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1. Uvod

1.1. Obecna charakteristika motolic se zaméfenim na stadium cerkarie
Parazitismus je obecné definovan jako vztah, ve kterém jeden organismus ziskava vyhodu na
ukor druhého organismu, tzn. parazit Skodi svému hostiteli odebirdnim zivin, coz mize vést
az k jeho usmrceni (Loker a Hofkin, 2015; Lucius a Poulin, 2017). Organismy s parazitickym
zpusobem zivota se fadi do mnoha rostlinnych i1 zivocisnych skupin, jsou kosmopolitné
rozsifené a vyznacuji se slozitymi zivotnimi cykly, které zahrnuji nékolik vyvojovych stadii a
hostitelti (Esch a Fernandez, 1993; Poulin a Morand, 2000; Lucius a Poulin, 2017).

Typickou skupinou paraziti se slozitymi Zzivotnimi cykly jsou motolice (tfida
Trematoda) podtiidy Digenea (Neodermata, Platyhelminthes). Motolice jsou kosmopolitni
prevazn¢ endoparazititi Cervi, ktefi b&hem svého vyvoje parazituji Sirokou Skalu
sladkovodnich i moftskych bezobratlych a obratlovci, ale existuji i zastupci S zivotnim cyklem
v prostiedi suchozemském (Galaktionov a Dobrovolskij, 2003; Horak, 2010; Morley, 2012).
Motolice jsou rozsahlou skupinou s velkou druhovou diverzitou zahrnujici pies 44 200
zastupct, avsak celkovy odhad druhi je mnohem vyssi (ptes 181 400) diky kryptické neboli
skryté diverzité (tj. druhy, které jsou morfologicky velmi podobné, ale geneticky rozdilné;
Korshunova a kol., 2017; Struck a Cerca, 2019) (Carlson a kol., 2020). Jsou vyznamnymi
patogeny ¢lovéka i volné Zijicich a hospodarskych zvifat (Caravedo a Cabada, 2020) s celou
fadou nechvalné znamych a dulezitych parazitii zpisobujici zdvazna onemocnéni jako napft.
druhy rodu Schistosoma Weinland, 1858 (Schistosomatidae), krevni motolice zpusobujici
schistosomozu u lidi v tropech a subtropech (az 290 milion nakazenych lidi) (Jamieson,
2017; Klohe a kol., 2021) ¢i druhy rodu Fasciola Linnaeus, 1758 (Fasciolidae), jaterni
motolice zpusobujici fasciolozu u zvifat a lidi celosvétové (zde az 17 miliont piipadi)
(Cwiklinski a kol., 2016; Caravedo a Cabada, 2020; Infantes a kol., 2023).

Zivotni cykly motolic vét§inou zahrnuji 3 hostitele. Definitivnim hostitelem je
obratlovec, ve kterém probiha pohlavni mnozeni, prvnim mezihostitelem je obvykle mékkys,
ve kterém probiha nepohlavni (asexualni) mnoZeni a druhymi mezihostiteli jsou rtizné druhy
bezobratlych zivocichi i obratlovet (Galaktionov a Dobrovolskij, 2003; Combes a kol., 2002;
Esch a kol., 2001; Sukhdeo a Sukhdeo, 2004). Nékteré druhy motolic maji 2-hostitelské
zivotni cykly s absenci druhého mezihostitele jako napt. zastupci celedi Schistosomatidae ¢i
Fasciolidae (Galaktionov a Dobrovolskij, 2003). Béhem ontogenetického vyvoje tak motolice
vystiidaji nékolik zivotnich stadii ptres vajicko, miracidium, sporocysty a/nebo redie, cerkarie,
metacerkarie a dospé€lce. Vysledkem sexualniho mnozeni dospélcii v definitivnim hostiteli

jsou vajicka, ktera jsou spole¢né s vykaly vylu¢ovana do vnéjsiho prostiedi. Embryogenezi
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vajicek nasledné vznikd prvni volné plovouci larva miracidium, ktera aktivné vyhledava a
infikuje prvniho mezihostitele, mékkyse (u né€kterych motolic se miracidium nachazi uvnitf
vajicka, které je tak pasivné pifeneseno do prvniho mezihostitele). V téle plze vznika
z miracidia matefska sporocysta, ze které se vyvijeji dal§i generace sporocyst a/nebo redii a
v nich pak cerkarie, které se uvoliuji do vnéj$iho prostfedi a aktivné vyhledavaji dalsi
hostitele. Cerkarie mohou infikovat definitivniho hostitele pfimo nebo se encystuji ve vnéj$im
prostiedi jako adoleskarie, ale vétSinou penetruji druhého mezihostitele a encystuji se jako
metacerkarie (klidové stadium). Definitivni hostitel se pak nakazi pozfenim infikovaného
mezihostitele. Zde se postupné vyvijeji dospé€lé motolice, které produkuji vajicka, ¢imz se
zivotni cyklus uzavira.

Cerkarie ptedstavuji zcela klicova vyvojova stadia v Zivotnim cyklu motolic. Jedna se
o voln¢ plovouci larvy, které po uvolnéni z infikovaného plze jiz dale nepiijimaji potravu a
jejich primarnim cilem je nalézt a infikovat co nejvétsi mnozstvi dalSich hostiteld (Thieltges
a kol., 2008; Morley, 2012). Zivostnost cerkarii je totiZ limitovana zasobou glykogenu, ktery
se rychle vyéerpava (Lawson a Wilson, 1980; Morley, 2011; Morley, 2012), tudiz cerkarie
ptezivaji velmi kratkou dobu; obecné se uvadi 24 az 72 h, ale nékteré druhy mohou piezivat
az 6 tydnu nebo jen 6 az 7 h (Morley, 2012; Born-Torrijos a kol., 2022). JelikoZ maji cerkarie
motolic velmi omezeny Cas na vyhledani a infikovani dalSitho vhodného hostitele, doslo
Vv pribchu koevoluénich procest a adaptaci na hostitele k vyvoji celé fady strategii pfenosu za
ucelem zvysit pravdépodobnost tspésného dokonéeni zivotniho cyklu (Combes a kol., 2002;
Esch a kol., 2001; Reece a kol., 2017) (viz nize).

Motolice nejsou jen vyznamnymi patogeny, ale také plni pozitivni ekologickou roli ve
fungovani ekosystémi (Sures a kol., 2017; Szopieray a Zbikowska, 2021). Jedna se hlavné o
cerkarie, které jsou vétSinou uvoliovany z plzti ve velkém mnozstvi (napt. Morley, 2012;
Preston a kol., 2013; Soldanova a kol., 2016; Selbach a kol., 2019; Vyhlidalova a Soldanova,
2020) a prispivaji tak svoji obrovskou biomasou k toku energie v potravnich sitich (Kuris a
kol., 2008; Thielthges a kol., 2008; Preston a kol., 2013; Moore a kol., 2024). Naptiklad jsou
Casto vyhledavanym zdrojem potravy pro Siroké spektrum tzv. nehostitelskych organismui —
predatora (tj. organismy, které neslouzi jako pfirozeni hostitelé a brani pfenosu parazitl;
Johnson a Thieltges, 2010) jako je hmyz, zahavci, mlzi, korysi ¢i ryby (Koprivnikar a kol.,
2023; Stanicka a kol., 2023). Cerkarie tak kromé predace musi ve vodnim prostiedi Celit
mnoha dal§im nastraham biotického a abiotického charakteru (napft. teplota, salinita, pH, UV
zateni, ¢i chemické latky; Pietrock a Marcogliese, 2003; Studer a Poulin, 2013), které obecné

vedou ke snizeni populace cerkarii ve vodnim prostfedi a tim i jejich Sanci infikovat dalsi



hostitele. Strategie pfenosu do dalSich hostiteld tyto ztraty kompenzuji (Combes, 2001; Esch
a kol., 2001, Haas, 2003).

1.2. Strategie pi‘enosu cerkarii motolic

U motolic existuje cetnd diverzita ve strategiich pfenosu s cilem maximalizovat
pravdépodobnost dokonceni zivotniho cyklu. Tyto strategie zahrnuji procesy vyhledavani a
rozpoznani vhodnych hostitelii voln€ plovoucimi larvami (miracidia a cerkérie) ve vnéjSim
prostfedi pomoci riznorodych chemickych i mechanickych stimulti/signalti, napt. reakce na
svétlo (fototaxe, geotaxe), zpisob pohybu, distribuce ve vodnim sloupci ¢i chemické signaly
hostiteltt (Combes a kol., 1994; Haas, 2003; Morley, 2020). Dale mohou strategie zahrnovat
mimikry cerkarii, kdy dochéazi k napodobovani pohyba obvyklé kofisti za ucelem nalakani
predatort (napt. larvy hmyzu), kteti slouzi jako hostitelé motolic (Faltynkova a kol., 2023;
Krupenko a kol., 2023), ¢i manipulace hostitelt, kdy motolice dokazi ovliviiovat hostitele ve
svij prospéch zménou jejich prirozeného chovani; hostitelé jsou pak vice exponovani a tim
nachylni k pozieni predatorem — vhodnym hostitelem (Poulin, 2010; Gopko a Mikheev, 2017;
Nadler a kol., 2023).

Pro stadia cerkarie se zda byt kliCovou strategii ptenosu periodicita ¢ili rytmus v jejich
vyplouvani z infikovaného mezihostitelského plze. Cerkarie se uvoliuji v urcitych ¢astech dne
pravidelné¢ tak, aby jejich nejvétsi pocet koreloval s nejpravdépodobnéjsim vyskytem
vhodnych hostitelti v zivotnim cyklu (Combes a kol., 1994; Combes a kol., 2002; Soldanova
a kol., 2022). Tato ¢asova koordinace ve vyplouvani umoznuje akumulaci cerkarii v ¢ase a
prostoru hostitele (tzv. ,host-space” and ,host-time* podle Combes a kol., 1994) a tim
synchronizovat vzajemné biorytmy za ucelem kompenzace omezenych moZnosti pienosu
kvuli kratké zivotnosti cerkarii (Morley, 2012; Born-Torrijos a kol., 2022). Vhodné
nacasovani uvoliovani cerkarii z mezihostitelskych mékkysu se tedy vétsinou odviji od typu
a aktivity dalsich hostiteld, napt. zda je hostitel benticky (pohybujici se u dna) ¢i pelagicky
(obyvajici vodni sloupec od hladiny zhruba do stfedni ¢asti) nebo jaka je jeho frekvence
vyskytu béhem dne v zavislosti na vyhledavani potravy ¢i dalSich aktivit (Anderson a kol.,
1976; Combes a kol., 1994; Combes a kol., 2002; Prokofiev a kol., 2015; Soldanova a kol.
2022).

Existuje nékolik typd rytmt ve vyplouvani cerkarii: denni (,,diurnal®), kdy cerkarie
nejvice vyplouvaji béhem svétlé ¢asti dne, a nocni (,,nocturnal®), kdy nejvice vyplouvaji
Vv pribéhu tmavé ¢asti dne (Combes a kol., 1994; Bell a kol., 1999; Théron, 2015). Dale se

rytmy rozliSuji podle frekvence nejvétsiho mnozstvi vyplavanych cerkarii v ur¢itych ¢astech



dne, podle tzv. (,,peaks®) ve vyplouvani (Combes a kol., 1994; Prokofiev a kol., 2015; Théron,
2015). Vyplouvani cerkarii mize tak byt cirkadianni, tj. s jednim vrcholem béhem 24 h (tento
typ vykazuje vétsina druhti motolic; Hawking, 1975; Prokofiev a kol., 2015), ultradianni, tj.
se dvéma vrcholy ve vyplouvani béhem 24 h, nebo vzicny infradidnni rytmus, ktery
nevykazuje zadné vrcholy ve vyplouvani, tedy bez jakékoliv periodicity (typicky pro cerkarie,
které se encystuji ve vnéj$im prostiedi, napt. na vegetaci jako F. hepatica; Théron, 2015;
Maggioli a kol., 2020). Tyto rytmy mohou byt specifické pro dané skupiny motolic, ale mohou
byt i specifické pro blizce piibuzné druhy motolic v ramci jedné skupiny/celedi nebo dokonce
v ramci jednoho rodu. Naptiklad fada druht rodu Schistosoma vykazuji diurnalni cirkadianni
rytmy (napi. S. bovis, S. mansoni, S. haematobium, S. intercalatum), ale i cirkadianni rytmy
s vrcholem vyplouvani béhem noci (napt. S. rodhaini) (Combes a kol., 1994; Théron, 2015).
Rovnéz vyplouvani cerkarii dvou druhtt rodu Diplostomum je odlisné; zatimco D.
spathacaeum vykazuje diurnalni rytmy, D. parviventosum vykazuje noc¢ni vyplouvani
(Vyhlidalova a Soldénova, 2020).

Krom¢ dennich rytml (tj. vjaké Casti dne cerkarie vyplouvaji), je jejich denni
produkce dalsim klicovym aspektem ve vyplouvani (tj. kolik cerkarii vyplouva ¢ili denni
mnozstvi vyplavanych cerkarii z jednoho prvniho mezihostitelského plze). Produkce se mutize
pohybovat v rozmezi n€kolika jedinct az sta tisict cerkarii denné (Haas, 2003; Poulin, 2006;
Morley, 2012; Soldanova a kol., 2016; Vyhlidalova a Soldanova, 2020). Touto strategii také
dochazi ke kompenzaci casové omezenych moznosti pienosu cerkarii, protoze vétsi mnozstvi
cerkarii v prostredi zvySuje pravdépodobnost nalezeni a infikovani dal§iho hostitele, a tim
dokonceni Zivotniho cyklu.

Denni produkce i rytmy ve vyplouvani cerkarii z prvnich hostitelskych plzi jsou
ovlivnény fadou abiotickych i biotickych faktora (Pietrock a Marcogliese, 2003; Thieltges a
kol., 2008) v zavislosti na prostiedi, ve kterém probiha zivotni cyklus parazita. V moiskych
podminkach je to napf. salinita vody (zvySena koncentrace podporuje vyplouvani cerkarii),
hladina vody (vy$si hladina naopak brzdi vyplouvani cerkarii; Koprivnikar a Poulin, 2009a),
slapové jevy (pfi odlivu vyplouva vice cerkarii), tlak vody (spojenim s dal$imi faktory
pozitivné ovliviiuje vyplouvani cerkarii; Mouritsen, 2002)) ¢i UV zafeni (nizké davky UV
zateni mohou mit stimula¢ni G¢inky; Studer a kol., 2012). Avsak teplota a svételné¢ podminky
kol., 2015; Théron, 2015; Vyhlidalova a Soldanova, 2020). Teplota je jednim
z nejvyznamngéjsich stimuld, jelikoZ se zvySujici se teplotou se zvySuje pocet vyplavanych

cerkarii (Lo a Lee, 1996; Koprivnikar a Poulin, 2009a; Poulin, 2006), avsak jen do urcité



mezni teploty a poté produkce cerkarii klesa (Poulin, 2006; Koprivnikar a Poulin, 2009a;
Morley a kol., 2010; Selbach a Poulin, 2020; Khosravi a kol., 2023). Naopak, pii poklesu
teploty na urcity bod se produkce cerkarii zastavi (Galaktionov a Dobrovolskij, 2003; Lyholt
a Buchmann, 1996). Intenzita svétla (stupen nasviceni, napi. v laboratornich podminkach) a
fotoperioda (tj. sttidani fazi svétlo/tma béhem 24 h) také vyrazn¢ ovliviiuji vyplouvani cerkarii
z plzu (Théron, 2015; Prokofiev a kol., 2015). U nékterych druhii motolic je svétlo hlavnim
stimulem pro uvolfiovani co nejvétsiho mnozstvi cerkarii (napi. ptaci schistosomy; Soldanova
a kol., 2016; Soldanova a kol., 2022), zatimco u jinych druht je to naopak tmava ¢ast dne
(napt. Plagiorchis elegans; Lowenberger a Rau, 1994 ¢i Schistosoma rodhaini; Théron, 2015).
Nicméné lze konstatovat, ze zatimco svételné podminky vyrazné ovliviluji zplisob ve
vyplouvani cerkdrii béhem 24 h (denni rytmy) (Kaewkes a kol., 2012; Théron, 2015;
Soldanova akol., 2016), celkové mnozstvi cerkarii vyprodukovanych za 24 h (denni produkce)
je naopak ovliviiovano hlavné teplotou prostiedi (Poulin, 2006; Koprivnikar a Poulin, 2009a;
Soldanova a kol., 2016). Teplota i intenzita svétla/fotoperioda tizce souvisi s ménicimi se
klimatickymi podminkami v jednotlivych sezonach, a piestoze sezonnost vyznamné ovliviiuje
vyplouvani cerkdrii z prvnich mezihostitelskych mékkyst, je velmi malo prozkouména
(Fingerut a kol., 2003; Koprivnikar a Poulin, 2009b; Kiatsopit a kol., 2014; Paull a Johnson,
2014; Prokofiev a kol., 2015; de Montaudouin a kol., 2016; Soldanova a kol., 2016;
Vyhlidalova a Soldanova, 2020; Soldanova a kol., 2022; Taskinen a kol., 2022).

