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Anotace:

Myxozoans represent a unique group of mainly fish endoparasites whose diversity remains
largely unexplored. In this study, we applied promising non-invasive eDNA metabarcoding
to assess myxozoan biodiversity in the MalSe river by detecting infectious myxozoan spore
stages present in the aquatic environment. eDNA analysis was performed on both water
and sediment samples from 15 localities spread along the course of the MalSe river. With nine
clade-specific primer sets for amplifying freshwater myxozoans, high myxozoan diversity was
detected. Based on the metabarcoding approach and seasonal sampling, the biodiversity
of myxozoans was compared on the upper and lower course, taking seasonality into account.
Subsequent phylogenetic and basic statistical analysis of gained OTUs revealed the diversity
and varying distribution of each group of freshwater myxozoans across the river.
A comparison of myxozoan diversity at each site looking at different variables
(such as abundance, the number of all OTUs or captures) revealed interesting patterns in the
distribution of each myxozoan group, influenced by, among other things, human activity.
Our results show that combining metabarcoding and eDNA analysis is a powerful tool for the
non-invasive and sensitive detection of myxozoan biodiversity suitable for large-scale

monitoring applications.
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1 Uvod

Biodiverzita je ekologicky termin, ktery popisuje druhovou riznorodost, vzajemné vztahy
a funkci vSech organismi na planeté Zemi. Do dnesni doby je popsano vice nez 2,16 miliéonu
druht, vezmeme-li v potaz pouze zastupce zvirat, rostlin a hub. Ocekava se vsak, ze se jedna
pouze o zlomek z celkové rozmanitosti na nasi planeté a jeji skute¢na hodnota bude vyrazné
vyS$§i (Morton & Hill 2015) (IUCN Red List 2022: 1). Rozsahlé studie a dlouhodobé trendy
vSak bohuzel ukazuji, ze dochazi k celosvétovému poklesu biodiverzity, a to zeyména vlivem
globalnich zmén a lidskou ¢innosti (Jenkins 2003; Butchart et al. 2010; Cardinale et al. 2012).
Zasazeny jsou vSechny ekosystémy véetné sladkych vod. Sladkovodni ekosystémy, jako jsou
napfiiklad jezera ¢i feky, zaujimaji sice jen maly zlomek zemského povrchu (pouhé 2 %
z celkové plochy), jedna se vSak o vyznamny habitat s obdivuhodnou druhovou riiznorodosti.
Odhaduje se, ze se sladkovodnimi ekosystémy je svazano témer 10 % z veskeré svétové
druhové diverzity (Balian et al. 2008). Biodiverzita sladkych vod je ohrozena tadou
nezadoucich vliva, které vedou k jejimu poklesu. Jedna se zejména o rostouci vyskyt
invaznich druhq, znecisténi vod, pretézovani systému, nevhodné upravy toku a dalsi negativni
zasahy do prostredi, které jsou spojené s lidskou aktivitou (Dudgeon et al. 2005; Reid et al.
2019; Tickner et al. 2020). Védci z celého svéta bez prestani prohlubuji poznatky nejen o tom,
jak rozmanity zivot kolem nas je, ale také o sméru, jakym se biodiverzita vyviji a zpasobech,
jak nejefektivné€ji ji mizeme ochranit. Je nezbytné nastavit postupy, diky kterym ziskame
obsahlé, relevantni a sjednocend data, kterd nAm umozni co nejlépe zaznamenat zmeény a ziskat
prehled o stavu a budoucnosti biodiverzity na nasi planet¢ (Morton & Hill 2015). Vyjma
tradi¢ni metody biomonitoringu, ktery je zpravidla zalozen na morfologické determinaci
druha v prostedi, dochazi k zavadéni postupt s vyuzitim modernich biologickych metod
na bazi detekce deoxynukleovych kyselin (neboli DNA) (Roy & Foote 1997; Porter
& Hajibabaei 2018). Obrovsky potencial pro neinvazivni stanoveni druhové rozmanitosti ma
vyuziti DNA ziskané z prostiedi, jinak zvané environmentalni DNA (neboli eDNA). Metody
zalozené na pouziti eDNA umoznuji zachytit stopy aktivity riznorodych organismu
ve vodnim 1 suchozemském prostfedi bez potieby odchytu nebo pozorovani konkrétniho

jedince (Bohmann et al. 2014; Taberlet et al. 2018; Sales et al. 2020).

Detekce organismil za pomoci eDNA ma také obrovsky pfinos pii popisu diverzity
parazita v prostiedi. Diky ni je totiz mozné detekovat také vnéjsi stadia, jez slouzi k pfenosu
na nového hostitele a obvykle jsou produkovana v enormnim mnozstvi (Bass et al. 2015; Bass

et al. 2023). Dobte fungujici, zdravy ekosystém byva obvykle spojovan s vyssi druhovou



diverzitou, a to plati také v piipadé parazitickych druht. Vyskyt parazitd v prostfedi ma
klicovy vliv na formovani ekosystému, na jeho resistenci a s ni spojenou stabilitu. Vyssi
sledovana promeénlivost parazitickych druht v prostiedi obvykle indukuje zdravy ekosystém
(Hudson et al. 2006; Bordes & Morand 2009). Jednou ze skupin parazit, pro které je
charakteristickd obrovskd druhova rozmanitost, jsou Myxozoa (Cesky rybomorky).
Tato podivuhodna skupina parazitt, ktera se vyvinula z voln€ zijicich Zahavcu, se pfizptsobila
parasitismu u vodnich zivocichli extrémni morfologickou proménou. Do dnesni doby bylo
popsano vice nez 2600 druhti myxozoi, ale odhaduje se, ze nemala Cast jejich diverzity stale

zustava neodhalena (Okamura et al. 2018).

Cilem této prace je rozsifit poznatky o diverzité myxozoi na ¢eské fece Malsi s pomoci
metod zalozenych na environmentalni DNA. Prace zahrnuje literarni reSersi, ktera shrnuje
zakladni znalosti o skupiné Myxozoa. Popisuje také vyuZziti moznosti biomonitoringu parazitd
s pouzitim modernich molekularnich metod s hlavnim zaméfenim na environmentalni DNA.
Prakticka cast prace dale popisuje zavedené postupy pii sbéru a zpracovani vzorkd,
bioinformatickou a fylogenetickou metodiku zpracovani ziskanych dat, vyhodnoceni vysledka

a diskusi srovnavajici ziskané poznatky s dostupnou literaturou.



2 Literarni reSerse
2.1 Skupina Myxozoa
2.1.1 Fylogenetické postaveni skupiny Myxozoa

Kmen Cnidaria (Cesky zahavci) tvofi rozmanitou skupinu vodnich bezobratlych Zivocichu.
Zastupci tohoto celosvetove rozs§ireného kmene ziji z prevazné vétsiny voln€. Mimo notoricky
znamé zastupce jako jsou napiiklad meduizy, trubysi ¢i moiské korali, mizeme v ramci
skupiny Cnidaria narazit na vskutku podivuhodné organismy, které zvolily odliSnou zivotni
strategii (Atkinson et al. 2018). Re¢ je o skuping Myxozoa (esky rybomorky) Grassé, 1970.
Tato skupina zahavcii zvolila vyhradné paraziticky zptisob zivota. Prvni zminky o myxozoich
sahaji témér 200 let do minulosti, kdy byly tyto organismy detekovany ve svaloviné dnes jiz
vymfelého siha pis¢inného (Jurine 1825). V souvislosti s jejich zjednodusenou stavbou téla
byla Myxozoa po dlouhou dobu zatfazena do dnes jiz neplatné skupiny Myxosporidia,
ktera byla fazena mezi jednobunécné organismy ve skupiné Protista Biitchli 1882 (Fiala et al.
2015a). O jejich postaveni se viak mezi védci vedly rozsahlé diskuse (Stolc 1899; Tkeda 1912;
Weill 1938). Prilomovy byl vyzkum zaloZzeny na molekularnich analyzach DNA malé
ribozomalni podjednotky (SSU rDNA), ktery rozlouskl zahadny piivod rybomorek v zivocisné
fisi (Smothers et al. 1994; Siddall et al. 1995). S podporou n&kolika dalSich studii (napf.
Jiménez-Guri et al. 2007; Holland et al. 2011; Shpirer et al. 2014), dnes jiz vime, Ze se
Myxozoa v minulosti oddélila od volné zijicich zahavca a vlivem parazitismu u nich doslo
k vyrazné télni redukci (Fiala et al. 2015a). Tato adaptace k parazitickému zpuasobu zivota je
piikladem tzv. regresni evoluce, pii které dochazi k evolu¢nim zménam velikosti organismu
spojené s prechodem k parazitismu (Poulin 2011). Neni to pouze zjednodusena stavba téla, ale
také vyvoj jedine¢nych mechanismt potfebnych k parazitismu, diky kterym jsou Myxozoa
tak unikatni skupinou zahavct. V soucasné dobé€ jsou Myxozoa rozdélena do dvou skupin:
Myxosporea a Malacosporea. Pro pocetnéjsi skupinu Myxosporea jsou charakteristické tvrdé
spory a definitivni hostitel ze skupiny krouzkovci (Annelida). Na zakladé dat pro SSU rDNA
se Myxosporea dale déli do tfi linii: sladkovodni, moiskéa linie a linie, tvofend druhy
Sphaerospora spp. Skupina Malacosporea oproti tomu zahrnuje pouze Ctyfi dosud popsané
druhy v ramci dvou rodd. Jejich spory jsou vyrazné mékci a jako definitivni hostitel slouzi
mechovky (Bryozoa) (Levine et al. 1980; Canning et al. 2000, Kent et al. 2001;
Lom & Dykova 2006; Fiala 2006; Fiala et al. 2015b).



2.1.2 Dusledky regresni evoluce u myxozoi a jejich morfologie

V prubéhu evoluce doslo u myxozoi nejen k extrémnim morfologickym, ale také genomovym
zménam, diky C¢emuz jsou tolik odlisné od svych volné Zzijicich pfibuznych. V disledku
adaptace na zivot uvnitt hostitele (tzv. endoparazitismus) se jejich télo sklada pouze z nékolika
typt bunék. Ackoliv se télni stavba myxozoi v porovnani s volné Zijicimi zahavci vyrazné
zjednodusila, doslo také k vytvoreni novych komplexnich struktur, které hraji vyznamnou roli
pfi infekci nového hostitele. Jednd se o wvné&s§i vyvojové stadium, tzv. spory
(Kent et al. 2001; Chang et al. 2015, Fiala et al. 2015b). Kompaktni tvar a pevnost spory
umoznuje rybomorkam odolat vlivim vnéjsiho prostfedi, kdezto unikatni mechanismy
pro piichyceni zajistuji pfenos na nového hostitele. Utvar, ktery je pro Myxozoa
charakteristicky, je tzv. polovy vacek (Weil 1938). Polovy vacek je homologem zahavych
bunék, které jsou typické pro volné zijici zahavce. Uvniti vacku je stocené polové vlakno,
které ale neslouzi klovu potravy ¢i obrané, jak je tomu zvykem u vétSiny Zzahavcu.
Pti podrazdéni spory dojde k vymrsteéni lepkavého vlakna, které se pfichyti na povrch nového
hostitele. Struktury, které jsou soucasti pevné stény tzv. chlopné, umoziiuji otevieni spory
a uvolnéni jejiho obsahu tzv. sporoplasmy. Sporoplasma nasledné prostupuje kozni bariérou
dovnitf téla hostitele, ve kterém se parazit dale vyviji a mnozi (Lom & Dykova 2006; Kallert
et al. 2007; Okamura et al. 2015). Jsou to pravé strukturni znaky jako napft. tvar a velikost
spory, pocet chlopni, ¢i postaveni vacka, které jsou klicové pro morfologickou identifikaci
jednotlivych druhti (Lom & Arthur 1989; Lom & Dykova 1992, 2006). Druhové odliSeni
na zakladé morfologickych znakti neni piili§ spolehlivé, vzhledem k tomu, ze morfologie
obvykle nekoresponduje se fylogenezi. Soucasny vyzkum je proto zalozen hlavné
na molekularnich metodach (Fiala 2006, BartoSova & Fiala 2011; Rocha et al. 2013;
Karlsbakk et al. 2017).

Prechod k obligatnimu parazitismu u myxozoi nevedl pouze kna prvni pohled
zjevnym zméndm jako je zjednoduSeni télni stavby. K zasadni redukci doSlo také
na genomové urovni. Stejné jako u fady dalSich eukaryotickych paraziti dochazelo u myxozoi
v pribéhu evoluce ke zmensovani jadernych a organelovych genomi (Kent 2001). Myxozoa
maji dokonce jeden z nejmensich jadernych genomu v celé zivocisné fisi. K takto extrémni
redukci doslo nasledkem ztraty genl, které jsou sprazeny s mnohobunéénym vyvojem
a metabolismem, ktery je zpravidla zajistén hostitelskou burikou (Chang et al. 2015). Ztrata
genll se nevyhnula ani mitochondriim. Ty plni vyznamnou roli v metabolismu, zejména

pfi ziskavani energie z aerobniho dychani. Pravé u organismu, které se nachazi v hypoxickém



prostiedi, coz je i velka cast paraziti, doSlo ke zmenSeni nebo dokonce Uplné ztraté
mitogenomu (Roger et al. 2017). Obdobna situace nastala také u rybomorek. Dlouhou dobu
nebylo mozné objasnit strukturu mitochondrialniho genomu myxozoi. Divodem toho byla
skutecnost, ze dokonce 1 ty nejkonzervativnéjsi mitochondrialni geny byly béhem evoluce
vyrazné pozménény. Az diky sekvenovani nové generace se védcium podarilo popsat nékteré
vlastnosti mitochondrialniho genomu myxozoi. Ten ma n€kolik jedine¢nych atributi jako jsou
napiiklad fragmentace ¢i pravdépodobna ztratu genti pro tRNA (Yahalomi et al. 2017).
Nejpozoruhodnégjsi situace nastala u Henneguya salminicola, u které mitochondrialni genom
kompletné chybi (Yahalomi et al. 2020). Se ztratou nepotiebnych geni doslo naopak
k vytvoreni novych unikatnich gent, které jsou zasadni pro udrzeni parazita v hostiteli a hraji
dulezitou roli pfi oklamani imunitniho systému (Hartigan et al. 2020). Zaroveni dochazelo
ktvorbé a akumulaci zmén v genetické informaci. Tento fenomén muze komplikovat
fylogenetické analyzy, pfi kterych Casto dochazi k tvorbé abnormalné dlouhych vétvi
v dusledku relativné rychlé evoluce jejich gent (Chang et al. 2015; Fiala et al. 2015b).

2.1.3 Zivotni cyklus

V porovnani s volné zijicimi zahavci, maji Myxozoa jakozto obligatni parazit¢ pomérné
slozity zivotni cyklus. Rybomorky jsou velmi rozmanitou skupinou, ktera parazituje u Siroké
Skaly hostitelskych druhti, a jsou zde proto odliSnosti v jejich konkrétnich Zzivotnich
strategiich. I pfesto vSak miiZzeme jejich vyvoj zobecnit na nasledujici vzorec, ktery byl popsan
u Myxobolus cerebralis (Wolf & Markiw 1984). Toto schéma cyklu je vyobrazeno
na obrazku (Obr. 1). Pro dokonceni Zivotniho cyklu je potfeba dvou rozdilnych hostitelt.
Mezihostitelem byvaji zpravidla vodni obratlovci. NejCastéji se jedna o ryby, jsou ale také
zaznamy o piitomnosti rybomorek u obojzivelnikd, plazd, ptak(, a dokonce také
u suchozemskych savct (napt. Kent et al. 2001; Mutschmann 2004; Bartholomew et al. 2008;
Székely et al. 2016; Espinoza et al. 2017). Definitivnim hostitelem jsou bezobratli
zivoCichové, nejCastéji se jedna o zastupce skupiny krouzkovei (Annelida)
u Myxosporea, nebo mechovky (Bryozoa) v ptipadé skupiny Malacosporea. Morfologicky
odli$na stadia, ktera slouzi k prenosu na nového hostitele, tzv. myxospory a aktinospory, jsou
vystavena vné¢jSimu prostfedi, a vyznacuji se proto vyssi odolnosti (Lom & Dykova 2006).
Infekce nového mezihostitele je zprostiedkovana aktinosporou. U té dojde pii kontaktu s kiizi
nebo zabry mezihostitele k vystteleni lepkavého polarniho filamenta, pfichyceni a naslednému

uvolnéni sporoplasmy. Ta po vstupu do mezihostitele migruje do cilové tkané, kde dochazi



k nepohlavnimu déleni (tzv. sporogonie). Vyvoj v mezihostiteli se jinak nazyva myxosporova
faze. Ta muze probihat bud’to ve tkani (histozoicky) ¢i v dutinach t€lnich organt (coelozoicky)
a dochazi pfi ni k tvorbé myxospor. Myxospory, ktera se dostanou do vné&jsiho prostredi,
mohou nasledné infikovat bezobratlého definitivniho hostitele, ve kterém probiha
aktinosporova faze. Ten se nejCastéji nakazi alimentarni cestou a sporoplasma se uvoliluje
ptimo ve stfevni lumen hostitele. Ta nasledné infikuje bunky stfevniho epitelu, pfipadné
migruje do coelomu hostitele. Po proliferacni faze (tzv. schizogonie) v bezobratlych dochazi
k sexualnimu déleni (tzv. gamogonie). Zivotni cyklus je ukonéen produkci tzv. aktinospor
(tzv. sporogonie), které mohou opét infikovat nového mezihostitele (Wolf & Markiw 1984;

Lom 1996; El-Matbouli & Hoffmann 1998; Lom & Dykova 2006).

V zivotnim cyklu malakosporei jsou zasadni odli§nosti nejen v definitivnim hostiteli,
kterym jsou mechovky, ale také v tom, Ze se nevytvaii myxospory a aktinospory, ale 2 typy
mekkych malakospor. Pro Malacosporea jsou zejména typicka aktivni ,,Cervovita™ plasmodia,
ktera se vyskytuji v coelomové dutin€ definitivniho hostitele (Yokoyama et al. 2012; Okamura

et al. 2015)
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Obrazek 1: Obecné schéma zivotniho cyklu Myxobolus cerebralis (upraveno z Yokoyamaetal. 2012).

