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Studentka vypracuje resersi na téma vodni bezobratli jako mezihostitelé paraziti
ryb.Pozornost bude vénovéna predevsim mechovkam (Bryozoa),které jsou
potencidlnimi prenaseci zdvaznych rybich paraziti rybomorek (Myxozoa).

. Cilem préce bude vytvoreni a ovékenf metodiky pro kultivaci mechovek (Bryozoa)

v laboratornich podminkach. Jako modelovy druh bude pouzita mechovka vykrojen4
(Plumatella emarginata), kter se v CR vyskytuje jak v pfirozenych podminkach, tak
i v rybochovnych zafizenich.

- Dal8im cilem prace bude sledovani a popsani Zivotnich cyklt vybranych druhd

mechovek v pfirozenych podminkéch.Ve dvou a# t#i tydennich intervalech budou
odebirény vzorky mechovek na dvou lokalitach, kde byla v minulosti prokazana
ndkaza parazitem Tetracapsuloides bryosalmonae (Malacosporea).

. Dalsim cilem préce bude zjisténi optimalniho zplisobu detekce rybomorek v hostiteli

(ryby, mechovky).Rybomorky zptisobuji v chovnych zafizenich ale i u volng Zijicich
lososovitych ryb zévazné onemocnéni PKD proliferativni onemocnéni ledvin
(proliferative kidney dinase), které &asto v intenzivnich chovech zplsobuje vysokou
Umrtnost ryb a velké ekonomické ztraty.

. Zpracovani a vyhodnoceni ziskanych dat.Vyhodnocenf a stanoveni idealnich

podminek pro laboratorni chov mechovek. Dale pak zhodnoceni vlivu lokélnich
podminek na Zivotn{ cykly mechovek a porovnani se Zivotnimi cykly mechovek
chovanych v laboratofi.
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ABSTRAKT

Vodni bezobratli jako mezihostitelé paraziti ryb

Hlavnim cilem této prace je vytvofeni a ovéteni metodiky pro kultivaci mechovek
Vv laboratornich podminkéch, dale pak zjisténi nasledného optimalniho zptsobu detekce
rybomorek v odebranych vzorcich mechovek, a nakonec vytvoreni efektivni a v praxi

vyuzitelné metody eliminace mechovek v rybochovnych zatizenich.

Nepodatilo se vytvofit a ovéfit metodiku kultivace mechovek v laboratornich
podminkach. Optimalni zptisob detekce rybomorek v odebranych vzorcich mechovek byl
ovéten technikou vizualniho sledovani daného poctu zooidu v kazdému vzorku pomoci

mikroskopu.

Pro testovani eliminace mechovek v zatfizenich s intenzivnim chovem ryb byly
Vv riiznych koncentracich vyuzity tfi chemikalie (Savo Original, Persteril, formaldehyd),
které se bézné v rybafstvi vyuzivaji. Pouzité ptipravky zptsobily thyn celych kolonii
druhu Plumatella emarginata pii koncentracich: Savo Original 0,025 %, Persteril
0,00313 % a formaldehyd 0,00625 %; u druhu Cristatella mucedo: Savo Original 0,1 %,
Persteril 0,00625 % a formaldehyd 0,0125 %.

Z vysledkl plsobeni chemikalii na vybrané dva druhy mechovek vyplyva, Ze
formaldehyd je jedinym testovanym piipravkem, ktery lze vyuzit v zafizeni s rybami,
protoZze koncentrace potfebnd k usmrceni kolonii mechovek je niz$i nez letalni
koncentrace pro lososovité¢ ryby. Pii vyuziti formaldehydu o koncentraci 1,38 mg/l
vychézi naklady na eliminaci mechovek v modelovém systému o objemu 1000 m? na
37,5 tis. K&. Nejlevngjsi variantou je pouziti ptipravku Savo Original. Tento piipravek

lze pouzit pouze pro zafizeni, kterd jsou docasné bez ryb.

Klicova slova: Bryozoa, Plumatella emarginata, Cristatella mucedo, PKD,
Tetracapsuloides bryosalmonae



ABSTRACT

Agquatic invertebrates as intermediate hosts of fish parasites

The main aim of the study is the formation and the verification of methodology of
Bryozoa cultivation in the laboratory conditions, then the establishing of the optimal
method for detection of Myxozoa in the collected samples of Bryozoa, and finally the
creation of effective and in practice usable method for eliminating Bryozoa in fish

farming facilities.

The creation and verification of the methodology of Bryozoa cultivation in the
laboratory conditions was not successful. The optimal detection of Myxozoa in the
collected samples of Bryozoa was verified by the technique of visual observation of given

number of zooids in each sample using a microscope.

Three chemicals (Savo Original, Persteril, formaldehyde), commonly used in
fishery, were used in different concentrations for a testing elimination of Bryozoa in
intensive fish breeding systems. Used preparations caused death of entire colonies of the
species Plumatella emarginata at concentration: Savo Original 0,025 %, Persteril
0,00313 % and formaldehyde 0,00625 %; in case of species Cristatella mucedo: Savo
Original 0,1 %, Persteril 0,00625 % and formaldehyde 0,0125 %.

Obtained results show that formaldehyde is the only tested product that can be
used in fish farming because the concentration needed for killing the colony of Bryozoa
is lower than the lethal concentration for salmonid fish. Using formaldehyde in the
concentration of 1.38 mg/I for the elimination of Bryozoa in a model system with a
volume of 1000 m3 costs 37.5 thousand CZK. The cheapest variant is to use preparation
Savo Original, but this product can be used only in a system which is temporarily without
fish.

Keywords: Bryozoa, Plumatella emarginata, Cristatella mucedo, PKD,

Tetracapsuloides bryosalmonae
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1 UVOD

V Ceské republice je chov ryb spojen piedeviim s tradi¢nim chovem kapra
obecného v rybnicich. Jedna se o specifickou formu akvakultury, ktera je zékladem
produkce ryb na naSem uzemi. V soucasné dobé dochazi krozvoji sladkovodni
akvakultury ptfedevs§im vystavbou specializovanych systému (napt. RAS — recirkula¢ni
akvakulturni systém), které jsou zaméfeny hlavné na chov lososovitych ryb (MZe CR
2013). Tyto systémy jsou zpravidla osidleny dal§imi organismy, jejichZ vyskyt je dan
predevsim lokalnimi podminkami. Hojny je vyskyt vodnich bezobratlych, jejichz vliv na
zafizeni je rizny. Nékteré druhy nemaji na RAS zadny vliv, ale nachdzeji se zde i1 druhy,
jejichZ ptitomnost neni zadouci. Tyto druhy mohou negativné ovliviiovat funkeci biofiltri,
mohou zarGstat rozvodné Casti zafizeni nebo jsou mezihostitelskymi druhy rybich

parazitd, kteti zpisobuji u ryb fadu vaznych onemocnéni.

Jednim ztéchto onemocnéni je proliferativni onemocnéni ledvin (PKD)
ohrozujici lososovité ryby v intenzivnich chovech i ve volnych vodach v Evropé a severni
Americe. Umrtnost zptisobena nakazou PKD dosahuje ve volnych vodach pfiblizné 20 %,
ale ve spojeni se sekundarnimi patogeny nebo v disledku neptiznivych podminek na
rybich farmach a lihnich mtze doséhnout az 95-100 % (Hedrick et al. 1993). Prvni
zaznam PKD byl v Némecku v roce 1924 (Plehn et al. 1924). Na tuzemi Ceské republiky
bylo onemocnéni poprvé prokazano v roce 1986 (Svobodova 2007). Onemocnéni se
projevuje nejcastéji u jednoletych ryb, kdyz teplota stoupne nad 15 °C. Pivodce PKD byl
na zakladé¢ spor pfitomnych v ledvinovych tubulech ryb identifikovan jako druh

Tetracapsuloides bryosalmonae, zastupce kmene Myxozoa (Kent a Hedrick 1985).

Paraziticky druh Tetracapsuloides bryosalmonae ma dvojhostitelsky zivotni
cyklus. Mezihostitelskymi druhy jsou mechovky (Bryozoa) tfidy Phylactolaemata (Lom
a Dykova 2006) a kone¢nymi hostiteli jsou lososovité ryby (Hrabcova 2015). Mechovky
jsou ptisedle zijici kolonialni organismy, které obyvaji vSechny typy vodnich
ekosystému. Ttida Phylactolaemata obsahuje pouze sladkovodni druhy, z nichZ se na
tizemi Ceské republiky nachazi celkem 10 druhii (Korabek 2009). Za potencionalni
mezihostitele parazita Tetracapsuloides bryosalmonae jsou oznacovany napiiklad druhy
Plumatella repens, Cristatella mucedo, Plumatella emarginata, Plumatella fungosa nebo

Fredericella sultana (Tops a Okamura 2005, Hrabcova 2015).



2 CIiL PRACE

Cilem prace je zpracovani literarni reSerSe na téma vodni bezobratli jako
mezihostitelé paraziti ryb. Pozornost je vénovana piedev§im mechovkam (Bryozoa),
které jsou potencionalnimi pfenaseci zdvaznych rybich parazitd rybomorek. Dale pak
vytvofeni a ovéfeni metodiky pro kultivaci mechovek v laboratornich podminkach.
Dalsim cilem prace je sledovani a popsani zivotnich cykli vybranych druhi mechovek
Vv ptirozenych podminkach na dvou lokalitach, kde byla v minulosti prokézana nakaza
parazitem Tetracapsuloides bryosalmonae a zjisténi nasledného optimalniho zpisobu
detekce rybomorek v odebranych vzorcich mechovek ztéchto lokalit. A nakonec
vytvoteni efektivni a v praxi vyuzitelné metody eliminace mechovek v rybochovnych

zafizenich.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Vodni bezobratli jako mezihostitelé paraziti ryb

Ryby vSech druhti i vékovych kategorii mohou trpét riznymi onemocnénimi.
Nekteré z nich mohou byt parazitarniho ptivodu. Rybi paraziti mohou mit jednoho ¢i vice

hostiteldi. Castymi mezihostiteli jsou vodni bezobratli Zivogichové.

Zastupci celedi Tubificidae (niténkoviti) jsou znamy jako mezihostitelské druhy
pro nékteré parazitické organismy kmene Myxozoa (vystrusenky) a tfidy Cestoda
(tasemnice). V niténkach rodu Tubifex probiha aktinosporeova ¢ast vyvojového cyklu
parazita lososovitych ryb Myxobolus cerebralis. V dalsich zastupcich niténkovitych
probiha ¢ast zivotniho cyklu tasemnic rodd Khawia, Caryophyllaeus a Atractolytocestus
(Svobodova 2007).

Mezihostitelské organismy najdeme i ve tfidé Gastropoda (vodni plzi). Vodni plzi
rodu Lymnaea (plovatka) jsou mezihostiteli tiidy Trematoda (motolice). V naSich
podminkach jsou obzvlast nebezpecné rody Sanguinicola (krevnic¢ky) a Diplostomum.

Méné Casty je potom vyskyt rodu Posthodiplostomum (Svobodova 2007).

Dalsi organismy, které ¢asto slouzi parazitim jako mezihostitel¢, jsou korysi, a to
napiiklad podtiida Copepoda (klanonoZzci) nebo ttida Ostracoda (lasturnatky). V podtiidé
Copepoda se jedna predevsim o fad Cyclopoida (buchanky), v nichz probiha ¢ast vyvoje
tasemnic rodu Bothriocephalus, Proteocephalus, Trianophorus a Ligula. Dale pak tad
Cyclopoida vyuzivaji hlistice rodi Raphidascarius, Philometroides a Anguillicola. Tfida
Ostracoda je naptiklad mezihostitelem vrtejse Neoechinorhynchus rutili, ktery parazituje

kromé celé tfady rybich druhi 1 u rybni¢niho kapra (Svobodova 2007).