Mezi vyznamné biotické faktory podminujici produkci cerkarii patii velikost prvniho
mezihostitele, protoze vétsi jedinci plza poskytuji vice prostoru a energetickych zdrojt pro
asexualni namnozeni larvalnich stadii (Esch a kol., 2001; Graham, 2003; Morley a kol., 2010).
Dale je to intenzita infekce prvniho mezihostitele, tzn. do jaké miry je hostitelsky mékkys
promoien larvami motolic — sporocystami a/nebo rediemi) (Massoud, 1974; Gustafson a
Bolek, 2015), historie infekce, tzn. kolika miracidii je m&kkys$ infikovan (Massoud, 1974;
Gustafson a Bolek, 2015), geneticka variabilita motolic (Berkhout a kol., 2014) ¢i
chronobiologicka aktivita dal$ich hostitelti (viz vyse; Anderson a kol., 1976; Combes a kol.,
1994, 2002; Théron, 2015). Cyklicky vyvoj larev v infrapopulacich sporocyst a/nebo redii
(Théron, 1981; Galaktionov a Dobrovolskij, 2003; Soldanova a kol., 2016) a dynamika infekce
Vv prezimujicich plzich také miize ovlivnit mnozstvi vyplavanych cerkarii (Karvonen a kol.,
2006a; Zbikowska a kol., 2006; Soldanova a kol., 2011).

Studium strategii pfenosu motolic ve smyslu produkce a rytml ve vyplouvani jejich
cerkarii je dulezité pro pochopeni biologie, ekologie a epidemiologie motolic (hlavné téch

S patogennimi U¢inky na ¢loveéka) a soucasné vlivil antropogenni ¢innosti, které ovliviluji



vyskyt a Sifeni motolic jakozto plivodct parazitdrnich onemocnéni do novych prostfedi a
geografickych oblasti svéta (Kurane, 2010; Goedknegt, 2015). V dusledku klimatickych zmén
zpusobenych globalnim oteplovanim, které ma za nasledek zvySovani primérnych teplot
(Benjamin a kol., 2017; You a kol., 2022), se prodluzuje i délka sezonnich obdobi jak pro
hostitele, tak i pro uvoliiovani infekénich stadii motolic z plza (Paull a kol., 2012; Taskinen a
kol., 2022). Ocekava se zvyseni populacnich hustot cerkarii jako odpovéd’ na zvysujici se
teploty prostedi (Galaktionov, 2017), tedy vyssi produkce a koncentrace infekénich stadii
Vv prostredi a tim i1 zvySené riziko nakaz u zvirat i clovéka (Marcogliese, 2001; Kutz a kol.,
2009; Mas-Coma a kol., 2009).

Tato prace je zaméfena na mezery ve vyzkumu denni produkce a rytmu ve vyplouvani
cerkarii z mezihostitelskych plzi rodd Ampullaceana (Servain, 1882) a Radix (Montfort,
1810). Strategie pienosu cerkarii motolic nejsou obecné u malych plovatkovitych plzi dobie
prozkoumany (McCarthy, 1999a; Morley a kol., 2003; Morley a kol., 2010; Soldanova a kol.,
2016; Vyhlidalova a Soldanova, 2020; Soldanova a kol., 2022). V této studii byly jako
modelové motolice zkoumany dva druhy: Opisthioglyphe ranae (Frohlich, 1791) z Celedi
Telorchiidae (Looss, 1899) a Echinoparyphium recurvatum (von Linstow, 1873) z celedi
Echinostomatidae (Looss, 1899), u kterych existuje jen velmi malo daji 0 denni produkci a
rytmech ve vyplouvani cerkarii. Pro druh O. ranae zatim neexistuji zadné studie o dennich
rytmech ve vyplouvani cerkarii, ale ¢aste¢na data lze nalézt v diplomové praci Bednatova
(2010). Pro druh E. recurvatum existuji tidaje pouze ze tfech praci, které obecné uvadéji, ze
rytmy ve vyplouvani cerkarii jsou diurnélni a cirkadianni s nejvyssim poctem vyplavanych
cerkarii jednou ve svétlé ¢asti dne béhem 24 h (McCarthy, 1999a; Morley a kol., 2003; Morley
a kol., 2010). Znalost chronobiologické aktivity ve vyplouvani cerkarii je dilezita pti kontrole
Sifeni motolic a sniZeni rizika pfenosu do dal$ich hostitelii. Motolice ¢eledi Echinostomatidae
vyvolavaji stfevni onemocnéni zvané echinostomiaza ptevazné v Asii (Toledo a Esteban,
2016). Lidé se nakazi metacerkariemi pozfenim syrovych ¢i nedostate¢né upravenych
mékkysh, ryb nebo Zab, ktefi slouzi jako hostitelé. Jednim z vyznamnych ptivodct tohoto
onemocnéni je pravé druh E. recurvatum (Toledo a Esteban, 2016), ktery zpusobuje
echinostomozoézu u lidi v Egypté, Indonésii a Thaiwanu (Toledo a Esteban, 2016). Ackoliv
vV Evropé neni toto onemocnéni zatim rozsifené, soucasnd a narlstajici hrozba globalnich

zmén klimatu muze vést k jeho Sifeni.



2. Cile

Hlavnim cilem této bakalatské prace bylo ziskat data o vyplouvani cerkarii dvou druhd motolic
Opisthioglyphe ranae a Echinoparyphium recurvatum z prvnich mezihostitelskych plzi ¢eledi
Lymnaeidae ve vztahu K riznym sezonnim svételnym a teplotnim podminkam (foto- a

termoperiod¢) mirného pasu Evropy, konkrétné:

1) Ziskat tidaje 0 celkové denni produkci cerkarii (celkovém mnozstvi cerkarii vyplavanych

behem 24 h).

2) Ziskat Gidaje o dennich rytmech ve vyplouvani cerkarii (denni periodicité ve vyplouvani

v priibéhu 24 h).

3) Zjistit vliv sezony na denni produkci a rytmy cerkarii (variabilitu ve vyplouvani cerkarii

v zavislosti na odlisSnych svételnych a teplotnich podminkach v riznych ro¢nich obdobich).

4) Posoudit mezidruhovou variabilitu v celkové denni produkci a cirkadiannich rytmech

cerkarii sledovanych druhii motolic.



3.

1)

2)

3)

Hypotézy

Denni produkce cerkarii (celkové mnozstvi vyplavanych cerkarii béhem 24 h) se lisi
Vv zavislosti na sezoénni termoperiod¢, ale nezavisi na svételnych podminkach v pribéhu dne
ani na sezénni fotoperiodé. Nejvyssi denni produkce se predpoklada v mésici, kdy byla

pozorovana nevyssi teplota vody V jezere.

Denni rytmy ve vyplouvani cerkarii (denni periodicita ve vyplouvani v prubéhu 24 h) zavisi
na svételnych podminkach v prubéhu dne, ale nezavisi sezénni foto- a termoperiodé.
Cirkadianni rytmy jsou uzce spjaté s chronobiologickou aktivitou dalSich mezihostiteld
Vv zivotnim cyklu sledovanych motolic, tzn. Ze se predpoklada stejna periodicita ve vyplouvani
cerkarii béhem dne v riiznych sezénach, protoze i denni aktivita dalSich hostiteli v Zivotnim
cyklu zistava v prabéhu sezén konstantni. Produkce cerkarii druhu Opisthioglyphe ranae je
nejvyssi v pribéhu zépadu slunce v zéavislosti na nejvyssi aktivité zab a pulcli, zatimco

produkce cerkarii druhu Echinoparyphium recurvatum je nevyssi v priabéhu svétlé ¢asti dne

Vv zavislosti na nejvyssi denni aktivité plza.

Denni rytmy ve vyplouvani cerkarii se mezi jednotlivymi druhy 1i8i, protoze oba druhy
motolic maji rozdilné zivotni cykly zahrnujici jiné hostitele s odlisnou chronobiologickou
aktivitou. Mezidruhova variabilita se ale neo¢ekava u celkové denni produkce cerkarii kvili
obecné znamé citlivosti motolic na teplotni podminky, tzn. podobné mnoZstvi cerkarii
v zavislosti na mési¢ni teploté. U obou druhli se predpokladd nejvyssi denni produkce

A4

Vv mesici, kdy byla pozorovédna nevyssi teplota vody v jezete.



4. Material a metodika

4.1. Piehled lokalit a jejich charakteristika
PlZi dvou rodt, Ampullaceana a Radix, byli sbirani na 5 jezerech v severnich Cechach v roce
2023: Barbora (50°38'35.6"N, 13°45'00.1"E), Medard (50°10'44.0"N, 12°35'50.1"E), Most
(50°32'13.6"N, 13°38'40.7"E), Pisnik Dubina (50°11'20.8"N, 15°47'09.7"E) a Otakar
(50°39'04.8"N, 13°44"23.1"E) (Obr. 1). Jedna se 0 antropogenni jezera nebo vodni plochy
vznikla béhem rekultivacnich a revitalizacnich procesti obnovujici ptirozeny raz krajiny, ktera
byla narusena diilni ¢innosti hnédého uhli (Barbora, Medard, Most, Otakar; Piikryl a Havel,
2010; Zizka a Burda, 2020; Zizka a kol., 2020) nebo t&Zbou §térkopisku (Pisnik Dubina).
Jezero Medard (Obr. 1a) (496 ha, max. hloubka 57 m) se nachazi v severozapadnich
Cechéch v blizkosti mésta Sokolov a je nejvétsi uméle vytvotené jezero v Cechach (Zizka a
kol., 2020). Hlavni dtlni ¢innost byla ukoncena v roce 2000 a napousténi jezera z nedaleké
teky Ohfe trvalo 5 let (2011-2016) (Zizka a kol., 2020). Jezero Most (Obr. 1b) (309 ha, max.
hloubka 75 m), nachéazejici se v severnich Cechach v t&sné blizkosti mésta Most, je druhym
nejvétsim uméle vytvofenym jezerem v Cechach (Zizka a Burda, 2020). Hlavni dilni ¢innost
byla ukoncena v roce 1999 a napousténi jezera z nedaleké feky Ohfe trvalo 6 let (2008—2014)
(Zizka a Burda, 2020; Dlouh4 a kol., 2021). Jezera Barbora (63 ha, max. hloubka 60 m; Obr.
1c) a Otakar (9 ha, max. hloubka 10 m; Obr. 1d) se nachazeji v blizkosti jezera Most. Jedna
se 0 starsi jezera vznikla samovolnym zatopenim hnédouhelnych dolt v 70. letech 20. stoleti
(Ptikryl a Havel, 2010), avsak informace o jejich flofe a fauné jsou minimalni. Pisnik Dubina
(10 ha; Obr. 1e) je vodni plocha v severnich Cechach u Hradce Kralové a je odlisna od
ostatnich lokalit svym pivodem, nebot’ vznikla zaplavenim jamy po téZzbé Stérkopisku.
Medard a Most predstavuji dilezita ornitologicka stanovisté pro hnizdéni ptaku, jejich
zimovisté ¢i zastdvky mezi migra¢nimi cestami; na obou jezerech je rozmanitd druhova
diverzita ptakd. Vyskytuji se zde i pomérné vzacné druhy jako Larus hyperboreus Gunnerus,
1767, Cecropis daurica (Laxmann, 1769) ¢i Miliaria calandra (Linnaeus, 1766) (Bazant,
2017; Vaviik a kol., 2019). Jezero Most je povazovano za jednu z nejvyznamnéjSich ptacich
oblasti v Ceské republice, jelikoz je hlavnim tutogistém pro 149 druhti ptaki (data z
ornitologického pozorovani mezi lety 2011 az 2014) (Bazant, 2017; Zizka a kol., 2020). Na
obou jezerech se tudiz vyskytuji vhodni definitivni hostitelé pro druh E. recurvatum (Casto i
v hojnych populacich), protoze zde byva pfitomno vice nez 20 druhti kachen z ¢eledi Anatidae
a celkove 7 celedi ptakt slouzici jako potencionalni definitivni hostitelé (Gibson a kol., 2005;
Birmani a kol., 2019). Barbora a Otakar se nachazeji v tésné blizkosti jezera Most a téz

nedaleko jezera Medard (79 km), coz mize znaéit podobnou faunu ptaki, tedy vhodnych
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definitivnich hostitelti. V severnich Cechéach se dle dat o vyskytu obojzivelniki v Ceské
republice z AOPK CR (Agentura ochrany piirody a krajiny Ceské republiky) nachazeji druhy
zab, které jsou dilezitymi druhymi a zaroven definitivnimi hostiteli druhu O. ranae jako je
Bufo bufo, B. viridis, Hyla arborea a Siroka skala druhti rodu Rana a Pelophylax (dle Host-
parasite Database; Gibson a kol., 2005).

Lokality byly vybrany na zakladé prvotniho zajmu prozkoumat druhovou diverzitu
motolic v malych plovatkovitych plzich roda Ampullaceana a Radix, pro které je vyzkum
diverzity a slozeni spoleCenstev motolic stale podhodnocen (Soldanova a kol., 2010;
Faltynkova a kol., 2016; Selbach a kol., 2020; Duan a kol., 2021). Druhy téchto plzi se zde
vyskytuji v po¢etnych populacich, coz je typické pro vétsi oligotrofni jezera (Soldanova a kol.,
2010), narozdil od vyskytu velké plovatky Lymnaea stagnalis (Linnaeus, 1758) (Lymnaeidae)
spise v eutrofnich prostiedich (Soldanova a kol., 2011). Navic rekultiva¢ni jezera se vyznacuji
bohatou biodiverzitou (PeSout a kol., 2022), vcetné ptaki a obojzivelnikl jakozto hlavnich
hostitelll pro studované druhy motolic. Pisnik Dubina byl zvolen kvili pocetnym populacim

malych plovatkovitych plzi, konkrétné druhu Radix auricularia (Linnaeus, 1758).
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Obr. 1 Ptehled lokalit pro sbér plzii v severnich Cechach. (a) Medard, (b) Most,
(d) Otakar a (e) Pisnik Dubina.

(c) Barbora,
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4.2. Sbér a vySetieni plzu
Plzi byli sbirani ru¢né z povrchu nebo zpod kamenu ve tfech sezonach: jaro (kvéten), 1éto
(Cervenec) a podzim (zaii) (Tab. 1, Obr. 2a). Sbér byl nahodné zaméten na vSechny velikostni
skupiny plzQ, avSak ne vSechny druhy plzt se podafilo ziskat ze vSech lokalit nebo ve vSech
sezonach (Tab. 1). Celkem bylo vySetieno 2167 jedincu plza 4 druhi, Ampullaceana balthica
(Linnaeus, 1758) (Obr. 2b), Ampullaceana lagotis (Schrank, 1803) (Obr. 2c) a Radix
auricularia (Obr. 2d). Nejvice plzi bylo nalezeno na jezefe Medard, konkrétné druh A.
balthica. Na jezete Most byl nalezen pouze druh A. lagotis, zatimco na jezerech Barbora,
Otakar a Pisnik Dubina byl nejpocetnéjsim druhem R. auricularia.

V laboratofi byli plzi individualn¢ rozdéleni do transparentnich kelimkut s vodou (30
ml) z jezera a nasviceni umélym osvétlenim pro stimulaci vyplouvani cerkarii (podle
Vyhlidalova a Soldanova, 2020) (Obr. 2e). V prubéhu 1 az 2 dni byly kelimky s plzi vizualné
kontrolovany na pfitomnost cerkarii pomoci stereomikroskopu (Obr. 2f). Dale byli plzi
zméfeni (délka a Sifka ulity v mm) pomoci digitalniho posuvného méfidla (Obr. 2g) a
naslednou parazitickou pitvou (tj. stlaCenim plzt mezi dvéma skly) byla zjisténa pfitomnost
prepatentnich infekci (tj. nezralé infekce Cili ptitomnost sporocyst a/nebo redii). Cerkarie byly
nasledné mikroskopicky identifikovany do druhu podle kli¢t Nasincova (1992) a Faltynkova
a kol. (2007) (Obr. 2h) a hlavni morfologické znaky cerkarii byly fotografovany pod
mikroskopem (Olympus BX51). Plzi byli identifikovani do druhu pomoci molekularnich
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Tab. 1 Prehled sezonnich sbért plzt druhit Ampullaceana balthica, Ampullaceana lagotis a Radix auricularia, véetné velikosti sbiranych plzi,
celkové prevalence infekce motolicemi a prevalence modelovych druhti Opisthioglyphe ranae a Echinoparyphium recurvatum. Udaje o
experimentalnich podminkach (teplota vody a intenzity svétla vody) jsou také uvedeny pro kazdou sezonu. Znak “—” znai, Ze experimenty

vV daném mésici neprobéhly.