2.1.4 Interakce s hostitelem a vyznam skupiny Myxozoa

Myxozoa se mohou vyskytovat v odliSnych typech tkané rybich hostitelt. Podle lokalizace
se zpravidla déli na infekce coelozoické a histozoické. Obvykle plati, ze pfitomnost myxozoi
v hostiteli byva nepatogenni, ptipadné se u hostitele objevuji jen slabé piiznaky.
Neni tomu ale pravidlem a nékteré druhy u svych hostiteld zplisobuji velmi zavazna

onemocnéni. Rada rybomorek ma celosvétovy vyznam, obzvlasté ty druhy, které parazituji

6



u komer¢né chovanych ryb (Kent et al. 2001; Marshall et al. 2016; Holzer et al 2021).
V chovech lososovitych ryb se propuknuti nakazy muize projevit napiiklad proliferacnim
onemocnénim ledvin (tzv. PKD), jehoz puivodcem je Tetracapsuloides bryosalmonae. Dalsim
vyznamnym patogenem je Myxobolus cerebralis, ktery zplsobuje tzv. vrtohlavost pstruha
¢i Ceratonova shasta, ktera u ryb zpusobuje enteronekrozu (Hoffman 1990; Feist & Bucke
1993; Schakau et al. 2019). Rozvoj symptomatického prubéhu u kaprovitych ryb je popsan pii
nakaze Sphaerospora molnari nebo Hoferellus carassi (Lom & Dykova 1983; Molnar et al.
1989). U motskych ryb zptsobuje nejvétsi skodu rod Kudoa, ktery znehodnocuje rybi maso
svymi lytickymi enzymy po usmrceni ryby (Moran et el. 1999). V soucasné dobé& vSak zacina
pribyvat také studii, které poukazuji na rostouci trend vyssi morbidity a mortality v disledku
nakazy rybomorkami u volné zijicich ryb (napt. Gupta & Kaur 2016; 2 Gupta & Kaur 2018;
Arndt et al. 2018). Jako vyznamnym faktor této rostouci tendence jsou Casto uvadény globalni
zmény, obzvlasté oteplovani ekosystému. S timto vyrokem koreluje cela rady studii, které
potvrdily nejen to, ze rostouci teploty ovliviiyji distribuci paraziti do novych naivnich
habitatl, ale sledovaly také negativni efekt na vztah mezi hostitelem a parazitem (Wahli et al.
2008; Altizer et al. 2013; Schmidt-Posthaus et al. 2013; Marcogliese 2016). Tuto skute¢nost
potvrdila fada experimentalnich studii. Ukazkou je naptiklad vyzkum Waldnerové a jejich
kolegi. Ti prokazali, ze u ryb, které jsou vystavené vyssi teploté dochazi k zavaznéj§im
projevim pfi infekci 7Tetracapsuloides bryosalmonae (Waldner et al. 2021). Vlivu tohoto
vyznamného patogena ve volné pfirodé se vénuji také rakouské védecké tymy, které ve svém
rozsahlém vyzkumu potvrdily korelaci mezi vyskytem Tetracapsuloides bryosalmonae
a poklesem mistni populace pstruhti (Gorgoglione et al. 2016; Lewisch et al. 2018).

Kontrola rozsifeni nakazy v chovech je obvykle velmi problematicka a v ptirodé
prakticky nemozna. V soucasné dobé€ nejsou na trhu k dispozici zadné 1éCebné pripravky
ani vakciny a existuji pouze preventivni strategie. Ackoliv jsou tyto Skody velmi rozsahlé,
stale plati, ze pfevazna cast myxozoi nezpusobuje svému hostiteli zasadni Gjmu. Hlavni roli
v pochopeni takto odliSné interakce mezi parazitem a hostitelem ma imunitni systém.
Odolnost ryb viaci symptomatickému projevu myxozoi je obvykle spojovana
s pfirozenymi imunitnimi reakcemi a funkénimi regulacnimi mechanismy hostitele.
K patologickym zménam zpravidla dochazi v ptipadech nepfimefené imunitni reakce hostitele

(Holzer et al. 2021).



2.1.5 Biodiverzita skupiny Myxozoa

Jiz na konci starohor, kdy doslo k prvotniho oddéleni rybomorek od zbylych zahavct, zapocal
postupny piechod k parazitickému zpusobu Zivota. Analyzy molekularnich hodin spolecné
s fosilnimi zaznamy naznaCuji, ze vétSina diverzifikace myxozoi probéhla piiblizné
pred 600 miliony let (Cartwright & Collins 2007; Van Iten et al. 2014; Holzer et al. 2018).
Myxozoa nejprve napadala pouze tehdejsi formy krouzkovci a mechovek. Postupné doslo
také k pfidani druhého hostitele do zivotniho cyklu, a to v podobé novych evolu¢né
vyspélejSich hostiteld ztad obratlovci — nejprve paryby a pozdé€ji také kostnaté ryby
(Holzer et al. 2018). Skupina Myxozoa se dokonce uchytila u suchozemskych obratlovct jako
jsou plazi, ptaci ¢i dokonce savci (Bartholomew et al. 2008; Székely et al. 2016; Espinoza
et al. 2017). NejcCast€jsim hostitelem dodnes zustavaji kostnaté ryby, u nichz doslo k masivni
diverzifikaci paraziti (Holzer et al. 2018). Extrémni diverzifikace u ryb pravdépodobné
souvisi s jejich ohromnou druhovou rozmanitosti. Paprskoploutvé ryby (zejména skupiny
Ostariophysi a Percomorpha) tvoii az polovinu vSech dosud znamych obratlovci na nasi
planeté (Nelson et al. 2016). Vzhledem k tomu, ze samotni hostitelé prosli tak obrovskou
radiaci, skutecnost ze jsou to praveé ryby, které hosti téméef 97 % popsanych myxozoi, neni
prilis prekvapiva (Lisnerova 2022). Pozoruhodna rozmanitost rybomorek do dnesni doby scita
na vice nez 2600 druht a predstavuji tak ptiblizné€ 20 % ze vSech znamych zahavca (Okamura
et al. 2015; Okamura et al. 2018). Skutecnéa rozmanitost je ale pravdépodobné velmi odlisna,
protoze velka Cast biodiverzity se zda byt skryta (BartosSova-Sojkova et al. 2014; Hartikainen
etal. 2016). S piihlédnutim na evoluéni historii, radiaci hostitelt a také na fakt, ze témet kazda
ryba hosti alespori jeden druh Myxozoa, se odhady skute¢né diverzity rybomorek dostavaji na
vice nez 34 tisic druht, a to pouze u ryb (Zhang 2013; Lisnerova 2022). Divodem takto
podhodnocené diverzity mize byt nékolik faktort, které znesnadriv;ji jejich odhaleni. Jednim
z nich je jejich obecné nizka patogenita, diky které jsou na pohled zdravi, infikovani hostitelé
Castokrat prehlizeni. Fenoménu skryté diverzity u skupiny Myxozoa se vénuje nékolik
védeckych praci (napt. Holzer et al. 2013; Hartikainen et al. 2016; Lisnerova et al. 2020; Vieira
et al. 2022). Ve své praci to demonstruje naptiklad Lisnerova s kolegy, ktefi provedli rozsahly
screening Sirokého spektra sladkovodnich ryb, nacez se jim podafilo odhalit obrovskou dosud
skrytou rozmanitost Myxobolus pseudodispar komplexu (Lisnerova et al. 2020). Je zjevné,
ze skutecné rozmanitost rybomorek setrvava neodhalend, avSak vyvoj a aplikace modernich
molekularnich metod s vyuzitim environmentalni DNA, by mohlo vést k jejimu postupnému

objastiovani (Hartikainen et al. 2016; Lisnerova et al. 2023).



2.2 Environmentalni DNA

Zakladni definice popisuje environmentalni DNA (neboli eDNA) jako veskerou DNA,
ktera se nachazi v prostiedi. Kazdy organismus do svého okoli neptetrzité uvoliiuje nuklearni
a organelovou DNA v podobé vyméskd, zlazovych sekretu ¢i odlupuyjicich se koznich
derivati. Tyto nukleové kyseliny se v prostiedi vyskytuji jak v intracelularni formé, tak také
volng, tedy mimo buriku. Vnitrobunééna je také mikrobialni DNA, kterd je nejCastéji
detekovana z celych jedincu (Pietramellara et al. 2009; Taberlet et al. 2012; Bohmann et al.
2014; Barnes & Turner 2016). Deoxynukleové kyseliny (zejména ty extracelularni) nejsou
pfilis stabilni a v prostiedi proto vlivem abiotickych i biotickych faktorti casem degraduyji.
Vlivem toho se environmentalni DNA nejcastéji vyskytuje ve formé kratkych useku
tzv. fragmentt (Taberlet et al. 2012; Barnes et. al 2014; Eichmiller et. al 2016). eDNA Ize
extrahovat z riznych typt prostiedi, nejCastéji se jedna o vzorky vody, pudy, sedimentu, trusu
nebo dokonce vzduchu (Staley et al. 2018; Banchi et al. 2020; Brandt et al. 2021; Kirse et al.
2021).

2.2.1 Vyhody a vyzvy spojené s eDNA

Volba metod zalozenych na eDNA s sebou nese fadu vyhod, jako jsou napfiklad efektivnéjsi
odhaleni mikroskopickych organismu, vysoka senzitivita metody ¢i moznost detekce riznych
taxonu najednou (Taberlet et al. 2012; Mahon et al. 2013; Zhang et al. 2020). To vSe znacné
usnadiiuje vyzkum ekosystémt. Kombinace modernich molekularnich technologii a eDNA
umoznuje ziskat a nasledné zpracovat vétsi mnozstvi dat, coz je velmi zddoucim atributem
zejména pro dlouhodobé programy biomonitoringu (Wilcox et. al. 2016; Porter & Hajibabaei
2018). Tradicné zavadéné metody pro sledovani druht v prostfedi obvykle vyzaduji piimé
pozorovani nebo dokonce odchyt konkrétnich jedincti. To je obvykle Casové a finan¢né velmi
narocné (McCarthy et al. 2012). V neposledni fadé panuje obecna snaha o snizeni
nadbyte¢nych zasaht do studovaného prostiedi, a ziskani dat neinvazivni metodou je dalsi
jasnou vyhodou této metody. Vyjma zjevné disturbance habitatu je v pfipadé odchytu zvirat
navic nutné zvolit vhodnou metodu, ktera je ¢asto druhoveé specificka. Oproti tomu sbér vzorka
z prostiedi byva relativné univerzalni. Odchyt zivych zvitat je také zpravidla svazan s obvykle
komplikovanou legislativou (Bohmann et al. 2014; Thomsen & Willerslev 2015; Adams et al.
2019; Ruppert et al. 2019).



Molekularni detekéni metody jsou dilezitym a relativné spolehlivym prostfedkem
pro identifikaci a odliSeni druhti v prostiedi. Je vSak nutné pocitat s moznymi komplikace
pfi jejich vyuziti, které mohou vést k tzv. , faleSné negativité®, a tedy ke zkresleni vyslednych
dat. Jedna z nich se tyka povahy matrice, z niz jsou nukleové kyseliny ziskdvany. Vzorky
zivotniho prostfedi mohou mit vysoky obsah necilené DNA. Dale Casto obsahuji chemické
latky, které mohou snizovat vytéznost extrahované eDNA, které pfipadn€ mohou inhibovat
amplifikact PCR (polymerazové fetézové reakce) (von Wintzingerode et al. 1997). Mimo
nezadouci vliv inhibitori ma na tvorbu artefaktti v datech roli také nevhodné zvolena metodika
pfi sbéru a nasledném zpracovani vzorkt (napf. nedostatecné naruseni odolnych cyst ¢i vajicek
parazitll) (Lisnerova et al. 2023). Ackoliv je vyuziti environmentalni DNA ve védeckém
vyzkumu stale v poCatcich a obecna standardizace metodiky chybi, je zde nekolik zpasobu,
jak zajistit jeji efektivitu a spolehlivost. Pfi planovani sbéru materiald je treba vychazet
ze znalosti, jak charakteru prostfedi, tak také ekologie sledovaného organismu. V piipadé
studia paraziti je tfeba zamyslet se nad tim, zdali detekujeme aktivni ¢i neaktivni stadia
parazita (napf. oocysty, vajicka ¢i spory). Je také kliCové vybrat vhodnou dobu vzorkovani
v zavislosti na aktivité hostitele 1 parazita ve vztahu se sezonalitou a proménlivosti prostiedi.
Zasadni je zvazit zejména obvykly vyskyt potencialniho hostitele a zohlednit také fyzikalni
povahu habitatu, ktera mize vést k rozsifeni parazita po prostiedi (zejména pii vzorkovani
tekouci vody) (Bass et al. 2015; Sengupta et al. 2019; Troth et al. 2021; Zaiko et al. 2022; Bass
et al. 2023).

Mimo technické parametry sbéru vzorku je klicova volba prostfedki a zpracovani
molekularni stranky vyzkumu. Prostfedi, ve kterém se snazime detekovat konkrétni
organismus, je ¢asto bohaté na velké mnozstvi riznorodych a pro nas nezadoucich organismda.
Aby nedoslo k amplifikaci necilené DNA je potreba navrhnout citlivé a specifické primery,
které idealné cili na konkrétni druhy ¢i rody. Napomocna muze byt také nested PCR,
ktera zvySuje specificnost amplifikovaného useku (Wilcox et al. 2013; Bass et al. 2015).
Na spravnou interpretaci dat ma také zasadni vliv vybér bioinformatickych a statistickych

metod (Furlan et al. 2020; Macé et al. 2022).
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2.2.2 Kombinace s molekularnimi metodami

Moznosti v biomonitoringu se vyviji velmi rychlym tempem a objevuji se také nové metody
a pouziti. S pomoci molekularnich metod je zeDNA mozné odhalit biologické ukazatele jako
je napt. vyskyt konkrétniho druhu, jeho relativni abundance ¢i sezonni druhova variabilita
(napt. Ficetola et al. 2008; Di Muri et al. 2020; Di Capua et al. 2021). Na zaklad¢ typu studie
je mozné zvolit z celé fady metod: napfiklad kvantitativni PCR (neboli gPCR), digital PCR,
DNA cipovani (neboli Microarray), metabarcoding, organelové sekvenovani, celogenomové
sekvenovani a dal§i (Porter & Hajibabaei 2018). Kazda z téchto metod ma urcité vyhody
a nevyhody, je proto vzdy tfeba zvazit na co se je soustiedén na§ vyzkum a na zakladé toho
zvolit nejvhodnéjsi studii. Pokud je sledovanou proménou pfitomnost, pfipadné i mira
zastoupeni, konkrétniho druhu v prosttedi, je vhodné zvolit metody jako je napf. microarray
¢i qPCR. Jedna se o velmi senzitivni metody, avSak nehodi se pro dalsi fylogenetické analyzy,
vzhledem k tomu, Ze timto zplisobem neziskame sekvence, které bychom mohli dale srovnavat
(Rees et al. 2014; Porter & Hajibabaei 2018). Oproti tomu naptf. metabarkodovanim
¢i sekvenovanim celého genomu ziskdme sekvence, které je mozné dale zpracovat. Zejména
metabarkodovani se stalo kliCovym nastrojem v nékterych rozsadhlych programech
biomonitoringu, které chtéji zaclenit metody zalozené na DNA do svych stavajicich
regionalnich nebo narodnich programt (Baird & Hajibabaei 2012; Porter & Hajibabaei 2018;
Schenekar 2022). DNA barcoding je spolecné s qPCR nejcastéji uzivanou metodu pro analyzu
environmentalni DNA. Zakladni princip barkodovani spociva v ur€ovani taxonti na zaklade
kratkého druhove unikatniho aseku DNA. Pravé unikatnost téchto markerti umoziuje piesnou
identifikaci druha v prostfedi (Hebert et al. 2003). Metodu lze také pouzit pro identifikaci
vicero ruznych taxont najednou, vtakovém pfipadé se pouziva termin metabarcoding.
Metabarcoding poskytuje velmi ucinny prostiedek k mapovani biologické rozmanitosti,
zejména pokud je kombinovan se sekvenovanim nové generace (tzv. NGS) (Hebert et al. 2003;
Littlefair & Clare 2016; Zhang et. al 2018). Sekvenovani nové generace je schopné vysoce
kvalitniho a obsahlého Cteni i u vzorku, které obsahuji smés sekvenci riznych druht. Z tohoto
divodu se jedna o vhodnou alternativu pro praci s eDNA. Vysledkem této hromadné
amplifikace je soubor dat, ktery vSak muze obsahovat duplicitni, nekvalitni ¢i chimérické
sekvence. Data je proto potfeba nasledné bioinformaticky analyzovat, ¢imz dojde

k odfiltrovani potencialnich artefakt (Taberlet et al. 2012; Giebner et al. 2020).
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2.2.3 Operativni taxonomicka jednotka (tzv. OTU)

Jednim z Casto uzivanych bioinformatickych nastroji pro popis mikrobialni diverzity
je klasifikace DNA sekvenci do tzv. Operativnich taxonomickych jednotek (tzv. OTUs)
(napt. Hartikainen et al. 2016; Kataoka et al. 2019). Jedna se o vhodnou metodu pro studium
komplexnich spolecenstvi, pfi kterém Casto dochazi k produkci obrovského mnozstvi dat,
které¢ je naroné analyzovat a nasledné spravné interpretovat. Jednotky (OTUs) vznikaji
tzv. klastrovanim sekvenci blizce pfibuznych druhti do spolecnych shluki. Ty vznikaji
na zaklad¢ stanoveného prahu podobnosti (nejcastéji 97 %) (Kozich et al. 2013; Schmidt et al.
2014). Takto vzniklé skupiny (neboli klastry) nejsou bezpodminecné svazany s klasickou
Linného ani moderni evolucni taxonomii (Sokal 1963), presto v§ak dokazou spolehlivé popsat
miru rozmanitosti a zastoupeni konkrétnich druhti ve sledovaném prostiedi (Glassman
& Martiny 2018). Klastrovani sekvenci vyrazné usnadfiuje analyzu rozsahlého souboru dat
jeho zmenSenim, a tedy sniZzenim vypocCetnich naroki na analyzu. Béhem shlukovani
je zaroven mozné odfiltrovat chybné sekvence a zamezit tak tvorbé artefaktt pti vyhodnoceni
diverzity (Schloss et al. 2011; Mysara et al. 2017, Siegwald et al. 2017). Z toho divodu
se jedna o vhodnou metodou pro popis mikroskopickych spoleCenstev, pti kterych neni mozné
pouzit béznou biologickou klasifikaci, ktera se uziva u makroskopickych organismi (Blaxter
et al. 2005; Schmidt et al. 2014). Je také tfeba zminit, ze v soucasnosti za¢ina byt klastrovani
do OTUs postupné nahrazovano metodou ASVs, pii které vznikaji tzv. sekvence
amplikonovych variant. Jednd se hlavné o studie zaméfené na popis komplexnich
mikrobialnich spole€enstvi (napf. Cram et al. 2021; Nilholm et al. 2022; Guo et al. 2023).
Do jaké miry se jedna o spolehlivéj§i metodu pro popis biodiverzity, nez je pouziti OTUs je
otazkou. Existuje cela fada komparativnich studii, ve kterych autofi popisuji odli§nosti
v hodnotach popsané diverzity s pomoci obou metod (napt. Caruso et al. 2019; Prodan et al.
2020; Chiarello et al. 2022). Ackoliv se autofi studii shoduji na vyssi specificit€ a presnosti
metody zalozené na tvorbé ASVs, Chiarello a kolegové ve svém ¢lanku poukazuji na zajimavy
ukaz — a to ze nezanedbatelny vliv na odlisnosti v metodach OTUs a ASVs maji vzacné
operativni jednotky, které jsou vice zastoupeny pii OTU klastrovani, kdezto pti tvorbé ASVs
chybi (Chiarello et al. 2022). Je proto diskutabilni, do jaké miry dokaze metoda ASVs zachytit

1 velmi vzacné druhy.
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2.2.4 Vyuziti environmentalni DNA

Analyza eDNA de facto odrazi diverzitu vSech organismu, které dany habitat obyvaji a tato
skutecnost je zasadni pro posun v oblasti sledovani rozmanitosti pfirody. Vyzkum zalozeny
na eDNA je moderni a rychle se rozvijejici oblast v ramci biomonitoringu a jeho
aplikovatelnost ma rozsah do $irokého spektra védeckych disciplin (Jarman et al. 2018). Casté
vyuziti této vSestranné metody je naptiklad pfi popisu biodiverzity, sledovani vzacnych
¢i invaznich druha nebo pfi popisu potravnich navykd konkrétnich zivocichu (Foote et al.
2012; Gomes et al. 2017; Diaz-Abad et al. 2022; Skidmore et al. 2022; Wu et al. 2023).
Obrovsky potencial eDNA je zejména u vyzkumu mikroskopickych organismu, jejich mala
velikost je vyznamnou piekazkou pfi jejich pozorovani v prostfedi (Simon et al. 2015).
Mimo studia virt a bakterii se jedna také o eukaryotické parazity. Mikroskopicka eukaryota,
ktera se vydala evolucni cestou parazitismu, byvaji Casto extrémné fylogeneticky 1 funkéné
diverzifikovana. OvSem vzhledem k jejich malé velikosti a konvergentni evoluct, je obvykle
velmi komplikované, nékdy az nemozné odlisit od sebe jednotlivé druhy. Parazité jsou

z tohoto davodu jedni z nejvice kryptickych eukaryot (Poulin et al. 2000; Bass et al. 2015).