Tato prace je zaméfena na tfidu Bryozoa (mechovky), které jsou mezihostitelskym
Clankem parazita Tetracapsuloides bryosalmonae. Tento parazit zpusobuje u

lososovitych ryb proliferativni onemocnéni ledvin (PKD) (Canning et al. 1999).
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3.2 Bryozoa (mechovky)

Pivodni nazev kmene byl Polyzoa. Ten vroce 1831 nahradil némecky
ptirodovédec, zoolog, geolog a mikrobiolog Christian Gottfried Ehrenberg (1795-1876)
terminem Bryozoa (Ernst 2007). Pozdé&ji byla objevena skupina Zivocichd, jejiz filtracni
mechanismus vypadal podobné a byla zahrnuta do kmene Bryozoa. V roce 1869 bylo
zjisténo, ze tyto skupiny jsou vnitin¢ velmi odlisné a nové€ objevena skupina dostala nazev
Entoprocta (mechovnatci). Pivodni skupina Bryozoa byla ve stejném roce némeckym
profesorem zoologie Hinrichem Nitschem (1845-1902) nazvana Ectoprocta (Fuchs et al.
2009). Nicméné oznaceni Bryozoa nadale zlstava v literatufe nejcastéji pouzivanym

nazvem pro tuto skupinu zivocCichu.

ey

Mechovky jsou moisti i sladkovodni pfisedle zijici bezobratli Zivocichové, ktefi
obyvaji vSechny typy vodnich ekosystému. Prevazna vétsina motskych druhi zije v
tropickych vodach, ale n¢kteii se nachazeji i v oceanskych ptikopech nebo v polarnich
vodach. Dalsi druhy Ziji vyhradné ve sladkovodnim prostiedi, zatimco jiné druhy davaji
pfednost brakickym vodam, ale jsou schopny pfezit i ve vodach slanych (Massard a
Geimer 2008a). Kmen Bryozoa se déli do tii tfid: Phylactolaemata, Stenolaemata a
Gymnolaemata (Ruppert et al. 2004). Ttida Phylactolaemata obsahuje asi 80
sladkovodnich a brakickych druhi (Massard a Geimer 2008a), tfida Stenolaemata
obsahuje asi 700 moiskych druhii a tfida Gymnolaemata obsahuje asi 5000 pievazné

moftskych druhti (Gordon 2003), pouze nékolik druht Zije v brakickych vodach.

Asexualnim pucenim vytvaieji kolonie riznych tvari a velikosti. Nékteré druhy
mohou vypadat jako housenkovité chomacky (napi. Cristatella mucedo), jiné jako
porosty mechu (napt. Plumatella emarginata) nebo jako rosolovité utvary vazici az
nékolik kilogrami (napi. Pectinatella magnifica). V nasich podminkéch se vétsina druhd
nachdzi v hloubkéach do 1 m. Béhem teplych mésict se objevuji témét ve vsech jezerech
a potocich, kde je dostatek ptipojovaciho materidlu. Kolonie preferuji stinnd mista
(Lukesova 2011) a prichytavaji se na rizné pifedméty ponofené ve vodé. Bézné je
nachdzime na vodnich rostlinach, kamenech, dievé, ale ¢asto se pfichycuji 1 na materialy

jako jsou schranky vodnich mlzi, sklo, plast nebo igelit (Wood 2005).
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Jednotlivci, z nichz jsou tvofeny kolonie, se nazyvaji zooidi a jsou véts§inou mensi
nez 1 mm (Sedlak 2002). Vsechny kolonie obsahuji autozooidy, ktefi jsou autonomni a
plni vSechny zékladni biologické funkce, jako naptiklad ptijem potravy, traveni, dychani
nebo rozmnozovani. Vyhodou tohoto systému je, Ze jakykoliv zooid mtize byt poskozen
nebo znien, aniz by doslo k vaznému naruseni zbytku kolonie. (Thorp a Rogers 2014).
Kolonie n¢kterych tfid mohou mit dalsi specializované zooidy — heterozooidy, ktefi slouZzi
k pfichyceni k podkladu (kenozoidi), k ocisté od drobnych ¢astic (vibracularia) nebo na
obranu kolonie (avicularia) (Smrz 2013). Zastupci motského fadu Cheilostomata maji
nejvetsi pocet druhli a mozna proto se u nich nachazi i nejsirsi skala specializovanych
zooidl. Nekolik druht se miize velmi pomalu pliziveé pohybovat vpted pomoci ostnatych

obrannych zooidu, kteti slouzi jako odrazeci nohy (McKinney a Jackson 1991).

Téla zooidl (Obrazek 1) mizeme rozdélit na tfi €asti: prosoma, mesosoma a
metasoma. Prosoma obsahuje neparovou coelomovou dutinu protocoel a tvoti desticku
(epistom), ktera prekryva ustni otvor. Mesosoma vytvaii nosi¢ chapadélek (lophophor),
ktera jsou pokryta fasinkovym epitelem. Metasoma je nejvetsi ¢asti téla zooidd. Vytvari
schranku vackovitého nebo trubi¢kovitého tvaru a vytvari s ni cystid, do néhoz se mize
zooid zatdhnout (Sedlak 2002). Cystid tvofi télni sténa, kterd je bez ohledu na typ
exoskeletu utvarena pomoci epidermis. Exoskelet mtize byt organického ptivodu (chitin,

polysacharidy, protein) nebo mineralizovana uhli¢itanem vapenatym (Ruppert et al.

2004).

L — lophophore / lophophor

PH — pharynx / hltan

A —anus

S — stomach / zaludek

M — retraktor muscle / svalovy retraktor
F — funikulus

O — ovarium

B — bud / pupen

E — epistome

T — tentacles / chapadélka

Sh — outer wall of zooecium / télni sténa

Obrazek 1: Plumatella sp. — stavba téla (http://etc.usf.edu/)
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Tréavici soustava mechovek ma tvar ,,U“, sklada se z lophophoru, ustniho otvoru,
travici trubice a fitniho otvoru. Lophophor muiize byt prstencovitého nebo podkovovitého
tvaru a je tvoifen dutymi obrvenymi chapadly. Ty svym pohybem vytvéieji proud,
zachytavaji Castice potravy a piivadéji je do ustniho otvoru, ktery se nachazi uprostred
lophophoru. Nezadouci c¢astice mohou byt pomoci chapadel odstranény nebo se
uzavienim Ust zabrani jejich pozfeni. U nékterych druhtt mechovek tvoifi prvni ¢ast
zaludku svalnaty zaludek lemovany chitinovymi zuby, kter¢ drti tvrdé Casti potravy (napf.
rozsivky). Peristaltickymi pohyby je pak potrava posouvana dal pies zaludek do stieva a
nestravené zbytky se vylucuji fitnim otvorem, ktery se nachazi vzdy mimo lophophor.
Mechovky jsou filtratofi, kteti filtruji malé Castice potravy (pfedevsim fytoplanktonu)
zvody (Ruppert et al. 2004). Sladkovodni druh Plumatella emarginata se zivi
rozsivkami, zelenymi fasami, sinicemi, bakteriemi, obrnénkami, vifniky, prvoky, malymi

hlisticemi a mikroskopickymi korysi (Callaghan a Karlson 2002).

Dychaci ani cévni soustava neni u mechovek vytvorena. Zooidi absorbuji kyslik
a vylucuji oxid uhlicity prostfednictvim pokozky, v nejvétsi mife na chapadlech. Nervova
soustava je velmi jednoducha. Je tvofena nadjicnovou uzlinou a nékolika nervy (Sedlak
2002), které vystupuji do chapadel a zbytku téla. Mechovky nemaji zadné specialni
smyslové organy, ale fasinky na chapadlech ptisobi jako senzory. Pti jejich podrazdéni

dojde k okamzitému zatazeni lophophoru (Ruppert et al. 2004).

RozmnoZovani miize probihat pohlavné 1 nepohlavng. Mechovky tiidy
Phylactolaemata se mnozi nepohlavnim zpisobem, ktery umozituje koloniim zstat
nazivu v proménlivych a nejistych podminkéch sladkovodniho prostfedi (Doherty 2001).
V priibéhu 1éta a podzimu produkuji diskovité Gtvary (statoblasty), které slouzi k preziti
(Ruppert et al. 2004). Statoblasty se tvoii na funiculu, ktery vede z rodicovského stieva a
vyZzivuje je. Pii riistu se u statoblastl vytvaii ochranny plast’ z chitinu. RozliSujeme
nékolik typt statoblastd: ,,sesoblasty”, které jsou lepivé a v obdobi zralosti ziistavaji
prichycené na matefské kolonii nebo odpadavaji na dno; ,,floatoblasty” (Obrazek 2),
jejichz obal obsahuje vzduchové komirky, které jim umoziuji plavat; statoblasty, které
zustavaji v télni dutiné rodiCovského zooidu a slouzi k obnoveni odumielé kolonie.
Statoblasty mohou prochézet obdobim dormance, kdy po urCitou dobu ziistavaji
V nec¢innosti a takto pieckavaji neptiznivé podminky, jako je vymrznuti nebo vyschnuti.

V tomto obdobi mohou byt pieneseny na dlouhé vzdalenosti pomoci zvifat, plovouci
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vegetace, vodnich a vétrnych proudi (Doherty 2001) nebo v utrobach vétSich zvirat
(Wood a Okamura 1998). Kdyz se podminky zlepsi, plast’ se odd€li a buiiky uvnitf se
vyvinou Vv zooida, ktery zac¢ne tvofit novou kolonii. Plumatella emarginata vytvaii jak
,»sesoblasty*, které umoziuji osidlovat stdvajici uzemi v ptipad¢, Ze je matei'ska kolonie
zdecimovana nepfiznivymi podminkami, tak i ,,floatoblasty*, které se rozsifuji do novych
lokalit. U druh Plumatella repens jsou mladymi koloniemi produkovany ptedev§im
»sesoblasty, zatimco starSi a vyspélejsi kolonie produkuji hlavné ,,floatoblasty*
(Callaghan a Karlson 2002). Ruppert et al. ve své studii z roku 2004 odhaduji, Zze kolonie

druhu Plumatella repens o velikosti 1 m? vyprodukuje 800 000 statoblast.

Obrazek 2: A — floatoblast druhu Plumatella emarginata, B — floatoblast

s hacky druhu Cristatella mucedo (http://educationally.narod.ru)
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3.2.1 Mechovky v Ceské republice

Cesky nazev je zaloZen na feckém oznaeni Bryozoa — bryon (mech) a zoon
(zivo€ich). V anglictiné se mechovky nazyvaji moss animals, coz se da pielozit jako
»zvirata mechu‘ (Trumble a Brown 2002). Pievladajici vétsina asi 5 000 zijicich druha
mechovek zije v motské nebo brakické vodé. Ve sladkovodnim prostfedi miizeme najit

asi jen 50 druht (Setlikova et al. 2005).

Na tzemi Ceské republiky se nachazi 10 druhti mechovek, které patii do tiid
Gymnolaemata a Phyllactolaemata (Korabek 2009). Ttida Gymnolaemata obsahuje
hlavné¢ moiské druhy mechovek. Maji kruhovity lophophor a neni u nich vytvoieny
epistom. Kolonie jsou ¢asto inkrustovany uhli¢itanem vapenatym. Ve velké mife se u
nich vyskytuji specializované zooidy slouzici naptiklad k pohybu nebo obrané kolonie
(McKinney a Jackson 1991). Zastupci této tiidy netvofi statoblasty. Tfidu Gymnolaemata

u nas reprezentuje jen jediny druh, Paludicella articulata (Korabek 2009).