Parametr/Sezéna Kvéten Cervenec ZA¥i Celkem
Pocet vySetifenych plzi 603 589 975 2167
Pocet infikovanych plzi (%) 42 (7,0) 105 (17,8) 191 (19,6) 338 (15,6)
Pocet infikovanych plzi s O. ranae (%) 6 (1,0) 16 (2,7) 9(0,9) 31(1,4)
Pocet infikovanych plza s E. recurvatum (%) 3(0,5) 5(0,9) 14 (1,4) 22 (1,0)
Pocet plzii béhem experimentl (pocateéni/piezivsi) 9/9 9/8 16/12 34/29

Pramér délky plze+SD (rozsah, mm)
Primér $iiky plze£SD (rozsah, mm)
Primér teploty vody (rozsah, °C)

12,3+3,71 (4,3-26,7)
74424 (2,7-18,3)
19,3 (19,1-19,5)

10,645,2 (1,9-28,2)
6,6+3,8 (1,3-25,2)
21,6 (20,8-21,8)

8,8+3,2 (3,4-22,1)
5,6+2,2 (1,8-18,6)
17,9 (17,9-18,1)

10,5+4,1 (1,9-28,2)
6,5+2,8 (1,3-25,2)
19,6 (17,9-21,8)

Prumér intenzity svétla vody (rozsah, Lx) 145,2 (0-861,1) 89,8 (0-473,6) 70,3 (0-376,7) 101,8 (0-861,1)
Ampullaceana balthica

Pocet vySetifenych plzi 372 278 677 1327

Pocet infikovanych plzi (%) 21 (5,6) 32 (11,5) 100 (14,9) 153 (11,5)
Pocet infikovanych plzi s O. ranae (%) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

Pocet infikovanych plza s E. recurvatum (%) 0 (0) 2(0,7) 1(0,2) 3(0,2)

Pocet plzii béhem experimentl (pocateéni/piezivsi) 1/0 1/0

Prumér délky plze+SD (rozsah, mm)
Prumér $iiky plze£SD (rozsah, mm)

10,7+2,6 (4,3-18,3)
6,4+1,7 (2,7-12,4)

10,345,7 (2,1-28,2)
6,7+4,4 (1,3-25,2)

7,442,0 (3,7-21,4)
48+15 (2,3-18,6)

9,5+3,4 (2,1-28,2)
6,0+1,3 (1,3-25,2)

Ampullaceana lagotis

Pocet vysetfenych plzi

Pocet infikovanych plzt (%)

Pocet infikovanych plzt s O. ranae (%)

Pocet infikovanych plza s E. recurvatum (%)
Pocet plzii béhem experimentl (pocatecni/piezivsi)
Pramér délky plze+SD (rozsah, mm)

Pramér $itky plze£SD (rozsah, mm)

166
16 (9,6)

6 (3,6)

0 (0)

6/6

15,1+4,0 (5,8-26,7)
9,1+2,6 (3,0-18,3)

172
58 (33,7)

16 (9,3)

1(0,6)

9/8

13,045,3 (1,9-26,8)
8,1+3,4 (1,3-17,0)

186
72 (38,7)

9 (4,8)

6(3,2)

8/6

12,943,3 (3,4-22,1)
8,242,3 (1,8-15,3)

524
146 (27,9)

31 (5,9)

7(1,3)

23/20

13,6+4,2 (1,9-26,8)
8,542,7 (1,3-18,3)

Radix auricularia

Pocet vysetienych plza

Pocet infikovanych plzt (%)

Pocet infikovanych plza s O. ranae (%)

Pocet infikovanych plzu s E. recurvatum (%)
Pocet plzii béhem experimentil (pocatecni/prezivsi)
Pramér délky plze+SD (rozsah, mm)

Pramér Sitky plze+SD (rozsah, mm)

65
5(7,7)

0(0)

3 (4,6)

3/3

14,143,9 (6,0-24,4)
8,4+2,8 (3,7-15,7)

139

15 (10,8)

0(0)

2 (1,4)

8,3+2,2 (3,4-14,1)
4,7+14 (2,1-8,5)

112
19 (17,0)

0(0)

7(6,3)

716

10,542,7 (5,2-17,8)
6,242,0 (2,7-12,2)

316
39 (12,3)

0 (0)

12 (3,8)

10/9

11,042,9 (3,4-24.4)

6,542,1 (2,1-15,7) 13
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Obr. 2 Metodika sbéru a vySetieni plza. (a) sbér plza v litoralu jezer, (b) Ampullaceana
balthica, (c) Ampullaceana lagotis, (d) Radix auricularia, (e) nasviceni plzi pro stimulaci
vyplouvani cerkarii, (f) vyplavané cerkarie z infikovaného plze, (g) méfeni plzi pomoci
digitalniho posuvného méfidla, (h) ur€ovani cerkarii pomoci dostupné literatury (Nasincova,
1992; Faltynkova a kol., 2007).
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4.3. Studované druhy motolic

Pro experimenty byly vybrany cerkarie dvou druhid motolic, O. ranae a E. recurvatum (Obr.
3), a to na zakladé nedostate¢nych informaci o jejich denni produkci a rytmech ve vyplouvani
cerkarii z prvnich mezihostitelskych plzi. Navic zadna data nejsou k dispozici z plzt roda
Ampullaceana a Radix. Dalsim kritériem byla relativné vysoka ¢etnost vyskytu téchto plzt
Vv rliznych sezonach na studovanych lokalitach, ktera by zajistila statisticky robustni mnozstvi
experimentalnich opakovani. Oba druhy motolic jsou snadno od sebe rozeznatelné pomoci
zakladnich morfologickych znaki specifickych pro dané morfotypy cerkarii (xifidiocerkarie a
echinostomni cerkarie) a ¢eledi Telorchiidae (Looss, 1899) a Echinostomatidae (Looss, 1899)

(viz. podkapitoly nize).

Obr. 3 Fotografie Zivych cerkarii studovanych druhii motolic. (a) télo cerkarie druhu
Opisthioglyphe ranae (ventralni pohled), (b) detail styletu, (c) télo cerkarie druhu
Echinoparyphium recurvatum (ventralni pohled), (d) detail limcovych trni (dorzalni pohled).
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4.3.1. Opisthioglyphe ranae

Motolice druhu O. ranae se fadi do fadu Plagiorchiida ¢eledi Telorchiidae (Olson a kol.,
2003). Cerkarie jsou pomérné velké (337-420 x 148-177 um; Grabda-Kazubska, 1969) a
vyznacuji se piitomnosti sklerotizovaného organu v oblasti ustni ptisavky, tzv. styletem. Patii
tedy do morfotypu xifidiocerkarie (Obr. 5a), ktery se odliSuje od ostatnich druhti motolic
Celedi Telorchiidae (¢i podobnych druhti celedi Plagiorchiidae) hlavné diky absenci pevné
skleroproteinové vrstvy v distalni ¢asti (baze) styletu (Nasincova, 1992) (Obr. 5b). Cerkarie
se po vypluti z plze pohybuji spise v blizkosti vodni hladiny; nékdy se ptichytavaji na vodni
vegetaci (Grabda-Kazubska, 1969).

Tento druh motolice ma slozity a zajimavy zivotni cyklus zahrnujici 2-3 hostitele
(Grabda-Kazubska, 1969) (Obr. 3). Prvnim mezihostitelem je vodni plz (obvykle celedi
Lymnaeidae a Planorbidae), ve kterém se vyvijeji sporocysty, z nichz se dale vyviji cerkarie
(Grabda-Kazubska, 1969; Bespalaya a kol., 2022). Definitivnimi hostiteli jsou obvykle pulci
amladé ¢i dospélé zaby (Grabda-Kazubska, 1969) az 16 druht (podle Host-parasite Database;
Gibson a kol., 2005). Cerkarie po uvolnéni z plze mohou infikovat jak pulce, tak dospélé zaby
mnoha celedi, predev§im skokanovité druhy ¢eledi Ranidae (Rafinesque, 1814), konkrétné
druhy rodu Rana Linnaeus, 1758 (Ranidae) a Bufo Garsault, 1764 (Bufonidae), kde se
encystuji jako metacerkarie, pti¢emz nejlépe se metacerkarie vyvijeji v pulcich. V pulcich se
metacerkarie nachazeji riizné v téle, ale nejvice se akumuluji v hlavé, zejména v duting ustni
a Vv ocase; u dospélych zab jsou metacerkarie lokalizovany nejvice v dutiné tstni. Metacerkarie
se nasledné presunuji z dutiny Ustni do stfeva zab a pulcl, kde se dale vyvijeji v dospélce,
tudiz druhy mezihostitel zaroven slouzi jako definitivni hostitel. V tomto pfipad¢ se jedna a 2-
hostitelsky zivotni cyklus. Po ukonceném vyvoji motolice se za¢nou béhem 15 dnil objevovat
vajicka (Grabda-Kazubska, 1969). Vajicka se uvoliuji spolu s vykaly definitivniho hostitele
do vngjsiho prostiedi a musi byt poziena prvnim mezihostitelskym plzem, kde se v travicim
traktu plze (Zaludek nebo stfeva) lihnou v miracidia. Miracidium pronika do stieva a dale se
vyviji ve sporocysty (Dobrovolskij, 1965).

Dle dostupnych informaci je znamo, zZe cerkarie tohoto druhu motolice mohou
infikovat i plze jako druhého mezihostitele (Dobrovolskij, 1965; Grabda-Kazubska, 1969;
Bespalaya a kol., 2022), ale informace o dal$im pokracovani Zivotniho cyklu nejsou v tomto
ptipadé dostupné. V tomto piipadé se pak jedna o 3-hostitelsky zivotni cyklus. Tento druh

motolice je také schopen tzv. post-cyklického parasitismu, tzn. schopnost pokracovani ve
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vyvoji dospélych jedinci v definitivnich hostitelich po jejich pozieni vys$$im predatorem

(napf. pokud hadi pozfou infikované zaby) (Zhytova a kol., 2019).

Obr. 4 Zivotni cyklus motolice Opisthioglyphe ranae. (a) miracidium obsazené ve vajicku
motolice, (b) sporocysty v prvnim mezihostitelském plzi, () voln€ plovouci cerkarie, (d) plz
jako druhy mezihostitel se staidiem metacerkarie, (€) pulec nebo Zaba slouzici jako druhy
mezihostitel a zaroven jako definitivni hostitel. Obrazky pfevzaty od autorky Mona Luo.

4.3.2. Echinoparyphium recurvatum
Motolice druhu E. recurvatum se fadi do fadu Echinostomida c¢eledi Echinostomatidae (Olson
a kol., 2003; Huffman a Fried, 2012). Cerkarie E. recurvatum (221-290 x 92-118 um;
Nasincova, 1992) patii do morfotypu echinostomnich cerkarii (Obr. 5c), které se vyznacuji
hlavné pfitomnosti limcovych trnti v oblasti ustni ptisavky (Obr. Se). Echinoparyphium
recurvatum se od ostatnich druhii této Celedi odliSuje poctem a tvarem limcovych trnt,
konkrétné tento druh jich ma 45 (NaSincova, 1992; Faltynkova, 2007). Cerkarie tohoto druhu
jsou fototakticky pozitivni (tj. pohyb za svétlem) i geotakticky pozitivni (tj. cerkarie se
pohybuji u dna substratu) (McCarthy, 1999b; Morley, 2012).

Tento druh motolice ma 3-hostitelsky zivotni cyklus (Grabda-Kazubska a Kiseliené,
1989) (Obr. 4). Prvnimi mezihostiteli jsou sladkovodni plzi zna¢ného mnozstvi druhi

piedevsim dvou ¢eledi Lymnaeidae a Planorbidae (Faltynkova a kol., 2016). Sladkovodni plzi
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zaroven slouzi jako druzi mezihostitelé a druhova rozmanitost je zde pomérné Siroka (plzi
¢eledi Lymnaeidae, Planorbidae, Physidae, Valvatidae, ale i dalsi; NaSincova, 1992). Méné
Casto slouzi jako druzi mezihostitelé pulci (McCarthy, 1999a) rodu Rana (Ranidae) (dle Host-
parasite Database; Gibson a kol., 2005). V téchto hostitelich se cerkarie E. recurvatum
encystuji jako metacerkarie (uvolnéné cerkarie z plzi jako prvnich mezihostitell Casto infikuji
ty samé jedince plzi jako druhé mezihostitele) (Huffman a Fried, 2012). Hlavnimi
definitivnimi hostiteli jsou ptaci obrovské diverzity ¢eledi, nejéastéji se jedna o vodni ptaky
Celedi Anatidac a Laridae, ale i mnoho dal$ich celedi jako Accipitridae, Ardeidae,
Charadriidae, Fringillidae, Phasanidae, Rallidae, ¢i Threskiornithidae (Gibson a kol., 2005;
Huffman a Fried, 2012; Birmani a kol., 2019). Vyskyt tohoto druhu motolice byl zaznamenan
i v hlodavcich (Huffman a Fried, 2012).

Obr. 5 Zivotni cyklus motolice Echinoparyphium recurvatum. (a) vajitko, znéhoz se
uvolnuje (b) volné plovouci miracidium, (C) sporocysty a redie v prvnim mezihostitelském
plzi, (d) voln¢ plovouci cerkarie, (€) plz jako druhy mezihostitel se stadiem metacerkarie, (f)
vodni ptak slouzici jako definitivni hostitel. Obrazky pievzaty od autorky Mona Luo.
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4.4. Material pro experimenty

V experimentech byl v kazdém mésici pouzit odlisny pocet plzi, ato v zavislosti na prevalenci
(proporce infikovanych plzi v populaci; Bush a kol., 1997) studovanych druhti motolic a
umrtnosti infikovanych plzi béhem v prubéhu experimentii nebo aklimatizace (Tab. 1 a 2).
Pro druh O. ranae bylo celkem pouzito 19 plzi (6 v kvétnu; 9 v Cervenci a 4 v zaii) (Tab. 2),
pfi¢emz celkem 18 plzi piezilo po celou dobu experimentd (Tab. 2). Druh O. ranae byl
nalezen ve vSech mésicich jen v jednom druhu plze A. lagotis na jezefe Most (Tab. 2). Pro
druh E. recurvatum bylo celkem pouzito 15 plzi (3 v kvétnu a 12 v zaii) (Tab. 2), pficemz
celkem 11 plzu ptezilo po celou dobu experimentt (Tab. 2). Pro tento druhy nebyly v ¢ervenci
provedeny zadné experimenty z divodu pfed¢asného umrti infikovanych plzi (Tab. 1 a 2).
Druh E. recurvatum byl nalezen ve 3 druzich plzt (A. balthica, A. lagotis a Radix auricularia)
na vSech 5 lokalitach, pricemz nejcastéji v jezerech Otakar a Most (Tab. 2). Pouze udaje o

produkci cerkarii z ptezivsich plzl byly pouzity ve statistickych analyzach (viz nize).

Tab. 2 Ptehled materialu pro experimenty, datum a lokalita sbéru plzi druhtt Ampullaceana
balthica, Ampullaceana lagotis a Radix auricularia infikovanych dvéma druhy motolic
Opisthioglyphe ranae a Echinoparyphium recurvatum, kody experimentalnich plzu a jejich
délka a sitka (mm). Nomenklatura plzl je podle Aksenova a kol., 2018.

Mésic Datum Lokalita Druh Druh plze Kéd Délka Sifka
sbéru sbéru motolice plze plze

(mm) (mm)

Kvéten 19.05. Most O. ranae A. lagotis 10-K 21,03 11,86

19.05. Most O. ranae A. lagotis 20-K 21,41 12,74

19.05. Most O. ranae A. lagotis 30-K 20,14 13,46

19.05. Most O. ranae A. lagotis 40-K 20,24 12,66

19.05. Most O. ranae A. lagotis 50-K 22,61 12,82

19.05. Most O. ranae A. lagotis 60-K 16,52 10,38

20.05. Otakar E. recurvatum R. auricularia 1E-K 17,50 11,53

20.05. Otakar E. recurvatum R. auricularia 2E-K 17,93 12,29

20.05. Otakar E. recurvatum R. auricularia 3E-K 19,31 13,60

Cervenec  10.07.  Most O. ranae A. lagotis 10-C 18,553 11,00

10.07. Most O. ranae A. lagotis 20-C 19,33 12,18

10.07. Most O. ranae A. lagotis 30-C 23,49 14,93

10.07. Most O. ranae A. lagotis 60-C* 18,30 10,11

10.07. Most O. ranae A. lagotis 70-C 20,53 12,61
10.07. Most O. ranae A. lagotis 80-C 17,30 9,73

10.07. Most O. ranae A. lagotis 90-C 24,99 16,66

10.07. Most O. ranae A. lagotis 100-C 20,22 12,28

10.07. Most O. ranae A. lagotis 110-C 17,94 10,70
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Tab. 2 Pokracovani

Zari 08.09. Most O. ranae A. lagotis 10-Z 11,73 7,18
08.09. Most O. ranae A. lagotis 20-Z 12,66 7,79
08.09. Most O. ranae A. lagotis 30-Z 15,49 10,56
08.09. Most O. ranae A. lagotis 40-Z 13,67 8,20
09.09. Pisnik Dubina E.recurvatum R. auricularia 1E-Z 16,33 10,41
09.09. Pisnik Dubina E. recurvatum R. auricularia 2E-Z 14,50 9,07
08.09. Most E. recurvatum  A. lagotis 3E-Z 12,80 8,47
08.09. Most E. recurvatum  A. lagotis 4E-72 12,26 8,17
08.09. Most E. recurvatum  A. lagotis 5E-Z 19,80 13,83
08.09. Most E. recurvatum  A. lagotis 6E-Z° 18,44 11,32
07.09. Medard E. recurvatum A. balthica 7E-Z8 20,02 16,43
08.09. Barbora E. recurvatum R. auricularia 8E-Z 11,05 7,21
08.09. Barbora E. recurvatum R. auricularia 9E-Z? 11,04 7,23
08.09. Otakar E. recurvatum R. auricularia 10E-Z 13,22 7,97
08.09. Otakar E. recurvatum R. auricularia 11E-Z 16,60 11,61
08.09. Otakar E. recurvatum R.auricularia 12E-Z 10,42 6,30

4P1zi zemieli v prab&éhu experimentt

4.5. Metodika experimenti

Celkova denni produkce a rytmy ve vyplouvani cerkarii dvou studovanych druhd motolic byly
zkoumany experimentalné¢ v laboratornich podminkach podle protokolu Vyhlidalova a
Soldanova (2020) a Soldanova a kol. (2022).