Detekce a identifikace na zdkladé eDNA je jednou z cest k lepSimu objasnéni jejich
rozmanitosti. Vyzkum patogenid na zakladé pritomné eDNA v prostiedi, se stava Siroce
zavedenou metodou, ktera jiz byla aplikovana pfi studium raznych skupin paraziti (Bass et al.
2015; Amarasiri et al. 2021). Ve vodnim prostiedi byli timto zptsobem detekovani
jak zastupci protozoi (napt. Giardia intestinalis ¢i Cryptosporidium parvum) (Smith et al.
2010; Nguyen et al. 2016), tak medicinsky vyznamni mnohobunécni cervi
(napt. Gyawali et al. 2016; Hashizume et al. 2017). Detekce rybomorek v prostredi na zaklade
environmentalni DNA byla prvné zminéna v praci Hartikainen a jejich kolegti (Hartikainen
et al. 2016). Autorim studie se podafilo amplifikovat DNA myxozoi ze vzorkt vody a také
ztrusu vodnich zivoCichi. Optimalizaci metody zalozené na eDNA a naslednému
vyhodnoceni jeji spolehlivosti se ve své praci vé€nuje Lisnerova a kolegové (Lisnerova et al.
2023). Vysledky obou vyse zminénych studii dokazuji, ze eDNA metabarkodovani je uziteCny
nastroj pro vyzkum diverzity skupiny Myxozoa v prostiedi. Metody zaloZzené na eDNA,
jsou vhodné nejen pro popis druhové rozmanitosti, ale uplatnéni nasly také pii detekci
konkrétnich druhd. Dokazuji to napfiklad nasledujici studie, jejimz autorim se timto
zpusobem podafilo odhalit pfitomnost sladkovodnich druhtt Ceratonova shasta
a letracapsuloides bryosalmonae u lososovitych ryb (Richey et al. 2020; Oredalen et al.
2022). Z moiskych zastupci Myxozoa se podafilo detekovat naptiklad druh Kudoa thyrsites
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(Marshall et al. 2022). Druhové specifickd metoda eDNA ma také obrovsky vyznam
pii brzkém odhaleni patogent v akvakulturach, coz mize usnadnit jejich kontrolu, ptipadné

zefektivnit prevenci thynl hostiteli (Gomes et al. 2017).

2.3 Reka Malie
2.3.1 Charakter toku

Uzemi na jihu Cech je protkano bohatou siti vodnich tokd, jejiz vyznamnou souéasti je feka
Malse. MalSe (némecky Maltsch) prameni v hornim Rakousku u obce Sandl, kopiruje
rakousko-Geské hranice a v oblasti Dolniho Dvofi§té se stadi k severu smérem k Ceskym
Budéjovicim, kde se vléva do feky Vitavy (Blazkova et al. 1982; Kube$ 2003). V prubéhu
toku se do feky vléva cela fada mensich potiickd a fi¢ek. Na jihu je to napiiklad potok Cerna,
ktery svadi vodu z oblasti Novohradskych hor, kdezto v dolni €asti feky se pfipojuje feka
Stropnice. Stropnice je nejvét§im pritokem feky a jeji zdsadni vyznam spociva v tom,
ze vytvaii spojeni MalSe s oblastmi Novohradského podhifi a Trhosvinenska, které jsou
zvelké castt pokryty uméle vytvorenymi vodnimi plochami (Vyzkumny ustav
vodohospodaisky T. G. Masaryka 2020: 2). Dilezitou souéasti feky je vodni nadrz Rimov,
ktera zaujima rozlohu 211,04 ha a jiz od roku 1978 se jedna o vyznamny zdroj pitné vody
pro Ceské Bud&jovice a okoli (Povodi Vltavy s.p. 2013: 3). Tato dominanta ma zasadni vliv
na charakter toku celé feky a lze ji proto brat jako hranici mezi hornim a dolnim tokem. Horni
cast MalSe je uzké horské feciste, které meandruje skrze lesnaté porosty a louky. Diky svému
skalistému, misty az kanonovitému terénu, je prubéh feky na mnoha mistech tézko piistupny,
a z tohoto diivodu byla Malse usetfena intenzivnimu obhospodafovani a odlesfiovani okoli.
Povaha horni MalSe vytvari vhodné prostiedi pro celou fadu vzacnych druhti rostlin
a zivoCicht, jmenovité se jedna o ohrozené druhy jako je napfiklad perlorodka fi¢ni
(Margaritifera margaritifera), velevrub tupy (Unio crassus), mihule potocni (Lampetra
planeri), vranka obecna (Cottus gobio) Ci jetabek lesni (7etrastes bonasia) (Chéabera et al.
1986). Horni Malse diky tomu drzi statut chranéné ptirodni pamatky a je také soucasti Natura
2000 (z natizeni vlady 318/2013 Sb.) (Blazkova et al. 1982; Chabera et al. 1986) (Agentura
ochrany pfirody a krajiny CR 2014: 4). Od mésta Kaplice za&ina byt okoli feky zemé&délsky
vyuzivano a zasadni zlom nastava pii vzduti prehradni nadrze Rimov. Vlivem Gast&jsich jezl
a dal8ich nepfirozenych uprav koryta ztraci tok v dolni €asti feky rychlost. Klidné tempo teky
vede k vys$i akumulaci sedimentu na dné feky, coz je zasadni rozdil ve srovnani s podlozim

v horni ¢asti, které je nachylnéjsi k erodovani. Chemické slozeni vody, a tedy i slozeni vodnich
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spoleCenstev ovliviiuji také Cetné pripojky z okolnich rybnikd, pfiléhajici zemédélsky
obhospodafované pozemky a lidské usedlosti (Chabera et al. 1986; Maténova & Maténa
2004b).

2.3.2 Ichtyofauna na rece Malsi

Odlisnosti v charakteru horni a dolni ¢asti MalSe maji evidentni vliv na druhové slozeni ryb.
Dosud nejrozsahlejsi prazkum ichtyofauny na povodi feky MalSe byl proveden mezi lety
1999-2003 (Maténova & Mateéna 2004b). Tento vyzkum byl zaméten na plosSny monitoring
rybich spolecenstev na podélném povodi horni feky MalSe. Zahrnuty byly napfiklad piitoky
Cerna, Kamenice ¢ mensi ficky ustici do Stropnice. Nalezy odpovidaly charakteru toku, ktery
je definovan jako pstruhovy, pfi cemz pstruh obecny (Salmo trutta) byl pozorovan na celé
délce toku. Prirozeny vyskyt pstruha obecného je zaznamenam pouze v nejvyse polozenych
usecich, smérem dal piibyva vlivu uméle vysazované populace pstruht. Vyskyt dalSich
typickych zastupct pstruhového pasma jako je napriklad vranka obecna (Cottus gobio), lipan
podhorni (Thymallus thymallus) ¢i mnik jednovousy (Lota lota), byl zaznamenan na hrani¢nim
Gseku horni Malse. V piitoku feky Cerné se vyskytuji také stievle potoéni (Phoxinus
phoxinus). Smérem po proudu klesd dominance pstruha obecného a zacinaji se objevovat
druhy jako je napfiklad mfenka mramorovana (Barbatula barbatula), uhot ticni (Anguilla
anguilla) ¢i hrouzek obecny (Gobio gobio). Autofi ve své praci poukazuji také na negativni
vliv pronikani rybni¢nich druht, které narusuji pfirozenou rovnovahu pavodni ichtyofauny.
Jedna se zpravidla o druhy jako je okoun fi¢ni (Perca fluviatilis), plotice obecnd (Rutilus
rutilus), perlin ostrobfichy (Scardinius erythrophthalmus) ¢&i  stievlicka vychodni
(Pseudorasbora parva). Nejvétsi hrozbou jsou uniky dravych ryb jako je naptiklad §tika
obecna (Esox lucius) ¢i candat obecny (Sander lucioperca), které mohou vést k uplnému
vymizeni pavodnich druhd. Rybni¢ni druhy se s nejvétsi frekvenci vyskytovaly na fece
Stropnici, coz odpovida okolni husté siti rybniki v okoli Trhosvinenska. Ackoliv se jednalo
o velmi malé procento, vyskyt kapra a okouna v hrani¢ni ¢asti MalSe poukazuje na pranik ryb
zumélych nadrzi i do vyssich usekli Malse (Maténova & Maténa 2004a, Maténova & Maténa
2004b). Takto rozsahly prizkum rybiho spolecCenstvi na dolnim toku feky Malse bohuzel
dosud nebyl proveden. Zaznamy Povodi Vltavy viak naznaluji, ze Gsek nad Rimovem
ovliviiuji migrujici ryby z udoli nadrze, jmenovite se jedna hlavné o ouklej obecnou (4/burnus
alburnus), plotici obecnou (Rutilus rutilus) a okouna fi¢niho (Perca fluviatilis) (Povodi Vitavy

s.p. 2013: 5). V roce 2022 provedli Tesfaye s kolegy rozsahlou srovnavaci studii, na zakladé
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dat ziskanych z odchyti ryb na Rimové mezi lety 2004 az 2021 (Tesfaye et al. 2022). Autortim
této studie se podafilo odhalit relativné vysokou diverzitu mistni ichtyofauny. Po srovnani
vysledk je ziejmé, 7e nejzastoupengjsi Geledi na Rimové jsou kaproviti, zastoupeni napiiklad
plotici obecnou (Rutilus rutilus), cejnkem malym (Blicca bjoerkna), ¢i cejnem velkym
(Abramis brama). Vyrazné zastoupeni maji také vysazené kaprovité ryby jako jsou naptiklad
tolstolobec pestry (Hypophthalmichthys nobilis), karas stiibtity (Carassius gibelio),
& samoziejmé charakteristicky zastupce jiznich Cech kapr obecny (Cyprinus carpio). Mimo
to je Rimov domovem také pro dravé ryby jako jsou napiiklad okoun fiéni (Perca fluviatilis),
Stika obecna (Lsox lucius) nebo candat obecny (Sander lucioperca). V neposledni fadé jsou
zde také zastoupené neptivodni lososovité ryby, jedna se napiiklad o pstruha obecného (Salmo

trutta) lipana podhorniho (7Thymallus thymallus) ¢ o siveny (Salvelinus spp.).

16



3 Cile
Predkladana diplomova prace Sledovdni proménlivosti diverzity myxozoi na toku reky

Malse analyzou environmentdlni DNA ma tyto cile:

1. Sledovani diverzity myxozoi na fece Malsi s pouzitim environmentalni DNA z vody

a sedimentu.

2. Bioinformaticka a fylogeneticka analyza NGS dat a nasledné vyhodnoceni

proménlivosti na fece.
3. Porovnani diverzity na hornim a dolnim toku.

4. Posouzeni vlivu ve zméné hostitelského spektra kvali intenzivni akvakultuie

v okolnich rybnicich v¢etné vlivu piehrady Rimov na diverzitu myxozoi.
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4 Metodika

4.1 Terénni ¢ast

Veskeré vzorky pouzité v této praci byly sbirany v praibéhu dvou sezon v letech 2021 a 2022
(viz Tab. 1). Vzorky vody a sedimentu pochazi z feky Malse, na které bylo zvoleno 15 riznych
lokalit pro sbér materialu (viz Obr. 2). Soufadnice jednotlivych lokalit jsou znazornény
v tabulce (Tab. 2). V Cervnu v roce 2021 byl sbiran pouze sediment, zbylé tii sbéry zahrnovaly
také sbér vzorki vody. Voda i sediment byly vzdy sbirany z litoralni zony feky. Na kazdé
lokalité byly prvné nasbirany vzorky vody, aby nedoslo k jejimu rozvifeni, které by mohlo
vést ke zkresleni vysledku. Voda byla sbirana do 1,5 litrové Cisté nadoby. Vzorky sedimentu
byly odebrany z horni vrstvy dna feky (v hloubce 1-5 cm od povrchu v zavislosti na typu
podlozi). Mnozstvi vzorku sedimentu bylo vzdy 100 ml. V ramci kazdé lokality byl vzorek

ziskan z dvou riznych mist (po 50 ml) za iCelem zvyseni pravdépodobnosti zachytu myxozoi.

Dolni tok

15]
[14)
®
®
10
©
8

v.n. Rimov

Horni tok

Obrazek 2: Piehled lokalit na fece Malsi. Teckovana cara znazomuje rozdéleni horniho

a dolniho toku feky (upravena mapa z www.mapy.cz programem Inkscape).
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Tabulka 1: Nasbirany material v prabéhu sezon.

Nazev 2021 2022

lokality cerven  zari duben cervenec

L1 sediment voda sediment voda sediment voda sediment
L2 sediment voda sediment voda sediment voda sediment
L3 N voda sediment voda sediment voda sediment
L4 sediment voda sediment voda sediment voda sediment
L5 sediment voda sediment voda sediment voda sediment
L6 sediment voda sediment voda sediment voda sediment
L7 sediment voda sediment voda sediment voda sediment
L8 sediment voda sediment voda sediment voda sediment
L9 sediment voda sediment voda sediment voda sediment
L10 sediment voda sediment voda sediment voda sediment
L11 sediment voda sediment voda sediment voda sediment
L12 sediment voda sediment voda sediment voda sediment
L13 sediment voda sediment voda sediment voda sediment
L14 sediment voda sediment voda sediment voda sediment
L15 N N voda sediment voda sediment

Vysvétlivky: ,sediment = dostupné vzorky pouze sedimentu; ,voda sediment= dostupné vzorky

vody a sedimentu; ,,N“= vzorky nebyly sbirany.

Tabulka 2: Umisténi lokalit na fece Malsi.

Nazev lokality Tok  Souradnice Nejblizsi lokality
L1 Horni  48.6278058N, 14.6109322E Dolni Pribrani

L2 Hormi 48.6141303N, 14.5448211E Cetviny

L3 Hormi  48.3767123N, 14.3039327E Leopoldschlag
L4 Hormni  48.6584900N, 14.4580856E Dolni Dvoristé
L5 Homi  48.6665011N, 14.4807664E Rychnov nad Malsi
L6 Horni  48.6958472N, 14.4714644E u Louzku

L7 Horni = 48.7097536N, 14.4862703E Skoronice

L8 Horni  48.7248875N, 14.5013978E jizn€ od Kaplice
L9 Horni = 48.7406433N, 14.4916239E Kaplice

L10 Hormi  48.4609080N, 14.3065422E pod Potesinem
L11 Horni = 48.7909094N, 14.5195939E Malce

L12 Dolni  48.8557331N, 14.5002178E Rimov

L13 Dolni  48.8944508N, 14.5042744E Doudleby

L14 Dolni  48.9023183N, 14.4827150E Plav

L15 Dolni  48.9580144N, 14.4780897E Ceské Bud¢jovice
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4.2 Laboratorni ¢ast
4.2.1 Zpracovanivzorku a izolace eDNA

V laboratofi byly vzorky po sbéru ihned zpracovany. Ke vzorkiim sedimentu bylo pfidano
600 ml cisté vody (bez pfitomnosti DNA myxozoi) a vzorek byl promichan. Takto vznikla
smés byla nasledné presivana skrz sita dvou velikosti za t¢elem odstranéni vétSich castic.
V prvnim kroku bylo pouzito sito s velikosti ok 200 um, nasledné€ pak o velikosti ok 100 pm.
Po opétovném promichani, byl vzorek ponechan sedimentovat (pfiblizné€ 4 minuty). Ze vzorku
byly timto zptsobem odstranény té€zsi Castice a dale se pracovalo pouze se supernatantem,
ktery obsahoval leh¢i plovouci Castice (vCetné spor myxozoi). Veskery supernatant, ktery byl
rozdelen do potfebného mnozstvi 50 ml zkumavek, byl po dobu 20 minut centrifugovan
pfi 4000x. Vznikly pelet byl poté podle mnozstvi piepipetovan do nékolika 1,5 ml
mikrozkumavek (pfi mnozstvi 500 mg sedimentu na zkumavku). Vzorky sedimentu byly

nasledné skladovany ve 100% ethanolu pfi teploté -20 °C.

U vzorkt vody byl zvolen odlisny zpusob. K filtrovani vody byly pouzity filtry o velikosti
5a 10 um. Filtry obsahujici zachycené mikrocastice byly taktéz skladovany ve 100% ethanolu

a stejné jako vzorky sedimentu byly ponechany v chladu do dalsiho zpracovani.

Extrakce environmentalni genomové DNA byla u casti vzorkii provedena s pomoci
komer¢né dodavaného kitu FastDNA® SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals, Solon, Ohio).

Postupovalo se dle navodu od vyrobce.

U casti vzorkti byla zvolena principialn€ identicka metoda izolace, ale bez pouziti
komercniho kitu. Pii extrakci se postupovalo dle navodu na extrakci eDNA z pudy z ¢lanku
od Sellerse a jeho kolegti (2018). Cely proces zahrnoval 5 kroki: prvotni lyzi vzorkda,
odstranéni inhibitort, navazani eDNA na silika kolonku, oc¢isténi vzorku a posledni uvolnéni

eDNA z kolonky (100 pL Ellution buffer).