Ttida Phyllactolaemata obsahuje pouze sladkovodni druhy. Lophophor ma
podkovovity tvar a epistom je velmi dobfe rozvinuty. Na rozdil od tfidy Gymnolaemata
se u nich nevyskytuji zadné specializované zooidy. RozmnoZzuji se pomoci statoblasti
(Sedlak 2002). V Ceské republice se vyskytuje tdchto devét druhd: Plumatella
emarginata, Plumatella fruticosa, Plumatella fungosa, Plumatella punctata a Plumatella
repens. Ty se od sebe vzajemné odlisuji velikosti kolonii a zooidii, morfologii statoblasti,
rozdilnym tvarem lophophoru a poctu chapadel na ném. Dale se zde vyskytuji druhy
Fredericella sultana, Cristatella mucedo, Lophopus crystallinus a Pectinatella magnifica
(Hrabcova 2015). Druh Pectinatella magnifica ma sviij pivod v Americe a do ¢eskych
fek byla uméle zavlecena v pribéhu 20. stoleti (Balounova et al. 2011). Spolecné
s druhem Fredericella sultana mohou pfezit zimu bez produkce statoblastd. Mechovka

Pectintella magnifica udrzuje kolonie v pribéhu celého roku.

V dalsi casti bude vénovana pozornost pouze vybranym druhlim mechovek, a to
druhim Plumatella emarginata a Cristatella mucedo, které byly potvrzeny jako

hostitelské druhy Tetracapsuloides bryosalmonae (Anderson et al. 1999a).
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Taxonomické zarazeni (Sedlak 2002)

RiSe: Animalia — Zivogichové
Odd¢leni: Lophotrochozoa
Kmen: Bryozoa (Ectoprocta) — Mechovci
Ttida: Phylactolaemata — Mechovky
Réd: Plumatellida
Celed’: Plumatellidae — Mechovkoviti
Rod: Plumatella — Mechovka

Druh: Plumatella emarginata (Allman 1844) — Mechovka vykrojena

Celed: Cristatellidae
Rod: Cristatella — Mechovka
Druh: Cristatella mucedo (Cuvier 1798) — Mechovka hadovita

3.2.2 Plumatella emarginata (mechovka vykrojena)

Druh Plumatella emarginata popsal vroce 1844 australsky zoolog Francis
George Allman Barnard (1857-1932) (Bisby et al. 2011). Jedna se o snadno
identifikovatelny druh. Hlavnimi kritérii pro jeho identifikaci jsou velikost a tvar
statoblastt. I pfes morfologické rozdily byla diive Plumatella emarginata povazovana za
jednu z variet druhu Plumatella repens. Pomoci elektroforetické analyzy se pozdé&ji
potvrdilo, Ze se jedna o dva rozdilné druhy s vysokou urovni genetické diferenciace

(Thorpe a Mundy 1980).

cey

Jednd se o prisedlou sladkovodni mechovku Zijici na povrchu bentickych
substratii. Je snadno ptehlédnutelnd, protoZze na prvni pohled vypadad jako nahnédly
porost. Mladé kolonie maji barvu svétlejsi, starsi kolonie jsou tmavsi. Zivi se jako filtrator
(Wood 1991). Vyskytuje se v ¢isté vode€, kde se rozrista pii teploté nad 16 °C. Kolonie
se nejlépe rozvijeji na podzim. Jednd se o vysledek evoluéniho vyvoje zplsobeny
zvySenym predacnim tlakem v letnich mésicich (Callaghan a Karlson 2002). KdyZ teplota
klesne pod 10—12 °C zooidi hynou. Velikost zooidl se pohybuje do 2 mm. Lophophor je
podkovovitého tvaru a nese 37-40 chapadel. Cystidy jsou vétSinou s kylem (Shrivastava

a Rao 1985).
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Tento druh ma schopnost se rozmnoZzovat sexudln¢ larvami, ale €ini tak relativné
ziidka (Wood 1973). Rozmnozovani vétsSinou probihd asexudlnim vnitinim pucenim, pii
némz vznikaji chitinozni kapsle — statoblasty. Plumatella emarginata vytvaii dva typy
statoblastil. Plovouci floatoblasty, které jsou dvakrat del3i nez §ir$i. Casto jsou na koncich
zplostélé, takze obvod je téméf Ctvercovy. Floatoblasty obsahuji prstenec naplnény
vzdusnymi buitkami, které¢ usnadiiuji rozptyleni pfi rozpadu matetské kolonie. Ptisedlé
sessoblasty, které jsou pfipojeny k podkladu a maji rudimentarni plovouci prstenec

(Callaghan a Karlson 2002).

Obrazek 3: Plumatella sp. (http://ecosystema.ru/)

3.2.3 Cristatella mucedo (mechovka hadovita)

Druh Cristatella mucedo popsal v roce 1798 francouzsky ptirodovédec a zoolog
Georges Léopold Chrétien Frédéric Dagebert Cuvier (1769-1832) (Bock 2015).
Cristatella mucedo tvoti jasné ohranicené Zelatinové kolonie, které na prvni pohled
pfipominaji housenku. Jednotlivi zooidé vy€nivaji ztéla vrovnobéznych nebo
koncentrickych fadach. Nejstarsi zooidy jsou uvniti a mladsi zooidy vyristaji ve 2 az 3

fadach na vnéjsi stran¢ kolonie (Thorp a Rogers 2014).
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Nejcastéji se vyskytuje v Cistych stojatych nebo mirné tekoucich vodach do
hloubky 2 metrd. Pueni kolonie za¢ina pfi teploté nad 15-16 °C (Qkland a @kland 2000)
a umiraji, pokud teplota klesne pod 9-10 °C. Kolonie tohoto druhu ma Zivotnost asi 6
tydnii. Kolonie, které se mohou pomalu pohybovat, se nachazeji nejcastéji na ponofenych
vétvich nebo oddencich rostlin (Reynolds 1976). Velké kolonie se pfesouvaji malo, ale
mensi kolonie (kolem 1 cm) jsou schopny urazit i pfes 10 cm za den. Kolonie mohou byt
az 40 cm dlouh¢ a 0,6 — 2 cm Siroké. Velikost jednotlivych zooidi je asi 2 mm. Lophophor
je podkovovitého tvaru s 80—-100 chapadly (Thorp a Rogers 2014). Stejn¢ jako vSechny
ostatni mechovky je i tento druh mikrofag. Svymi chapadly filtruje vodu a zachycené

¢astice posouva k ustnimu otvoru.

Mechovka Cristatella mucedo se rozmnozuje zpravidla nepohlavné. Tento druh
tvoii hlavn¢ floatoblasty, sessoblasty se u néj vyskytuji jen velmi ziidka. Floatoblasty
jsou nejlepSim taxonomickym znakem. Jsou viditelné pouhym okem, maji tvar létajiciho
talife a jejich velikost je cca 1 mm v priméru (Okland a @kland 2000). Uvnitf statoblastu
se nachazi zarode¢ny material, ktery obklopuje vzdusny vak slouzici k plavani. Na
statoblastech se dale nachazi dvé chlopné — hibetni a biisni, které nesou rizny pocet
ptichytnych hacka. Na hibetni chlopni je 12—-20 hac¢ki, na strané biisni je jich 20—40 (Oda
a Mukai 1985). Pfichytné hacky mohou slouzit k uchyceni nebo ke zvySeni schopnosti

plavat (vyuzitim povrchového napéti vody).

Obrazek 4: Cristatella mucedo (http://etc.usf.edu/)
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3.3 Laboratorni chov mechovek

Mechovky mohou v intenzivnich chovech ryb zpusobovat vazné problémy jak
zarGstanim rozvodného potrubi, tak i tim, Ze jsou mezihostiteli rybich paraziti.
Laboratorni chov mechovek slouZzi k definovani optimalnich podminek pro jejich vyskyt

arozvoj. Zmeéna téchto podminek by mohla vést k jejich ¢aste¢né nebo uplné eliminaci.

3.3.1 Kultivace mechovek

Kultivace mechovek v laboratornich podminkach je velmi obtiznid. Mechovky
rodu Cristatella a Pectinatella se podafilo udrzet zivé pouze nékolik dni (Wood 2005).
Wayss (1968) udrzel nazivu kolonii Plumatella repens po dobu 3 let. Pouzil k tomu
nékolik riznych jednobunéénych zelenych tas ve smési Knopova zivného roztoku a
pidnim vyluhu smichaném v poméru 1:1. AvSak jeden z nejefektivnéjSich a
bezproblémovych kultivacnich systémt, ktery se vyuzivd uz roky, je podminén
ptitomnosti ryb. Ryby jsou umistény ve velkych akvariich ve vodé, kterd se nikdy
nefiltruje ani neméni. Akvaria jsou dobfe osvétlend a ryby jsou dobife krmené. Vodou
z téchto velkych akvarii jsou nésledné€ proplachovany mensi tmavé nadrze, v nichz rostou

mechovky (Wood 1996).

Morris et al. (2002) popsali dal$i moznost kultivace mechovek v plastovych
akvariich, do nichz jsou ve vertikalni poloze umistény Petriho misky s jiz pfichycenymi
koloniemi Plumatella repens. Tato akvaria se naplni umélou sladkou vodou stfedni
tvrdosti (0,35 mM CaSO4 (2H20), 0,5 mM KCI, 0,5 mM MgSOs (7H20), 0,1 mM
NaHCO3), jsou intenzivné provzdusiovana a pomoci ohiivac¢ti vody se v nich udrzuje
konstantni teplota 21°C. Voda v akvéariich se méni jednou tydné. Kolonie mechovek jsou
denné krmeny smési vzrostlych kultur suspenzi pfimo do néadrze. Smés je slozena
z Cryptomonas ovata Pringsheim (300 ml), Synechococcus leopoliensis Komarek (150
ml) a Pediastrum boryanum Myen (50 ml). V prvnim tydnu byly do vody také piidany
kultury Chilomonas paramecium Ehrenberg a Colpidium striatum Stokes (10 ml kazd¢),

aby se akvaria naockovala prvoky.

Mechovky je dulezité chranit pfed usazovanim castic na jejich povrchu.
Nejjednodussi zptsob, jak toho dosédhnout, je rist kolonii na spodni strané¢ umeélého
substratu. Naptiklad jednotlivé plastové Petriho misky obsahujici mechovky mohou byt

vloZeny do sklenénych trubic pfilepenych k vnitini sténé kultivaéniho akvaria nebo
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sklenéné Petriho misky obsahujici kolonie mohou byt umistény v akvariich na stojanech
dnem vzhtru. Tieti moznosti, vhodnou pro hromadnou kultivaci, je rtst kolonii na
spodnich stranach sklenénych desek, které se nakloni a umisti paraleln¢ do fady, jako

vceli plastve v ulu (Wood 2005).

Pienos kolonii rodu Lophopodella, Lophopus a Cristatella je pomérné snadny.
Jsou jednoduse odebrany z ptivodniho substratu a umistény piimo na novy substrat, na
ktery se béhem 3—-12 hodin pfichyti. Rozvétvujici se kolonie se na novy substrat prichyti
pouze aktivné rostoucimi konci vétvi. Volné vétve mechovek rodu Fredericella a
nékterych druhti rodu Plumatella mohou byt ponechany v klidu po dobu 1-2 dnt tak, ze
konce vétvi jsou v kontaktu s pozadovanym substratem nebo je mozno vétve jemné zatizit
sklenénymi ty¢inkami, dokud nebudou na novém substratu samy drzet. Obecné plati, ze
vétve, které jsou pevné pfipojeny k substratu celou svou délkou, jsou jen malokdy
uspesné preneseny na jiné misto. Pokud je ovS§em mozno umistit ¢ast starého substratu
s kolonii na sklenénou desku s kliny nebo gumovymi pasky muze kolonie prertst i na

sklo. Pak Ize stary substrat odstranit (Wood 2005).

