dle toho, ze
se nam nepodatilo ziskat jejich sekvence. Pomoci pouzitych primert se podafilo
amplifikovat pouze hostitelskou DNA, kterou pouzita izolace neodstranila. U druhého
pokusu se vzorky z metacerkarii izolovanych z mlzi Mya truncata a Hiatella arctica
a juvelini motolice izolované z kajky motské (Somateria mollissima), jsem pouzila
izolaci DNA pomoci kitu DNeasy Blood and Tissue (Qiagen) a bez predchoziho
rozmélnéni pomoci tekutého dusiku. Amplifikace DNA byla uspé$na se vzorky
z metacerkarii izolovanych z mlzti Mya truncata a také z juvenilni motolice z kajky
moiské (Somateria mollissima). Mnozstvi templatové DNA v PCR je pravdépodobné
jednou z hlavnich pfi€in ¢aste¢ného netispéchu pii ziskavani sekvenci. VyzkouSeni
dalsich dostupnych metod izolace DNA byla ale limitovdna omezenym mnozstvim
DNA. Pokud by se v budoucnu podafilo ziskat dostatek materialu, tak by DNA méla
byt izolovdna pomoci kit urCenych k izolaci DNA zvelmi malého mnoZstvi
materialu, napt. QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen, Venlo, Nizozemsko). Dalsi
moznosti by bylo pouZiti ptimé PCR, tj. bez piedchozi izolace DNA (Mercier a kol.
1990). Velkou nevyhodou takového postupu by bylo, ze z jednoho jedince by bylo

mozné ziskat sekvence dvou a vice molekularnich markera jen velmi obtizné.

Pouzité¢ primery pro oba molekularni markery nejsou bohuzel specifické a
zejména v pripadé metacerkarii amplifikovaly hostitelskou (mekkysi) DNA.
V nékterych piipadech amplifikovaly DNA motolic a i hostitelskou a vysledkem byla
sekvence s nejasnym (zdvojenym) signdlem. V ptipadé metacerkarii z mlze Hiatella

arctica je tato skutecnost dalsim diivodem v netispéchu. Jednim z moznych feseni je
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peclivejsi procisténi vzorkll (metacerkdrii) od hostitelské tkan€. Procisténi vzorkl od
hostitelské tkané je mozné béhem pitvy ptimo na lokalité, tj. zivych jedinct jeste pied
jejich nafixovanim. Dal$i moznosti je preciSténi vzorki pozdéji v laboratofi, kde
budou jiz nafixovani v ¢istém ethanolu. UloZeni vzorkt do pufru TNES jejich pozdéjsi
procisténi neumoziuje, protoze tento pufr vyrazné tkané/buiiky osmoticky narusuje.
Situaci by také vyresSilo navrzeni novych specifickych primert, které by problémy
s kontaminaci hostilskou DNA vyloucily a zarovén umoznily opétovné vyuziti jiz

izolované DNA ziskané¢ behem ptedchozich expedic.

Pro druhovou determinaci zéastupct Celedi Gymnophallidae se dosud pouziva
morfologicka charakteristika zalozend zejména na uspofddani pohlavnich orgént.
ProtoZe jsme méli k dispozici pouze juvenilni jedince z definitivniho hostitele, nebylo
podle nich mozné druh determinovat. Podle fylogenetické analyzy sedmi ziskanych
sekvenci oblasti ITS je nami studovand motolice piibuznd pfislusnikim rodu
Gymnophaloides, ovsem bootstrapova podpora je mala, jen 37 %. Neni vylouceno, ze
jde o novy, dosud nepopsany druh tohoto rodu nebo jiného rodu ztéze celedi.
Kone¢nou determinaci rozfesi az studium dospélé motolice tohoto druhu, na které

bude uspotadani pohlavnich organt patrné.

Fylogeneticka analyza zaradila sekvence motolic nejblize k Parvatrema sp.
(metacerkéarie z mlze Tagelus plebeius, Argentina), Gymnophalloides macome
(metacerkérie z mlze Macoma balthica, Finsko), Gymnophalloides seoi (metacerkarie
z mlze Crassostrea gigas, Jizni Korea) a na zdkladé¢ useku genu pro COI k
Gymnophallus sp. (metacerkarie z mlze Austrovenus stutchburyi, Novy Z¢land).
Vysledky fylogenetické analyzy jsem mohla porovnat se studii Cremonte a kol

(2015), kteti ziskali podobné uspotadani vétvi.