4.2.2 Molekularni analyza

Z jednotlivych vzorkl vyizolované eDNA, bylo smichanim 4-5 pl ze vSech vzorkii eDNA
nalezici konkrétni lokalité vytvoreno 13-15 (dle poctu lokalit) poolovanych vzorku. Ty byly
nasledné pouzity pro PCR analyzu. Kazdy pool odpovidajici dané lokalité, byl amplifikovan
9 rlznymi primerovymi sety (viz Tab. 3), které obsahovaly specifické barkody.
Kazdy primerovy set byl designovan tak, aby specificky amplifikoval danou fylogenetickou
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skupinu sladkovodnich myxozoi. Pocet deviti vybranych kombinaci pravé umoziiuje pokryt
Sirokou diverzitu vSech myxosporei (Lisnerova et al. 2023) az na specifickou skupinu
sférospor, jejichz detekci kolegové z laboratofe prave testuji (do mé diplomové prace tato
skupina nebyla jesté zarazena). Barkody na jednotlivych primerovych kombinacich umoznuji
zpétnou identifikaci konkrétni lokality, ze které nalez pochazi. Pro jednotlivé lokality jsem
tedy pouzila 9 vySe zminénych primerovych kombinacich se specifickymi barkody pro kazdou
lokalitu. PCR smés byla ptipravena do komercné dodavanych stripti AccuPower PCR PreMix
premix (Bioneer, South Korea). Do premixu bylo pfidano 18 pul DNAse-free water, 0,5 pl
forward a revers primert (¢ = 25 pmol/ pl) a 1 pl eDNA. Pro zvyseni specificity amplifikace
byla zvolena dvoukrokovd metoda nested PCR (Carr et al. 2010). Pro prvni krok
reakce byly pouzity universalni eukaryotické primery pro SSU rDNA ERIBI
(5'-ACCTGGTTGATCCTGCCAG-3") a ERIB10 (5'-CTTCCGCAGGTTCACCTACGG-3")
(Barta et al. 1997). Parametry pro tento krok reakce byly nasledujici: iniciace reakce pfti 95 °C
po dobu 3 min, nasledovana 35 cykly pfi teploté 94 °C po 1 min, dale 58 °C po 1 min, 72 °C
po 1 min a posledni fazi byla extenze pii 72 °C trvajici 10 min. V druhém kole reakce byly
pouzity barkodované pary primeru (viz Tab. 3). Tyto primery odpovidaji V4 useku na SSU
rDNA pro rizné podskupiny sladkovodnich myxozoi (cilova oblast je vyznacena na Obr. 3,
Lisnerova et al. 2023). O jejich navrzeni a evaulaci pojednava ¢lanek autorti Lisnerové a jejich
kolegti (Lisnerova et al. 2023). Parametry pro tento krok reakce byly nasledujici: iniciace
reakce pii 95 °C po dobu 3 min, nasledovana 40 cykly pfi teploté 94 °C po 1 min, dale 58 °C
po 30 sec, 72 °C po 30 sec a posledni fazi byla extenze pii 72 °C trvajici 10 min. Parametry
pro oba kroky PCR shrnuje Tabulka 4. U kazdé PCR reakce byly provedeny dvé negativni
kontroly, pro rizné kombinace primerd. Pro negativni kontrolu byl v prvnim kroku pouzit
1 ul DNAse-free vody namisto DNA, tento produkt byl poté pouzit pro negativni kontrolu

v druhém kroku PCR namisto vody.

Vytézek z PCR byl ovéren agarovou gelovou elektroforézou a vysledek byl zobrazen
pomoci UV transiluminatoru. Prouzek DNA o odpovidaji délce (350-400 bp) byl po vyfiznuti
extrahovan z agarového gelu s pouzitim komeréné dodavaného kitu Gel/PCR DNA Fragments
Extraction Kit (Geneaid Biotech Ltd., USA). VSechny pozitivni PCR produkty byly poté
zpoolovany do ruznych knihoven urCenych k metabarcodovému NGS sekvenovani.
Amplikony byly osekvenovany metodou Illumina Mi-Seq (Illumina) s parovymi konci
(250 bp) (SeqMe, Czech Republic).
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Tabulka 3: Sekvence pouzitych primert.

F Sekvence R Sekvence

1.

krok
ERIBI1 ACCTGGTTGATCCTGCC | ERIB10 | CTTCCGCAGGTTCACCT

AG ACGG

2.

krok
mid X | NNNNNNNNTTCGATGA |mid Y | NNNNNNNNCATGCTAT
FR-forl | GWAACWACTGGAGG FR-revl | YAACATTCAAGC
mid X | NNNNNNNNTTTGTCGA | mid Y | NNNNNNNNCATGCTAT
FR-for5 | GTAACAACTGRAGG FR-revl | YAACATTCAAGC
mid X | NNNNNNNNTTMAAYGA | mid Y | NNNNNNNNCATGCTAT
FR-for3 | GWAACAACTGGAGG FR-revl | YAACATTCAAGC
mid X | NNNNNNNNTRWTTTGA | mid Y | NNNNNNNNCATGCTAT
FR-for6 | GTAACRACTGGAGG FR-revl | YAACATTCAAGC
mid X | NNNNNNNNTTCGTTGA | mid Y | NNNNNNNNCATGCTRT
FR-for4 | KAAACAACTAGAGG FR-rev6 | AWCATTCAGGC
mid X | NNNNNNNNTTTGTCGA |mid Y | NNNNNNNNCATGCTRT
FR-for5 | GTAACAACTGRAGG FR-rev6 | AWCATTCAGGC
mid X | NNNNNNNNTYCGKTGA | mid Y | NNNNNNNNCATGCTRT
FR-for2 | GTAACWACTGGAGG FR-rev6 | AWCATTCAGGC
mid X | NNNNNNNNGTTTGTGA |[mid Y | NNNNNNNNCACTCCGC
Mgiardi | CAAACATGCGATACCG | Mgiardi | AAACACAACACACGAC
F G R C
Malaco- | NNNNNNNNGAAATTCA | Malaco- | NNNNNNNNCATGCTHG
for- GGTCCATTCGTG rev- AATGTCCAGGC
envir m envir_mi
id X dyY

Vysvétlivky: , F* = forward primer; ,,R* = reverse primer; , NNNNNNNN®“ = unikatni barcode pro
danou lokalitu; ,, X “ = unikatni barkod oznaceni pro forward primer; ,, Y “= unikatni barkod

oznaceni pro reverse primer.
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Tabulka 4: Protokol na PCR.

1. krok 2. krok

Teplota Cas Teplota Cas
(°C) (min)  (°C) (min)
95 3 95 3

94 1 04 1

58%* 1 58%* 0.5
72% 1 T2%* 1

72 10 72 10

Vysvétlivky: ,.* = opakovani cykla 35x; ,.*** = opakovani cykli 40x.

Barcode

<= Reverse primer

T [ e H ] el

Forward primer ™%

Barcode

Obrazek 3: Cilova oblast pouzitych primerti na SSU rDNA (upraveno dle Lisnerové et al. 2023).

4.3 Bioinformaticka analyza

Bioinformatickd uprava ziskanych sekvenci byla provedena v systému Linux. Analyza
zahrnovala nékolik krokd — spojeni forward a reverse sekvenci, kontrola kvality sekvenci,
konverze na FASTA format, demultiplexovani, odstranéni chimér, klastrovani OTUs
a vytvoreni OTU tabulky (viz souhrnné schéma na Obr. 4). Pro vSechny kroky byl pouzit
pythonovy skript dle ¢lanku Lisnerova a kol. (2023).

Nejprve byly pomoci FastqJoin (Aronesty 2011) spojeny oba cteci ramce (forward
a reverse sekvence) s minimalni pfekryvnosti 20 bp a maximalni 40 bp. Dalsi krok zahrnoval
odfiltrovani nekvalitnich readt s pouzitim FastX toolkit dle Gordon & Hannon (2010). FastX
toolkit byl také pouzit pro konverzi dat z formatu FASTQ do FASTA. Ziskana data bylo poté
potfeba demultiplexovat (oddé¢lit od sebe) na zakladé unikatnich barkodu pfipojenych
k sekvencim (pythonovy skript dle Lisnerova et al. 2023). Béhem PCR reakce muze dochazet
k tvorbé tzv. chimér, které by mohly zkreslit vysledky analyzy. Chimérové sekvence byly
proto odstranény s pouzitim UCHIME (Edgar et al. 2011). Sekvence byly dale s pouzitim
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USEARCH (Edgar 2010) klastrovany do operacnich taxonomickych jednotek neboli OTUs.
Timto zpusobem dojde k vytvoreni unikatnich sett sekvenci, které odpovidaji minimalné
z 97 % (OTU radius 3 %). Z OTUs jsou vybrany representativni sekvence, ze kterych je
vytvofena OTU tabulka, ktera slouzi k vyobrazeni poctu jednotlivych vlastnich OTU a také
Cteni (neboli readi) daného OTU na raznych lokalitach. Jednotlivé OTU sekvence byly poté
algoritmem BLAST (NCBI BLAST 2023: 6) porovnany s databazi GenBank (NCBI
GenBank, 2023: 7) a ke kazdému OTU byla na zakladé shody pfifazena rodova ¢i druhova
prislusnost. Do fylogenetické analyzy byly zahrnuty pouze OTUs, ktera odpovidala skupiné

Myxozoa a zaroven u nich byl dostateCny pocet Cteni (se spodni hranici 20 Ctent).

Vstupni data
(ve FASTQ)

|

Spojeni forward a reverse konc( QOdfiltrovani nekvalitnich sekvenci
((FastqJoin (Aronesty 2011)) ((FastX toolkit (Gordon & Hannon 2010))
Demultiplexovani, odstranéni primerd Odstranéni chimér a nasledné klastrovani do OTUs
a pfilis dlouhych/kratkych sekvenci —
((Pythonovy skript (Lisnerova et al. 2023)) ((UCHIME (Edgar 2011); USEARCH (Edgar 2010))

|

Vychozi data

(sekvence a OTU tabulka)

Obrazek 4: Pracovni postup pro bionformatickou analyzu. (zdroj: vlastni tvorba).

4.4 Fylogeneticka analyza

Veskeré¢ upravy molekularnich dat a nasledné fylogenetické analyzy byly provedeny
v programu Geneious (Geneious Prime, 2022: 8). Prvnim krokem molekularné fylogenetické
analyzy bylo vytvoreni alignmentt. Alignment, ktery byl pouzit pro zjisténi fylogenetickych
vztaht a nasledné sestaveni fylogenetického stromu zahrnoval nami ziskané OTU sekvence
spolecné s vytvorenym datasetem sekvenci ruznych skupin sladkovodnich myxozoi,
které byly dostupné v databazi GenBank. Piehled pouzitych sekvenci pro obé analyzy je
v ptiloze (viz kap. 9. Priloha). Z divodu velkého mnozstvi ziskanych OTUs a rozsahlého
datasetu, byly provedeny dvé fylogenetické analyzy. Prvni analyza pro skupinu Myxobolus
a druha pro hlavni linie myxozoi. Dataset pro skupinu Myxobolus obsahoval celkem 172
sekvenci. Z celkového mnozstvi bylo 73 sekvenci ziskano v této praci zbytek sekvenci
pochazel z dostupné databaze (viz Tab. 10). Pro zakofenéni stromu byla pouzita sekvence
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Hofferelus carrasi (JQ801547), jakozto outgroupova sekvence. Druha analyza pro veskeré
taxony rybomorek vyjma skupinu Myxobolus zahrnovala dataset obsahujici 151 sekvenci
z databaze (viz. Tab. 11), z toho bylo 63 nami ziskanych OTUs. Fylogeneticky strom byl opét
zkonstruovan na zakladé vysledkii Maximum likelihood (ML) analyzy podpofeny vysledky
Bayesovké inference (BI). Schéma fylogramu odpovida ML analyze s bootstrapovou
podporou pro ML, na kterou byly namapovany posteriorni pravdépodobnosti
i pro Bayesovskou inferenci. Fylogenetické stromy byly zkonstruovany
na zakladé dvou metod: Maximum Likelihood (ML) a Bayesovské interference (BI).
Programem RAXML v7.2.8 (Stamatakis 2006) byla provedena ML analyza (model GTR + T
1000 pocet replikaci pro vypocet bootstrapovych hodnot). Pro BI analyzu byl pouzit program
MrBayes v3.0 (Ronquist & Huelsenbeck 2003) s volbou modelu GTR + I' a 5 miliony
generaci. Vypocet byl zprostiedkovan dvéma nezévislymi be&hy pii ctyfech soubézné
probihajich algoritmech (za pouziti metody Markov Chain Monte Carlo (MCMC)) s ulozenim
kazdého 100. stromu. Druhové specifické divergence byly identifikovany na zakladé
proporcionalnich vzdalenosti (v %) na bazi souboru dat pouzitého pro ML analyzu. Pro finalni

upravy fylogenetického stromu byl pouzit program Inkscape 3.0 (Inkscape Project 2020: 9).

4.5 Biostatisticka analyza
Zpracovani veSkerych dat ziskanych z bionformatické a fylogenetické analyzy bylo provedeno

v programu Microsoft Excel.
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S Vysledky

S.1 Molekularni analyza

Molekularni analyza byla provedena u vSech vzorkt vody a sedimentu z feky Malse — celkem
se jednalo o 101 wvzorkl. Z celkového poctu 909 provedenych PCR reakci
se specifickymi primery bylo ziskano celkem 626 pozitivnich PCR produktt, které byly v Sesti
knihovnach poslany na sekvenovani (knihovny jsou soucasti Tab. 6 a Tab. 7). Ukazka

pozitivnich nalez( na agarovém gelu je vyobrazena na Obrazku 6.

negativni kontrola

Gia Mal

Obrazek 6: Ukazka pozitivnich PCR reakci environmentalnich vzorkt se specifickymi primery.

Pozitivni prouzky odpovidaji priblizné délce 350-400 bp.

5.2 Bioinformaticka analyza

Od sekvenacni firmy jsem ziskala ke kazdému PCR produktu data v primérmé hloubce 50 tisic
¢teni na vzorek. Jednotlivé knihovny byly zpracovany v metodice popsanym postupem
a celkem se podafilo identifikovat 1509 riznych OTUs. Po odfiltrovani OTUs nepatiici
na zakladé BLAST analyzy k myxozoim a dale OTUs nespliujici minimalni hranici 20 readi
zistalo celkem 162 OTUs myxozoarniho pivodu (Tab. 5). Uinnost primert (definovana
procentualnim zastoupenim poctu cilenych readt) se pohybovala v rozmezi 65-99 % (viz

Tab. 6).

Alignovanim vSech OTU z né¢kolika knihoven jsem identifikovala 43 OTUs, které se
vyskytovaly minimalné ve dvou knihovnach. Slouc¢enim identickych OTUs vzniklo celkem
17 unikatnich OTUs. Finalni pocet OTUs odpovidajicim myxozoim byl tedy 136. Z toho
prevazna ¢ast OTUs byla nalezena ve vzorcich sedimentu, ze kterého pochéazi 126 OTUs.

Z vody se podartilo ziskat 28 OTUs. 18 OTUs se podafilo zachytit v obou typech vzorkt
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(viz Obr. 7). S prihlédnutim na tok feky bylo na horni ¢asti MalSe detekovano celkem 108
OTUs (sediment 95, voda 25 OTUs, z toho 12 OTUs v obou typech vzorku), kdezto z lokalit
v dolnim toku bylo ziskano 67 OTUs (sediment 60 a voda 18 OTUs, 11 OTUs v obou typech
vzorku). Ze schématického znazornéni plyne, ze 69 OTUs bylo popsano pouze na hornim
toku, 28 OTUs pouze na dolnim a prinik obou mnozin odpovida detekci 39 OTUs na obou
castech toku (viz Obr. 7). V prvnim roce bylo detekovano vyrazné vétsi mnozstvi OTUs
(123 OTUs: 103 v Cervenci a 38 v zafi) a to 1 ptes to, ze bylo pfi sbéru v roce 2021 ziskano
méné materialu ke zpracovani. V roce 2022 bylo identifikovano 23 OTUs (20 OTUs v dubnu
a 13 OTUs v Cervnu). 10 OTUs bylo detekovano v obou letech (viz Obr. 7). Rozdéleni
mnozstvi nalezenych OTU s piihlédnutim lokalitu, ¢as sbéru a ptivod vzorku je vyobrazeno

v Tabulce 7.
Tabulka S: Souhrn nalezii OTUs z jednotlivych knihoven.

Knihovna  Sbér* VSechna OTUs OTUs myxozoi** %

ENVI1 L1 VI21 367 60 16

ENVI2 L1 IX21 422 30

ENVI3 L1 IX21 326 30

ENVI5 L1 1V.22; 118 17 14
VI1.22

ENVIS5 12 1V.22; 163 10 6
VI1.22

ENVI5 L3 1V.22; 113 15 13
VI1.22

Celkem 1509 162

Vysvétlivky: * mésic a rok vzorkovani; ** OTUs spliiujici minimalni hranici 20 readu.

Tabulka 6: Pocet readtl v jednotlivych knihovnach.

Knihovna Necilené * Cilené** % myxozoich OTUs
ENVI1 1 35534 2083534 98
ENVI2 1 205 2703566 99
ENVI3 1 366166 731920 67
ENVI5S 1 102858 1705651 94
ENVIS 2 346538 1206295 | 78
ENVIS 3 548104 1018295 | 65
Vysvétlivky: * OTUs jinych organismui; ** OTUs myxozoi.
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Tabulka 7: Rozdéleni mnozstvi nalezenych OTU s prihlédnutim lokalitu, ¢as sbéru a puvod

vzorku.
Pocet OTUs

Vzorek Sediment 126

Voda 28
Tok Horni 108

Dolni 67
Sezéna | r. 2021 123

r. 2022 23

a)

69 28 108 113

(51%) (21%) (80%) (83%)

O OTUs v hornim toku @ OTUs v sedimentu 0 OTUs v r. 2021
@ OTUs v dolnim toku @ OTUs ve vodé @ OTUs v r. 2022

Obrazek 7: Vennuv diagram zobrazujici: a) celkové mnozstvi detekovanych OTUs pouze v hornim
a dolnim toku, mnozina praniku odpovida nalezu na obou ¢astech toku b) celkové mnozstvi OTUs
detekovanych pouze v sedimentu, vodé a vobou typech vzorku c¢) celkové mnozstvi OTUs

detekovanych pouze v r. 2021, r.2022 a v obou letech.