Experimenty byly provedeny ve tfech ro¢nich obdobich: na jate (v kvétnu), v 1été (v
¢ervenci) a na podzim (v zafi) (Tab. 1), pfi konstantni teploté, ale za rozdilnych svételnych
podminek podle ptirozené fotoperiody dané sezony. Udaje o teploté a svételnych podminkach
(tj. intenzité svétla) v kazdé sezoné byly zjistény pomoci elektronickych zaznamnikd dat (tzv.
dataloggeru; Onset HOBO UA-002-64 Pendant 64K), které¢ byly umistény v kazdém jezete na
jafe, aby zaznamenavaly udaje kazdych 30 min po celou dobu vyzkumu. Data pak byla
zprimerovana pro zjisténi teploty v kazdé sezoné. V kvétnu tak byly experimenty provedeny
pii teploté 20°C, v Cervenci pii 22°C a v zafi pii 18°C (Tab. 1). Denni fotoperioda byla
Vv kazdém experimentalnim mésici odliSnd; v zafi byla svétla Cast dne (den) nejkratsi
(fotoperioda, svétlo:tma; 13h:11h), zatimco v kvétnu (fotoperioda 16h:8h) a cervenci
(fotoperioda 16h:8h) se vyrazné nelisila, jelikoZz denni doby byly u obou mésicti rozdilné
pouze 0 10 minut.

Vsechny experimenty probihaly po dobu tfech dni, aby bylo zajiSténo ziskani
robustnich dat v nasledném statistickém hodnoceni. Pfed zahajenim experimentd byli
infikovani plzi motolicemi O. ranae a E. recurvatum vlozeni do ¢istych transparentnich
kelimk s vodou (30 ml) z jezera Most a vloZeni do inkubatoru s prosklenymi dvefmi (kvili

propustnosti svétla imitujici ptirozenou fotoperiodu v kazdé sezoné), kde byli aklimatizovani
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na piisluSnou konstantni teplotu po dobu 24 h (Obr. 6a). Béhem této doby nebyla plzim
podavana potrava, ktera by mohla ovlivnit denni produkci cerkarii (Sepélla a kol., 2015).

Vyplouvani cerkarii bylo sledovano 4x denné tak, aby byly pokryty hlavni ¢asti dne,
tzn. vychod slunce, den, zapad slunce a noc (Obr. 7), protoze vzory ve vyplouvani cerkarii
zavisi na svételnych podminkach pravé v téchto dennich intervalech (Vyhlidalova a
Soldanova, 2020; Soldanova a kol., 2022). Plzi byli ponechani v kelimkach s 30 ml vody
Vv inkubatoru po dobu kazdého ¢asového intervalu. Poté byli plzi opatrné piesunuti pomoci
1zicky do ¢istych kelimka s vodou (30 ml) a vlozeni zpét do inkubatoru po dobu dalsiho ¢asové
intervalu (Obr. 6b). Z kazdého kelimku byla fadn¢ promichana voda s cerkariemi pipetovana
10x po 1 ml do 6-ti jamkovych desti¢ek (Obr. 6¢). Béhem experimentt byl striktné dodrzovan
svételny rezim dne, tzn. ze béhem tmavych ¢asti dne byla pouzita ¢elova lampa s Cervenych
svétlem, aby se zabranilo pfipadné stimulaci vyplouvani cerkdrii pfimym osvétlenim bilého
svétla (Obr. 6d). Pocet cerkarii v kazdé jamce byl pak mechanicky pocitan pomoci
stereomikroskopu a zapsan do protokolu (Obr. 6¢).

Po dokonceni experimentli byli experimentalni plZzi podrobeni parazitologické pitveé s
cilem urcit intenzitu infekce danym druhem motolice. Intenzita infekce byla stanovena
vizualné odhadem procentualniho zastoupeni larvalnich stadii v hepatopankreatu (sporocyst u
O. ranae a redii U E. recurvatum) u kazdého plze.

Béhem vSech experimenti byla kazdych 5 minut sledovdna teplota vody a svételné

podminky (intenzita svéta) pomoci dataloggeru.
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Obr. 6 Metodika experimentt s vyplouvanim cerkarii. () standardizované experimentalni
podminky: inkubator s plzi, (b) pfesun plza do ¢istého kelimku s vodou po uplynuti daného
Casového tseku, () odbér vody s cerkariemi do 6-ti jamkovych desti¢ek, (d) piesun plza
béhem tmavych ¢asti dne, (e) manualni pocitani cerkarii pod binokularni lupou.
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Obr. 7 Casovy plan experimenti s vyznadenymi dennimi tiseky (vychod slunce, den, zapad
slunce a noc).

4.6. Analyza dat

Denni produkce cerkérii byla stanovena nasledovné (dle protokolli Vyhlidalova a Soldanova,
2020; Soldanova a kol., 2022): z kazdého plze byl vypocitan primérny pocet vyplavanych
cerkarii (z 10 x 1 ml odebranych vzorki do 6-ti jamkovych desticek) a poté byl pramér
vynasoben celkovym objemem vody v kelimku (30 ml). Toto bylo provedeno pro kazdy
casovy usek. Nasledné byla data sectena pies 4 Casové useky, pocet plzii a experimentélni dny.
Z téchto dat byl vypocitan primérny pocet vyplavanych cerkdrii na jednoho plze a jeden den
pro kazdy druh motolice a sezonu (€ili primérna denni produkce cerkarii béhem 24 h).

Denni rytmy ve vyplouvani cerkarii byly stanoveny nasledovné (dle protokolt
Vyhlidalova a Soldanova, 2020; Soldanova a kol., 2022): z kazdého plze byl vypocitan
prumérny pocet vyplavanych cerkarii (z 10 x 1 ml odebranych vzork do 6-ti jamkovych
destic¢ek) a poté byl primér vynasoben celkovym objemem vody v kelimku (30 ml) pro kazdy
Casovy usek. Nasledné byla data sectena pies pocet plzli a experimentalni dny. Z téchto dat
byl vypocitan primérny pocet vyplavanych cerkarii na jednoho plZze a jeden den pro kazdy
druh motolice a sezébnu v daném casovém useku. Vzhledem Kk rozdilnym délkam
dennich/¢asovych Usekl v pribéhu 24 h v kazdé sezoné (v zavislosti na sezonni fotoperiodg;
kvéten a Cervenec: vychod slunce 40 min, den 945 min, zapad slunce 40 min a noc 415 min;
zati: vychod slunce 30 min, den 750 min, zapad slunce 30 min a noc 630 min), byla tato
pozorovana data o poctu vyprodukovanych cerkarii standardizovana na 60 min. Takto
pfepocitand data umoznila identifikovat vrcholy ve vyplouvani cerkérii v priabéhu 24 h, tzn.
ve které Casti dne vyplouva nejvetsi mnozstvi cerkarii (€ili definovat rytmy ve vyplouvani

cerkarii).
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Rozdily v denni produkci cerkarii mezi jednotlivymi sezoénami nebyly statisticky
analyzovany kvili odliSnym poctiim experimentalnich plza (Tab. 1). V nékterych sezénach
byl navic pocet plzli nizky, konkrétné 3 plzi infikovani druhem E. recurvatum v kvétnu a 4
plzi infikovani druhem O. ranae v zati (Tab. 2). To by mohlo vést k podjatosti (tzv. bias) ¢ili
k systematické chyb¢ dat (v tomto piipadé v primérnych pocétech vyplavanych cerkarii) a
nasledné chybné interpretaci. Z tohoto dtvodu jsou data o denni produkci cerkarii mezi
sezoénami uvedena v tabulce a vizualizovana graficky.

Denni rytmy ve vyplouvani cerkarii byly statisticky hodnoceny pomoci testu Repeated
Measures ANOVA a nasledné metody post-hoc Tukeyho mnohonasobného porovnani vzorkt
(Tukey’s HSD ,,Honestly Significant Difference* test), ktera se pouziva ke zjisténi statisticky
prokazatelnych odlignosti mezi dvojicemi testovanych skupin (Lep$ a Smilauer, 2016), zde
poctu vyplavanych cerkérii mezi jednotlivymi dennimi cCasovymi intervaly. AvSak pied
statistickym zhodnocenim dat byla nejprve provedena graficka vizualizace poctu vyplavanych
cerkarii z kazdého jedince plze s cilem posoudit konzistenci v periodicité ve vyplouvani
cerkarii béhem jednotlivych casovych intervalli napfi¢ experimentalnimi dny a sezénami U
kazdého druhu motolice. Zde konkrétné byl pouzit pocet vyplavanych cerkarii z po¢atecniho
poctu plza v experimentech, celkem 34 plzi (19 pro O. ranae a 15 pro E. recurvatum; Tab. 1
a 2). Pro naslednou analyzu Repeated Measures Anova a korela¢ni analyzu (viz nize) byly
pouzity Udaje pouze z ptezivSich plzi; celkem 29 plzd (18 pro O. ranae a 11 pro E.
recurvatum; Tab. 1 a 2). Rozdily v poétech vyplavanych cerkarii mezi jednotlivymi ¢asovymi
useky u druhu E. recurvatum bylo mozné testovat pomoci Repeated Measures Anova pouze
pro mésic zafi kvili dostatecnému mnozstvi dat (tzn. 8 plzi vs 3 v kvétnu; Tab. 2). Pro
robustnost dat pfi statistické analyze je potfeba urcitého mnozstvi vzorkd a nejlépe by mély
byt skupiny studovanych vzorki stejné poéetné (Lep$ a Smilauer, 2016).

Jelikoz vyplouvani cerkarii z plzti mize byt ovlivnéno fadou faktort (viz kapitola
Uvod), z nichZ nevyznamné&jsi jsou teplota a intenzita svétla (napt. Prokofiev a kol., 2015;
Soldanova a Vyhlidalova, 2020; Soldanova a kol., 2022) ¢i velikost/délka plze a intenzita
infekce larvalnimi stadii v plzi (napt. Graham, 2003; Morley a kol., 2010; Vyhlidalova a
Soldanova, 2020), primérny pocet vyplavanych cerkarii ve vztahu k témto faktorim byl
statisticky analyzovan pomoci Pearsonova korela¢niho koeficientu (r). Ten popisuje miru
zavislosti mezi dvéma veli¢inami (tzn. linearni vztah mezi dvéma kvantitativnimi
proménnymi). Produkce cerkarii z kazdého plze (zde zprimérovana data pies jednotlivé
Casové useky) byla testovana pouze ve vztahu k rozméru (délce ulit) plzt a intenzité infekce,

protoze tyto biotické faktory obecné neovliviluji zptisob, jakym jsou cerkdrie uvoliiovany
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z plzG v pribéhu dne (tzn. rytmy/periodicita ve vyplouvani cerkarii). Produkce cerkarii
v kazdém Casovém useku (zde zprumérovana data pies jedince plzi pro jednotlivé Casové
useky) byla testovana ve vztahu k teplotnim a svétlenym podminkam béhem vychodu a zapadu
slunce, dne a noci, protoze svételné podminky byly variabilni v jednotlivych ¢asovych usecich
v zavislosti na ruznych sezénach v roce, a tedy i pocet cerkarii byl ruzny. Navic, intenzita
svétla a teplota byly identifikovany jako nejvyznamnéj$i abiotické faktory regulujici
periodicitu ve vyplouvani cerkarii (Thieltges a Rick, 2006; Prokofiev a kol., 2015). Korela¢ni
analyzou byla tak zaroven i provedena kontrola standardizovanych teplotnich podminek, tj.
zda v pribéhu experimentti nedochéazelo k vyraznym vykyvim teploty vody, které by mohly
ovlivnit vyplouvani cerkarii (Tab. 1). Ucelem korelaénich analyz bylo poskytnout dalsi
podpirné informace pro vysledky denni produkce a hlavni vysledky statickych analyz z
Repeated Measures ANOVA hodnotici denni periodicitu ve vyplouvani cerkarii.

Vliv velikosti plzi na celkovou denni produkci cerkarii se miize projevit nejen na
urovni jedinct plzd v ramci jedné sezoény (hodnoceno korela¢ni analyzou), ale i mezi
jednotlivymi sezonami v roce. V této studii byli pouziti experimentalni plzi riznych sezonnich
velikosti (Tab. 2). Mozny efekt byl zohlednén testem jednocestna ANOVA (one-way
ANOVA) pro zhodnoceni rozdilti v délce infikovanych plzi mezi mésici.

Statistické analyzy byly provedeny na transformovanych poctech vyplavanych cerkarii
In (x + 1) kvili normalizaci a homogenité dat. Délka plzi byla transformovana jalo In (x)
pouze u testu jednocestnd ANOVA. Pro veSkerou statistickou analyzu dat byl vyuZit program
Statistica 14.0. (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA) a statistické rozdily byly povazovany

za vyznamné pii p<0,05 (hladina vyznamnosti a = 0,05).
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5. Vysledky

Celkem bylo vySetieno 2167 plzi tiech druhd, A. balthica, A. lagotis a R. auricularia béhem
ttech sezon (kvéten, Cervenec a zaii) na pritomnost cerkarii motolic. Z celkového poctu
vySetienych plza bylo infikovano 338 jedinct s prevalenci nakazy 15,6% (Tab. 1). Celkova
prevalence studovanych druhti motolic O. ranae a E. recurvatum byla béhem studovanych
sezon nizka (O. ranae: 1,4 % s rozmezim 0,9-2,7%; E. recurvatum 1,0% s rozmezim 0,5—
1,4%) se stoupajici tendenci od kvétna do zaii u druhu E. recurvatum, zatimco nejvyssi
prevalence u druhu O. ranae byla zaznamenana v Cervenci (Tab. 1). Druh O. ranae se
vyskytoval ve vSech sezonach, ale pouze u jednoho druhu plze A. lagotis na jedné lokalité,
jezete Most (Tab. 1 a 2). Druh E. recurvatum byl také nalezen ve vSech sezonach, u vsech
druhu plzu (A. balthica, A. lagotis a R. auricularia) (Tab. 1) a na vSech lokalitach (Tab. 1 a 2).

Celkem bylo nakazeno 53 plzli obéma druhy motolic, ale pouze 34 plzi (19
infikovanych O. ranae a 15 infikovanych E. recurvatum) bylo pouzito pro experimenty (Tab.
1 a 2) z divodu Gmrti plzti béhem zpracovavani vzorkd nebo béhem aklimatizace. Také
z tohoto ditvodu neprobéhly experimenty s vyplouvanim cerkérii E. recurvatum v cervenci,
ackoliv bylo nalezeno 5 infikovanych plzi (Tab. 1). Celkem 29 plzi piezilo vSechny
experimenty (18 infikovanych O. ranae a 11 infikovanych E. recurvatum) (Tab. 1 a 2). Pét
plz zemielo v prubéhu experimentti (1 infikovany O. ranae v Cervenci a 4 infikovanych E.
recurvatum v zati) (Tab. 2). Udaje o produkci cerkarii ztéchto 29 plzii byly pouzity

Vv naslednych statistickych analyzach.

5.1. Denni produkce cerkarii

Individualni produkce cerkarii, tj. denni produkce cerkarii z jednotlivych plzii v kazdém
experimentalnim dni, se V jednotlivych sezonach lisila u obou druhti motolic (Obr. 8 a 9), kdy
se u druhu O. ranae se pohybovala v rozmezi 187—6744 cerkarii a u druhu E. recurvatum
v rozmezi 27-3078 cerkarii (Tab. 3). Avsak, primérna produkce cerkarii, tj. primér pies plze
pro kazdy experimentalni den, vykazuje Vv jednotlivych sezonach podobnou tendenci u
kazdého druhu motolice (Obr. 8 a9). Zatimco u druhu O. ranae byla primérna produkce lehce
vys$$i v Cervenci a zafi v prvnim dni experimentu (Obr. 8b a 8c; podobna produkce mezi dny
je pozorovana v kvétnu, Obr. 8a; Tab. 3), u druhu E. recurvatum byla primérna produkce

lehce vyssi ve druhém dni experimentu v obou sezonach (Obr. 9a a 9b; viz také Tab. 3).
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Tab. 3 Denni produkce cerkarii (b¢hem 24 h) druhti Opisthioglyphe ranae uvolnénych z plzi rodit Ampullaceana a Radix v mésicich kvéten,
cervenc a zafi a Echinoparyphium recurvatum v mésicich kvéten a zafi (viz material v Tab. 2). Data jsou uvedena jako rozsah poctu vyplavanych

cerkarii (min—max) a pramér (£ standardni odchylka, SD). Zkratky: n, pocet experimentalnich plzi; D1-D3, experimentalni den 1-3.