Mechovky mohou byt také kultivovany in situ na umélém substratu. Woss (1996,
2000, 2002) prenesl kolonie mechovek na desky ze dieva a plexiskla, které byly zavéSeny
vertikalné¢ pod plovouci vor. Wood (1973) s uspéchem vyuzival sklo a ryhovany

polyetylenovy substrat. Na vinylu nebo gumové f6lii se nachazely jen velmi malé kolonie.
3.3.2 Kiliceni statoblastii

Statoblasty mechovek prochézeji obdobim dormance, které obvykle trva 3-5
tydnil nebo vice. V zdsad¢€ je mozné kliceni mnoha statoblasti v daném case tak, ze je
nejprve skladujeme Vv neptiznivych podminkach (sucho, temno, chlad), dokud neni
pfekrocena doba vegetacniho klidu. Po navratu do pfiznivych podminek zacinaji

statoblasty soucasné kli¢it do 2—7 dnti (Wood 2005).

Statoblasty z oblasti mirného pasma ve svych pfirodnich stanovistich snadno
prezivaji suseni a rozmrazovani. Rogick (1940) nabizi ptehled tidajii o zivotaschopnosti
suchych statoblastd. Bylo zjiSténo, Ze statoblasty kli¢ily rychleji a spolehlivéji po
uskladnéni ve vodé pfi teploté 4°C. Statoblasty tropickych druht mechovek jen ziidka
tolerovaly chlazeni a je nejlepsi je skladovat pii pokojové teploté v 1-2 % solném

roztoku.
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Nasledujici body jsou pro kliceni statoblast dilezité:
1. Deionizovana nebo dest'ova voda zvysuje kli¢ivost u vSech druhti.
2. Statoblasty rodu Plumatella kli¢i rychleji nahromadéné spolu nez
jednotliveé izolované.
3. Lophopodidni statoblasty mohou byt skladovany pii pokojové teploté,
pokud jsou ulozeny v uplné tmé. Vystavenim silnému svétlu se pak spusti
kliceni (Oda 1959).
4. Statoblasty rodu Cristatella maji del$i obdobi dormance nez jiné druhy.
5. Statoblasty rodu Fredericella mohou po skladovani v nizkych teplotach a
nasledném pfili§ rychlém ohievu prasknout.
Statoblasty je také mozZno klicit v Petriho misce, ktera je na podpérach umisténa
V nddobé s vodou dnem vzhtru tak, ze kraj misky je pfiblizn¢ 1 cm nad dnem nadoby.
Z misky musi byt odstranén vSechen vzduch. Volné statoblasty — floatoblasty jsou sbirany
pipetou a stiikany pod Petriho misku. Je potfeba davat pozor, aby nedoslo k vlozeni
statoblastu mimo misku nebo se pod ni nedostala vzduchova bublina. Jakmile jsou
floatoblasty umistény, je mozné Petriho misku uzavtit vickem a opatrné vyjmout z vody.
Timto zptisobem mohou byt kli¢ici statoblasty zkoumany pod mikroskopem, aniz by
doslo k jejich naruseni. Petriho misky by kvili odpafovani nemély byt mimo nadoby

s vodou déle nez par hodin.
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3.4 Mechovky jako mezihostitelé parazita

Molekularni biologie prokézala, ze Cast kmene Bryozoa (mechovky) mize byt
nosi¢em nebo mezihostitelem ruznych druhti parazitti (Anderson et al. 1999b). Myxozoa
(vytrusenky) jsou nékdy viditelné¢ jako drobné Castice nebo vacky v coelomatické
tekutiné mechovek (Canning et al. 1997). Jeden druh vytrusenck, Tetracapsula
bryozoides, byl podrobné popsan z malych vakii nalezenych v kolonii Cristatella mucedo
(Canning et al. 1996, Okamura 1996). Cast jeho Zivotniho cyklu zahrnuje &ervovitého
parazita, pozd¢ji popisovaného jako Buddenbrockia plumatellae (Marcus 1941, Schroder
1912). Ekologie, vyvoj a patogenita druhu Tetracapsula bryoziodes byla definovana

z n¢kolika druht mechovek v Severni Americe a Evropé (Canning et al. 2002).

Piibuzny druh parazita z kmene vytrusenky, Tetracapsuloides bryosalmonae,
infikuje lososovité ryby, u nichz vyvoldva velmi zavazné proliferativni onemocnéni
v chovech lososovitych ryb, které mize zpisobit vysoké ztraty u infikovanych populaci.
Dutkazy nasvédCuji tomu, Zze mechovky jsou predchozi hostitelé, a i kdyz je parazit
pfenaSen mezi rybami a mechovkami, jsou to pravé ryby, které jsou nejvice postiZzeny

(Morris a Adams 2006).

3.4.1 Zpisoby detekce rybomorek

Morris et al. vroce 2002 popsali pokus, vnémz zledvin ryb nakaZzenych
onemocnénim PKD ziskali pfi pitvé spory Tetracapsuloides bryosalmonae, kterymi
infikovali kolonie Plumatella repens. Tyto kolonie byly pak in vivo prohliZzeny za pomoci
inverzniho mikroskopu denné po dobu prvniho tydne od data expozice a pak jednou tydné
az do doby, kdy byl v zooidech zpozorovan prvni vyskyt rybomorek. Pak byly opét
sledovany denné po dobu ¢tyt tydnt. Mimo to byly také pod inverznim mikroskopem piti
400x zvétSeni sledovany vykaly infikovanych kolonii, kde byla moZnost nélezu

uvolnénych spor Tetracapsuloides bryosalmonae.

Dal8im moznym zpiisobem detekce je PCR — polymerazova fetézova reakce, ktera
byla pouzZita pro detekci DNA malacosporei v ledvindch, krvi, mozku, mocovém
méchyfi, plynovém méchyii, zluci, o€ich a srdci sladkovodnich ryb a v nékterych ¢astech

kolonii sladkovodnich a motskych mechovek (Hrabcova 2015).
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3.4.2 Myxozoa (rybomorky, vytrusenky)

Podkmen Myxozoa (rybomorky nebo také vytrusenky) je skupina
mikroskopickych parazitl, patficich do kmene Cnidaria (zahavci). DéEli se na dvé tridy:
Myxosporea (Biitschli 1881) a Malacosporea (Canning et al. 2000, Kent et al. 2001).
Dftive byla jesté zvlasté oddélovana tfida Actinosporea, ale ukdzalo se, Ze se jedna pouze
0 vyvojova stadia tfidy Myxosporea. VétSina zastupci podkmene Myxozoa stiidave
parazituje na rybach a bezobratlych hostitelich, jako jsou krouzkovei (malostétinatci 1
mnohostétinatci) a mechovky (Lom a Dykova 2006). Myxozoa byla také vzacné zjisténa
u plosténcu (Freeman a Shinn 2011), plazt (Eiras 2005), obojzivelnikd (Hartigan et al.
2012), ptaka (Bartholomew et al. 2008) a savct (Friedrich et al. 2000, Prunescu et al.
2007). Pochopeni biologie rybomorek ma velky hospodatrsky vyznam, protoze infekce
vyvolané ne€kterymi zastupci mohou vést k vyznamnym onemocnénim a ¢asto 1 vysoké

umrtnosti chovanych ryb.

3.4.2.1 Malacosporea

Rybomorky tfidy Malacosporea zahrnuji mimo jiné dva zastupce, kteti mohou
zpusobovat rizna onemocnéni ryb. Prvnim z nich je Buddenbrockia plumatellae (diive
Tetracapsula bryozoides) a druhym je Tetracapsuloides bryosalmonae (diive
Tetracapsula bryosalmonae; Canning et al. 2002). Tito zastupci ttidy Malacosporea
parazituji na sladkovodnich mechovkach tfidy Phylactolaemata, v nichZ tvoti Cervovité
nebo vakovité utvary, které obsahuji infikované spory (Monteiro et al. 2002, Okamura et
al. 2002). Buddenbrockia plumatellae a Tetracapsuloides bryosalmonae se od sebe
odlisuji morfologicky (tvar a velikost vackl) a na zaklad€ své DNA sekvence (Canning
etal. 2007). Buddenbrockia plumatellae prochazi v hostitelské mechovce ¢ervovitou fazi,

Tetracapsuloides bryosalmonae touto fazi pti svém vyvinu neprochazi.

3.4.2.2 Druh Tetracapsuloides bryosalmonae a PKD

Nejvyznamnéjsi druh z tfidy Malacosporea je Tetracapsuloides bryosalmonae,
puvodce proliferativniho onemocnéni ledvin (PKD) u volné Zijicich i farmovych chovech
lososovitych ryb (Canning et al 1999, Feist et al. 2001). Onemocnéni se nejéastéji
vyskytuje u druhu Oncorhynchus mykkis (pstruh duhovy), zejména u roc¢ka (Palikova et
al. 2016). Od prvniho zaznamu PKD v Némecku (Plehn et al. 1924) byla dale zjisténa ve
veétsingé Evropskych zemi, v Kanadé a nekolika statech na zapadé USA (Hedrick et al.

1993). Na tzemi Ceské republiky bylo onemocnéni poprvé prokazano v roce 1986
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(Svobodova 2007). Pivodce PKD lososovitych ryb byl na zakladé spor pfitomnych
Vv ledvinovych tubulech ryb identifikovan jako zastupce kmene Myxozoa (Kent a Hedrick
1985). Zpocatku byl oznacovany jako tajemny PKX organismus (Seagrave et al. 1980),
pozdéji byl pojmenovan Tetracapsula bryosalmonae (Anderson et al. 1999b, Canning et
al. 1999) a nakonec byl pfejmenovan na Tetracapsuloides bryosalmonae (Canning et al.
2002).

Pribéh onemocnéni zavisi na ronim obdobi, snimz souvisi vyskyt
mezihostitelskych mechovek. Obvykle se prvni infekce objevi, kdyz teplota vody stoupne
nad 15 °C. To znamena, ze infekce vétSinou vrcholi v 1ét€ a na podzim (Hedrick et al.
1993). Bylo ale zjisténo, Ze i pfi nizsich teplotach kolem 12 °C mize Tetracapsuloides
bryosalmonae vyvolat klinickou PKD (Morris et al. 2005, Schmidt-Posthaus et al. 2012).
Klinické ptiznaky PKD zahrnuji otoky ledvin a sleziny, vybouleni o¢i, z€ernani ploutvi a
ocasu a nasledné hromadéni tekutin v bfisni dutiné (ascites; Okamura a Canning 2003).
Umrtnost zptisobena nakazou PKD dosahuje ve volnych vodach piiblizné 20 %, ale ve
spojeni se sekundarnimi patogeny nebo v dusledku neptiznivych podminek na rybich
farmach a lihnich mize dokonce dosahnout az 95-100 % (Hedrick et al. 1993).
Epizootiologické studie ukazuji, Ze jakmile je rybi hostitel vystaven nidkaze parazitem
Tetracapsuloides bryosalmonae a piezije, vyvine se u néj na nasledujici roky odolnost

vici onemocnéni PKD (Ferguson and Ball 1979, Foott et al. 1987).