5.3 Fylogeneticka analyza

V prvnim fylogenetickém stromé, ktery je zaméfen na skupinu Myxobolus, ziskané OTUs
klastruji ve 3 podskupinach (Obr. 8). Prevazna Cast ziskanych sekvenci byla zaclenéna
do podskupiny Myxobolus subclade VIII, konkrétn€ se jednalo o 54 raznych OTUs. OTUs
byly vramci této podskupiny rozdéleny do 4 klastrd: i) 14 OTUs klastrovalo spolecné
napt. s druhy M. lagodensis (KP241961), M. xinyangensis (OL606014) a komplikovanym
komplexem druht M. pseudodispar, ii) 10 OTUs klastrovalo spolecn€, nicméne bez blizké
ptibuznosti s druhy jako M. sitjae (JF311898), M. obesus (AY325286) ¢i M. tambroides
(JX028236), ii1) 29 OTUs piipadlo do druhové obsahlé skupiny s nejznaméjsimi druhy
M. arcasii (MKO053784) a M. rotundus (FJ851446). V této skupiné byla pozorovana shoda
jednoho OTU s diive popsanym druhem z kapra obecného (Cyprinus carpio) M. dispar
(AF507972). Dvé OTUs klastrovaly do spolecné vétve s M. tauricus (JQ388896) z parmy
obecné (Barbus barbus) (podobnost 95,5 %, respektive 93,6 %), ptibuznost (témét shoda) byla
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dale pozorovana s M. basilamellaris (AF507971 a MN227352) u 2 OTUs (podobnost 97.2 %,
respektive 99.6 %), jina 2 OTUs klastrovala v blizké pfibuznosti se sekvenci M. impressus
(AF507970). Do skupiny s M. muellericus (DQ439807) ptipadlo 6 OTUs. Contig 38
klastroval s podobnosti 98, 7 % spolu s M. diversicapsularis (GU968199). Jiny Contig 28
klastroval s M. parviformis (AY836151) (podobnost 99,1 %). Nekolik 6 OTUs vytvoiilo
vlastni klastr, nepodobné znamym sekvencim. Do klastru s M. zaikae (MT141124) piipadlo
Otu518 a Contig 12 (s podobnostmi 96 % a 95,1 %), iv) Contig 7 jako jediny v ramci
podskupiny Myxobolus subclade VIII klastroval samostatné.

Dalsi dvé podskupiny byly méné zastoupeny — do Myxobolus subclade VII, kam spada
napiiklad Henneguya creplini (EU732597), H. oviperda (MG954096) ¢ M. intralamina
(OM42274) ptipadlo 11 OTUs. K podskupiné Myxobolus V se piifadilo 8 OTUs, zddné OTU
nema 100% shodu s dfive popsanymi sekvencemi/druhy. Jedno OTU se za silné podpory
(podobnost 95,6 %) vétvilo s diive popsanym M. portucalensis (AF085182) do ptibuznosti
u uhote ficnitho (Anguilla anguilla). Zbytek OTUs se zafadil do skupiny s M. neurobius
(AB469986), M. kisutchi (EF431919), M. arcticus (AB469993), M. neurotropus (DQ846661)
a M. compostellanus (MT548607), jez se vyskytuji u lososovitych ryb.

Druha fylogenetickd analyza zahrnovala vSechny hlavni linie sladkovodnich
myxosporei a Malacosporea, vyjma rodu Myxobolus. Vysledny fylogeneticky strom je
vyobrazen na Obrazku 9. Sekvence ziskané ze vzorki zfteky MalSe klastrovaly
do 6 podskupin Myxozoa: Bile clade, Chloromyxum sensu lato clade, Myxidium lieberkuehni
clade, Paramyxidium clade, Urinary clade a do Malacosporea clade. Nejzastoupené]si
skupinou byl Paramyxidium clade, do kterého pfipadlo 31 OTUs. Pouze jedno OTU
(Otu312 ENVI12 1) se shoduje sdfive ziskanou sekvenci Echinoactinomyxon sp.
(AJ582000). Dvé OTUs piipadla do skupiny s Raabeia sp (podobnost 96,1 % a 90,9 %).
Zbytek OTUs vytvotilo samostatné linie ¢i skupiny, které se neshodovaly s zadnym z dfive
popsanych druhy dostupnych v databazi. Hojné zastoupena byla také skupina s oznacenim
Myxidium lieberkuehni clade, do které piipadlo 8 OTUs. Zadné OTU se neshoduje s diive
popsanou diverzitou této skupiny. K myxozoim parazitujicim v mo¢ovém méchyii (Urinary
clade) ptipadlo 5 OTUs, které klastrovaly s druhem Hoferellus carassi (JQ801547) (v rozmezi
77,4-88,2% podobnosti). Ackoliv mél clade Chloromyxum sensu lato relativné velkou
abundanci, zachycené byly pouze 4 rizné OTUs: i) Otu485 ENV11 a Contig_4 jsou piibuzné
s C. truttae (AJ581916) (podobnost 79,3 %, respektive 99,7 %), i1) Otu207 ENVI13 1,
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které je shodné se sekvenci C. cristatum (GU471261), 1ii) Contig 31 nalezeny ve vodé

1 sedimentu klastroval samostatné.

Nejmén¢ zastoupenou skupinou, detekovanou pouze na dolnim toku feky, byla skupina
myxozoi infikujici zluénik (Bile clade). Zachyceny byly 2 OTUs (Otu5 ENVI1I 1,
Otu471 ENVI1I1 1), které klastrovaly v blizkosti sekvence s oznaCenim Raabeia sp.
(AY495709) (podobnost 95,3 %, respektive 90,6 %). Taktéz se podatilo zachytit OTUs patfici
do skupiny Malacosporea, a to s nalezem 2 riznych OTUs — Otu215 ENV11 1 v samostatné
linii a Contig 37 se 100% shodou s B. plumatelae (F1939291), popsanou ze stievle potocni
(Phoxinus phoxinus). Ttida Malacosporea v tomto piipade zarover slouzila jako outgroupova

skupina.
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Obrazek 8: Vysledny fylogram pro gen SSU rRNA ziskany metodou Maximum likelihood (ML) pro rod
Mpyxobolus Parametry pro ML a Bayesovskou inferenci (BI) jsou popsany v kapitole (viz kapitola 4.4.
Fylogeneticka analyza). Ciselné hodnoty uzli odpovidaji hodnotam bootstrapu pro ML. Vysledek BI je vyznaten
pomoci posterior probabilities. Podpora uzli je vyznacena dle legendy, hodnoty nizsi nez 50/0.5 nebyly zaneseny
do fylogramu. OTUs nalezici do odlisnych podskupin jsou vyznac¢eny tu¢né a barevné odliSeny. U jednotlivych
OTUs je také vyznaceno, z jakého typu vzorku pochdzi (sediment/ voda). Pro zakofenéni stromu byla pouzita
sekvence Hofferellus carassii (JQ801547), ktera slouzi jako outgroupova skupina.
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Obrazek 9: Vysledny fylogram pro gen SSU rRNA ziskany metodou Maximum likelihood (ML) pro vSechny taxony vyjma
skupinu Myxobolus. Parametry pro ML a Bayesovskou inferenci (BI) jsou popsany v kapitole (viz kapitola 4.4. Fylogeneticka
analyza). Ciselné hodnoty uzlii odpovidaji hodnotim bootstrapu pro ML. Vysledek BI je vyznaten pomoci posterior
probabilities. Podpora uzli je vyznacena dle legendy, hodnoty nizs$i nez 50/0.5 nebyly zaneseny do fylogramu. OTUs nalezici
do odlisnych podskupin jsou vyznaceny tucné a barevné odliseny. U jednotlivych OTUs je také vyznaceno, z jakého typu
vzorku pochazi (sediment/ voda). Jako outgroupova skupina slouzi Malacosporea clade.
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Ze srovnani podobnosti u vSech 136 identifikovanych OTUs se ukazalo, ze pouze 3
OTUs (2 % OTUs) se shodovala se znamymi druhy: 1) Otul36 ENV21 (100% podobnost
s M. pseudodispar (EF466088)), i1) Otu28 ENVI5 1 (100% podobnost sM. dispar
(AF507972), 1i1) Otu312_ ENV12 (99,8% podobnost s Echinactinomyxon sp. (AJ582000)).
Souhrné klastrovani vSech OTUs ziskanych v této praci je vyobrazeno na spoleCném
fylogenetickém stromu (Obr. 10). K jednotlivym kladim jsou pfifazeny: i) sekvence,
se kterymi vykazovaly nejblizsi pfibuznost, ii) representativni hostitelé, u kterych byly tyto
druhy dfive popsané.
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Myxobolus diversicapsularis (GU968199) Otuld ENVIL 1 Otu277 ENVIL 1 - =

Myxobolus impressus (AF507970) Otu21_ENV11_1 Otu278_ENV11_1
Myxobolus rotundus (FI851446) Otud0_ENV1_1 Otu286_ENV11_1

i i Otu50_ENV11_1 Otu293_ENV11_1
Mlyxobolus parviformis (AY836151) o o ot st p—
Otu65_ENV11_1 Otu31s_Envil_1 Ot4_ENVIS1
Otu88_ENV11_1 Otu319_ENV11_ 1 Otu28_ENV15_1
Otu99_ENV11_1 Otu334_ENV11 1 Otud_ENV15_3
Otu110_ENV11_1 Otu344_ENV11_1

Otu313_ENV12_1
Otu1291_ENV12_1
Otu1308_ENV12_1

—
Contig_1 Otu50_ENV15_1
) - Henneguya oviperda (MG954096) Contig_3 Otu171_ENV15_3
Henneguya creplini (EU732597) Contig_8 Otu129_ENV15_3

Contig_36

Otu108_ENV11_1
Otu202_ENV11_1
S~ V. portucalensis (AF085182) Ou348_ENV11_1

Otu328_ENV12_1
M. neurobius (AB469986)
M. kisutchi (EF431919) —]
Contig_2 Otu196_ENV11_1

Contig_21
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Otul62_ENV11_1
0 _—

L &===Otul1_ENV11_1 Otui14_ENVii_1 Otu274_ENV11 1 Otu382_ENVil_1 Otu81_ENV12_1
Contig_9 Otu29_ENV11 1 Otu216_ENV11_1 Otu284_ENV11_1 Otu394_ENV11 1 Otu884_ENV12_1
__Contig_10 Otu31_ENV11_1 Otu217_ENVi1_1 Otu326_ENV11 1 Otu435_ENV11 1

— |Contig_17 Otu39_ENV11_1 Otu230_ENV11_1 0tu340_ENV11__1 Otu449_ENV11_1
——___|Contig_22 Otu47_ENV11_1 Otu240_ENV11_1 Otu347_ENV11_1 Otu503_ENV11_1
Contig_25 Otu96_ENV11_1 Otu242_ENV11_1 Otu395_ENV11_1 Otu312 _ENV12 1

* Hoferellus carassii (JQ801547)
)hlwyxidium lieberkuehni (X76638)
& Aurantiactinomyxon sp. (AF487455)

Echinactinomyxon sp. (AJ582000)
Paramyxidium giardii (MH414925)

Chloromyxum cristatum (GU471261)
Chloromyxum auratum (AY971521)
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) . Zschokkella nova (DQ377688)
Myxidium trutaae (AJ582061)

\/\} Contig_37  Otu215_ENV11_1 -\Q/ Anellidae

* Buddenbrockia plumatellae (F1939291; MT002358) & Anguillidae
* Cyprinidae

© Myxobolus subclade VIII OParamyxidium clade 0 Malacosporea clade i Saimonidae
Myxobolus subclade VII @ Urinary clade

OMyx. lieb. clade PP Esocidae

Obrazek 10: Fylogram pro SSU rRNA sladkovodnich kladi myxozoi. Barevné odliSeni odpovida zarazeni
detekovanych OTUs do jednotlivych skupiny a poc¢et OTUs v krouzku vyjadiuje celkovému mnozstvi OTUs
v daném kladu. Vlevo od stromu jsou zahrnuté piiklady hostitelt na zaklad¢ sekvenci z databaze, které klastruji

v danych skupinach. Piktogram ryb a krouzkovcu odpovida hostitelim, ze kterych byly ziskany sekvence
z databaze.
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5.4 Srovnani biodiverzity myxozoi

5.4.1 Na arovni poctu detekovanych OTUs

Vsech 136 nalezenych OTUs myxozi bylo pouzito pro srovnani a popis diverzity na fece
Malsi. Obrazek 11 a) znazornuje mnozstvi detekovanych OTUs na jednotlivych studovanych
lokalitach, kde jsou vyznaceny: 1) vSechna detekovana OTUs myxozoi na dané lokalité,
i1) pocet unikatnich OTUs pro horni ¢i dolni tok, iii1) zastoupeni jedine¢nych OTUs v ramci
celé feky Nejvice OTUs bylo detekovano na lokalité ¢. 10, kde se podafilo zachytit 59 riiznych
OTUs. Z dolniho toku bylo nejvice OTUs identifikovano na lokalit¢ ¢. 13 (49 OTUs).
Tato lokalita zarovenl obsahovala nejvice unikatnich OTUs v ramci celé teky (18 OTUs).
Pro srovnani procentualniho zastoupeni jednotlivych kladi Myxozoa (na zakladé poctu
raznych OTUs) byly vytvoreny kolacové grafy pro horni (Obr. 11 ¢) a dolni tok (Obr. 11 b).
Na hornim a dolnim toku feky, které zobrazuji zjevnou pievahu zastupct z Myxobolus clade
a také hojné zastoupeni skupiny Paramyxidium. Schéma dale obsahuje graf (Obrazek 12)
se zastoupenim jednotlivych kladi na kazdé lokalité. Z tohoto grafu je evidentni narust
vyskytu poctu druht skupiny Paramyxidium po proudu feky s vrcholem v lokalité ¢. 10.
Tendence pro rist smérem na jih ma také podskupina VIII linie Myxobolus, ktera zaroven

dominuje na lokalitach dolniho toku.
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Myxobolus subclade V
B Myxobolus subclade VII
M Myxobolus subclade VIII
B Chloromyxum s.|. clade
B Paramyxidium clade
I Myx. lieb. clade
B Urinary clade
B Malacosporea clade
Bile clade

Horni tok

<<€— = smér toku Feky

= « =« = hranice horniho a dolniho toku feky
c = pocet OTUs na lokalitu

N I = pocet unikatnich OTUs v ramci celé reky
N e = pocet OTUs pouze v dolnim toku

L1 n = pocet OTUs pouze v hornim toku

~€—~ = pritok

Obrazek 11: Schéma znazoriiuje: a) pocet nalezenych myxozoich OTUs na jednotlivych lokalitach
s prihlédnutim na horni a dolni tok feky s legendou v dolni pravé ¢asti. Modr¢ Sipky odpovidaji sméru
toku feky a rastu hodnoty lokality (L1-L15). PIna modra $ipka oznaduje vodni nadrz Rimov (v.n.
Rimov). Hnédé¢ Sipky oznaduji pitok fek Cerna a Stropnice; b) procentualni zastoupeni OTUs v dolnim
toku s prihlédnutim na skupinu Myxozoa, do které byly pfifazeny (s legendou vpravo
od grafu); ¢) procentualni zastoupeni OTUs v hornim toku s pfihlédnutim na skupinu Myxozoa,
do kter¢ byly pfifazeny (s legendou vpravo od grafu).
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Pocet OTUs na lokalitu

2
S Y \
| e—Ne o eIy N o \F NS
14 L5 L6 17 18 o 1 u

L1 L2 L3 1 L12 L13 L14 L15
Horni tok Dolni tok

8= |Vlyxobolus subclade VIII Myxobolus subclade V. e Myxobolus subclade VII Urinary clade
Bile clade == Paramyxidium clade Chloromyxum s.|. clade  e=@e= yx. lieb.clade =@ \lalacosporea clade

Obrazek 12: Kombinovany graf znazomujici pocet detekovanych OTUs na konkrétni lokalité.
Barevné odliseny spojnicovy graf odpovida mnozstvi OTUs z dan¢ho kladu myxozoi. Sedy sloupcovy
graf vyjadiuje pocet vSech nalezenych OTU na lokalité. Osa x odpovida rozlozeni lokalit s rozdélenim
na horni a dolni tok, leva osa y poc¢tu OTUs pro dan¢ klady (hodnoty pro spojnicovy graf) a prava osa
y odpovida celkovému mnozstvi OTUs v lokalité (hodnoty pro sloupcovy graf).

5.4.2 Na drovni poctu readu jednotlivych OTUs

Procentualni zastoupeni jednotlivych kladi myxozoi na zakladé souhrnného mnozstvi readti
v jednotlivych lokalitdch vypoctené souctem ze vSech sezon vyobrazuje graf na Obr. 13.
Pti sledovani prabéhu toku (smérem od L1 k L15) je evidentni narast vyskytu Paramyxidium,
Mpyxobolus subclade VIII a pribyva také detekce Myxobolus subclade VII Oproti tomu
abundance Myxobolus subclade V s pribéhem toku klesa. V horni ¢asti feky (konkrétné v L2,
L3 a L5) je vysoka frekvence readi nalezicich skupiné Chloromyxum s.l. Skupina
Chloromyxum s.1. byla také relativn€ hojné detekovana na lokalité ¢. 15. Za povSimnuti stoji
také detekce myxozoi infikujici zlu¢nik (Bile clade), které byla zaznamenéana pouze v dolnim
toku (L13, L14). Myxozoa, ktera se vyskytuji v mocovych cestach (Urinary clade) a dale také
skupina Malacosporea, byla detekovana pouze sporadicky napfti¢ celou feku. Pouze na lokalité

C. 4 byla zaznamenana relativné vysoka mira readt pro Urinary clade.
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Zajimavé odhaleni zastoupeni jednotlivych kladi poskytlo rozdéleni typu vzorka
na vodu a sediment (Obr. 13). Pii srovnani grafu na Obr. 13b) a Obr. 13c¢) je zjevengé,
ze hlavni vzorec unifikovanych dat (Obr. 13a) je udan nalezy ze sedimentu. V sedimentu byla
detekovana prevazna cast skupiny Paramyxidium (zejména v lokalitach L6-L11 a dale také
v L13 a L14) a dale také Myxobolus subclade VIII (s vysokou abundanci mezi L7 a L14).
Oproti tomu Myxobolus subclade VII byla vyjma jedné lokality (L15) detekovana prevazné
ze vzorkl vody, na celkovém souhrnu je vSak utladena nalezy ze sedimentu. Podskupina
Myxobolus subclade V byla zastoupena pouze v sedimentu s vyskytem v horni Casti feky
(L2, L7, L8 a L10). Zajimavym ukazem je evidentni dominance readd predstavujici skupinu
Chloromyxum s.1., jez byla ve vysoké mife zastoupena v obou typech vzorkl — v sedimentu
prevazovala na L3 a L5, ve vodé na L2, L3 a L12. Odfiltrovani nalezii ze sedimentu zaroven
odkrylo vyskyt Myxidium lieberkuehni clade v péti lokalitach (nejvice v L11 a L12). Urinary

clade (s nejvétsim zachytem v L4) a skupina Malacosporea byly detekovany pouze
v sedimentu.
b) RozloZeni v sedimentu
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Obrazek 13: Srovnani procentudlniho zastoupeni (abundance) poctu readi jednotlivych skupiny
Myxozoa v datasetu: a) sjednocena data ze vSech vzorku (zahrnujici sediment a vodu); b) abundance
readu ze sedimentu; c¢) abundance readt z vody. Na ose x jsou rozdéleny lokality napfic¢ celou feku,
¢erna svisla ¢ara mezi L11 a L12 predstavuje hranici mezi hornim a dolnim tokem. Osa y vyjadiuje
procentualni zastoupeni z celkového poctu readu na lokalité. Barevné odliSeni sloupcu odpovida
konkrétni skupiné myxozoi.
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5.4.3 Na arovni poctu zachyta napri¢ lokalitami