Opisthoglyphe ranae

Echinoparyphium recurvatum

D1 D2 D3 Min—Max  Pramér£SD Celkem D1 D2 D3 Min—Max PrumértSD Celkem
Kvéten (n = 6) Kvéten (n = 3)
10-K 2796 3402 3123 2796-3402 3107+303 9321 1E-K 1146 641 700  641-1146 829+276 2487
20-K 3801 3021 3555 3021-3801 3459+399 10377 2E-K 402 446 1053  402-1053 634+364 1901
30-K 1002 900 1471 900-1471 11244305 3373 3E-K 1380 3078 2513 1380-3078 2324+865 6971
40-K 1182 957 1455 957-1455 1198+249 3594
50-K 5634 6744 6459 5634-6744  6279+577 18837
60-K 1467 1209 1311 1209-1467 1329+130 3987
Celkem 15882 16233 17374 900-6744  2749+1909 49489 Celkem 2928 4165 4266 402—-3078 1262+938 11359
Cervenec (n = 8) Cervenec
10-C 1035 744 371 371-1035  717+333 2150 —A —A — -2 — -2 -
20-C 497 786 223 223786 502+282 1506 - — - - — - -
30-C 1263 1215 756 756—1263 1078+280 3234 - — - - — - -
70-C 2130 705 7 705-2130 1204+803 3612 - - - - - — -
80-C 1251 861 678 678-1251  930+293 2790 - — - - — - -
90-C 942 1212 1065 942-1212 1073+135 3219 - - - - - — -
100-C 939 810 528 528-939 759+210 2277 - - - - - - -
110-C 582 357 369 357-582 436+127 1308 - - - - - — -
Celkem 8639 6690 4767 223-2130 837407 20096 - - - - - — -
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Tab. 3 Pokradovani

Z4¥i (n = 4) Z4¥i (n = 8)

10-Z 324 187 220 187-324  244+72 731 1E-Z 560 727 762 560-762  683+108 2049

20-Z 222 306 209 209-306  246+53 737 2E-Z 369 417 369  369-417  385+28 1155

30-Zz 571 375 361 361-571  436+117 1307 3E-Z 484 759 510  484-759 584152 1753

40-Z 234 274 232 232274 247424 740 5E-Z 1183 1498 1097 1097-1498 1259+211 3778
8E-Z 39 163 222 39-222 141493 424
10E-Z 120 174 214 120214 169447 508
11E-Z 891 957 985 891-985  944+48 2833
12E-Zz 27 69 39  27-69 45+22 135

Celkem 1351 1142 1022  187-571 293107 3515 Celkem 3673 4764 4198 27-1498 526451 12635
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Obr. 8 Sezoénni rozdily v denni produkei cerkarii druhu Opisthioglyphe ranae v mésicich (a)
kvéten, (b) Cervenec a (C) zafi. Grafy vlevo znazornuji produkci cerkarii pro kazdy za sebou
jdouci den experimentu. Body odpovidaji jednotlivym experimentdlnim plziim pouzitych
vV experimentu, tmavs§i bod znazorfiuje primérmou produkci cerkarii ze vSech
experimentalnich plzi béhem 24 h. Grafy vpravo ukazuji primémy pocet vyplavanych
cerkarii pfes 3 dny z jednotlivych experimentélnich plzii a celkovou primérnou produkci na
plze/den.
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Obr. 9 Sezoénni rozdily v denni produkci cerkarii druhu Echinoparyphium recurvatum v
mésicich (a) kvéten a (b) zafi. Grafy vlevo znazornuji produkei cerkarii pro kazdy za sebou
jdouci den experimentu. Body odpovidaji jednotlivym experimentalnim plzim pouZitych
V experimentu, tmav$i bod znazoriiuje primérnou denni produkci cerkarii ze vSech
experimentalnich plzi béhem 24 h. Grafy vpravo ukazuji primémy pocet vyplavanych
cerkarii pfes 3 dny z jednotlivych experimentalnich plza a celkovou primérnou produkci na
plze/den.

Celkova pramérna denni produkce, tj. celkovy pocet vyplavanych cerkarii z jednoho
plze béhem 72 h, byla nejvyssi v kvétnu u obou druht motolic (Obr. 10, Tab. 3); O. ranae:
2749 cerkarii/plz/den (viz také Obr. 8a) a E. recurvatum: 1262 cerkarii/plz/den (viz také Obr.
9a). V nasledujicich mésicich byl pak pramérny pocet vyprodukovanych cerkarii vyrazné
nizsi, u O. ranae v Cervenci 3x méné a v zati dokonce 9x mén¢ nez v kvétnu (Obr. 10, Tab.

3) a u E. recurvatum v zaii témét 2,5% mén¢€ nez v kvétnu (Obr. 10, Tab. 3). Pfi porovnani
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sezénni denni produkce cerkarii mezi druhy sledovanych motolic byla v kvétnu pozorovana
2% vy§§i produkce u druhu O. ranae nez u druhu E. recurvatum (Obr. 10, Tab. 3). Naopak
v zafi byla produkce cerkarii E. recurvatum ptiblizné 2x (1,8x) vyssinez u O. ranae (Obr. 10,
Tab. 3). Divodem kontrastniho rozdilit mezi poctem cerkarii O. ranae a E. recurvatum
v kvétnu a zafi mohou byt rozdilné pocty experimentalnich plza (6 vs 3 a 4 vs 8; Tab. 2 a 3),
velikost experimentalnich plzt v jednotlivych sezonach (Tab. 2) i mezi sezénami, intenzita
infekce v plzich ¢i teplota vody v jednotlivych sezénach (Tab. 1) (viz. Metodika pro piehled
testovanych biotickych a abiotickych faktort).
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75

7,0 | —_—

gl ==

Pocet cerkarii (In transformace)

6,0 |
5,5 | %
5,0
45| -
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Opisthioglyphe ranae Echinoparyphium recurvatum

Obr. 10 Sezonni rozdily v celkové denni produkci (In transformovana data) dvou druhd
Opisthioglyphe ranae a Echinoparyphium recurvatum. Krabicova ¢ast diagramu (box)
vyjadiuje primértSE, horizontalni linie vyjadiuje aritmeticky primér a vousy (whiskers)
vyjadiuji aritmeticky praimér+SD, tj. rozdily mezi minimem a maximem.
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5.2. Denni vzory ve vyplouvani cerkarii
Vzory ve vyplouvani cerkarii v prub&éhu 24 hodin byly sledovany s cilem definovat ¢asovy
interval (vychod slunce, den, zapad slunce nebo noc), béhem kterého byla produkce cerkarii
z mezihostitelskych plzi nejvyssi.

U obou druhti motolic O. ranae a E. recurvatum byla pozorovana velkd variabilita
Vv poctu vyprodukovanych cerkarii béhem jednotlivych ¢asovych tsekt (Tab. 4 ¢ast vlevo).
Vzhledem K jejich rozdilnym délkam nebylo ale mozné stanovit vzory ve vyplouvani. Az
pfepocet cerkdrii na 60 min umoznil poskytnout zietelnéjSi informace o periodicité ve
vyplouvani cerkarii (Tab. 4, ¢ast vpravo) a urcit tak, Ze rytmy ve vyplouvani cerkarii jsou u
obou druhii motolic cirkadianni a diurnalni, tj. s jednim vrcholem v prib¢&hu 24 h ve svétlé
¢asti dne (Obr. 11 a 12). Produkce cerkarii z jednotlivych plzi byly (aZ na par vyjimek) ve své
periodicité konzistentni pro oba druhy motolic (Obr. 11 a 12). Jinymi slovy, mezi jednotlivymi
experimentdlnimi plzi nebyla zaznamenana téméef Zadna variabilita v produkci cerkaérii,
protoze nejvyssi pocet cerkdrii byl zaznamendn z vétSiny plzl ve stejny casovy usek pies
vSechny experimentélni dny.

U druhu O. ranae byly cerkarie nejvice produkovany Vv prabéhu zapadu slunce (Obr.
11). Tento trend byl pozorovan ve vSech 3 sezénach, ovSem S mirné vétsi variabilitou
Vv Cervenci a zafi (Obr. 11b a 1lc), kdy byla u nékterych jedincii plzli detekovana vyssi
produkce v pribéhu noci nebo vychodu slunce. Tato mirna odchylka ve vyplouvani ale nebyla
pro tyto plze konzistentni pro v§echny experimentalni dny (napt. 80-C, Obr. 11b; 10-Z, 20-
Z a30-Z, Obr. 11c). Cerkarie O. ranae pochazely z jednoho druhu plze A. lagotis (Tab. 2). U
druhu E. recurvatum byl vrchol ve vyplouvani cerkarii odlisny od druhu O. ranae, jelikoz bylo
nejvice cerkarii produkovano v priabéhu ¢asového intervalu den (Obr. 12). Tento trend byl
pozorovan v obou sezénach, jak v kvétnu (Obr. 12a), tak i v zaii (Obr. 12b). U nékterych
jedinct plzti byla sice detekovana vyssi produkce v pribéhu zapadu slunce, ale nebyla
konzistentni pro v§echny experimentalni dny (napi. 2E-K, Obr. 12a; 8E-Z a 9E-Z, Obr. 12b).
Cerkarie E. recurvatum pochazely ze 3 druhti plza A. balthica, A. lagotis a R. auricularia, a
to konkrétné v zafi (Tab. 2). Avsak, u vSech byly pozorovany stejné vrcholy ve vyplouvani
cerkarii behem Casového intervalu den v pribehu vsech experimentalnich dni (Obr. 12b), tudiz
odli$né druhy plzi nemély vliv na denni rytmy ve vyplouvani cerkarii druhu E. recurvatum.

I pfes mirnou variabilitu ve vrcholech vyplouvani cerkarii, 1ze vzory ve vyplouvani
cerkarii povazovat za konzistentni pro vSechny plze, a tudiz jednotné pro kazdy druh motolice;

u O. ranae béhem zapadu slunce (Obr. 11) a u E. recurvatum béhem dne (Obr. 12).
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Tab. 4 Produkce cerkarii druhti Opisthioglyphe ranae (kvéten, Cervenec, zafi) a Echinoparyphium recurvatum (kvéten, zaii) z plzt rodu
Ampullaceana a Radix béhem jednotlivych dennich Gsekl. Celkovy pocet vyplavanych cerkarii a primérny pocet (v zavorkach) je znazornén pro
pozorovana data (vlevo) a pro piepocitana data na 60 minut (vpravo). Zkratky: n, pocet experimentalnich plza.

Opisthioglyphe ranae

Sezdéna Den Denni interval/Pozorovany pocet cerkarii Denni interval/Piepocitany pocet cerkarii (60 min)
Kvéten Vychod Den Zapad Noc Vychod Den Zapad Noc
(n=16) slunce slunce slunce slunce
(4:25-5:05)  (5:05-20:50) (20:50-21:30) (21:30-4:25) | (4:25-5:05)  (5:05-20:50)  (20:50-21:30) (21:30-4:25)
Denl 588 3447 3066 8781 882 219 3906 1014
(98) (575) (511) (1464) | (147) (36) (767) (212)
Den2 309 3057 3273 9594 | 464 194 240 218
(52) (510) (546) (1599) | (77) (32) (818) (231)
Den3 283 3786 3972 9333 | 425 240 5958 1349
(47) (631) (662) (1556) (711) (40) (993) (225)
Celkem 1180 10290 10311 27708 1770 653 14774 3750
_ (66) (572) (573) (1539) (98) (36) (859) (223)
Cervenec (4:35-5:15)  (5:15-21:00) (21:00-21:40) (21:40-4:35) | (4:35-5:15)  (5:15-21:00) (21:00-21:40) (21:40-4:35)
(n=28) Denl 350 591 1917 5781 525 38 2876 836
(44) (74) (240) (723) | (66) (5) (359) (104)
Den2 255 552 1494 4389 | 383 35 2241 635
(32) (69) (187) (549) | (48) (4) (280) (79)
Den 3 135 453 1071 3108 | 203 29 1607 449
1an (57) (134) (389) (25) (4) (201) (56)
Celkem 740 1596 4482 13278 1110 101 6723 1920
(31) (67) (187) (553) (46) (4 (280) (80)
Zaii (6:10-6:40)  (6:40-19:10) (19:10-19:40) (19:40-6:10) | (6:10-6:40)  (6:40-19:10)  (19:10-19:40) (19:40-6:10)
(n=4) Denl 67 156 99 1029 134 12 198 98
an 39 25 (257) | 34 ©) (50) (25
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Tab. 4 Pokracovani

Den 2 77 177 129 759 | 154 14 258 72
(19) (44) (32) (190) | (39) (4) (65) (18)
Den3 13 142 192 675 | 26 11 384 64
(©) (36) (48) (169) (@) (©) (96) (16)
Celkem 157 475 420 2463 314 38 840 235
(13) (40) (35) (205) (26) (3) (70) (20)
Echinoparyphium recurvatum
Kvéten Vychod Den Zapad Noc Vychod Den Zéapad Noc
(n=3) slunce slunce slunce slunce
(4:25-5:05)  (5:05-20:50) (20:50-21:30) (21:30-4:25) | (4:25-5:05)  (5:05-20:50)  (20:50-21:30) (21:30-4:25)
Den 1 21 2817 78 12 32 179 117 2
() (939) (26) (4) (11) (60) (39) 1)
Den 2 0 4044 111 10 0 257 167 1
(0) (1348) (37) ©) (0) (86) (56) (0)
Den 3 0 4161 96 9 0 264 144 1
(0) (1387) (32) (©) (0) (88) (48) (0)
Celkem 21 11022 285 31 32 700 428 4
) (1225) (32) (©) (4) (78) (48) (0)
ZaH (6:10-6:40)  (6:40-19:10) (19:10-19:40) (19:40-6:10) | (6:10-6:40)  (6:40-19:10)  (19:10-19:40) (19:40-6:10)
(n=8)
Den 1 2 3633 37 1 328 453 164 1
(0) (454) (5) (0) (1) (36) (9) (0)
Den2 1 4728 33 2 2 540 84 0
() (591) (4) (0) (0) (47) 8 (0)
Den 3 1 4110 85 2 2 329 170 0
©) (514) (11) ©) ©) (41) (21) ©)
Celkem 4 12471 155 5 332 1322 418 1
(0) (520) (6) (0) () (42) (13) ()
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Obr. 11 Periodicita ve vyplouvani cerkarii druhu Opisthioglyphe ranae z infikovanych
plzti béhem jednotlivych ¢asovych tseku (V, vychod slunce; D, den; Z, zapad slunce; N,
noc) v mésicich (a) kvéten, (b) Cervenec a (C) zafi. Data jsou znazornéna pro jednotlivé
jedince plza a pro 3 po sobé€ jdouci experimentalni dny.
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Obr. 12 Periodicita ve vyplouvani cerkarii druhu Echinoparyphium recurvatum z
infikovanych plzi béhem jednotlivych ¢asovych usekt (V, vychod slunce; D, den; Z,
zapad slunce; N, noc) v mésicich (a) kvéten, (b) zafi. Data jsou znazornéna pro jednotlivé
jedince plzi a pro 3 po sob¢ jdouci experimentalni dny.