Tento parazit zplisobuje v rybich populacich zna¢né ekonomickeé ztraty (Anderson
et al. 1999a, Feist et al. 2001). Na kondici sladkovodnich mechovek ma ptitomnost
Tetracapsuloides bryosalmonae relativné maly vliv (Tops et al. 2009). Za zvlastnich
podminek se mize u mechovek zamotenych parazity projevit zpomaleni rlstu, sniZeni
poctu statoblasti a pokles lihnuti novych kolonii, nebo naopak tvorba prosperujicich a
gigantickych zoidu, které by mély umoznit zvySeny pienos parazitt (Hartikainen et al.
2013).
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4 MATERIAL A METODIKA

V ramci feSeni diplomové prace bylo provedeno nékolik typl experimentt, které
byly uskutecnény v laboratornich podminkach na Mendelové univerzit¢ v Brn¢ a na
sadkach firmy BioFish s.r.o. v Pravikové u Kamenice nad Lipou. Pokusy byl zamétené

na kultivaci, eliminaci mechovek a na detekci rybomorek v mechovkach.

4.1 Kultivace mechovek v laboratornich podminkach

Pro pokus byla vyuzita 4 sklenénd akvaria o rozmérech 44 x 31 x 25 cm a objemu
31 1. Vyska vodniho sloupce dosahovala 20 cm. Pro pfehlednost byla oznafena pismeny
A, B, C a D. Do akvérii byla zavedena aerace pomoci vzduchovacich kameni. Prostor
akvarii byl rozdélen ptepazkou z polystyrénu (Obrazek 5), aby nedochdzelo
k nadmérnému vifeni vody. Kvili simulaci temného prostiedi, v némz se mechovky

béZné nachazeji, byly akvaria zatemnény pouzitim papirovych krabic.

Obrazek 5: Rozdéleni akvaria polystyrenovou piepazkou

Akvaria byla naplnéna vodou z recirkula¢niho systému kruhovych nadrzi
nachdzejicich se na univerzité. Ze stejného systému byly odebrany i kolonie mechovky
Plumatella emarginata. Prvnim odbérnym mistem byla filtra¢ni zafizeni, druhym mistem
bylo potrubi na odtoku z kruhovych nadrzi. Kolonie byly odebirdny seskrabem pomoci
skalpelu. Tento zptisob odbéru se ukézal jako nejSetrnéjsi a nejméné se pii ném narusila

struktura a celistvost kolonie.
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Odebrané kolonie byly rozdéleny na mensi ¢asti o velikosti cca 2-3 cm?. Tyto
¢asti byly pak instalovany na specialn¢ upravené Petriho misky (Obrazek 6) o priiméru
8,65 cm. Do stiedu kazdé misky byla pfilepena zkumavka naplnénd piskem. To
zpusobilo, Ze pti ponofeni do vody dnem vzhiru, zlstaly misky pod hladinou ve stabilni
poloze. Aby se kolonie udrzela v misce jesté pied uchycenim na ni, byla kazda miska

opatiena plastovou miizkou.

Obrazek 6: Specialné€ upravené Petriho misky s plastovou miizkou

Tento pokus prob¢hl ve dvou opakovanich. Pfi prvnim bylo do kazdého akvéaria
nasazeno pét Petriho misek s ¢asti kolonie oznacenych vzdy pismenem pfislusného
akvaria a ¢isly 1-5. Potravu kolonie pfijimaly pouze z organismil obsaZenych ve vodnim
prostfedi, nebyly dale nijak pfikrmovany. Pfi druhém opakovani byly ke kultivaci
mechovek vyuzity pouze dvé akvaria (A a B) se ¢tyfmi Petriho miskami. Potravu tvoftily
opét organismy obsazené ve vodé, a navic byly prikrmovany kazdy tieti den 10 ml
koncentrované smési zelenych fas, ktera se skladala z druhtt Chlorella kessleri,
Acutodesmus obliquus a Raphidocelis subcapitata. Prubézné byly sledovany

hydrochemické parametry vody a odebrand voda byla dopliiovana vodou ze systému.

Volna akvaria C a D pti druhém opakovani byla vyuzita ke kliceni statoblastt. Ty
pochazely z recirkulacniho systému na Mendelové univerzit¢ v Brn€. Po dobu 9 mésicti
byly uskladnény ve zkumavce s vodou v chladniéce pii teploté 5 °C a pak dalsi 2 mésice
byly ponechdny na sucho v Petriho misce pfi teploté 20 °C. Tyto podminky simulovaly
rizné obdobi (zmrznuti, vyschnuti), kterymi statoblasty ve volné piirodé bézné
prochézeji. Akvarium C bylo naplnéno vodou ze systému a akvarium D bylo naplnéno
destilovanou vodou. Do kazdého akvéria se umistily dvé Petriho misky s vysuSenymi

statoblasty.
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4.2  Detekce rybomorek v mechovkach

Pii pokusu byly pouzity mechovky druhu Plumatella fruticosa a Cristatella
mucedo, které byly potvrzeny jako hostitelské druhy Tetracapsuloides bryosalmonae.
Mista odbéri kolonii se nachdzi v blizkosti sadek firmy BioFish s.r.o. v Pravikové u
Kamenice nad Lipou (Obrazek 7). Jedna se o dva rybnicky, které jsou soucasti rybni¢ni
soustavy, jenz je zdrojem vody pro recirkula¢ni systém intenzivniho chovu lososovitych
zpusobenych zminénou Tetracapsuloides bryosalmonae. Lokality byly oznaceny jako
JOHANKA a OKO (Obrazek 8).
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Obrazek 8: Situa¢ni mapa odbérovych lokalit (google.cz/maps)
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Vzorky mechovek byly odebirany v tydennich intervalech v obdobi od 11.7.2016
do 29.8.2016. Celkem bylo odebrano 22 vzorkl. Spole¢né s odbérem vzorkli byly

monitorovany zakladni hydrochemické parametry rybnicni vody.

Kolonie mechovek byly odebirany pomoci skalpelu a pinzety do plastovych
vzorkovnic a zkumavek. Jejich fixace byla provadéna formaldehydem na vyslednou
koncentraci 4 % a 70 % roztokem lihu. Takto fixované vzorky byly pfevezeny do Brna
k dalsimu prozkoumani. Pted vlastni detekci byly vzorky fadné promyty vodou.
Z kazdého vzorku byly odejmuty dvé &asti kolonie o velikosti do 1 cm?. Ty byly umistény
mezi dv€ podlozni sklicka, kterymi byly rozmacknuty. Takto vytvofené docCasné

preparaty byly pfipraveny Kk sledovani pod mikroskopem.
4.3  Eliminace mechovek

Pokus byl proveden v laboratornich podminkach na mechovkach druhu
Plumatella emarginata a Cristatella mucedo. Kolonie druhu Plumatella emarginata
pochazely z filtraéniho zafizeni a z potrubi na odtoku z kruhovych nédrzi, které jsou
soucasti modelového recirkulacniho systému na Mendelové univerzité v Brné€. Kolonie
druhu Cristatella mucedo pochazely z lokality OKO nachazejici se v blizkosti sadek
firmy BioFish s.r.o. v Pravikové u Kamenice nad Lipou. Odbér kolonii probihal

seSkrabem pomoci skalpelu.

Kolonie byly nasledn& v laboratofi rozdéleny na &asti o velikosti cca 1-2 cm?,
Tyto Casti byly preneseny na Petriho misky o priméru 5,6 cm a zality odstatou vodou
z vodovodniho fadu. Takto pfipravené vzorky byly ponechany 24 hodin v klidu, aby u
zkoumaného organismu doslo k aklimatizaci. Po uplynuti této doby bylo pomoci
optického mikroskopu zkontrolovano, zda jsou organismy aktivni. Poté byly vystaveny
pusobeni vybranych chemikalii v riznych koncentracich. Pro testovani eliminace
mechovek v zatizenich s intenzivnim chovem ryb byly vybrany tii chemikalie, které jsou

lehce dostupné a béZné se v rybarstvi vyuzivaji.

Pouzité chemikalie:
e Savo Original (1-5 % chlornan sodny a 0,1-1 % hydroxid sodny)
e Folmaldehyd

e Persteril (32-36 % kyselina peroxyoctova, 5-12 % peroxid vodiku, max.
25 % kyselina octova)
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Kazda z vybranych chemikalii byla namichdna v 11 koncentracich v procentualni
fadé 1;0,5; 0,2; 0,1; 0,05; 0,025; 0,0125; 0,00625; 0,00313; 0,00156 a 0,00078. U kazdé
koncentrace bylo nachystano 5 opakovani (Obrazek 9). Pro kontrolu byl v 5 opakovani

piipraven jesté vzorek s ¢istou odstatou kohoutkovou vodou.

Obrazek 9: Casti kolonii druhu Plumatella emarginata v Petriho miskach pted zalitim chemikalii

Organismim byla po aklimatizaci voda zaménéna za 10 ml roztoku chemikalie
o0 ptislusné koncentraci. Mechovky byly vystaveny plisobeni chemikalie po dobu 30
minut, nasledné byl roztok opét zaménén za odstatou vodu. Kolonie byly zanechany 60
minut bez manipulace a poté byla provedena kontrola ¢islo 1. Po dalSich 60 minutach
byla provedena kontrola ¢islo 2. U druhu Plumatella emarginata byla za dalsich 120
minut provedena kontrola ¢islo 3. Pfi kazdé kontrole bylo ndhodné vybrano 50 zooidl
z kolonie, u nichz se pod optickym mikroskopem sledoval jejich stav a reakce.

Neporuseni zooidi, kteti reagovali na podméty, byli spocitani.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Kaultivace mechovek v laboratornich podminkach

5.1.1 Hydrochemické parametry vody

Zakladni hydrochemické méteni (teplota vody, obsah rozpusténého kysliku ve
vodé, nasyceni vody kyslikem a pH) bylo provadéno piistrojem firmy HACH.
V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny hodnoty jednotlivych parametrii namétené za

celou dobu pokusu.

Tabulka 1: Teplota vody (°C)

Primérna NejniZzsi Nejvyssi
Akvarium
teplota (°C) teplota (°C) teplota (°C)
A 21,8 21,2 22,9
B 21,5 20,5 22,6
C 21,4 20,4 22,4
D 21,4 20,4 22,2

Z tabulky 1 je patrné, Ze teplota vody byla ve vSech akvariich pomérné vyrovnana.

vwr

akvarii doplilovana voda z recirkulacniho systému, kterd prosttedi vzdy mirn¢ ochladila.

Druh Plumatella emarginata se bézné ve volnych vodach vyskytuje v teplych
eutrofnich oblastech v hloubkédch do 1 metru. Jedna se predevsim o klidné stojaté vody
jezer a fek, kde ma dostatek pfichytného materidlu (rostliny, dfevo, kameny). Napiiklad
v mirnych oblastech Severni Ameriky se vyskytuji v nejvétsi mife na konci jara, kdyz
teplota vody vzroste nad 20 °C (Wood 2005). V laboratornich podminkach se osvéd¢ilo
umisténi kolonii do akvéria s vodu stfedni tvrdosti, kterd byla intenzivné provzdusinovana

a pomoci ohfivaci vody se teplota vody udrzuje na 21 °C (Morris et al. 2002).
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Nasledujici tabulka 2 ukazuje obsah rozpusténého kysliku a procentualni nasyceni

vody kyslikem v jednotlivych akvariich.

Tabulka 2: Obsah rozpusténého kysliku ve vodé (mg/1) a nasyceni vody kyslikem (%)

Prumérny | Nejniz$i | Nejvyss$i | Primérné | Nejnizs§i | Nejvyssi
Akvarium | obsah Oz | obsah Oz | obsah Oz | nasyceni | nasyceni | nasyceni
(mg/l) (mg/l) (mg/l) 02 (%) 02 (%) | 02(%)
A 8,38 8,18 8,58 96,8 95,5 97,8
B 8,34 8,09 8,56 95,6 94,5 96,6
C 8,33 8,11 8,54 95,5 94,1 96,7
D 8,35 8,13 8,56 95,5 94,3 96,6

Je patrné, ze béhem pokusu nedochézelo k vyraznym vykyvim obsahu kysliku.