Zajimavé vysledky ukazalo také srovnani po¢tu zachytt konkrétnich OTUs napfic¢ celou fekou
Malsi (Obr. 14). Ukazalo se, ze nékolik OTUs bylo zachyceno na vSech patnacti lokalitach
sbéru. Jednalo se o Contig_4, ktery jako jediny klastroval do samostatné vétve v ramci skupiny
Chloromyxum s.I. Contig 31, ktery byl nejblize Chloromyxum truttae (AJ581916), byl
zachycen na vSech lokalitach vyjma L8. Oproti tomu zbyla dv€ OTU ze skupiny Chloromyxum
s.I. byla zachycena pouze na dvou lokalitich. Na vSech lokalitach byl také detekovan
Contig 2, ktery klastroval do skupiny rybomorek infikujicich mocovy méchyt (Urinary
clade). Ostatni OTUs z této skupiny byla zachycena pouze ojediné€le na fece od lokality 7
a vySe. Z toho Contig 21 byl jako jediny zachycen pouze na dolnim toku (L13 a L14).
Ze skupiny Myxobolus byla na vSech sbérnych lokalitich zachycena pouze dvé OTUs
— Contig_1 a Contig 3 z podskupiny Myxobolus VII Zbyla OTUs z této nejzastoupené)si
a nejrozmanitéjsi skupiny této prace byla s odliSnostmi ve frekvenci vyskytu rGzné
rozprostiena podél celého toku feku — Myxobolus subclade V mél nejvetsi mnozstvi zachyta
v lokalitach horniho toku (24 z26 zachytd). U nejrozmanitéjsi podskupiny VIII stoji
za zminku napfiklad Otu28 ENV15 1 shodné s dfive popsanym M. dispar (AF507972),
jez byl detekovan na jediné lokalit¢ (L12). Dvé OTUs (Otu377 ENVI1I1 1,
Otu356_ENVI11 1) ptibuzné s M. tauricus (JQ388896) byla zase zachycena pouze v lokalité
¢. 14. U ostatnich OTUs nebyl pozorovan viditelny vzorec ve vyskytu. Zachytnost dalsi hojné
pozorované skupiny Paramyxidium rostla sproudem feky. Vyjimkou bylo pouze
Otu312 ENVI12 1 shodné s Echinactinomyxon sp. (AJ582000), které bylo zachyceno pouze
u pocatku feky na L1 a L2. Nejcast€jSim nalezem Paramyxidium clade byl Contig_9, ktery se
vyskytoval na vSech lokalitach vyyma L4, L12 a L15. Z mén¢ Casté skupiny M. lieberkuehni
byl nejcast€ji zachycen Contig 39 a to na 5 riznych lokalitach, konktrétné se jednalo o L6,
L8, L10, L11 a L12. Vyjma Otu29 ENV15 1 a Otull ENV15 1, které byla jako jedina
detekovana na L1, byla vSechna OTUs z této skupiny zachycena na lokalitach v rozmezi L5
az L12. Odlisnosti byly pozorovany také u nalezi malakosporei. Contig_37, ktery klastroval
do skupiny s diive popsanym druhem Buddenbrockia plumatellae (MT002358), se podafilo
zachytit na dolni casti feky (L10, L11 a L14), kdezto druhé OTU ztéto skupiny
(Otu215_ENVI11 1) bylo identifikovano pouze na lokalité ¢. 5.
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Obrazek 14: Pocet zachyti OTUs na jednotlivych lokalitach. Barevné odliSeni odpovida

fylogenetickym skupindm myxozoi.

5.4.4 Srovnani proménlivosti na zikladé sezonality

Dalsi sledovanou proménou byla zména v zastoupeni skupin myxozoi v zavislosti na ro¢nim
obdobi, kdy byl proveden sbér vzorki. Tabulka 8 shrnuje pocet detekovanych OTUs
v jednotlivych sbérech vody a sedimentu. Procentualni zastoupeni zachyti jednotlivych
skupin (zaloZené na poctu OTU) a abundanci zalozenou na poctech readu byly srovnano

u sedimentu (Obr. 15) a vody (Obr. 16).

Tabulka 8: Souhrn poctu OTUs detekovaného z vody a sedimentu a dale pouze z vody.

Sbér Pocet OTUs (s+v*) Pocet OTUs (s*) Pocet OTUs (v¥*)

VII. 2020 103 103 0
IX. 2020 38 26 17
IV. 2021 20 8 11
VI. 2021 13 10 6

Vysvétlivky: * typ vzorku, ze kterého byla OTUs detekovana: ,s*“= sediment; ,v*“=voda;

LStv*“=sediment a voda.
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Analyza vzorka sedimentu (graf na Obr. 15) ukazala nejvyssi procentualni zastoupeni
Myxobolus subclade VII v dubnu. Oproti tomu v Cervnu a Cervenci rostla prevalence
Myxobolus subclade VIII, zejména s prihlédnutim na dominanci v poctu readd v Cervnu.
Na zacatku léta (v dubnu a v cervnu) byla zaznamenana majorita OTUs ze skupiny
Chloromyxum sensu latu a Malacosporea. Paramyxidium clade a Myxobolus subclade V byly
naopak zachyceny pouze ze vzorku z konce letni sezony (z Cervence a zafi). Urinary clade byl

zachycen napfii¢ vzorkovani s relativné podobnou mirou vyskytu.

Analyza vzorkl vody (graf na Obr. 16) ukazala obdobné vzorce vyskytu jako
u sedimentu u nékolika skupin: 1) Myxobolus subclade VII dominoval v dubnu a Cervnu,
i1) poCet OTUs i abundance Myxobolus subclade VIII v zafi signifikantné vzrostla, iii)
Chloromyxum sensu latu clade bylo pozorovano na zacatku 1éta, iv) Urinary clade byl také
zaznamenan vice v dubnu a Cervnu v) vyskyt Paramyxidium clade byl detekovan na konci 1éta
(vzorky vody z Cervence bohuzel chybi). Zasadni rozdily byl pozorovan u skupiny Myxidium
lieberkuehni clade. Ackoliv byla abundance evidentné utlaCena ostatnimi skupinami, v zafi
byl zaznamenan vibec nejveétsi pocet detekovanych OTUs. Ve srovnani s nalezy v sedimentu,

ve kterém byl vyskyt potvrzen pouze v dubnu, je zde viditelny rozdil.

a) Poéet zachycenych OTUs v sedimentu b) Abundance OTUs v sedimentu (podle readd)
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Obrazek 15: Srovnani nalezi myxozoich OTUs v sedimentu v zavislosti na mésici sbéru: a) graf
odpovida poctu zachyti; b) graf odpovida mnozstvi readi danych skupin v sedimentu mezi sezoénami.

Barevné odliSeni odpovida fylogenetickym skupinam myxozoi.
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a) Pocet zachycenych OTUs ve vodé b) Abundance ve vodé (dle readd)
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Obrazek 16: Srovnani nalezii myxozoich OTUs ve vod¢ v zavislosti na mésici sbéru: a) graf odpovida
poctu zachytu; b) graf odpovida mnozstvi readu danych skupin ve vodé mezi sezdénami. Barevné

odliseni odpovida fylogenetickym skupinam myxozoi.

5.4.5 Biostatistické srovnani biodiverzity

Rozdil proménlivosti na hornim a dolnim toku feky byl srovnan na urovni skupin
a podskupin Myxozoa, dale také na druhové urovni (tedy na zékladé zastoupeni jednotlivych
OTUs). Pro srovnani vyvazenosti populace myxozoi na hornim a dolnim toku byl pouzit
Simpsontv index (D) a dale byla porovnana Eveness (E), udavajici rozloZeni skupin a druht
v lokalité. Na zakladé vypocitanych hodnot pro horni a dolni tok byl vytvoren kombinovany
graf, zahrnujici hodnoty pro obé hodnoty (Obr. 17). Pii srovnani biodiverzity na urovni
skupin byl zaznamenam pouze lehky rozdil mezi ¢astmi toku. Na hornim toku byl pozorovan
vyssi Simpsontv index (D = 0,77) v porovnani s dolnim tokem (D = 0,73). Hodnota Eveness
oproti tomu vySla vys$i na dolnim toku, kde byla E= 0,31, v porovnani s niz§i hodnotou
na hornim toku (E = 0,25). Nejedna se vSak o vyrazné rozdily v diverzité. Relativné nizka
hodnota Eveness, ktera vypovida o relativné nizké rozmanitosti na lokalitach, zarover koreluje
s evidentni pfevahou skupin Myxobolus subclade VIII a Paramyxidium, coz vyplyva i z vyse
uvedenych vysledkl. Vysledné hodnoty ziskané na druhové urovni neukazaly témér zadny

rozdil mezi hornim (D = 0,97, E = 0,63) a dolnim tokem (D = 0,96, E = 0,74) (viz Obr. 17b).
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a) Srovnani diverzity (Groveri kladu) b) Srovnani diverzity (druhova uroven)
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Obrazek 17: Srovnani indexd diverzity na hornim a dolnim toku a) na urovni kladu (podle poctu
raznych OTUs v jednotlivych skupinach); b) na druhové urovni (podle poctu vSech OTUs dohromady).

Spojnicovy graf predstavuje hodnoty pro Simpsonuv index (D) a sloupcovy pro hodnoty Eveness (E).

Pro porovnani promeénlivosti rybomorek na hornim a dolnim toku byly dale pouzity
statistické testy. Vzhledem ktomu, ze data nebyla v normalnim rozlozeni, byl pouzit
Wilcoxonuv parovy test. Timto zptisobem byla testovana rozdilnost diverzity jak na Grovni
skupinového zastoupeni myxozoi, tak také na trovni druhové (tedy srovnanim diverzity
jednotlivych OTUs). V prvnim pfipadé byla zamitnuta nulova hypotéza Ho s hodnotami
(W _stats=3, W_critical=6) (viz Tab. 9a), coz statisticky podporuje vyse popsané indexy
biodiverzity (Obr. 17a). V druhém pfipadé, kdy byla porovnavana proménlivost na trovni
kladu, nebylo mozné zamitnou nulovou hypotézu (viz Tab. 9b) a nebyl tak zaznamenan
signifikantni rozdil v druhové rozmanitosti myxozoi na hornim a dolnim toku, coz odpovida

blizkym indextim diverzity na obou lokalitach (Obr. 17b).

Tabulka 9: Vysledné hodnoty Wilcoxonova parového testu pro odliSnou proménlivost

a) na urovni jednotlivych druhi; b) pro odlisnou proménlivost na urovni skupin.

a) b)

Sum-Hodnoty 3 Sum-Hodnoty = 1898
Sum+Hodnoty = 39 Sum+Hodnoty 7147

N (n) 9 N (n) 138
W_stats 3 W_stats 1898
W__critical 6 W__critical 206
Null_hyp zamitdm Null hyp nezamitam

Vysvétlivky: ,\W_stats™ = hodnota testové statistiky; ,,W_critical““=kriticka hodnota testové statistiky.
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6 Diskuze

Prestoze se fada védeckych tymu zabyva vyzkumem myxozoi, stale existuje mnoho
neznamych aspektd tykajicich se jejich rozmanitosti (BartoSova-Sojkova et al. 2014;
Hartikainen et al. 2016; Okamura et al. 2018). S ohledem na skutecnost, ze Myxozoa
predstavuji znacné komplexni skupinu parazitd s vysokym poctem kryptickych druha (napf.
BartoSova & Fiala 2011), klicem k pochopeni jejich druhové diverzity je sledovani
molekulamich znakt (napf. Lisnerova et al. 2020; Vieira et al. 2022). V této praci jsem se
s vyuzitim modernich molekularnich metod, zalozenych na identifikaci organismi pomoci
eDNA, snazila prohloubit naSe chapani této problematiky. Ziskané vysledky dokazuyji,
ze detekce parazitarni eDNA je velmi efektivni metoda pro popis biodiverzity myxozoi,
a to nejen bez potieby odchytu, ale dokonce bez znalosti potencialnich hostitela. Tato vlastnost
je kli¢ovou vyhodou pro vyzkum myxozoi v prostiedi, vzhledem k tomu, Ze podrobné zivotni

strategie vétSiny druhi jsou stale neobjasnéné (Kent et al. 2001; Eszterbauer et al. 2015).

Na zakladé dostupné literatury lze konstatovat, Zze vyzkum parazitti v prostiedi na zakladé
detekce eDNA se dosud nachazi v rané fazi vyvoje (Bass et al. 2023). S ohledem na studium
myxozoi jsou dostupné zdroje jesté vice omezené. Jednou z prvnich studii, ktera se zabyva
pouzitim eDNA k popisu vyskytu rybomorek v ekosystému, je jiz difive zminénad prace
Hartikainen a kolegli (2016). Mezi novéjsimi clanky lze zminit vyuziti eDNA ke zjisténi
konkrétnich druhtt Zetracapsuloides bryosalmonae na norskych jezerech (Oredalen et al.
2022) ¢i Kudoa thyrsites (Marshall et al. 2022). Postupy, které byly aplikované v této praci,
vychazi ze studie provedené Lisnerovou a jejimi kolegy publikované v roce 2023. Moje prace
je tedy jednou z prvnich studii, ve které jsou vyuzivany metody zalozené na eDNA na popis
celkové rozmanitosti skupiny Myxozoa na §irokém tzemi, a to konkrétné na fece Malsi.
Vyzkum zahrnoval analyzu vzorkd vody a sedimentu z 15 riznych lokalit vyskytujicich se
po celé délce této jihocCeské feky. Hlavnim cilem této prace bylo analyzovat diverzitu myxozoi
na urovni kladt a druht (pfedstavenych ve formé operativnich taxonomickych jednotek, dale
jen OTU). Duraz byl také kladen na rozdily mezi zastoupenim v hornim a dolnim toku.
Vysledky této prace poukazuji na velky potencial této metody nejen v ramci parazitologie,

ale také v dalSich vé&dnich disciplinach, které se zabyvaji biomonitoringem.
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6.1 Detekce myxozoi na zakladé eDNA

Vramci této diplomové prace bylo shroméazdén a analyzovano rozsahlé mnozstvi
environmentalniho materialu, konkrétné vody a sedimentu, ze Ctyf sbért v prabéhu dvou
sezon. Diky velkému poctu lokalit a jejich rozmisténi podél toku feky jsme byli schopni ziskat
podrobny obraz o rozlozeni spoleCenstvi myxozoi v fece Malsi. Prekvapivé vysoka mira
biodiverzity myxozoi, byla v souladu s dfive popsanou promeénlivosti rybomorek na tzemi
Velké Britanie ve studii od Hartikainen a kolegli (2016). Vyznam v popisu rozmanitosti
rybomorek nespoc¢iva pouze ve vytvoreni ucelenéj§iho obrazu o jejich vyskytu na nasem
uzemi. Parazité mohou byt rovné€z vnimani jako indikatory stability ekosystému, mira jejich
rozmanitosti tedy mize odrazet kvalitu studovaného prostiedi (Dzikowski et al. 2003; Hudson

et al. 2006).

Z celkového poctu nalezenych OTU odpovidajicim myxozoim, byla pfevazna vétSina
detekovana ze sedimentu (93 %). Z vody pochazelo pouze 21 % OTUs a 13 % bylo
detekovano v obou typech vzorkt. Davodu k této znacné odliSnosti v typech vzorka mize byt
hned nékolik. V prvni fadé, odolné a tézké spory v prubéhu casu sedimentuji na dno,
kde dochazi k jejich akumulaci (McConnell & Cone 1992), coz zvySuje Sanci na jejich zachyt.
Oproti tomu voda, jakozto zdroj pro stanoveni myxozoi v prostfedi, je vétsi mérou ovlivnéna
sezOnni aktivitou parazitl, respektive jejich zivotnim cyklem, kdy predpokladame zejména
vyskyt vznasejicich se aktinospor ve vodnim sloupci. Pfedpokladana zivotnost aktinospor je
velmi kratka v fadech nékolika dni (Markiw 1992; Yokoyama et al. 1993; Xiao & Desser
2000), proto je nejspis zachyt myxozoi ve vodé nizsi a odrazi aktualni nebezpeci pro své
hostitele (ryby) (napi. Alama-Bermejo et al. 2013). Muze se ale i projevit do urcité miry fakt,
ze ve srovnani se sedimentem bylo laboratorni zpracovani vzorkd vody znacné obtiznéjsi.
Zejména vzorky vody z lokalit z dolnich casti feky, které obsahovaly obrovské mnozstvi
nezadoucich organismd, predevsim fas a sinic, a také Castic sedimentu z ficniho dna. Tento
jev, poukazujici na Spatny stav feky, vedl k ¢astému zanaseni filtrd, coz mohlo ve vysledku
negativné ovlivnit nasi schopnost detekce myxozoi. Je téz mozné, ze objem zpracovaného
materialu v mnozstvi 1,5 litru na lokalitu je nedostateCny pro detekci myxozoi v daném
prostredi (to vSak plati 1 o vzorcich sedimentu). Do dnesni doby bohuzel neni stanovené, kolik
materialu je potfeba k potvrzeni organismu v prostiedi analyzou eDNA. V otazce potiebného
mnozstvi materialu ve své praci diskutuji Hartikainen et al. (2016), kde uvadéji doporucenou

hodnotu 5-20 litrd materialu.
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S ohledem na prubéh feky bylo detekovano vice OTU na hornim toku (celkem 108
OTUs) ve srovnani s dolnim tokem (celkem 67 OTUs), z nichz pouze 39 bylo nalezeno
na obou castech toku. Vyjma charakterem feky, muze byt tento rozdil zptusoben také
nevyrovnanym poctem sbérnych lokalit na obou ¢astech toku (11 lokalit na hornim toku
a pouze 4 na dolnim toku, které navic nebyly soucasti vSech sbérd). Diavodem
nerovnomé&mého rozdé&leni toku je vodni nadrz Rimov, ktera vyrazng ovliviiuje charakter feky.
Z vysledku dale vyplyva, ze vyskyt jednotlivych skupin myxozoi v prostiedi je zna¢nou mérou
ovlivnén ro¢nim obdobim vzorkovani. To koreluje s vysledky prace Holzer a kolegt (2006),
ktefi potvrzuji vliv sezonality na odlisnosti v abundanci riznych druhti myxozoi u svého
mezihostitele. SkuteCnost, ze v mirném pasu je vyskyt myxozoi ovlivnén zvysenou teplotou
vody v letnich mésicich je diskutovana v nékolika dalSich studiich (napf. Okamura et al. 2011;

Oredalen et al. 2022).