Nasledné bylo pro zhodnoceni vlivu sezény na rytmy ve vyplouvani cerkarii zhotoveno
prehlednéjsi grafické zndzornéni dat v podob& priméru poctu vyplavanych cerkdrii ptes
vSechny experimentalni plze (Obr. 13) i pies experimentalni dny (Obr. 14). V obou ptipadech
je zfetelna stejné sezonni periodicita v produkeci cerkérii v danych ¢asovych tsecich pro kazdy
druh motolice. Cerkarie O. ranae vykazuji vrcholy v produkci béhem zapadu slunce v kvétnu,
cervenci 1 zafi (Obr, 13a a 14a) a E. recurvatum v pribéhu dne v kvétnu 1 zari (Obr. 13b a
14b), coZ naznacuje, Ze odlisna fotoperioda ¢ili odli$né svételné podminky v riznych sezonach

nemaji vliv na denni rytmy ve vyplouvani cerkarii studovanych motolic.
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Obr. 13 Periodicita ve vyplouvani cerkarii dvou druhi (a) Opisthioglyphe ranae a (b)
Echinoparyphium recurvatum z plzi béhem jednotlivych ¢asovych useku (V, vychod slunce;
D, den; Z, zapad slunce; N, noc) ve tfech sezonach (kvéten — zelend, Cervenec — oranzova a
zati — modra); pro druh O. ranae a ve tfech sezonach a pro druh E. recurvatum ve dvou
sezOnach. Data jsou znazornéna jako primér vyplavanych cerkarii ze v§ech plzii pro 3 po sobé
jdouci experimentalni dny.
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Obr. 14 Periodicita ve vyplouvani cerkarii dvou druhi (a) Opisthioglyphe ranae a (b)
Echinoparyphium recurvatum z plzi béhem jednotlivych ¢asovych useki (V, vychod slunce;
D, den; Z, zapad slunce; N, noc) ve tfech sezonach (kvéten — zelend, Cervenec, oranzova a zaii
— modra); pro druh O. ranae a ve tfech sezonach a pro druh E. recurvatum ve dvou sezoénach.
Data jsou znazornéna jako prumér vyplavanych cerkarii za vSech plzl a 3 experimentalnich
dni, tj. primérny pocet vyplavanych cerkarii na plz/den.
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Vyse zminéna pozorovani o vrcholech ve vyplouvani cerkarii (zapad slunce pro O.
ranae a den pro E. recurvatum) byla podpoiena statisticky (Tab. 5). Testem Repeated
measures ANOVA byl prokazan vyznamny Vvliv 4 dennich Gsekl na produkci cerkarii druhu
O. ranae ve vsech sezonach (vSechna p<0,001; Tab. 5). Vliv faktoru den byl zjistén pouze u
experimentu v ¢ervenci (Tab. 5) kvuli vyrazné vyssi produkci v prvnim dni experimentu oproti
tietimu dni (post-hoc, p<0,01; Tab. 3). Interakce mezi dnem a dennim intervalem (Casovym
usekem) byla zjisténa pouze v kvétnu (p<0,05; Tab. 5), ktera poukazuje na variabilitu v po¢tu
vyplavanych cerkarii v zavislosti na obou faktorech. Dle Tukeovy post-hoc metody
mnohonasobného porovnani rozdila byly v kvétnu a Cervenci statisticky prokdzany rozdily
Vv poétu vyplavanych cerkarii mezi vSemi dennimi intervaly (Tab. 6, Obr. 14a). V zaii byly
rozdily potvrzeny hlavné pro pocty cerkarii produkovanych béhem zapadu slunce, které se ale
zaroven neliSily od poctu vyplavanych béhem noci (Tab. 6, Obr. 14a). Nejvyssi produkce
cerkarii O. ranae pti zapadu slunce byla tudiz potvrzena statisticky ve vSech tiech sezénach
(Obr. 14a, Tab 4.). Produkce poté klesala k druhému nejvyssimu vrcholem v prubéhu noci

U druhu E. recurvatum byl testem Repeated measures ANOVA také prokazan
vyznamny vliv 4 dennich tGseki na produkci cerkarii (p<0,001, Tab. 5). Vliv faktoru den ani
interakce mezi dnem a dennim intervalem nebyl prokazan (Tab. 5). Dle Tukeovy post-hoc
metody mnohonédsobného porovnani rozdili byly statisticky prokazany rozdily Vv poctu
vyplavanych cerkarii mezi jednotlivymi dennimi useky, s vyjimkou jednoho porovnani mezi
vychodem Slunce a noci (Tab. 6). Nejvyssi produkce cerkarii druhu E. recurvatum v pribéhu
dne byla tudiz potvrzena statisticky pouze v mésici zafi (Tab. 6). AvSak vzhledem
k podobnému prubéhu periodicity i v kvétnu (Obr. 14b) se lze domnivat, Ze statisticky
vysledek by byl stejny, pokud by bylo k dispozici dostatecné mnozstvi pozorovani. Produkce
poté klesala k druhému nejvyssimu vrcholu v pritbéhu zapadu slunce a nejnizsi produkce byla
pozorovana béhem noci (Tab. 4 a 6, Obr. 14b). Tyto vysledky opét prokazuji, ze odlisné
svételné (do urcité miry 1 teplotni) podminky V riznych sezénach nemaji vliv na vzory ve

vyplouvani cerkarii, a to obou druhti studovanych motolic.
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Tab. 5 Vysledky testu Repeated measures ANOVA hodnotici vliv sezony a denniho intervalu
na pocet vyplavanych cerkarii druhti Opisthioglyphe ranae a Echinoparyphium recurvatum
z plzt dvou roda Ampullaceana a Radix. Analyza byla provedena na zaklad¢ ptepocitanych dat
na 60 min a za pouziti In (X + 1) transformace. Zkratky: df, stupeni volnosti; MS, stiedni ¢tverec;
F, hodnota testového kritéria; P, hladina vyznamnosti. Statisticky vyznamné vysledky jsou
zvyraznény cervene.

Opisthioglyphe ranae Echinoparyphium recurvatum
Experiment | Faktor df  MS F P df MS F P
Kvéten Intercept 1 165887 276,47 <0,001 -1 - - -
Denni interval 3 35,67 67,33 <0,001 - - - —
Den 2 0,261 3,98 0,05 - - - -
Denni interval*Den 6 0,38 2,84 <0,05 — — - -
Cervenec Intercept 1 126579 502,43 <0,001| -P b b b
Denni interval 3 64,32 68,72 <0,001 - - - —
Den 2 2,614 8,44 <0,01 - - - -
Denni interval*Den 6 0,23 0,44 0,85 — - - -
Zar Intercept 1 345,64 826,03 <0,001 1 151,37 47,03 <0,001
Denni interval 3 17,95 15,16 < 0,001 3 56,16 34,07 <0,001
Den 2 0,392 0,51 0,62 2 0,114 0,19 0,83
Denni interval*Den 6 0,83 1,18 0,36 6 0,22 0,49 0,81

& Nizky pocet plzt pro statistickou analyzu
b Experiment nebyl proveden z ditvodu umrti infikovanych plz pied experimenty
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Tab. 6 Vysledky Tukeyovy post-hoc metody mnohonasobného porovnani rozdild v poctu
vyplavanych cerkarii druhti Opisthioglyphe ranae a Echinoparyphium recurvatum z plza rodu
Ampullaceana a Radix mezi jednotlivymi dennimi Gseky. Analyza byla provedena na zakladé
prepocitanych dat na 60 min pro jednotlivé Casové iseky a za pouziti In(x + 1) transformace.
Zkratky: V, vychod; D, den; Z, zapad; N, noc; P, hladina vyznamnosti. Statisticky vyznamné
vysledky jsou zvyraznény Cervené.

Opisthioglyphe ranae Echinoparyphium recurvatum
Experiment  Denni interval P Denni interval P
Kvéten V>D p <0.01 -2 -2
V<Z p <0.001 - -
V<N p <0.01 - -
D<Z p <0.001 - -
D<N p <0.001 - —
Z>N p <0.001 - -
Cervenec V>D p <0.001 b b
V<Z p <0.001 - -
V<N p <0.05 - -
D<Z p <0.001 - -
D<N p <0.001 — —
Z>N p <0.01 - -
Zari V=D p=0.09 V<D p <0.00
V<Z p <0.05 V<Z p<0.01
V=N p=0.71 V=N p=0.97
D<Z p <0.001 D>Z p <0.001
D<N p <0.05 D>N p <0.001
Z=N p =0.08 Z>N p<0.01

& Nizky pocet plzt pro statistickou analyzu
b Experiment nebyl proveden z ditvodu umrti infikovanych plzii pred experimenty

5.3. Vliv testovanych faktori
Teplota vody v inkubatoru v prubéhu vSech experimentd vyrazné nekolisala (pramér pres 3
dny experimentu, O. ranae: 19,3°C v kvétnu, 21,6°C v Cervenci a 17,9°C v zafi; E.
recurvatum: 19,3°C v kvétnu a 17,9°C v zafi). Pfesto byla prokazana negativni korelace mezi
primérnou teplotou a poctem vyplavanych cerkarii O. ranae pro kazdy den experimentu
v kvétnu (rozmezi teplot béhem 3 experimentalnich dni: 19,1-19,5°C) a dva dny experimentu
zaii (17,9-18,0°C), ale zadny vyznamny vztah mezi témito parametry nebyl zjistén pro
prumérné hodnoty teplot pies 3 experimentalni dny (Tab. 7). U E. recurvatum nebyla
prokazana korelace v produkei cerkarii a experimentalni teplotou (Tab. 7).

Svételné podminky Vv pribéhu vSech experimentli vyrazné kolisaly v zavislosti na
denni fotoperiod¢ v kazdé sezoné (Obr. 15a—€). U obou druhti motolic byl zjistén signifikantni

vztah mezi intenzitou svétla a poctem vyplavanych cerkérii mezi jednotlivymi dennimi
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intervaly (Tab. 7). U druhu O. ranae byla prokazana negativni korelace, tzn. nejvyssi produkce

cerkarii byla pozorovana pii snizené intenzité svétla (Tab. 7), a to ve v8ech sezonach (Obr.

15a—). U druhu E. recurvatum byla prokazana pozitivni korelace, tzn. nejvyssi produkce

cerkarii byla naopak pozorovana pii vyssi intenzité svétla (Tab. 7), a to opét v obou sezonach

(Obr. 15d-e).

Tab.7 Vysledky korelaéni analyzy testujici vztah mezi produkci cerkarii druhi

Opisthioglyphe ranae a Echinoparyphium recurvatum uvolnénych z plzt rodd Ampullaceana

a Radix a rGznymi faktory, jako je teplota vody, intenzita svétla, velikost (délka) plzi a
intenzita infekce. Data jsou uvedena pro kazdy den experimentu i pro tfi dny dohromady
(sdruzena data). Zkratky: r, Pearsoniiv linearni korela¢ni koeficient; P, hladina vyznamnosti.

Statisticky vyznamné vysledky jsou zvyraznény cervene.

Druh Pocet Teplota Intenzita svétla Délka plze Intenzita
motolice/ plza infekce
Experimenty

r P r P r P r P
Opisthioglyphe ranae
Kvéten
Den 1 6 -0,990 <0,01 |-0,789 0,21 0,648 0,16 0,466 0,35
Den 2 6 -0,978 <0,05 | -0,685 0,31 0,674 0,14 0,379 0,46
Den 3 6 -0,973 <0,05 | -0,605 0,40 0,799 0,06 0,466 0,35
Sdruzena data 6 -0,555 0,06 -0,671  <0,05 0,714 0,11 0,439 0,38
Cervenec
Den 1 8 -0,862 0,14 -0,896 0,10 0,216 0,60 0,356 0,39
Den 2 8 -0,874 0,13 -0,879 0,12 0,704 0,05 0,530 0,18
Den 3 8 -0,884 0,12 -0,830 0,17 0,631 0,09 -0,064 0,88
Sdruzena data 8 -0,557 0,06 -0,845 <0,01 0,579 0,13 0,370 0,37
Zari
Den 1 4 -0,965 <0,05 | -0,956 <0,05 0,659 0,34 0,818 0,18
Den 2 4 -0,990 <001 |-0,878 0,12 0,859 0,14 0,157 0,84
Den 3 4 -0,854 0,15 -0,632 0,37 0,902 0,10 0,591 0,41
Sdruzena data 4 -0,549 0,06 -0,793 <0,01 0,879 0,12 0,671 0,33
Echinoparyphium recurvatum
Kvéten
Den 1 3 0,059 0,94 0,622 0,38 -0,766 0,44 0,990 0,09
Den 2 3 -0,053 0,95 0,679 0,32 -0,142 0,91 0,645 0,55
Den 3 3 -0,022 0,98 0,701 0,30 0,346 0,78 0,204 0,87
Sdruzena data 3 0,061 0,85 0,644 < 0,05 -0,161 0,90 0,660 0,54
Zaxi
Den 1 8 0,405 0,60 0,821 0,18 0,896 <0,01 |0,578 0,13
Den 2 8 0,467 0,53 0,855 0,15 0,908 <0,01 | 0,627 0,10
Den 3 8 0,246 0,75 0,705 0,3 0,861 <0,01 | 0,499 0,20
Sdruzena data 8 0,233 0,47 0,776 < 0,01 0,899 <0,01 | 0,57 0,14
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Délka plze méla vliv na produkci cerkarii pouze u druhu E. recurvatum (Tab. 7), kdy
bylo prokazano, Ze vet$i plzi produkuji vét§i mnozstvi cerkarii (Obr. 15f). Ackoliv délka
experimentalnich plzi infikovanych druhem O. ranae se signifikantné liSila mezi sezénami
(kvétnem, Cervencem a zatim; F»15=18,66, p<0,001), plzi signifikantné mensich rozmért se
vyskytovali pouze v zafi (post hoc Tukey’s HSD test, obé p<0,001; praimérna délka plzit
SD:13.3941,61 mm), zatimco v kvétnu a ¢ervenci byla velikost plzii podobna (p > 0,05; 20,32
42,07 mm a vs 20,07+£2,61 mm). Délka plzt u druhu E. recurvatum se mezi jednotlivymi
sezonami, kvéten a zafi, nelisila (F1,9=4,00, p = 0,08; 18,25+0,95 vs 14,34+3,13) nelisila.

Korelace mezi intenzitou infekce a poctem vyplavanych cerkarii nebyla prokdzana u

zadného druhu motolice (Tab. 7).
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Obr. 15 Grafické znazornéni statisticky vyznamného korelacniho vztahu mezi primérnou
denni produkei cerkarii a intenzitou svétla béhem jednotlivych ¢asovych usek (vychod slunce
— razova, den — zlutd, zapad slunce — modra a noc — cCernd). Negativni korelace u
Opisthioglyphe ranae v mésicich (a) kvéten, (b) Cervenec a (C) zafi a pozitivni korelace u
Echinoparyphium recurvatum v (d) kvétnu a (e) zafi. (f) Pozitivni vztah mezi primérnou denni
produkci cerkarii a velikosti plzii detekovan u Echinoparyphium recurvatum v zaii. Body

znazoriuji pocet vyplavanych cerkarii z jednotlivych plZi.
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6. Diskuse

V této studii jsou poskytnuty prvni detailni idaje o sezénni denni produkci a rytmech ve
vyplouvani cerkérii dvou druhtt motolic O. ranae a E. recurvatum z malych plovatkovitych
plzi dvou rodi Ampullaceana a Radix (Lymnaeidae) jakozto prvnich mezihostitelt.
Informace o téchto zcela zasadnich strategiich v pfenosu motolic do dalsich hostiteli jsou totiz
u studovanych motolic velmi omezené (O. ranae: diplomova prace Bednatova, 2010; E.
recurvatum: McCarthy a kol., 1999a; Morley a kol., 2003; Morley a kol., 2010). Tato studie
je jedine¢nd 1 z divodu zkoumani vyplouvani cerkarii z malych plovatkovitych plza, pro které
jsou dosavadni informace na toto téma nedostatecné. V Evropé, kromé vysSe zminénych studii,
pouze 4 prace pojednavaji o produkci a rytmech ve vyplouvani 6 druhii sladkovodnich cerkérii
ze 3 druhd malych plovatek, konktrétné Plagiorchis sp. (Plagiorchiidae) z Lymnaea peregra
(synonym Peregriana peregra; Aksenova a kol., 2018) (McCarthy a kol., 1999a),
Diplostomum gasterostei (Diplostomidae) z Myxas glutinosa (Karvonen a kol., 2006b),
Diplostomum mergi, D. spathacaeum a D. parviventosum (Diplostomidae) z A. lagotis
(Vyhlidalova a Soldanova, 2020) a Trichobilharzia sp. peregra z A. balthica (Soldanova a kol.,
2022).

Hlavni vysledky této studie jsou nasledujici: i) sezénni teploty vyznamné ovliviiuji
denni produkci cerkarii obou motolic (celkové mnozstvi vyplavanych cerkérii béhem 24 h),
i1) denni rytmy ve vyplouvani cerkarii (denni periodicita ve vyplouvani v prib&hu 24 h) obou
druhtt motolic byly identifikovany jako diurndlni a cirkadianni, ale s rozdilnymi vrcholy
v odlisnych Casovych intervalech (O. ranae: pii zapadu slunce; E. recurvatum: béhem dne),
iii) denni rytmy (na rozdil od celkové denni produkce) nebyly ovlivnény podminkami
rozdilnych foto- a hlavné termoperiod v rliznych sezonach. Periodicita ve vyplouvani cerkarii
byla s nejvétsi pravdépodobnosti podminéna dynamikou infekce v pfezimujicich plzich a
chronobiologickou aktivitou dalSich hostitell v Zivotnich cyklech obou druhit motolic.