Ptipadné vykyvy by mohly negativné ovlivnit zivotnost nasazenych kolonii mechovek.

Primérné hodnoty pH v pribéhu testu v jednotlivych akvdriich jsou zndzornény
v tabulce 3. Tyto pramérné hodnoty jsou doplnény tudaji o nejvySSich a nejnizsich

naméfenych hodnotach béhem testu.

Tabulka 3: Hodnoty pH

Akvarium Pramérné pH | Nejnizsi pH Nejvyssi pH
A 7,65 7,48 7,93
B 7,68 7,50 8,05
C 7,69 7,48 8,07
D 7,80 7,63 8,06

Hodnoty pH zaznamenané v tabulce jsou vV jednotlivych akvariich velmi

vyrovnané a vykazuji mirn€ zasadité prostredi.

Wood ve své praci z roku 2005 popisuje mista, kde se mechovky ve volnych
vodach bézné nevyskytuji. Jsou to stanovisté s nizkym obsahem kysliku a hodnotami pH
pod 6, dale rychle proudici feky a potoky, kde hladké a zaoblené kameny neumozni
mechovkam dostatecné se piichytit k podkladu a jsou proudem odneseny. Také je

nenajdeme na mastnych, hnilobnych nebo aktivné korodujicich substratech.
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5.1.2 Vysledky kultivace Plumatella emarginata v laboratornich podminkach

Kolonie Plumatella emarginata nasazené ve specialné¢ upravenych Petriho
miskach do akvarii se po 2—3 dnech zacaly prichytavat ke sténam misek. Po 14 dnech
bylo 70 % koloniich ptichycenych k podkladu. Tyto kolonie se vsak dale nerozristaly a

po 1 mésici doslo v ptipadé obou testi k thynu vSech kolonii.

Jako pfi¢inu uhynu bych vyloucila nevyhovujici teplotu, obsah rozpusténého
kysliku a pH. Teplota vody byla udrzovéana kolem 21 °C, coz je shodné se studii Morrise
et al. (2002). Voda byla rovnéz dostateéné okysli¢ena a pH nekleslo pod hodnotu 6.
Jednou z moznych pfi¢in netspéchu byla moznost poskozeni kolonii pii odbéru. Dal§im
problémem by mohlo byt nedostate¢né mnozstvi adekvatni potravy, které kolonie
potiebuji nebo také nestalost okolniho prostfedi (Casté zmény svételného rezimu v

laboratofti), protoze kolonie preferuji stinna mista (LukeSova 2011).

5.2 Detekce rybomorek v mechovkach

Cilem nasledujici ¢asti bylo sledovani a popsani Zivotnich cyklt vybranych druhti
mechovek (Plumatella fruticosa a Cristatella mucedo) v pfirozenych podminkach na
dvou lokalitach, kde byla v minulosti prokazana nakaza parazitem Tetracapsuloides
bryosalmonae a zjisténi nasledného optimalniho zptsobu detekce rybomorek
v odebranych vzorcich mechovek z téchto lokalit. Lokality se nachazi v blizkosti sadek
firmy BioFish s.r.o. v Pravikové a jedna se o dva lesni rybnicky, které jsou soucasti

rybni¢ni soustavy, jenZ je zdrojem vody pro zminéné sadky.
5.2.1 Hydrochemické parametry vody

Zakladni hydrochemické méfeni (teplota vody, obsah rozpusténého kysliku ve
vodé, nasyceni vody kyslikem, pH a vodivost) bylo provadéno pfistrojem firmy HACH.
Déle byly odebirdny vzorky kolonii mechovek k prozkoumani pod mikroskopem.
Vysledky méfeni parametri vody a pocéet odebranych vzorkd mechovek jsou uvedeny
Vv tabulkéach 4 a 5.
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Tabulka 4: Vysledky métenych parametri vody na lokalit¢ JOHANKA

Datum . Teplota O Vodivost | Pocet

T (‘E)C) (mgny | ©2(0) | pH mS) | vzorkd
11.7.2016 Johanka 19,9 7,08 83,5 6,85 90 0
18.7.2016 Johanka 14,7 7,27 75,7 6,63 78 1
25.7.2016 Johanka 18,6 7,25 81,6 6,65 83 2
1.8.2016 Johanka 18,7 7,5 88 2
8.8.2016 Johanka 18,6 8,07 92,2 7,01 96 3
15.8.2016 Johanka 18,2 8,1 91,6 6,96 94 4
22.8.2016 Johanka 17,2 6,73 73,7 6,84 9 0
29.8.2016 Johanka 19,4 5,22 60,2 6,58 98 0

Tabulka 5: Vysledky métenych parametrii vody na lokalit¢ OKO

Datum . Teplota @) Vodivost | Pocet

N (EC) (ng/I) Sui) | P ®S) | vzorki
11.7.2016 Oko 21 9,66 1155 7,17 103 0
18.7.2016 Oko 16,5 6,3 67,9 6,3 87 0
25.7.2016 Oko 19,6 3,59 41,2 6,93 93 3
1.8.2016 Oko 19,4 7,31 98 3
8.8.2016 Oko 18,1 4,31 48,6 6,39 108 2
15.8.2016 Oko 17,2 7,46 82,2 6,68 103 2
22.8.2016 Oko 16,6 7,58 81,9 7,02 105 0
29.8.2016 Oko 18,3 5,18 58,7 8,84 106 0

Na sledovanych lokalitach se mechovky vyskytovaly v obdobi od 11.7.2016 do
22.8.2016. Dne 11.7., kdyZ se teplota vody pohybovala kolem 20 °C a vice, bylo na obou
lokalitach nalezeno malé mnozZstvi kolonii v po¢ate¢nim stadiu vyvoje. Od dalSiho tydne,
kdy uzZ byly kolonie dostatecné rozvinuty, se zac¢alo s odbérem vzorkl. Dne 18.7. doslo
K jednorazovému poklesu teploty vody o pfiblizné 5 °C. Ten byl zptisoben intenzivnimi
ptivalovymi desti, které vodu v rybnicich ochladily. Na kolonie mechovek nem¢la tato
zména zadny negativni vliv. Dne 8.8. byla na lokalit¢ JOHANKA zjiSténa pfevaha kolonii
druhu Plumatella fruticosa. Druh Cristatella mucedo byl nalezen v malém mnozstvi, ale
v dobrém kondi¢nim stavu. Na lokalit¢ OKO byla naopak pozorovana ptevaha druhu
Cristatella mucedo, ktera ovSem nebyla v dobrém kondi¢nim stavu. Dne 22.8., kdyz
teplota poklesla pod 17 °C, doslo k vymizeni mechovek na obou lokalitach. Toto
vymizeni bylo trvalé, protoze ani po opétovném zvyseni teploty 0 zhruba 2 °C, které bylo

naméfeno dne 29.8., se kolonie mechovek znovu nerozvinuly.

V literatufe se uvadi, ze k rozvoji kolonii druhu Plumatella fruticosa dochazi,
stoupne-li teplota vody nad 15-16 °C. Naopak klesne-li teplota pod 12 °C kolonie hynou
(Michiel van der Waaij 2007). Michiel van der Waaij (2009) uvadi také, Ze kolonie druhu
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Cristatella mucedo se aktivuji pozdé¢;ji z jara, jakmile teplota vody stoupne nad 15-16 °C

a umira hned, jakmile teplota vody klesne pod 9-10 °C.
5.2.2 Vysledky detekce rybomorek v odebranych vzorcich mechovek

Z celkem 22 odebranych vzorki bylo vytvoreno 44 preparatii, v nichz byla pod
mikroskopem prohlidnuta vzdy stovka zooidu. V téchto zooidech se nepodafilo nalézt
zadna vyvojova stadia parazita Tetracapsuloides bryosalmonae. Zda byly kolonie
infikovany nebo ne, nelze sjistotou prohlasit. Sledovani probihalo na koloniich
fixovanych lihem, ovSem informace o detekci rybomorek v takto fixovanych vzorcich
Vv literatuie zcela chybi. Morris et al. provedl vroce 2002 pokus, kdy se pokusil o
infikovani Zzivych kolonii mechovek druhu Plumatella repens sporami parazita
Tetracapsuloides bryosalmonae. Tyto kolonie byly pak in vivo prohlizeny za pomoci
inverzniho mikroskopu az do doby, kdy byl v zooidech zpozorovan prvni vyskyt

rybomorek.

5.3 Eliminace mechovek

Cilem této casti prace bylo vytvoreni efektivni a v praxi vyuzitelné metody
eliminace mechovek v rybochovnych zatizenich. Pokus byl proveden v laboratornich
podminkach na koloniich mechovek druhu Plumatella emarginata a Cristatella mucedo.
Kolonie druhu Plumatella emarginata pochazely z modelového recirkula¢niho zafizeni
na Mendelové univerzité¢ v Brné€. Kolonie druhu Cristatella mucedo pochazely z lokality

Vv blizkosti sadek firmy BioFish s.r.o. v Pravikové.

Odebrané kolonie obou druhti byly vystaveny 30minutovému puisobeni vybranych
chemikalii v 11 rliznych koncentracich. Pro testovani eliminace mechovek v zafizenich s
intenzivnim chovem ryb byly vybrany latky Savo Original, Persteril a formaldehyd, které

jsou lehce dostupné a bézné se v rybarstvi vyuzivaji k dezinfekci a ¢iSténi zatizeni.
5.3.1 Pisobeni chemikalii na druh Plumatella emarginata — 1. test

Savo Original

Prvnim testovanym piipravkem bylo Savo Original, jehoZ hlavni aktivni latkou je
chlornan sodny. Pfi prvni kontrole provedené po 30 minutach pusobeni byly kolonie

v roztoku koncentraci 0,025 % a vysSich zcela bez reakce. VSichni zooidi byli zatazeni
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uvniti schranek. U varianty 0,0125 % byla aktivni minimalni ¢ast kolonie (9 %). Reakce
zooidl byly velmi zpomalené. U varianty 0,00625 % byla zjisténa aktivita u 40 % Casti
kolonie. Reakce zooidu byla zpomalena. U varianty 0,00313 % byla aktivita zjisténa u
naprosté vétsiny zooidi z kolonie (90 %), jejichz reakce byly normalni. Pfi koncentracich
0,00156 % a nizsich nebyly pozorovany zadné zmény v reakcich zooidd, kolonie byly

pln¢ aktivni.

Pti druhé kontrole bylo pozorovéno pozvolné zotavovani kolonii. U koncentraci
0,025 % a vice nedoslo k zddnym zménam. U varianty 0,0125 % byla zjiSténa aktivita u
16 % zooidd, jejichz reakce byly normalni. U varianty 0,00625 % byla aktivni ptiblizné
polovina kolonie (55 %). U zooidi byly pozorovany normalni reakce. Ve varianté

0,00313 % byla pln¢ obnovena aktivita celé kolonie.

Pti treti kontrole doslo k regeneraci dalSich ¢asti kolonii u varianty 0,0125 % a
uplnému zotaveni kolonii u varianty 0,00625 %. U varianty 0,0125 % byla pozorovana
aktivita u 27 % casti kolonie. Reakce zooidu byly normalni. Ptipravek Savo Original
zpisobilo thyn celych kolonii pfi koncentracich 0,025 % a vice. Pii koncentracich
0,00625 % a méné jiz nebyla pozorovana zadna zména v reakcich zooidd, kolonie byly

pIn¢ aktivni.