6.2 Fylogeneticka analyza

Fylogenetické zafazeni ziskanych OTUs naznacCuje, ze se podafilo odhalit Sirokou
taxonomickou rozmanitost myxozoi. Prvni analyza byla provedena pro skupinu Myxobolus
clade — nejvice zastoupenou skupinu myxozoi. Vzhledem k tomu, ze Myxobolus je celkove
nejrozmanitéj$im rodem v ramci rybomorek, neni tento nalez pfili§ prekvapivy (Eiras et al.
2014; Liu et al. 2019). Celkové byla zjisténa vyrazna prevaha podskupiny Myxobolus subclade
VIII, do které piipadlo celkem 54 OTUs. Tento vysledek byl opét oCekavany, nebot’ tato
podskupina je dobfe znama pro své rozsahlé hostitelské spektrum, coz zahrnuje zejména ryby
z Celedi kaprovitych (Molnar et al. 2003; Cech et al. 2012; Liu et al. 2019). Podle vysledkt
ichtyologického vyzkumu provadéného Maténovou a Maténou (2004b) je patrné, ze kaprovité
ryby jsou na Malsi hojné zastoupené. Klastrovani 14 raznych OTUs dale odhalilo velké
zastoupeni druh@t ptibuznych M. pseudodispar. M. pseudodispar (Gorbunova 1936)
predstavuje ve skuteCnosti komplex druhli s parafyletickym charakterem a obrovskou
vnitrodruhovou diverzitou (Forrdé a Eszterbauer 2016; Lisnerova et al. 2020). Zbylé dvé
podskupiny byly vyrazné méné zastoupeny. Do Myxobolus subclade VII klastrovalo 11 OTUs.
Tato druha nejvétsi podskupina rodu Myxobolus zahmuje polyfyleticky rod Henneguya.
K podskupiné Myxobolus clade V se pfifadilo pouze 8 OTUs. Myxobolus subclade V navic

zahrnuje druhy s vysokou afinitou k nervové soustave, pfevazné u lososovitych ryb (Liu et al.
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2019). Ti1 zjisténa OTU klastruji velmi blizce k Myxobolus neurobius, druhu popsaného
z mozku pstruht, ktefi se bézné€ na Malsi vyskytuji.

98 % ziskanych OTUs se neshodovalo s zadnymi dfive popsanymi sekvencemi.
Nejunikatnéjsi je Contig_7, ktery se vyznacuje jako jediny tim, ze vytvofil uplné samostatnou
vétev, coz by mohlo nasvédcovat objevu nové fylogenetické linie v ramci Myxobolus clade.
Ostatni nalezy se sekvenci odliSnou od znamych z GenBank mohou poukazovat na detekci
novych druhd. Bez pritomnosti morfologického zaznamu vsak bohuZzel nelze tuto hypotézu

potvrdit a také existuje fada popsanych druht zatim bez znamé SSU rDNA sekvence.

Vysledny fylogeneticky strom pro ostatni taxony sladkovodnich myxozoi rozdélil
nalezené OTUs do Sesti skupin, z nichz nejvétsi skupinou byl Paramyxidium clade s 35 OTUs.
Tato skupina, téz znama jako ,,Environmental clade®, ma jen malo znamé zivotni cykly,
jen nékolik zastupci znamych z uhoit, a byla hlavné popsana u definitivnich hostitelt,
tj. krouzkovct (Hartikainen et al. 2016; Freeman et al. 2018). Na zakladé vysledkt prace
Freemana a koleg (2018), ktefi v uhofich nalezli myxidiu podobné parazity, pro které
nasledné vytvofiili novy rod Paramyxidium, l1ze piedpokladat, ze nami nalezené OTUs
klastrujici v ramci Paramyxidium clade jsou paraziti thoit. Podle udaji Mezinarodniho svazu
ochrany pfirody uhot fi¢ni patii mezi kriticky ohrozené druhy (IUCN Red List 2018: 10).
Dutvodem jsou zejména Upravy tokt na vétSiné evropskych fek, které uhofim znemoziuji
migrovat do mote a dokoncit tak jejich zivotni cyklus (Liangming et al. 2007). Ackoliv je
zaznamu o vyskytd uhofi na Malsi jen velmi malo, jejich pfitomnost na fece Stropnici
potvrzuje napiiklad monitoring Maténové a Matény (2004b). Navic v roce 2018 byl uhof fi¢ni
vysazovan do jihoCeskych fek v ramci projektu udrzitelného rozvoje rybich spolecenstev

(JihoGesky Gizemni svaz CRS 2018: 11).

Pozoruhodny tkaz byl sledovan také u skupiny Myxidium lieberkuehni clade, do které
celkem pripadlo 8 OTUs s pievaznou detekci ze vzorkl vody (71 %). Nas nalez téméf presné
odpovida dosud nepublikovanym vysledkiim nasi laboratore, kdy pii dukladném vySetfovani
a molekularné fylogenetické analyze myxidii zmocaku Stiky bylo nalezeno sedm
samostatnych druht tvotici M. lieberkuehni komplex. V soucasné dobé¢ je jediny potvrzeny
mezihostitel M. lieberkuehni Stika obecna (Esox lucius) (Lom et al. 1989). Kyslik a kolegové
(2022) ve své studii sledovali zménu exprese a lokalizace minikolagend, jez jsou dualezité
pro spravny vyvoj nematocysty, ktera je soucasti spor. Z jejich vysledki je patné,

ze sporogonie v mezihostiteli (tedy ve Stice) terminuje v dubnu, kdy byly u stik nachazeny
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zformované spory v mocovém meéchyti. Po zrani, které pravdépodobné konci v kvétnu,
dochazi k jejich uvolnéni do prostredi, kde dochazi k infekci definitivniho hostitele
(krouzkovce), ve kterém probiha aktinosporeova faze (Wolf & Markiw 1984). Obvykle je tato
faze relativné kratka, Kyslik a kolegové (2022) proto predpokladaji, ze koncem cervence by
meéla byt jiz dokoncena. S prihlédnutim na sezonalitu nalezu M. lieberkuehni v této praci bylo
nejvice OTUs zachyceno ve vodé ze zatfijového sbéru je zde moznost zvySené proliferace
a uvolnéni aktinospor z krouzkovct do prostiedi pravé v tomto obdobi. To by potvrzovaly
1 vysledky vyzkumu zaméteného na M. lieberkuehni v nasi laboratofi, pifi kterém byl
pozorovan pocatek infekce u ryb v podzimnich mésicich s netypickym vyvojem nakazy u ryb
béhem zimy. Divodem relativné pozdniho zachytu v porovnani s Kyslikem a kol. (2022) muze
byt odlisnd dynamika naSeho ficniho ekosystému ve srovnani s jejich limnologickym

habitatem.

Malacosporea clade, ktery mé jako definitivniho hostitele mechovky (Bryozoa), byl
zachycen pouze ve dvou riznych OTUs. Jeden nalez odpovidal druhu Buddenbrockia
plumatellae. Ackoliv plati, ze druhova pocetnost malakosporei je velmi nizka, vyskytuji se
u Sirokého spektra hostitelt (BartoSova-Sojkova et al. 2014). Jejich definitivni hostitelé,
mechovky, jsou zaroven relativné bézni bezobratli sladkych vod (jejich populace na Malsi
ale neni znama) (Massard & Geimer 2008). VySe zminéné skute¢nosti jsou v rozporu s velmi
malou abundanci této skupiny na fece Malsi. Faktor, ktery by mohl vysvétlit malou prevalenci
malakosporei sledovanou v této praci, mize byt snizena odolnost jejich vnéjsich stadii,

a tim krat§i perzistence ve studovaném prostiedi (Canning et al. 1996; Okamura 1996).

6.3 Proménlivost na rece MalSi

Srovnani horniho a dolniho toku biostatistickymi metodami neprokazalo zadny signifikatni
rozdil v druhové rozmanitosti (vyjadiené v této studii jako OTUs) na obou usecich feky. Pouze
nepatrné rozdily byly zaznamenany pfi sledovani diverzity na urovni skupin myxozoi.
S piihlédnutim na vysledky detailniho rozlozeni skupin napfi¢ celou fekou, je evidentni
prevaha skupiny Myxobolus clade a dale také Paramyxidium clade. Tuto mySlenku dale
podporuje vysledek Eveness na obou lokalitdch, ktery byl na hornim toku (E = 0,31)
a na dolnim (E = 0,25). Ackoliv v pfipadé Eveness byl pozorovan vétsi rozdil, ani v tomto
ptipadé se nejednalo o zasadni odlisnost, kterou by se ob¢ ¢asti feky zasadné lisily. Relativné

nizké hodnoty Eveness, vypovidaji o pomérné€ nizké rozmanitosti (na skupinové urovni),
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to koreluje s dominanci skupin Myxobolus clade a Paramyxidium clade. Zajimavé vzorce
proménlivosti myxozoi byly odhaleny az pii detailnéjsi analyze vysledkd napfi¢ vSemi
lokalitami na fece. Pro lepsi pochopeni problematiky byla diverzita myxozoi vyhodnocena

na zakladé nékolika proménnych.

Pfi analyze vysledného grafu, ktery shrnuje pocet detekovanych OTUs na jednotlivych
lokalitach je patrny narust mezi lokalitami L6 az L11, kde zacina prinik feky zastavénym
uzemim. Zajimava korelace je také pozorovana na lokalitach, kterym predchazi dva nejvétsi
piitoky do Malge — feka Cerna a Stropnice. Na lokalitach, které jsou v t&sné blizkosti téchto
ptitokd (L10 u feky Cerna, L13 u feky Stropnice) byly naméfeny nejvyssi hodnoty
zachycenych OTUs (L10 = 59 OTUs, L13 =49 OTUs). Tyto vysledky naznacuji, ze lidska
aktivita v oblasti pritokti muze zasadn€ ovlivnit diverzitu hostitelskych druhd, a tedy i1 vyskyt
samotnych paraziti. Oba pfitoky do feky MalSe pfinasi vodu bohatou na ziviny z okolnich
rybnikd, nasledkem toho miize dochazet k eutrofizaci vody, coz mize mit zasadni vliv
na mistni ekosystém (Jarvie et al. 2008). Pfi hodnoceni unikatnosti OTUs byl opét pozorovan
nejvyssi pocet na lokalitach L7-L10 (v hornim toku i v ramci celé fece). Na dolnim toku byla
zajimava situace na lokalitach L13 a L14, tedy v oblasti piitoku Stropnice, kde bylo

zaznamenano nejvys$si mnozstvi unikatnich OTUs v celé fece.

S ohledem na pocet detekovanych OTUs klasifikovanych do jednotlivych taxonu,
na celkovou abundanci a mnozstvi zachytu se ukazalo, ze nejvice zastoupenou skupinou byl
Mpyxobolus clade. Na urovni podskupin byla vétSina nalezenych OTUs ze skupiny Myxobolus
subclade VIII. S vyjimkou lokality ¢. 15 tato skupina prevladala v celé studované oblasti.
Nejvice OTUs bylo detekovano na lokalitach 110, L13 a L14, coz jsou opét lokality v t€sné
blizkosti piitokt fek Cerné a Stropnice. V podskuping Myxobolus subclade VII bylo
zaznamenano nejvice OTU na lokalité¢ L2, kde znacné prevazovala v porovnani s ostatnimi
lokalitami. V ostatnich lokalitach jeji pocetnost kolisala s vyraznym zastoupenim na lokalitach
L7, L10 a dale po sméru toku feky. Nicméné, nejzajimavéj§i objev prineslo rozlozeni
abundance této skupiny, protoze tato podskupina evidentné dominovala ve vétsiné vzorkt
vody. S piihlédnutim na sezonalitu je zifejmé, ze nalezy pochazely nejvice z pocCatku 1éta
(duben, Cerven). Pravé vodni prostfedi nejlépe odrazi fluktuaci a aktudlni stav rozlozeni
populace myxozoi na fece. Zdali je pfiinou aktivita mezihostitele ¢i definitivniho hostitele
neni mozné oveéfit vzhledem k nedostatku dostupné literatury, mize to vSak byt jeden
z predpokladi. Myxobolus subclade V byl ve srovnani s ostatnimi podskupinami Myxobolus

zastoupen vyrazné mén€. OvSem s piihlédnutim na abundanci byla zaznamenana pfevaha
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readi v sedimentu zL2, ktera je soucasti oblasti Horni MalSe. Tato oblast je bohata

na piirozeny vyskyt pstruha obecného, jez mize byt mezihostitelem této skupiny.

Od oblasti pobliz L5 a L6 je pozorovany rast v poctu zachycenych OTUs a abundance
Paramyxidium clade. S ohledem na charakter feky lze pozorovat, ze lokalita vlastnostmi
piipomina dolni tok, ktery je jinak definovan od v. n. Rimov. S rozsifenim toku se zpomaluje
jeho rychlost, coz mize vést k vyssi akumulaci sedimentu. Zaroven se jiz nejedna o chranénou
oblast a na fece se zaCinaji objevovat jezy. Tento habitat mlze poskytovat ptiznivejsi
podminky pro vyskyt vétsi diverzity krouzkovcu, ktefi jsou nezbytni pro uplné dokonceni
zivotniho cyklu myxozoi (Syrovatka et al. 2009). Kontinuum vyskytu skupiny Paramyxidium
napiic lokalitami preruSuje uplna absence na misté sbéru na lokalité ¢. 12, ktera se nachazi
za nadrzi Rimov. Podobné jako u mnoha evropskych fek, je tok Mal3e regulovan, coz miize
zésadné ovliviiovat lokalni biodiverzitu (De Leeuw et al. 2005; Jansson 2006). Rimov, jakozto
fyzicka bariéra, ovliviiuje distribuci hostiteld, a tedy i1 samotnych myxozoi, vlivem
fragmentace prostiedi (Kitanishi et al. 2012; Wu et al. 2019). Zasahy do rezimu ti¢niho toku,
obecné negativné ovliviiuji kvalitu vody, jeji fyzikalné-chemické parametry a dostupnost
potravy v lokalitach nize po proudu (De Leeuw et al. 2005; Smolar-Zvanut & Matjaz
Miko§ 2014). Tyto faktory mohou byt pficinou celkoveé relativné nizké pozorované diverzity

na lokalité ¢. 12.

Ze skupiny Chloromyxum s. I. clade byla sice detekovana pouze 4 OTUs, vyskyt
zastupcli tohoto kladu byl zaznamenam na vSech sledovanych lokalitach (Contig 31).
Pozoruhodné vysledky byly ziskany pfi srovnani abundance readd jednotlivych OTUs.
Ty prevladaly hned na nékolika sledovanych lokalitach, jak v sedimentu (L3, L5), tak ve vodé
(L2, L3 a L12). Na zakladé analyzy sjednocenych dat o abundanci byl zaznamenan patrny
vyskyt na tzemi Horni MalSe (L2-L5). Bohuzel opét neni dostatek dostupnych studii
na vyvozeni zavéri. S porovnanim abundance ve vodé v jednotlivych mésicich se ukazalo,
ze nejvyssi relativni zastoupeni této skupiny bylo zaznamenano na zacatku léta (v dubnu
a cervnu). To koreluje s vysledky Holzer a kol. (2000), ktefi ve své praci potvrdili brzky vyskyt
C. truttae u pstruha obecného. Je tedy mozné, ze praveé na zacatku letniho obdobi dochézi

k uvolnéni aktinospor, které byly pravdépodobné detekované.

Ac byla zaznamenana jen velmi nizka abundance skupiny Urinary clade, Contig 2,
ktery byl zachycen na vSech studovanych lokalitich napovida o jejich nezanedbatelném

zastoupeni napfi¢ celou feku. Dosud znamé rybomorky z této skupiny byly popsany u celé
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fady mezihostitelskych druht v¢etné kaprovitych ryb (napf. Molnar et al. 1989). Vysledna
relativné mala abundance se mutize zdat prekvapiva, ale vzhledem k procentualnimu porovnani
to muze byt vysvétleno vyraznou pievahou jinych skupin Myxozoa (zejména dominanci

Mpyxobolus clade).

Prevazna ¢ast OTUs ze skupiny Myxidium lieberkuehni clade byla zachycena ve vodé
mezi lokalitami L5-L12 a jednim OTU na L1. NejvySsi procentudlni zastoupeni bylo
zaznamenano v lokalitach u Rimova (L11 a L12). Jak jiz bylo zmin&né vyse, M. lieberkuehni
bylo zatim popsano pouze ik, jejichz vyskyt je na Rimové potvrzen a vysoka abundance
v okoli nadrze mize byt zptisobena tnikem téchto dravct do okoli (Lom et al. 1989; Tesfaye

et al. 2022).

Zajimavym zjisténim byl vyskyt Bile clade pouze v dolnim toku feky, a tov L13 a L14,
kde se vyskytoval s pomérné velkou abundanci. Divodem muze byt piitok feky Stropnice,
ktera je napojena na rybniky v oblasti Trhosvinenska, coz miize negativné ovliviiovat kvalitu
vody v fece. Rod Raabeia se kterou nalezena OTUs blizce klastrovala se vyskytuje u niténky
obecné. Niténky obecné jsou znamé svoji toleranci ke zneCisténé vodé a mohou tedy
prosperovat i v oblastech zasaZenych lidskou aktivitou, coz je muze zvyhodfiovat pied

citlivéjsimi bezobratlymi (Chapman et al. 1982; Lucan-Bouché et al. 1999; Smith 2001)

6.4 Shrnuti a nové sméry dalSiho vyzkumu

Tato prace piedstavovala primarni studii, kterd pojednavala o mozném vyuziti metod
zalozenych na eDNA v praxi, s cilem popsat rozmanitost skupiny Myxozoa na rozsahlém
uzemi feky MalSe. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o stale relativné novou metodu, je potieba
zohlediovat jeji limity a omezeni. Stejné€ jako autofi Bass a kolegové (2023) souhlasim s tim,
Ze je potieba standardizovat metodiku sbéru pro jednotlivé matrice, jako je voda, sediment
a dalsi, coz dosud chybi. Tento krok by umoznil vzajemné srovnavani vysledk mezi riznymi
studiemi. Stale také chybi poznatky o tom, jaké mnozstvi materialu je adekvatni na spolehlivé
stanoveni rozmanitosti organismi v prostiedi bez jejiho podhodnoceni. Navic ze samotné
podstaty této metody neni mozné urcit patogenezi paraziti u hostitele. Pro aplné&jsi popis
tkanové lokalizace, vékové preference a dalSich faktori je nutné zachovat tradicni

parazitologické metody, jako jsou odchyt hostitele a pitva. Nicméné tato metoda muze byt
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vyuzita jako preventivni mechanismus u druhl, u kterych byla patogeneze jiz podrobné

studovana (Oredalen et al. 2022; Bohara et al. 2022; Bass et al. 2023).