Sezénnost spojend s vykyvy teplot mize vyznamné ovlivnit vyplouvani cerkarii
z prvnich mezihostitelskych m&kkysa, nebot’ vyskyt cerkarii v prostfedi je vadzany na urcita
obdobi v roce, kdy se zvysSuje i pravdépodobnost interakce s dalSimi hostiteli (Morley, 2012).
V tomto obdobi pifenosu (tzv. transmission window) jsou populace cerkarii ve vodnim
prostiedi obvykle nizké v chladnéjSich sezonach a vysoké v teplejSich obdobich, kdy jsou
teplotni podminky pro produkci cerkarii optimalni (Thieltges a Rick, 2006; Morley a Lewis,
2013; Nikolaev a kol.,, 2021). OvSem informace o sezénnich vykyvech v mnoZstvi

vyplavanych cerkarii jsou omezené jen na par studii, ve kterych byly zjiStény sezoénni rozdily
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¢1 dokonce sezdnni posun ve vyplouvani cerkarii pravé v zavislosti na teplotnich podminkach
(Fingerut a kol., 2003; Koprivnikar a Poulin, 2009b; Kiatsopit a kol., 2014; Paull a Johnson,
2014; Prokofiev a kol., 2015; de Montaudouin a kol., 2016; Soldanova a kol., 2016;
Vyhlidalova a Soldanova, 2020; Soldanova a kol., 2022; Taskinen a kol., 2022).

Rozdily v sezonni produkci cerkarii (denni produkce) byly detekovany i u studovanych
druhtt motolic O. ranae a E. recurvatum. Nejvyssi produkce cerkarii byla pozorovana na jaie
v kvétnu (20°C) a v nasledujicich sezonach postupné klesala ptes cervenec (22°C) smérem
k podzimu v zafi (18°C). Tento trend byl pozorovan u obou druht studovanych motolic, a to
az s mnohonasobnym poklesem oproti kvétnu (O. ranae: 3x nizsi produkce v ¢ervenci a az 9x
niz$i v zari; E. recurvatum: 2,5x nizsi v zafi). Tato zjisténi se vSak sluCuji s prvni stanovenou
hypotézou pouze castecné. Je ziejmé, ze sezonni termoperioda mé skute¢né vyznamny vliv na
mnozstvi vyplavanych cerkarii, ale oproti ocekavani, nejvyssi denni produkce nebyla
pozorovana v mésici s nejvyssi teplotou 22°C, tedy v Cervenci. Navic tuto ¢ast hypotézy lze
S jistotou zamitnout pouze u druhu O. ranae, kvili absenci dat o celkové denni produkci
cerkarii u E. recurvatum v Cervenci. Obecné se uvadi, Ze motolice jsou extrémné citlivé na
zmeény teplot, coZ je nevice patrné pravé u denniho mnozstvi vyplavanych cerkarii. U vétSiny
druhti motolic (sladkovodnich i mofskych) se produkce cerkérii zvysuje v reakci na zvySenou
teplotu, tj., ze nejvetsi mnozstvi cerkarii vyplouva pii vyssich teplotach (Lyholt a Buchmann,
1996; Mouritsen, 2002; Thieltges a Rick, 2006; Al-Jubury a kol., 2020; Soldanova a kol.,
2022), avsak jen do urCité mezni teploty a poté produkce cerkarii klesa (Poulin, 2006;
Koprivnikar a Poulin, 2009a; Morley a kol., 2010; Selbach a Poulin, 2020; Khosravi a kol.,
2023). Optimalni produkce cerkarii tedy probiha pouze v rozmezi urcitych teplot (Morley a
Lewis, 2013), které jsou nejvice piiznivé pro funkéni aktivitu cerkarii ¢ili pro jejich schopnost
infekce a pfenosu do dalSich hostiteli (Morley, 2012; Nikolaev a kol., 2021). V této studii
byla denni produkce cerkarii sledovéna v rdmci sezonnich teplot tfech mésici, 20, 18 a 22°C
(kvéten, Cervenec a zafi), coZ odpovida rozmezi teplot 15-25°C pro optimalni produkci
cerkarii v podminkach mirného pasu (Morley a kol., 2010; Morley a Lewis, 2013). Nicméné,
tento aspekt teplotni citlivosti motolic nevysvétluje nejvyssi produkci cerkarii na jafe
v kvétnu, a tudiz obecné¢ piijimany fakt, Zze produkce cerkarii stoupa s rostouci teplotou.

Vysledky této studie jsou i v rozporu s dostupnymi, le¢ omezenymi udaji o teplotni
zavislosti denni produkce cerkarii O. ranae a E. recurvatum (Bednatova, 2010; McCarthy,
1999a; Morley a kol., 2003; Morley a kol., 2010). Bednarova (2010), ktera sledovala produkci

cerkarii 3 druhti motolic (Plagiorchis elegans, O. ranae a Diplostomum pseudospathaceum)

45



z prvniho mezihostitelského plze L. stagnalis po dobu 11 mésici uvadi, ze mnozstvi
vyprodukovanych cerkarii se béhem jednotlivych ro¢nich obdobi lisilo, kdy na jafe byla
hodnot (viz. diskuze Bednatrové, 2010). OvSem konktrétné u O. ranae je patrné, ze produkce
cerkarii byla v prtibéhu roku velmi variabilni (Tab. 3; Bednatrova, 2010) s podobnou produkci
v kvétnu (jaro, 3499 cerkarii/plz/den) a zafi (podzim; 3741 cerkarii/plz/den), ale s vyrazné
niz$i produkci v Cervenci (1éto, 1328 cerkarii/plz/den), a nejvyssi produkce byla pozorovéana
v srpnu (1éto, 6648 cerkarii/plz/den). Zde je dilezité upozornit na uc¢inek matoucich faktort,
které pti porovnavani udaji o0 produkci O. ranae mohou vést k chybné interpretaci vysledk.
Bednarova a kol. (2010) sledovala produkci cerkarii pouhych 15 h denn¢ (od 7:00 do 22:00),
coz odporuje standardnim metodikdm bézné uzivanym pii studiu této problematiky (tj.
sledovani vyplouvani cerkérii nejmén¢ po dobu 24 h). Navic jeji pokusy probihaly v kazdém
meésici v laboratornich podminkach v konstantni teplot¢ 17°C, tudiz nelze debatovat o
sezonnich zménach v produkci cerkarii. V neposledni ftad€, experimentdlni pocet
infikovanych plzt byl vétSinou velmi nizky (Casto 1-3 jedinci), coz neposkytuje spolehliva
data o primérném mnozstvi vyplavanych cerkérii a tim i dostatené robustni analyzu.
Nicméné v kvétnu vyplouvaly cerkarie O. ranae z A. lagotis ve srovnatelném mnozstvi jako
v kvétnu z L. stagnalis (2749 vs 3499 cerkarii/plZ/den), coz naznacuje, Ze i mensi plovatkoviti
plzi maji relativné vysokou kapacitu pro produkci cerkarii ve srovnani S mnohem vétSim
plzem.

Produkci cerkarii druhu E. recurvatum lze porovnat se studiemi McCarthy (1999a),
Morley a kol. (2003) a Morley a kol. (2010), ve kterych byla sledovéna produkce stejného
druhu motolice z malého plovatkovitého plze Lymnaea peregra (synonym: Peregriana
peregra, Aksenova a kol., 2018), tedy blizce piibuzného druhu k druhim plzii pouzitych v této
studii: A. balthica, A. lagotis a R. auricularia (Aksenova a kol., 2018). Ackoliv se autofi
Vv téchto studiich nezamétfovali konktrétné na sezénni zmény v produkci cerkarii, produkce
byla monitorovana v rozmezi podobnych teplot, které odpovidaji mési¢nim teplotam v této
studii. Morley a kol. (2003) uvad¢ji rozmezi 200-250 cerkérii (c./plz/den) pii teploté 20°C
(odpovidajici kvétnu) a McCarthy (1999a) uvadi 573-742 c./plz/den pii teplot¢ 18°C
(odpovidajici zati). Morley a kol. (2003), kteti sledovali produkci cerkarii v 6 riznych
teplotach (10, 14, 17, 21, 25, 29°C), potvrdili, ze teplota je rozhodujici faktor pro mnozstvi
vyplavanych cerkarii. Minimalni produkce probihala pii teplot¢ 10°C, pak se postupné

zvySovala s rostouci teplotou az do 17°C, kdy bylo dosazeno termalniho optima (mezi 17—
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25°C) a poté se opét snizila pii nejvyssi teplot€¢ 29°C. Morley a kol. (2003) uvadéji 1401
c./plz/den pii 21°C (odpovidajici kvétnu, ale i Cervenci) a 1122 c./plz/den pii 17°C
(odpovidajici zafi). Vysledky z téchto tfech studii jsou rozporuplné a s produkei cerkarii E.
recurvatum v této studii se shoduji jen castecné. Zatimco pocet vyplavanych cerkarii v zaii
Vv této studii (562 c./plz/den) se shoduje s praci McCarthy a kol. (1999a), Morley a kol. (2010)

uvadéji produkci dvojnasobné vyssi. Naopak v kvétnu, kdy byla produkce v této studii vysoka

kol. (2003) naopak zaznamenali produkci 4% niZzsi.

Hypotéza o nevyssi produkei cerkarii druhu E. recurvatum v ¢ervenci zde nemohla byt
potvrzena ani vyvracena kvili tumrti plzi béhem zpracovavani vzorki nebo béhem
aklimatizace. Nicméng, na zékladé udajii z Morley a kol. (2010) a Sarounova (2011) lze
predpokladat, ze produkce cerkarii E. recurvatum v cervenci mize byt shodna nebo dokonce
vys$si nez v kvétnu. Morley a kol. (2010) zjistili podobné mnozstvi vyplavovanych cerkarii ve
21°C (odpovidajici kvétnu a cervenci) jako v této studii ve 20°C (kvéten) (1401 c./plz/den vs
1262 c./plz/den). Sarounova (2011) ve své diplomové praci studovala vyplouvéani cerkarii
blizce ptibuznych druhti echinostomnich motolic Echinoparyphium aconiatum Dietz, 1909
z plze L. stagnalis (Lymnaeidae) a Echinostoma miyagawai Ishii, 1932 z plze Planorbarius
corneus (Linnaeus, 1758) (Planorbidae) ve tfech experimentalnich teplotach (17,5°C; 22,5°C
a 27,5°C; vzdy srozdilem 5°C mezi teplotami). I zde byla potvrzena teplotni zavislost
v mnozstvi produkovanych cerkarii u obou druhti s vyraznym poklesem pii nejvyssi teploté.
Ovsem v teploté 22,5°C (odpovidajici ¢ervenci v této studii) byl zaznamenam rapidni nardst
v produkei cerkarii obou druhti. Obzvlasté u E. aconiatum byla produkce vysoka v rozmezi
810-2180 c./plz/den a dosahovala az 4800 c./plZz/den, coz je ve shod€ s vySe uvedenou
domnénkou, Ze produkce cerkarii studovaného druhu E. recurvatum by mohla byt nejvyssi
(nebo alespon srovnatelnd) v Cervenci. Dalsim dikazem mutZze byt skute¢nost, ze cerkarie
téchto tfi echinostomnich motolic pochazely zplzli sbiranych ve sladkovodnich
ekosystémech mirného pasu (Ceska republika: Sarounova, 2011; Anglie: McCarthy, 1999a;
Morley a kol., 2003; Morley a kol., 2010), tedy v rozmezi teplotniho optima 15-25°C pro
produkeci cerkarii ve stitednich zemépisnych Sitkach (36—-60°) (Morley a Lewis, 2013). Reakce
cerkarii na teplotni zmény v jednotlivych sezoénach ve smyslu denni produkce by tedy mély
byt podobné, zvlasté pokud se jedna o motolice stejné skupiny (zde ¢eled’ Echinostomatidae).
Pro potvrzeni hypotézy o nejvyssi produkci cerkarii E. recurvatum v ¢ervenci je v budoucnu

potieba ziskat vice tidajii z teplotniho rozmezi letni sezony.
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Vzhledem k nejvyssi produkei cerkarii O. ranae v kvétnu je ziejmé, ze existuji i jiné
mechanismy nez teplota vody, které ovlivnily sezénni produkci. Velikost plze a intenzita
infekce byly jiz v predchozich studiich prokazany jako signifikantni (Massoud, 1974; Graham,
2003; Karvonen a kol., 2006a; Morley a kol., 2010, Soldanova a kol., 2016; Vyhlidalova a
Soldanova, 2020). Plzi vétSich rozmért zpravidla produkuji vétsi mnozstvi cerkarii, protoze
tak poskytuji vice prostoru k namnozeni larev (sporocyst/redii), ¢imz se zvySuje 1 produkce
cerkarii. Intenzita infekce zahrnuje promotenost tkan¢ plze larvami motolic a zpravidla vétsi
jedinci se vyznacuji i vyssi intenzitou infekce (Morley a kol., 2010; Vyhlidalova a Soldanova,
2020). Experimentalni plzi pochdzeli z ptirozeného prostiedi a kvtli relativné nizké prevalenci
studovanych druht motolic nebylo mozné standardizovat metodiku experimentd z hlediska
zamezeni potencialnich vlivl téchto dvou faktor, tj. zahrnout plze podobnych velikosti.
Nicméng, intenzita infekce Vv této studii nebyla prokazana jako faktor ovliviiujici produkci
cerkarii ani u jednoho druhti motolice. Piestoze se plzi infikovani O. ranae vétSich rozméra
vyskytovali v kvétnu a ¢ervenci, vliv velikosti plzi na produkei cerkarii nebyl potvrzen. Toto
se neshoduje s pifedchozimi vysledky Bednatové (2010), ktera zdivodnila nejvyssi produkci
cerkarii O. ranae pravé kvuli vétsi velikosti plovatek L. stagnalis. Naopak u druhu E.
recurvatum se infikovani plzi ve velikosti mezi jednotlivymi sezoénami nelisily, ale produkce
cerkarii v zafi signifikantné korelovala s velikosti plzii. Tento konkrétni vysledek pfesto neni
dostacujicim vysvétlenim pro nejvyssi produkcei cerkarii obou druhti v kvétnu, nebot’ produkce

Dal$im moZnym faktorem, ktery by mohl ovliviiovat dynamiku sezénni produkce
cerkarii je cyklicky vyvoj infrapopulaci larev v plZi, kdy se stiida faze vyvoje cerkarii jakoZzto
pln€¢ vyvinutych larev v dcefinych sporocystach/rédiich (tzn. vysokd produkce cerkarii
Vv urcitych sezonach) s fazi dozravani cerkarii nebo teprve produkci dcetfinych sporocyst/rédii
z téch mateiskych (tzn. nizka produkce cerkarii v urCitych sezonach) (Galaktionov a
Dobrovoslkij, 2003). Tato charakteristika je typicka pro motolice ¢eledi Schistosomatidae
s cyklickym larvalnim vyvojem pfiblizn€ 3540 dni (Théron, 2015) a vliv tohoto jevu na
produkci cerkarii byl také diskutovan u ptacich schistosom (Soldanova a kol., 2016). Avsak,
toto se v pripad¢ druhu E. recurvatum zda byt nepravdépodobné, jelikoz vliv cyklického
vyvoje larev na produkci cerkdrii nebyl prokézan (Morley a kol., 2010). V ptipad€ druhu O.
ranae zadné udaje nejsou znamé. Nicméné, hypoteticky, pokud by se larvy O. ranae vyvijeli
periodicky kazdych 35-40 dni, vyrazné vyssi produkce cerkarii by méla byt patrna jiz o mésic

dfive v dubnu. Pak Ize nalézt souvislost ve schopnosti piezivani larev motolic v pfezimujicich
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plzich. V nepfiznivych sezéonach (podzim a zima) je produkce cerkarii nékterych druht
motolic pozastavena a probiha pouze mnozeni larev (sporocyst/redii) uvniti plze (Watertor,
1968; Brassard a kol., 1982; Galaktionov a Dobrovolskij, 2003). Na jate, kdy teplota vody
dosahne urcité hodnoty pro stimulaci produkce cerkarii, dochazi k opétovnému mnozeni
cerkarii a naslednému masivnimu vyplouvani cerkarii z hostitelského plze do okolniho
prostiedi (Galaktionov a Dobrovolskij, 2003). V podminkach mirného pasu se jako minimalni
rozmezi teplot pro vyplouvani cerkarii uvadi 4-10°C (Morley, 2012) a moznost akumulace
larev s potlacenou produkci cerkarii ve sporocystach druhu O. ranae béhem zimniho obdobi
byla zdokumentovana u plze L. stagnalis (Soldanova a kol., 2011). V dubnu se teplota vody v
uméle vytvofenych vodnich nadrzich pohybuje mezi 10-18°C (Vyhlidalova a Soldanova,
2020) a teplota vody v jezete Most, odkud pochézi plzi infikovani druhem O. ranae, se
v dubnu pohybovala mezi 7-19°C, coz koresponduje s mezni teplotou 14°C pro zvySenou
aktivitu plzi (Morley a kol., 2010) i s vyskytem infikovanych plzi jiz v dubnu (Zbikowska a
kol., 2006; Soldanové a kol., 2011). TudiZ pokud by cyklicky vyvoj larev O. ranae ptred
hibernaci plzi v zimnim obdobi byl ve fazi dozravani cerkdrii ve sporocystach, zvySena
produkce ve smyslu mnozstvi vyplavanych cerkarii mize tedy skute¢né probihat brzy na jate
v dubnu, jakmile nastanou ptiznivé podminky pro obnovenou aktivitu plzti a produkci cerkarii.
To by ovSem znamenalo, ze sezonni vykyvy v produkci by byly pozorovatelné kazdy 1-1,5
mésice. Jelikoz prvni experiment v této studii probihal na konci kvétna (25.-28.5.), kdy byla
zaznamenana nevyssi produkce cerkarii, dal$i zvySeni produkce by méla byt patrnd také na
konci nebo v poloving kazdého nasledujici mésice. Avsak nasledné experimenty v ¢ervenci a
zati byly uskutecnény piiblizné o tyden diive nez v kvétnu (17.— 20.7. a 16— 18.9.), tudiz
nelze s jistotou urcit, zda tento faktor ma skute¢né vliv na produkci cerkarii. Potvrzeni této
teorie by v budoucnu vyzadovalo fadu experimentt alespon kazdych 14 dni.