Plumatella emarginata - 1. test - Savo Original
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Graf 1: Pusobeni pfipravku Savo Original na druh Plumatella emarginata pti 1. testu
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Persteril

DalSim testovanym piipravkem byl Persteril, jehoz hlavni aktivni latkou je
kyselina peroctova. Pti prvni kontrole provedené po 30 minutach ptisobeni byly kolonie
Vv koncentracich 0,00313 % a vySSich zcela bez reakce. VSichni zooidi byly zatazeni
uvnitf schranek. U varianty 0,00156 % byla aktivni minimalni ¢ast kolonie (9 %). Reakce
zooidl byly zpomalené. U varianty 0,00078 % byla zjisténa aktivita u 26 % casti kolonie.

Reakce aktivnich zooidi byla normalni.

Pti druh¢ kontrole bylo pozorovano pozvolné zotavovani kolonii, které bylo vSak
vyrazn¢ pomalejSi nez u piipravku Savo Original. U koncentraci 0,00313 % a vice
nedoslo k Zddnym zménam. U varianty 0,00156 % byla zjiSténa aktivita u minimalniho
poctu zooidi (18 %), jejichz reakce byly stale zpomalené. U varianty 0,00078 % byla

aktivni 39 % ¢ast kolonie. U zooidll byly pozorovany normalni reakce.

Pii tieti kontrole nedoslo k dalsi vyrazné regeneraci kolonii. Pfipravek Persteril
zpusobil thyn celych kolonii pti koncentracich 0,00313 % a vice. U varianty 0,00156 %
se aktivita zooidi pohybovala na 30 % a u varianty 0,00078 % byla aktivni 39 % cast
kolonie. Reakce zooidl byly v piipadé¢ 0,00156 % koncentrace mirn€ zpomalené a

v ptipade 0,00078 % koncentrace normalni.

Plumatella emarginata - 1. test - Persteril
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Graf 2: Pusobeni ptipravku Persteril na druh Plumatella emarginata pfi 1. testu
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Formaldehyd

Posledni testovanou latkou byl formaldehyd. Pti prvni kontrole provedené po 30
minutach pisobeni byly kolonie v koncentracich 0,00313 % a vyssich zcela bez reakce.
VSichni zooidi byly zatazeni uvnitt schranek. U varianty 0,00156 % byla pozorovéana
zietelna reakce na dotek, zooidi vSak byli rovnéz zatazeni uvniti schranek. U varianty

0,00078 % byla aktivni naprosta vétsina kolonie (72 %). Reakce zooidl byly zpomalené.

Pti druhé kontrole byla patrna Castecnd regenerace imobilizovanych kolonii. U
koncentraci 0,00313 % a vice nedoslo k zddnym zménam. U varianty 0,00156 % byla
zjisténa aktivita u minimalniho poc¢tu zooida (14 %), jejichz reakce byly zpomalené. U
varianty 0,00078 % byla aktivni naprosta vétSina kolonie (87 %). U zooidd byly

pozorovany normalni reakce, nékteré kolonie byly plné aktivni.

Pii tfeti kontrole doslo k dalsi regeneraci kolonii. Pfipravek formaldehyd zptsobil
uhyn celych kolonii pti koncentracich 0,00625 % a vice. U varianty 0,00313 % se aktivita
zooidli pohybovala na 10 % a u varianty 0,00156 % byla aktivni 23 % cast kolonie.
Reakce zooidi byly v obou ptipadech zpomalené. U varianty 0,00078 % doslo k tiplnému

obnoveni aktivity vSech kolonii.

Plumatella emarginata - 1. test - formaldehyd
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Graf 3: Pusobeni pfipravku formaldehyd na druh Plumatella emarginata pfi 1. testu
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5.3.2 Pusobeni chemikalii na druh Plumatella emarginata — 2. test

Savo Original

Pti prvni kontrole provedené¢ po 30 minutdich pilisobeni byly kolonie
Vv koncentracich 0,025 % a vyssich zcela bez reakce. VSichni zooidi byli zatazeni uvnitf
schranek. U varianty 0,0125 % byla aktivni minimalni ¢ast kolonie (9 %). U varianty
0,00625 % byla zjisténa aktivita u 30 % ¢asti kolonie. U varianty 0,00313 % byla aktivita
zjisténa u naprosté vétsiny zooidd z kolonie (80 %), jejichz reakce byly zpomalené. Pti

koncentracich 0,00156 % a niZSich nebyly pozorovany z4dné zmény v reakcich zooid?.

Pti druhé kontrole bylo pozorovéno pozvolné zotavovani kolonii. U koncentraci
0,025 % a vice nedoslo k zddnym zménam. U varianty 0,0125 % byla zji§téna aktivita u
minimalniho po¢tu zooidd (14 %), jejichz reakce byly zpomalené. U varianty 0,00625 %
byla aktivni témé&f polovicni ¢ast kolonie (46 %). U zooidi byly pozorovany zpomalené

reakce. Ve varianté 0,00313 % byla pln¢ obnovena aktivita celé kolonie.

Pti treti kontrole doslo k regeneraci dalSich ¢asti kolonii ve varianté 0,0125 % a
uplnému zotaveni kolonii ve varianté 0,00625 %. U varianty 0,0125 % byla pozorovana
aktivita u 18 % casti kolonie. Reakce zooidii byly mirné zpomalené. Ptipravek Savo
Original zpusobilo thyn celych kolonii pfi koncentracich 0,025 % a vice. Pfi
koncentracich 0,00625 % a mén¢ jiz nebyla pozorovana zadna zména v reakcich zooida,

kolonie byly pln¢ aktivni.

Plumatella emarginata - 2. test - Savo Original
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Graf 4: Pusobeni pfipravku Savo Original na druh Plumatella emarginata pti 2. testu
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Persteril

DalSim testovanym piipravkem byl Persteril, jehoz hlavni aktivni latkou je
kyselina peroctova. Pii prvni kontrole provedené po 30 minutach pisobeni byly kolonie
v koncentracich 0,00313 % a vysSich zcela bez reakce. VSichni zooidi byly zatazeni
uvniti schranek. U varianty 0,00156 % byla zjisténa aktivita u minimalni ¢asti kolonie (4
%). Reakce zooidl byly zpomalené. U varianty 0,00078 % byla aktivni témét polovicni

¢ast kolonie (42 %). Reakce aktivnich zooidt byla normalni.

Pti druh¢ kontrole bylo pozorovano pozvolné zotavovani kolonii, které bylo vSak
vyrazn¢ pomalejsi nez u pfipravku Savo Original. U koncentraci 0,00313 % a vice
nedoslo k zadnym zménam. U varianty 0,00156 % byla zjisténa minimalni aktivita zooida
(10 %), jejichz reakce byly stale zpomalené. U varianty 0,00078 % byla aktivni polovina

kolonie (49 %). U zooidi byly pozorovany normalni reakce.

Pii tieti kontrole nedoslo k dalsi vyrazné regeneraci kolonii. Pfipravek Persteril
zpusobil thyn celych kolonii pfi koncentracich 0,00313 % a vice. U varianty 0,00156 %
se aktivita zooidll pohybovala na 29 % a u varianty 0,00078 % byla aktivni 75 % cast
kolonie. Reakce zooidl byly v piipadé¢ 0,00156 % koncentrace mirné¢ zpomalené a

v ptipade 0,00078 % koncentrace normalni.

Plumatella emarginata - 2. test - Persteril
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Graf 5: Pusobeni ptipravku Persteril na druh Plumatella emarginata pfi 2. testu
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Formaldehyd

Posledni testovanou latkou byl formaldehyd. Pti prvni kontrole provedené po 30
minutach piisobeni byly kolonie v koncentracich 0,00313 % a vysSich zcela bez reakce.
VSichni zooidi byly zatazeni uvniti schranek. U varianty 0,00156 % byla pozorovéana
aktivita u naprosté vétSiny kolonie (82 %). Reakce zooidl byly velmi zpomalené. Pti
koncentraci 0,00078 % nebyly pozorovany zadné zmény v reakcich zooidi, kolonie byly

pln¢ aktivni.

Pti druhé kontrole byla patrna ¢aste€na regenerace imobilizovanych kolonii. U
koncentraci 0,00625 % a vice nedoslo k Zzadnym zménam, kolonie byly stale bez reakce.
U varianty 0,00313 % byli zooidi stale zatazeni uvnitf schranek, jejich reakce na podméty
byly vSak zfetelné. U varianty 0,00156 % byla aktivita celych kolonii plné¢ obnovena.

Reakce zooidil byly zpomalené.

Pii tfeti kontrole doslo k dalsi regeneraci kolonii. Pfipravek formaldehyd zptisobil
uhyn celych kolonii pti koncentracich 0,00625 % a vice. U varianty 0,00313 % bylo
aktivni minimum zooidi (10 %). Reakce zooidl byly mirn¢ zpomalené. Pii koncentracich
0,00156 % a nizsich nebyly pozorovany zadné¢ zmény v reakcich zooidd, kolonie byly

pIn¢ aktivni.

Plumatella emarginata - 2. test - formaldehyd
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Graf 6: Pusobeni pfipravku formaldehyd na druh Plumatella emarginata pfi 2. testu
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5.3.3 Piisobeni chemikalii na druh Cristatella mucedo

Savo Original

Prvnim pouzitym ptipravkem bylo Savo Original shlavni aktivni latkou
chlornanem sodnym. Pfi prvni kontrole provedené po 30 minutach ptisobeni byly kolonie
Vv koncentracich 0,1 % a vysSich zcela bez reakce. VSichni zooidi byli zatazeni uvnitf
schranek. U varianty 0,05 % byla zjisténa aktivita u 13 % casti kolonie. Reakce zooida
byly velmi zpomalené. U varianty 0,025 % byla aktivni naprosta vét$ina kolonie (72 %).
Zooidi reagovali na podméty zpomalené. Pfi koncentracich 0,0125 % a niZzSich nebyly

pozorovany zadné zmény v reakcich zooidd, kolonie byly plné aktivni.

Pti druhé kontrole doSlo k mirné regeneraci ¢asti kolonii. U varianty 0,05 % byla
zjisténa aktivita u minimalniho poctu zooidd (16 %), jejichz reakce byly zpomalené. U
varianty 0,025 % se aktivita zvysila na 82 %. Reakce zooidl byly mirn¢ zpomalené.
Ptipravek Savo Original zpisobil uhyn celych kolonii pti koncentracich 0,1 % a vice.
Koncentrace 0,0125 % a mén¢ nemély na stav zooidl zadny vliv, kolonie byly po celou

dobu testu plné aktivni.

Cristatella mucedo - Savo Original
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Graf 7: Pusobeni pfipravku Savo Original na druh Cristatella mucedo
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Persteril

Druhym pouzitym piipravkem byl Persteril s hlavni aktivni latkou kyselinou
peroctovou. Pfi prvni kontrole provedené po 30 minutdch ptsobeni byly kolonie
Vv koncentracich 0,00625 % a vyssich zcela bez reakce. VSichni zooidi byli zatazeni uvnitf
schranek. U koncentraci 0,003125 % a nizSich byla zjisténa aktivita vSech zooidu.

Kolonie byly pln¢ aktivni.