V databazi GeneBank neni z ¢eledi Gymnophallidae dostatek sekvenci, které by
umoziovaly pfesnéj$i determinaci a detailnéjsi analyzu fylogenetickych vztaht uvnit
Celedi. Tento nedostatek je jist¢ do znacné miry zptsoben skutecnosti, Ze typickym

definitivnim hostitelem jsou vodni ptaci, nejcastéji vrubozobi nebo bahnéci (Scholz
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2002) a moznost jejich odchytu a pitvy je tak asto velmi omezend zékony na ochranu

voln¢ zijicich zvifat.

Ackoliv se amplifikace DNA z metacerkdrii z Hiatella arctica nezdatila,
domnivam se, ze jde o tentyz druh, protoze je z téze lokality jako Mya truncata a
metacerkarie ma velmi podobnou morfologii jako metacerkéri z Mya truncata. Dal§im
argumentem muze byt omezeny pocet definitivnich hostiteld vyskytujicich se na

lokalité.

Z ptéki (nejen vrubozobich a bahndki) vyskytujicich se na Svalbardu ptipada
kromé kajky motské (Somateria mollissima) vivahu pouze kajka kralovska
(Somateria spectabilis). Ta se sice na Svalbardu vyskytuje (Kovacs, Lyndersen 2006),
je ale mimotfadné vzacna a v oblasti Billefjordenu ji zatim ucastnici expedic PfF JU

nepozorovali.

Na Svalbardu zatim nebyly nalezeny motolice ¢eledi Gymnophallidae, v Arktidé
zaznamenany jiz ale byly, naptiklad ze zdpadniho Gronska (Petersen 1984). Bishop a
Threfall (1974) nalezli v kajce motské (Somateria mollissima) na Sesti lokalitach na
severovychodnim pobfezi Severni Ameriky tfi druhy rodu Gymnophallus: G.
bursicola, G. choleduchus a G. minor. Dalsi druh. Gymnophallus somateriae
(Levinsen, 1881), zaznamela Ching (1973) na zapadnim pobiezi Severni Ameriky
v okoli Vancouveru. V tomto piipadé¢ je znam i mezihostitel — mlz Macoma
inconspicua. Z Evropy je znam napiiklad Gymnophallus gibberosus Loos-Frank,
1971, jehoz hostitelem je Macoma baltica, Cerastoderma edule, Cerastoderma
lamarcki a pravdépodobné i Mytilus edulis (Lauckner 1971). Uréovani nedospélych
jedinci je nicméné slozité a pfinejmenSim v nékterych pifipadech i nemozné, coz
dokazuje naptiklad prace Pekkarinen a Ching (1994), které po detailnim
morfologickém studiu synonymizovaly Gymnophallus gibberosus Loos-Frank, 1971

s Gymnophallus somateriae (Levinsen, 1881).

Pfi porovnavani metacerkarie z Mya truncata s motolici z kajky moiské

(Somateria mollisssima), musim zohlednit to, Zze kajky hnizdi na Svalbardu, ale
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pfezimuji na Islandu a na severu Norsku. Na zimovisti se mohou infikovat dal§imi
druhy motolic, které ale nemaji na Svalbardu své hostitele a jejich Zivotni cyklus se

uzavird az pozdéji na zimovisti.
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8. Zavéry

1. Analyza DNA prokazala, Ze metacerkarie z mlze Mya truncata jsou totozné
s juvenilni motolici Celedi Gymnophallidae z kajky Somateria mollisima z téze
lokality. Tento druh tedy ve svém Zzivotnim cyklu pouziva mlze Mya truncata jako
mezihostitele a kajku Somateria mollissima jako definitivniho hostitele.

2. Fylogenetické analyza sekvenci ITS fadi tento druh k pfisluSnikim rodu
Gymnophaloides, poptipadé Gymnophallus.

3. Sekvence DNA metacerkarii parazitujicich v Hiatella arctica se nepodafilo
ziskat.

4. Prace pfinesla poznatky o metodice, vhodné pro molekularni analyzy motolic

z tohoto materialu:

- pro izolaci DNA se nejlépe osveédcil kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen)

vvvvvv

COI, které amplifikovaly castecné¢ 1 hostitelskou tkan (v ptipadé metacerkarii

izolovanych z mlzi)
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