Vyzkum provedeny v této praci mél pomérné Siroky zabér a oteviel celou fadu otazek,
které by mohly byt v budoucnu hloubéji prozkoumany. Pristi vyzkum tedy doporucuji zamerit
na uzsi oblast s pfihlédnutim na co nejvice moznych parametrt, které ovliviuji biodiverzitu
myxozoi v daném habitatu. Obrovsky potencial této metody vidim, zejména v tom, Ze nam
muze pomoct objasnit dosud malo popsané Zivotni cykly myxozoi. Tato znalost by nam mohla
1épe objasnit vzorce distribuce a divody proménlivosti na fece Malsi a podpofit tak nase
spekulace. V budoucnu bych napfiklad doporucila zaméfit se na oblast s vysokym vyskytem
Paramyxidium clade spolu s pouzitim primert na popis populace potencialnich definitivnich
hostitelt, ptipadné také s vySetfenim vzorka trusu riznych rybozravych zvirat. Jak naznacuji
vysledky prace Hartikainen a kolegti (2016), odhaleni moznych paratenickych hostitelt
by mohlo vést k lepSimu pochopeni nejasného zivotniho cyklu, a také mechanismim

distribuce této zdhadné skupiny.

Vysledky ukazaly sezonni odliSnosti v abundanci riznych skupin, coz pfinasi zajimavé
poznatky. Urcité by stalo za to, zkusit se zaméfit vyzkum na jednu konktrétné skupinu (napf.
Chloromyxum sensu lato clade, Myxidium lieberkuehni clade). Pouziti kvantitativni PCR,
vice nasobné opakovani vzorkovani vody a aditivni sledovani populace hostitelt a dalSich
faktorti (napt. méfeni teploty vody) na dané lokalité by mohlo vice objasnit sezonalitu téchto
skupin. S ohledem na zajimavé nalezy na lokalitach pobliz ptitok( feky Cerné a Stropnice
by se mohlo byt uzite€né prozkoumat diverzitu myxozoi v rybnicich napojenych na Malsi,
abychom Iépe porozuméli, do jaké miry ovliviiuji rozlozeni populace myxozoi v fece. Existuje
mnoho dalSich témat, ktera by byla vhodna pro dalsi vyzkum, a ja véfim, ze budou dale

rozvijena. Vyse uvedené piiklady jsou jen nékterymi z nich.
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7

Zavéry

1.

Analyza environmentalni DNA z vody a sedimentu ukézala prekvapivé vysokou
diverzitu skupiny Myxozoa na fece Malsi. V materialu nasbiraném b&hem dvou let

se podafrilo detekovat celkem 136 riznych myxozoich OTUs.

Detekovana OTUs byla fylogenetickou analyzou rozdélena do 6 kladi myxozoi.
Z toho nejvétsi sledovanad diverzita byla zahrnuta ve skupin€ Myxobolus,
ve kterém se OTUs dale délila do 3 riznych podskupin s nejvét§im zastoupenim

v Myxobolus subclade VIIL

Biostatistickou analyzou nebyly zji§tény signifikantni odli§nosti v diverzit€é myxozoi
mezi hornim a dolnim tokem feky. Z detailnéjSiho srovnani jednotlivych lokalit
se ukazalo, ze vétsi vliv na rozlozeni myxozoi na fece ma vliv urbanizace v oblasti

toku feky.

Vysledky ukazaly evidentni vliv lidské aktivity na rozlozeni myxozoi v prostiedi,
coz potencialné odrazi hostitelské spektrum na fece. Jako nejzasadnéjsi faktory
se ukazaly pritoky fek Cerna a Stropnice, které feku napojuji na okolni soustavu

rybnikd. Zejmy vliv na skladbu hostitelské populace m4 také vodni nadrz Rimov.
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9. Priloha

Tabulka 10: Seznam referencnich sekvenci genu SSU rRNA z GenBank databaze pouzitych
pro fylogenetickou analyzu pro skupinu Myxobolus. Tabulka zahrnuje druh, odpovidajici dané
sekvenci a hostitele, u které byl parazit popsan.

Myxozoa Hostitel Pristupovy kéd
sekvence
Thelohanellus magnacysta  Cyprinella venusta (jelecek MN540268
cernoocasy)
Myxobolus caudatus Barbus barbus (parma obecna) JQ388889
Myxobolus intimus Aspius aspius (bolen dravy) JF311899
Hexactinomyxon sp. Limnodrilus udekemianus AY162272
Myxobolus samsunensis Capoeta tinca (chramule anatolskd) MG253820
Myxobolus karaeri Capoeta tinca (chramule anatolskd) MG253819
Myxobolus macrocapsularis = Abramis brama (cejn velky) AF507969
Myxobolus gutturocola Hypophthalmichthys molitrix MF543857
(tolstolobik bily)
Moyxobolus parviformis Abramis brama (cejn velky) AY836151
Moyxobolus pseudodispar Blicca bjoerkna (cejnek maly) KU340986
Myxobolus paksensis Chondrostoma nasus KP025687
Myxobolus polati Chondrostoma angorense MH392318
Moyxobolus dispar Cyprinus carpio (kapr obecny) AF507972
Mpyxobolus balatonicus Cyprinus carpio (kapr obecny) KP205545
Myxobolus fountainae Semotilus atromaculatus ONB843375
Henneguya leporinicola Leporinus macrocephalus KP980550
Myxobolus intralamina Micropterus dolomieu OM420274
Myxobolus lepomis Lepomis miniatus KY203390
Mpyxobolus pantanalis Salminus brasiliensis KF296349
Thelohanellus sinensis Carassius auratus gibelio KY469292
Mpyxobolus squamae Barbus barbus (parma obecna) JQ388894
Myxobolus paviovskii Aristichthys nobilis AF507973
Mpyxobolus sitjae Blicca bjoerkna (cejnek maly) JF311898
Myxobolus szentendrensis Chondrostoma nasus KP025686
Moyxobolus eirasianus Blicca bjoerkna (cejnek maly) JF311900
Myxobolus abitus Hypophthalmichthys molitrix MG520367
(tolstolobik bily)
Myxobolus cutanei Luciobarbus bocagei JQ388890
Myxobolus tsangwuensis Cyprinus carpio (kapr obecny) KJ561441
Myxobolus pfeifferi Luciobarbus bocagei JQ388895
Moyxobolus basilamellaris Cyprinus carpio (kapr obecny) AF507971
Myxobolus basilamellaris Cyprinus carpio (kapr obecny) MN227352
Myxobolus allotypica Hypophthalmichthys molitrix KJ725075
(tolstolobik bily)
Myxobolus drjagini Hypophthalmichthys molitrix MWS577455
(tolstolobik bily)
Myxobolus tauricus Barbus barbus (parma obecna) JQ388896
Myxobolus pseudodispar Achondrostoma arcasii (ostroretka = MKO024332

podhorska)
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Myxobolus ladogensis

Myxobolus tambroides
Myxobolus cakmaki
Henneguya sp.

Henneguya creplini
Myxobolus dujardini
Myxobolus branchilateralis
Myxobolus muellericus
Myxobolus arcticus

Myxobolus gayerae
Myxobolus neurotropus

Myxobolus kisutchi

Myxobolus diversicapsularis

Triactinomyxon sp. 'type 2'
Myxobolus rotundus
Myxobolus xinyangensis

Myxobolus neurobius
Myxobolus compostellanus
Myxobolus cycloides
Myxobolus impressus
Myxobolus arcasii

Myxobolus leuciscini
Myxobolus erythrophthalmi
Myxobolus zaikae
Myxobolus carlhubbsi
Myxobolus kalavatiae
Myxobolus filamentum
Myxobolus ovarium
Myxobolus bilobus

Myxobolus alvarezae
Myxobolus hungaricus
Myxobolus obesus
Henneguya oviperda
Henneguya pellucida
Henneguya michiganensis

Myxosporea environmental
sample clone typell
Myxobolus intimus
Myxobolus kingchowensis
Myxobolus pseudodispar
Myxobolus pseudodispar
Myxobolus pseudodispar

Pelecus cultratus (ostrucha
kiivocard)

Tor tambroides

Capoeta tinca (chramule anatolska)
Perca fluviatilis (okoun fi¢ni)
Zingel zingel (drsek vétsi)
Leuciscus cephalus (jelec tloust)
Barbus barbus (parma obecna)
Leuciscus cephalus (jelec tloust)
Salvelinus leucomaenis (siven
svetloskvrnny)

Leuciscus cephalus (jelec tloust)
Oncorhynchus mykiss (pstruh
duhovy)

Oncorhynchus kisutch (losos kisuc)
Rutilus rutilus (plotice obecna)
Tubifex tubifex (niténka obecna)
Tubifex tubifex (niténka obecna)
Abbottina rivularis (hrouzkovka
skvrnoploutva)

Salmo trutta (pstruh obecny)
Salmo trutta (pstruh obecny)
Leuciscus cephalus (jelec tloust)
Abramis brama (cejn velky)
Achondrostoma arcasii (ostroretka
podhorska)

Leuciscus cephalus (jelec tloust)
Cyprinidae (kaproviti)

Rutilus rutilus (plotice obecna)
Luxilus chrysocephalus isolepis
Labeo rohita (1abeo avanské)
Brycon orthotaenia

Brycon orthotaenia

Notemigonus crysoleucas (jeleCek
zlaty)

Leuciscus idus (jelec jesen)
Abramis brama (cejn velky)
Alburnus alburnus (ouklej obecna)
Esox lucius (Stika obecnd)
Piaractus mesopotamicus

Esox masquinongy (Stika
muskalunga)

neznamy

Leuciscus idus (jelec jesen)
neznamy

Scardinius erythrophthalmus
Abramis brama (cejn velky)
Rutilus rutilus (plotice obecna)
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KP241961

7X028236

MG253821
KY172849
EU732597
DQ439803
JQ388888

DQ439807
AB469993

DQ439809
DQ846661

EF431919
GU968199
AY495705
FJ851446
OL606014

AB469986
MT548607
DQ439810
AF507970

MKO053784

DQ439811
KF515727

MT141124
0Q134699
MN994420
KJ849240

MN719638
DQ008579

FJ716096
AF448444
AY325286
MG954096
KF296352
MT711162

KT364405

JX390690

KP400625
KU340979
AF380144
AF380145



Myxobolus musculi Barbus barbus (parma obecna) AF380141

Moyxobolus klamathellus Gila coerulea (gila modrava) KX261616
Myxobolus stanlii Campostoma oligolepis (largescale = DQ779995
stoneroller)
Myxobolus ridouti Pimephales notatus GQ292745
Myxobolus artus Carassius gibelio (karas stfibfity)  FJ710799
Mpyxobolus bhadrensis Labeo rohita (1abeo avanské) KMO029970
Myxobolus sp Pelecus cultratus (ostrucha GA1 KU170934
kiivocard)
Myxobolus shaharomae neznamy KF515726
Myxobolus alburni Alburnus alburnus (ouklej obecna) EUS67313
Myxobolus ellipsoides Leuciscus cephalus (jelec tloust) DQ439813
Myxobolus fundamentalis neznamy KF515725
Myxobolus paksensis Chondrostoma nasus (ostroretka KP025688
stéhovava)
Myxobolus rotundus Abramis brama (cejn velky) FJ851449
Henneguya cutanea Abramis brama (cejn velky) AY 676460
Moyxobolus arrabonensis Chondrostoma angorense MH375073
Myxobolus muelleri Leuciscus cephalus (jelec tloust) DQ439806
Myxobolus lentisuturalis neznamy MF150547
Mpyxobolus nagaraensis Rhinogobius sp. AB274267
H carassii Carassius auratus auratus (karas JQ801547
zlaty)
Myxobolus portucalensis Anguilla anguilla (Ohoft fi¢ni) AF085182
Mpyxobolus xiaoi Notemigonus crysoleucas (jeleCek ~ AF186843
zlaty)
M. pseudodispar Tubifex sp. (niténka) EF466088

Tabulka 11: Seznam referen¢nich sekvenci genu SSU rRNA z GenBank databaze pouzitych
pro fylogenetickou analyzu pro skupinu Myxobolus. Tabulka zahrnuje druh, odpovidajici dané
sekvenci a hostitele, u které byl parazit popsan.

Myxozoa Hostitel Pristupovy kéd
sekvence
Neoactinomyxum sp. Lumbriculus hoffmeisteri AF378353
Aurantiactinomyxon sp. Limnodrilus hoffimeisteri AY495708
Hexactinomyxon sp. Limnodrilus udekemianus AY162272
Raabeia sp. Tubifex tubifex (niténka obecna) AY495709
Ortholinea sp. Alosa pseudoharengus (placka MZA474836
velkookd)
Echinactinomyxon sp. Oligochaeta AJ417562
Chloromyxum cristatum Hypophthalmichthys molitrix GU471261
(tolstolobik bily)
Chloromyxum cyprini Cyprinus carpio (kapr obecny) AY604198
Chloromyxum truttae Salmo salar (losos obecny) AJ581916
Chloromyxum fluviatile Hypophthalmichthys molitrix GU471264
(tolstolobik bily)
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Myxidium truttae
Myxidium truttae
Myxidium whippsi
Aurantiactinomyxon sp.
Aurantiactinomyxon sp.
Paramyxidium branchialis
Paramyxidium giardi
Paramyxidium magi
Synactinomyxon 'type 1'
Synactinomyxon sp. 'type 1'
Aurantiactinomyxon sp.
‘type 1'

Echinactinomyxon sp. 'type
I

Raabeia sp. 'type 4'
Aurantiactinomyxon sp.
Paramyxidium giardi
Henneguya creplini
Raabeia sp.
Synactinomyxon longicauda
Echinactinomyxon radiatum
M.lieberkuehni (mx18)
M.lieberkuehni (mx19)
Myxidium sp.
Sphaerospora oncorhynchi
Acauda hoffmani

Hoferellus sp. 'alosae’
Ortholinea mullusi
Ortholinea argusi

Raabeia sp. 'type 1'
Buddenbrockia plumatellae

Buddenbrockia plumatellae
Buddenbrockia allmani

Aurantiactinomyxon sp.
Chloromyxum fluviatile
Aurantiactinomyxon
pavinsis

Ortholinea orientalis
Paramyxidium bulani

Ctenopharyngodon idella
Chloromyxum thymalli
Salmo salar
Sphaerospora sp
Myxidium kudoi

Salmo trutta (pstruh obecny)

Oncorhynchus kisutch (losos kisuc)

Esox niger (Stika Cernd)
Branchiura sowerbyi

Tubifex tubifex (niténka obecna)
Anguilla anguilla (Ohoft fi¢ni)
Anguilla anguilla (Ohoft fi¢ni)
Anguilla anguilla (Ohoft fi¢ni)
Tubifex tubifex (niténka obecna)
Tubifex tubifex (niténka obecna)
Tubifex tubifex (niténka obecna)

Lumbriculus variegatus (zizalice
pestra)

Tubifex tubifex (niténka obecna)
Tubifex ignotus

Tubificoides pseudogaster

Zingel zingel (Drsek vétsi)
Tubificoides pseudogaster
Tubifex tubifex (niténka obecna)
Tubifex tubifex (niténka obecna)
Esox lucius (Stika obecnd)

Esox lucius (Stika obecnd)
Oncorhynchus masou ishikawae
Oncorhynchus nerka (losos nerka)
Lepomis macrochirus (slune¢nice
velkoploutva)

Alosa alosa (placka pomotanska)

Mullus barbatus (parmice nachova)

Scatophagus argus

Tubifex tubifex (niténka obecna)
Phoxinus phoxinus (sttevle
potocni)

Rutilus rutilus (plotice obecna)
Lophopus crystallinus (mechovka
kiistalova)

Lumbriculus hoffimeisteri
Lumbriculus hoffimeisteri
Stylodrilus heringianus (zizalice
ficni)

Clupea harengus (sled’ obecny)
Megalops cyprinoides (tarpon
indicky)

Carassius auratus (karas zlaty)
Thymallus nigrescens

Megophrys nasuta

Oncorhynchus nerka (losos nerka)

Ictalurus furcatus (sumecek velky)
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AJ582061
AF201374
ON833440
AF487455
AJ582005
MH414926
MH414925
MH414927
AY787784
AJ582002
AJ582004

AJ582000

AJ582010
AF483598
MK635346
EU732597
MK550896
AJ582003
AJ582001
X76638
X76639
LC544127
AF201373
HQ913566

KU301052
MF539825
MH197371
AJ582008
FJ939291

MT002358
MT048408

AF378356
GU471265
AJ582006

HM770871
MH414929

AY971521
JX131381
HM641794
EU371498
MN963994



Myxidium hardella
Myxidium scripta
Myxidium cuneiforme
Z nova

Zschokkella auratis
Zschokkella balistoidi
Zschokkella icterica
Zschokkella parasiluri
Myxidium anatidum
Myxidium amazonense

Myxidium coryphaenoideum

Myxidium baueri
Sphaeromyxa kenti
Sphaeromyxa lycodi
Sphaeromyxa hellandi
Sphaeromyxa balbianii
Sphaeromyxa zaharoni
C melleni

Soricimyxum fegati
Myxidium ceccarellii
Myxobilatus gasterostei

Myxobilatus gasterostei

Ortholinea orientalis
Hoferellus gilsoni
Zschokkella sp
Myxidium giardi
Chloromyxum shurovi
Hoferellus azevedoi
Myxidium streisingeri
Synactinomyxon sp
Chloromyxum legeri
Unicauda pelteobagrus
Ortholinea sp

Squalus acanthias
Chloromyxum clavatum
H carassii

Myxidium gadi
Auerbachia pulchra
Schulmania aenigmatosa
Hoferellus anurae

Hardella thurjii

Trachemys scripta

Cyprinus carpio
Ctenopharyngodon idella (amur
bily)

Sparus aurata

Balistoides viridescens
Siganus sp

Pseudobagrus fulvidraco

Anas platyrhynchos

Corydoras melini (pancéini¢ek
Sikmopruhy)

Coryphaenoides rupestris
Macruronus magellanicus
Gobiosoma bosc

Lycodes sp

Melanogrammus aeglefinus
Gaidropsarus vulgaris

Pterois miles

Pseudacris triseriata

Sorex araneus

Leporinus elongatus
Gasterosteus aculeatus (koljuska
tfiostna)

Gasterosteus aculeatus (koljuska
tfiostna)

Clupea harengus (sled’ obecny)
Anguilla anguilla (Ohoft fi¢ni)
Anguilla anguilla (Ohoft fi¢ni)
Anguilla anguilla (0hoft fi¢ni)
Salmo salar (1osos obecny)
Chaetobranchus flavescens
Danio rerio (danio pruhované)
Isochaetides michaelseni
Hypophthalmichthys molitrix
Pelteobagrus fulvidraco
Squalus acanthias
Centroscymnus coelolepis
Raja clavata

Carassius auratus (karas zlaty)
Pollachius virens
Coryphaenoides rupestris
Hippoglossoides platessoides
neznamy
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AY688957
DQ851568
DQ377709
DQ377688

KC849425
KF179061
DQ333434
DQ377689
EF602629
KT625442

DQ377697
IX467674

JX443489

KC524734
DQ377693
KF135225
AY538662
DQO003031
EU232760
KJ499821

EU861210

AJ582063

HM770873
AJ582062
AJ581918
AJ582213
AJ581917
MF162297
KMO001684
KJ152182
AY604197
KC193254
IN130382
DQ377710
1Q793641
JQ801547
DQ377711
DQ377703
KF874233
KU141397