Pti druhé kontrole nebyly pozorovany zadné zmény. Piipravek Persteril zptsobil
uhyn celych kolonii pii koncentracich 0,00625 % a vice. Koncentrace 0,003125 % a méné

nemély na stav zooidli zadny vliv, kolonie byly po celou dobu testu pIn¢ aktivni.
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Graf 8: Pusobeni pfipravku Persteril na druh Cristatella mucedo
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Formaldehyd

Tretim pouzitym ptipravkem byl formaldehyd. Pti prvni kontrole provedené po
30 minutach ptsobeni byly kolonie v koncentracich 0,0125 % a vys$ich zcela bez reakce.
VSichni zooidi byli zataZeni uvnitf schranek. U varianty 0,00625 % byla pozorovéana
aktivita vSech zooida, ktefi na podméty reagovali zpomalené. U koncentraci 0,003125 %

a nizSich byla zjisténa aktivita vSech zooidl. Kolonie byly pIn¢ aktivni.

Pii druhé kontrole nebyly pozorovany zadné zmény. Pripravek formaldehyd
zpusobil uhyn celych kolonii pii koncentracich 0,0125 % a vice. U varianty 0,00625 %
zustala aktivita vSech zooidl zpomalena. Koncentrace 0,003125 % a méné nemély na

stav zooidll zadny vliv, kolonie byly po celou dobu testu pln¢ aktivni.

Cristatella mucedo - formaldehyd
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Graf' 9: Pusobeni ptipravku formaldehyd na druh Cristatella mucedo
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5.3.4 Srovnani druhi Plumatella emarginata a Cristatella mucedo

Z vysledkl pasobeni chemikalii na vybrané dva druhy mechovek vyplyva, ze
kolonie druhu Cristatella mucedo pochazejici z volnych vod jsou vici piisobeni téchto
chemikalii zna¢né odolné&jsi a jejich regenerace probiha rychleji nez u druhu Plumatella
emarginata. Kolonie druhu Plumatella emarginata odebrané z modelového
recirkulacniho systému byly usmrceny nékolikanasobné¢ nizS§imi koncentracemi
pouzitych chemikalii. V ptipad¢ ptipravku Savo Original se jednalo o ¢tyinasobné nizsi
koncentraci a pii pouziti piipravku Persteril a formaldehyd byla tato koncentrace nizsi

dvojnasobné.

5.3.5 Letalni koncentrace pro mechovky a ryby

V tabulce 6 jsou zaznamenany letalni davky pouzitych chemikalii na mechovky
druhu Plumatella emarginata a Cristatella mucedo a na Oncorhynchus mykiss (pstruh
duhovy), ktery je v akvakultufe na uzemi CR nejéastéji chovanym zastupcem

lososovitych ryb.

Tabulka 6: Letalni koncentrace pouzitych chemikalii pro mechovky a ryby

Savo Original Persteril
, . . formaldehyd
(chlornan sodny) | (kyselina peroctova) (mg/l)

(mg/l) (mg/l) g

Plumatella emarginata 0,93 2,37 0,69

Cristatella mucedo 3,72 4,53 1,38
Oncorhynchus mykiss 0,2 0,53 24

96 h LC50

Po ptepoctu letalni koncentrace chlornanu sodného (hlavni aktivni latka ptipravku
Savo Original) pro mechovky vychazi pro druh Plumatella emarginata 0,93 mg/l a pro
druh Cristatella mucedo 3,72 mg/l. Tyto hodnoty zna¢né pievySuji letalni koncentrace
pro ryby i dal$i vodni Zivoc¢ichy. Pro pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) se udava
hodnota 96 h LC50 0,2 mg/1 a pro perloocky (Dafnia magna) je tato hodnota 48 h EC50
0,141 mg/1 (Bezpecnostni list, Penta 2012).
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Letalni davka kyseliny peroctové (hlavni aktivni latka ptipravku Persteril) pro
mechovky byla pro druh Plumatella emarginata 2,37 mg/l a pro druh Cristatella mucedo
4,53 mg/l. Tyto hodnoty jsou opét nékolikanasobné vyssi nez letalni koncentrace pro ryby
a dalsi vodni zivo€ichy. Toxicita kyseliny peroctové na druh Oncorhynchus mykiss je 96
h LC50 0,53 mg/1 a pro perloocky (Dafnia magna) je tato hodnota o néco vyssi 48 h EC50
0,73 mg/l (Bezpeénostni list, EuroSarm 2015). Viaéi pusobeni kyseliny peroctové je
pomérné odolny i zastupce korysu rak signalni (Pacifastacus leniusculus). Pro dospélé
jedince tohoto druhu je stanovena hodnota 96 h LC50 77,3 mg/l (Kouba et al. 2012).

Letalni davka formaldehydu byla pro druh Plumatella emarginata 0,69 mg/l a pro
druh Cristatella mucedo 1,38 mg/1. Pti kratkodobém piisobeni nejsou tyto hodnoty letalni
pro ryby ani jiné vodni bezobratlé zivocichy. Pro pstruha duhového (Oncorhynchus
mykiss) se udava hodnota 96 h LC50 24 mg/l a pro perlooc¢ky (Dafnia magna) je tato
hodnota 48 h EC50 42 mg/l (Bezpecnostni list, Penta 2004). Pro pouziti formaldehydu
Vv systémech s intenzivnim chovem ryb je rozhodujici jeho plisobeni na bakteridlni
spole¢enstvo biofiltru. Pfi koncentraci 90 mg/l nema formaldehyd zadny vliv na bakterie
oxidujici amoniak, nicméné pii koncentracich vyssich nez 40 mg/l dochazi k vyraznému
ovlivnéni nitrifikacnich bakterii (Keck a Blanc 2002). V jiné studii byla pro smiSenou
bakterialni kulturu prokazana hodnota 120 h EC50 34,1 mg/l (Tisler a Zagorc-Koncan
1997).

5.3.6 Ekonomické zhodnoceni

Pii celkovém vyhodnoceni efektu opatieni je nezbytné vyjadieni nakladii na
takovy zasah. Vzhledem ktomu, ze pracovnici v praxi by mohli mit problémy
s rozliSenim jednotlivych druhtt mechovek, byly vzaty v tvahu vyssi hodnoty potifebné
k usmrceni odolngjsiho druhu Cristatella mucedo. Z ekonomického hlediska se jevi jako
nejlevnéjsi varianta (30 K&/m®) pouziti piipravku Savo Original. Nicméné potiebna
koncentrace (0,1 % roztok), ktera usmrti mechovKy je smrtelna i pro ryby. Proto Ize tento
pfipravek pouzit pouze pro zatizeni, které je doCasné bez ryb. NejdraZsi varianta (37,4
K¢&/md) je piipravek formaldehyd, ktery usmrtil mechovky pii koncentraci (0,0125 %
roztok), ktera je nizsi nez letalni koncentrace pro ryby. Pro zafizeni s rybi obsadkou lze
teda doporucit prave tento ptipravek. Rozdily cen pro malé objemy vody mohou byt na
prvni pohled minimalni a zavadéjici, proto byly naklady na usmrceni mechovek

piepocitany i pro modelové recirkula¢ni zafizeni o objemu 1000 m® (tabulka 7).
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V takovém zafizeni se pak vysledna cena jednorazové desinfekce, ktera spolehlivé usmrti

mechovky, lisi v fadech tisict korun (Mares et al. 2016).

Tabulka 7: Naklady na eliminaci mechovek v modelovém systému o objemu 1000 m® a pottebny

objem piipravk(i na 1 m®

Plumatella emarginata Cristatella mucedo

naklady na | objem pfipravku naklady na | objem pfipravku

1000 m? (K¢) na 1 m3 (ml) 1000 m? (K¢) na 1 m3 (ml)

Savo Original (konc.) 7500 250 30 000 1 000
Persteril (36%) 17 700 86,3 35400 172,5
formaldehyd (37%) 18 700 170 37 400 340

46



6 ZAVER

V ramci feSeni diplomové prace bylo provedeno nékolik typli experimenta, které
byly uskutecnény v laboratornich podminkach na Mendelové univerzit¢ v Brné¢ a na
sadkach firmy BioFish s.r.o. v Pravikové u Kamenice nad Lipou. Prvnim z nich byl pokus
o0 kultivaci mechovek druhu Plumatella emarginata v laboratornich podminkach. Po 14
dnech od nasazeni kolonii do akvarii doslo k pfichyceni k podkladu. Kolonie vSak nebyly
schopny dale se rozristat a po 1 mésici doslo k thynu vSech kolonii. Vedle sledovanych
parametri vody (teplota, obsah rozpusténého kysliku, pH) je tieba sledovat i dalsi
proménné, které mohly mit vliv na vysledek pokusu (napf. obsah dalsich latek ve vodé
(fosforecnany, chloridy, dusitany a dusi¢nany), mnozstvi a slozeni krmiva, intenzita

osvétleni).

Druhym experimentem bylo zjisténi optimalniho zptisobu detekce rybomorek
v odebranych vzorcich vybranych druhtt mechovek pochazejicich z dvou lokalit v
Pravikové, kde byla v minulosti prokazana nakaza parazitem Tetracapsuloides
bryosalmonae. Z celkem 22 odebranych vzorkl bylo vytvofeno 44 preparati, v nichz
byla pod mikroskopem prohlidnuta vzdy stovka zooidu. V téchto zooidech se nepodatilo
nalézt zadna vyvojova stadia parazita Tetracapsuloides bryosalmonae. Dalsim moznym
zpusobem detekce je PCR — polymerazova fetézova reakce, ktera lze vyuzit k detekci
DNA malacosporei ve vzorcich tkani z ryb nebo ¢astech kolonii mechovek. Tato metoda

nebyla v praci ovéfovana, ale je to navrh do budoucna.

Poslednim pokusem bylo vytvofeni efektivni a v praxi vyuZitelné metody
eliminace mechovek v rybochovnych zafizenich. Pokus byl proveden v laboratornich
podminkach na koloniich mechovek druhu Plumatella emarginata a Cristatella mucedo.
Pro testovani eliminace mechovek v zatizenich s intenzivnim chovem ryb byly v riznych
koncentracich vyuzity tfi chemikalie (Savo Original, Persteril, formaldehyd), které jsou
lehce dostupné a bézné se Vv rybatstvi vyuzivaji. PouZzité piipravky zpisobily u druhu
Plumatella emarginata uhyn celych kolonii pfi koncentracich: Savo Original 0,025 %,
Persteril 0,00313 % a formaldehyd 0,00625 %. U druhu Cristatella mucedo zpusobily
pouzité piipravky thyn celych kolonii pfi koncentracich: Savo Original 0,1 %, Persteril
0,00625 % a formaldehyd 0,0125 %. Z vysledka pisobeni chemikalii na vybrané dva
druhy mechovek vyplyva, ze kolonie druhu Cristatella mucedo pochézejici z volnych vod

jsou vii¢i pisobeni téchto chemikalii zna¢né odolnéjsi a jejich regenerace probiha rychleji
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nez u druhu Plumatella emarginata, ktery pochazel z modelového recirkula¢niho
zafizeni. Formaldehyd je jedinym testovanym pfipravkem, ktery lze vyuzit v zafizeni
s rybami, protoZe koncentrace potfebna k usmrceni kolonii mechovek je nizsi nez letalni
koncentrace pro lososovité ryby. Pti vyuziti formaldehydu o koncentraci 1,38 mg/l
vychazi naklady na eliminaci mechovek v modelovém systému o objemu 1000 m® na
37,5 tis. K&. Z ekonomického hlediska se jevi jako nejlevnéjsi varianta pouziti pfipravku
Savo Original. Nicméné koncentrace, ktera usmrti mechovKy je smrtelna i pro ryby. Proto

Ize tento piipravek pouzit pouze pro zafizeni, ktera jsou do¢asné bez ryb.

Prace je zaméfend pouze na eliminaci zivych zooidu. Je vSak tfeba dalSich testu,

které odhali, co se stane se statoblasty uvolnénych z uhynulych kolonii.
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