JelikoZ cerkarie maji velmi omezeny €as na infikovani dalSiho hostitele (Nikolaev a
kol.,2021), jejich produkce z nakaZeného plze musi byt efektivni. Vyplouvani cerkarii je
obvykle synchronizovano s chronobiologickou aktivitou dalSich hostiteldi v zivotnim cyklu
motolic, protoze spravné nacasovani zvySuje Sance na prenos a maximalizuje tak
pravdépodobnost dokonceni zivotniho cyklu (Combes a kol., 1994; Combes a kol., 2002;
Soldanova a kol., 2016; Soldanova a kol., 2022). Ackoliv se tento fenomén nejvyraznéji
projevuje v rytmech ve vyplouvani cerkarii (Prokofiev a kol., 2015), denni produkce cerkarii
také miize byt ovlivnéna sezonnim vyskytem a aktivitou hostiteld, obzvlaste behem jejich

reproduk¢éniho obdobi, kdy je setkani cerkarii s vhodnym hostitelem nejpravdépodobné;jsi a
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ptenos nejvice realizovatelny (Anderson, 1976; Combes a kol., 1994, 2002; Théron, 2015;
Vyhlidalova a Soldanova, 2020; Soldanova a kol., 2022). Jako nejpravdépodobnéjsi vysvétleni
nejvyssi produkce cerkarii O. ranae v kvétnu se jevi pifitomnost vhodnych hostitelll ve
spravném case na spravném misté. Vyskyt infikovanych plzl, ktefi prezimovali a zacali
aktivovat v prib¢hu dubna (viz. dynamika infekce v piezimujicich plzich vyse), se prekryva
s vyskytem zab (Stebins a Cohen, 1997), ktefi slouzi jako definitivni hostitelé (ale 1 jako
mezihostitel¢) pro O. ranae (Grabda-Kazubska, 1969). AZ na nékteré vyjimky se Zzaby
V podminkéach mirného pasu rozmnozuji brzy z jara (obvykle zac¢atkem biezna) hned po jejich
pfezimovani (Zwach, 2009; Gaisler a Zima, 2018), nacez se béhem 14 dni lihnou z vajicek
pulci, ktefi slouzi jako druzi mezihostitel¢é druhu O. ranae. Vyvoj pulct v dospélé zaby trva
ptiblizné 2,5-3 mésice (Zwach, 2009). To znamen4, Ze vyvojova stadia Zab setrvavaji ve vode
priblizn¢ do pilky Cervna, coz koresponduje s nejvyssi produkei cerkérii v kvétnu. OvSem
vzhledem K nevyssi akumulaci pulct piiblizné v ptlce dubna je pravdépodobné, ze vyssi
produkce cerkdrii mlze probihat pravé i v tomto obdobi. V budoucnu by bylo tieba
monitorovat produkci cerkarii nejen kazdych 14 dni béhem produktivniho obdobi v roce, ale
hlavné v brzkych jarnich mésicich. Vyzkum ale mze byt naro¢ny kvili omezenému mnozstvi
infikovanych plzi a chybéjicim idajim o rozmezi minimalnich teplot, pfi kterych cerkarie O.
ranae jest¢ vyplouvaji nebo je produkce zastavena tplné.

Synchronizace produkce cerkarii s vyskytem druhych mezihostiteld pravdépodobné
probiha i u druhu E. recurvatum. P1Zi jako druzi mezihostitelé pro tento druh jsou nejvice
abundantni v letnich mésicich (Vinarski a kol., 2023), coz koresponduje s hypoteticky
nejvyssi produkcei druhu E. recurvatum v Cervenci. Vyssi produkce cerkarii v kvétnu mize
opét souviset s dynamikou infekce v pfezimujicich plzich, ale také jejich velikosti (Watertor,
1968; Brassard a kol., 1982; Galaktionov a Dobrovolskij, 2003; Poulin, 2006). Ac¢koliv nebyly
zjistény signifikantni rozdily ve velikosti infikovanych plzi mezi obéma sezdénami, plzi na
jafe byli primérné vétsi neZ na podzim. Jedna se pravé o plze z piedchoziho roku, kteti
pfezimovali a na jafe zacali opét produkovat cerkarie.

Denni rytmy ve vyplouvani cerkarii byly studovany mnoha autory a jsou rozpoznavany
jako adaptivni mechanismus vedouci ke zvySeni pravdépodobnosti pfenosu motolic do dalSich
hostitelti (napf. Anderson, 1976; Jourdane a Théron, 1987; Shostak a Esch, 1990; Umadevi a
Madhavi, 1997; Toledo a kol., 1999). U raznych druht motolic tak Ize pozorovat rizné vysoké

pocty vyprodukovanych cerkarii v konkrétnim case béhem dne, a to opét v zavislosti na fad¢
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dal$ich hostitelti v zivotnim cyklu motolic (Anderson a kol., 1976; Combes a kol., 1994, 2002;
Théron, 2015) (viz diskuze nize). Denni rytmy ve vyplouvani cerkarii obou sledovanych druhti
O. ranae a E. recurvatum byly diurnalni a cirkadidnni (nevyssi pocet cerkarii pouze jednou ve
sveétlé Casti dne), avSak s rozdilnymi vrcholy béhem 24 h. Oba druhy zaroven vykazovaly
konstantni periodicitu v cirkadiannich rytmech produkovanych cerkarii béhem vSech sezon.
To znamen4, ze cerkarie vyplouvaly ve stejné casti dne bez ohledu na odlisné sezonni svételné
podminky, tj. sezonni délku svétlé a tmavé Casti dne. Navic, experimenty byly provadény ve
standardizovanych teplotach kazdé sezony, a tudiz bez moznosti fluktuace teplot v prub&hu
dne, které u n¢kterych motolic mohou denni rytmy ovlivnit (Prokofiev a kol., 2015). Lze tedy
potvrdit druhou hypotézu o tom, Ze sezénni foto- a termoperioda nema vliv na denni rytmy ve
vyplouvani cerkarii O. ranae a E. recurvatum. Podobné vysledky byly prokazany i pro jiné
druhy motolic infikujicich sladkovodni plze (Kiatsopit a kol., 2014; Soldanova a kol., 2016;
Vyhlidalové a Soldanova, 2020; Soldanova a kol., 2022).

Cerkérie druhu O. ranae nejvice vyplouvaly z prvniho mezihostitelského plze A.
lagotis béhem zapadu slunce, dale vyplouvani klesalo k druhému nejvyssimu vrcholu
v pribéhu noci. Tyto vysledky jsou v rozporu s vysledky prace Bednarové (2010), ktera
detekovala rytmy ve vyplouvavani cerkarii pouze u druhu P. elegans (Obr. 17; Bednafova,
2010), ale u druhi D. pseudospathaceum a O. ranae vyplouvani cerkarii v prib&éhu dne
vyrazné nekolisalo (Obr. 17; Bednafova, 2010). Tento vysledek je zvlastni, protoZe infradianni
rytmy, tj. bez periodicity ve vyplouvani, jsou typické pro motolice bez druhého mezihostitele
v zivotnich cyklech, kdy se cerkarie encystuji jako adoleskarie napf. na vodni vegetaci (napf.
motolice ¢eledi Fasciolidae; Théron, 2015; Maggioli a kol., 2020). I ptesto, ze Bednafova
(2010) sledovala produkci cerkarii kazdé 3 h pouze po dobu 15 h denné (od 7:00 do 22:00),
casovy usek zapadu slunce byl zahrnut po ¢as experimentli v kazdém mésici (v této studii se
zapad slunce podle sezon pohyboval mezi 19 a 22 h s délkou trvani 30—40 min). Vzhledem
K tomu, Ze periodicita ve vyplouvani cerkarii O. ranae byla v této studii konstantni ve vSech
sezOnach, je nutno pfistupovat k vysledkiim Bednarové (2010) opatrné.

Na rozdil od O. ranae, cerkdrie druhu E. recurvatum nejvice vyplouvaly
z mezihostitelskych plzi ve svétlé Casti dne (tj. v intervalu den). Produkce poté klesala
k druhému nejvyssimu vrcholu béhem zapadu slunce a nejnizsi pozorované pocty cerkarii byly
zaznamenany v prubéhu noci. Tento trend byl pozorovan u vsech 3 druhii plza A. balthica, A.
lagotis a R. auricularia, tudiz 1ze konstatovat, ze odlisné druhy plzd nemély vliv na denni

rytmy ve vyplouvani cerkarii druhu E. recurvatum. Stejné diurnalni a cirkadianni rytmy druhu
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studii, navic také z jiného druhu malého plovatkovitého plze L. peregra (McCarthy, 1999a;
Morley a kol., 2003; Morley a kol., 2010). Tito autofi pocitali cerkérie v pravidelnych 1 h
intervalech a dospéli k podobnym zavérim i pfes malé odliSnosti v experimentdlnich
podminkach. McCarthy (1999a) detekoval vrchol ve vyplouvani cerkarii dopoledne mezi 9 a
10h v laboratofi pii standardni teploté 18°C a fotoperiodé 12 h:12 h (svétlo/tma). Morley a
kol. (2003) zaznamenali vrchol ve vyplouvani odpoledne mezi 13 a 14h v laboratofi pii
standardni teplot¢ 20°C a fotoperiodé 12 h:12 h a Morley a kol. (2010) mezi 10 a 13 h
Vv laboratofi pfi standardni teploté¢ 21°C za pfirozenych svételnych podminek. V této studii
byla periodicita ve vyplouvani cerkarii sledovana pouze v ramci hlavnich ¢ésti dne (vychod a
zapad slunce, den a noc), ale na zdkladé udaji z vySe zminénych studii 1ze ptedpokladat, ze
vrchol ve vyplouvani cerkérii druhu E. recurvatum by mohl byt hlavné v dopolednich
hodinach, avSak s moznosti prodlouzeni do hodin odpolednich. Potvrzeni této teorie by v
budoucnu vyzadovalo dal§i experimenty, pii nichz by cerkarie byly pocitany v kratkych
casovych intervalech, idedlné kazdou hodinu. Diurnédlni a cirkadianni rytmy s nejvetSim
mnozstvim vyplavanych cerkarii béhem intervalu den se jevi jako bézné a typické u motolic
celedi Echinostomatidae, jelikoz byly potvrzeny i u jinych druht echinostom infikujici rizné
druhy plza. Napfiiklad cerkarie druhu Euparyphium albuferencis (Esteban, Toledo, Sanchez a
Munoz-Antoli, 1997) (vyplouvaly z okruzakovitého plze Gyraulus chinensis (Dunker, 1848)
(Planorbidae) nejvice mezi 13 a 14 h (Toledo a kol., 1999). Cerkarie Echinostoma sp. z plze
druhu Helisoma trivolvis (Say, 1817) opét mezi 9 a 11h (Hannon a kol., 2017).

Stejné jako u denni produkce cerkérii i denni rytmy ve vyplouvani cerkérii mohou byt
ovlivilovany biotickymi 1 abiotickymi faktory jako je velikost plze, intenzita svétla, teplota ¢i
chronobiologicka aktivita dalSich hostitel (napf. Anderson a kol., 1976; Combes a kol., 1994;
Combes a kol., 2002; Pietrock a Marcogliese, 2003; Thieltges a kol., 2008; Prokofiev a kol.,
2015; Théron, 2015). Ackoliv vliv teploty byl prokazdn u motolic moiskych druht jako
vyznamny faktor korelujici s vyssi produkci cerkarii v ur¢itych dennich intervalech (Prokofiev
a kol., 2015), ve sladkovodnim prostfedi se vliv teploty, na rozdil od svételnych podminek,
zd4 byt nepatrny (Vyhlidalova a Solddnova, 2020; Soldanova a kol., 2022). Svétlo a teplota
jsou pro vyplouvani cerkarii zcela klicové, avSak €asto maji synergicky t€inek nebo se jinak
vzajemné dopliuji (Prokofiev a kol., 2015). Z tohoto diivodu se pfi studiu vyplouvani cerkarii
z plzt v laboratornich podminkach casto uplatiiuji standardizované podminky, které vedou

k vylou¢eni vlivu jednoho faktoru, aby bylo mozno prokazat vliv druhého faktoru v zavislosti
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na testovanych hypotézach. Dle vysledki této studie je ziejmé, ze ani zde teplota neméla
vyrazny vliv na rytmy ve vyplouvani cerkarii u obou druhti sledovanych motolic. Nicmén¢ je
tteba zminit, Ze i pfes experimenty v konstantnich teplotdch bylo pozorovano nizs§i mnozstvi
cerkarii O. ranae v nizsich teplotach v kvétnu a zafi. Tento vysledek je matouci, hlavné z toho
divodu, Ze experimentalni teplota v prubéhu pokusii v kvétnu vyznamné nekolisala, nebot’ se
pohybovala v rozmezi pouhych 0,4-0,9°C. Jelikoz kolisani experimentalni teploty v zaii také
bylo jen vramci 0,1°C bez prokazani signifikantniho vztahu a také korelace mezi pocty
vyplavanych cerkarii v jednotlivych dennich usecich ptes 3 dny experimentu nebyly pritkazné,
1ze usuzovat, ze vliv teploty skutecné vyznamny neni.

Naopak svételné podminky jsou pro periodicitu v poctech vyplavanych cerkarii
naprosto zdsadnim faktorem. Pfi zvySené intenzité svétla, napf. pfimym osvicenim umélym
svétlem nebo v zavislosti na ptirozené fluktuaci svétla béhem denniho cyklu 24h, dochazi ke
stimulaci vyplouvani cerkarii (napt. Kaewkes a kol., 2012; Théron, 2015; Soldanova a kol.,
2016; Vyhlidalova a Soldanova, 2020; Solddnova a kol., 2022). I v této studii byl zjiStén
vyznamny vliv svételnych podminek na rytmy ve vyplouvani cerkérii obou druhti studovanych
recurvatum nejvice cerkarii vyplouvalo pfi nejvyssi intenzité svétla, coz se shoduje s vrcholy
ve vyplouvani béhem zépadu slunce (O. ranae), protoze intenzita svétla byla nizkd, a zaroveil
s vrcholy vyplouvani béhem dne (E. recurvatum), kdy intenzita svétla byla nejvyssi. Pozitivni
korelace s nejvyssi intenzitou svétla béhem dne od 10 do 13h a poétem vyprodukovanych
cerkarii byla u E. recurvatum prokazana jiz diive (Morley a kol., 2010), ale pro druh O. ranae
tato studie poskytuje zcela nové informace.

Dal8im faktorem mohla byt velikost prvniho mezihostitelského plZze. V této studii vliv
riznych velikosti plzi ve vztahu k dennim rytmim cerkarii nebyl zkouman z davodu
omezeného poctu experimentalnich plzi odlisnych velikosti a stanovenych hypotéz, které se
tykaly jinych aspektli zkoumané problematiky. Nicménég, Morley a kol. (2010) prokazali, Ze
nacasovani ve vyplouvani cerkarii E. recurvatum sice zapocalo diive u mensich jedinct plza
(mezi 10 a 11h) nez u vétSich (mezi 12 a 13h), ale celkovy trend v periodicité ve vyplouvani
cerkarii béhem svétlé Casti dne tak nebyl nijak ovlivnén.

Nejpravdépodobnéjsim faktorem stimulujicim vyplouvani cerkarii obou druht
studovanych motolic v urcitych ¢astech dne (rytmy ve vyplouvéni) tak, aby vyplouvani
cerkarii bylo co nejefektivnéjsi pro zvyseni pravdépodobnosti dokonceni Zivotniho cyklu, se

zda byt synchronizace s chronobiologickou aktivitou dal$ich hostiteld (Combes a kol., 1994;
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Esch a kol., 2001; Combes a kol., 2002). Tento ¢asto zjistény fakt pro mnoho riznych druht
motolic (Karvonen a kol., 2006b; Faltynkova a kol., 2009; Prokofiev a kol., 2015; Vyhlidalova
a Soldanova, 2020; Soldanova a kol., 2016; Soldanova a kol., 2022) je téz v souladu s druhou
testovanou hypotézou z nasledujicich divoda. Druh O. ranae nejcastéji vyuziva pulce a zaby
jako druhé mezihostitele (Grabda-Kazubska, 1969), jejichz zastupci se hojné vyskytuji i
v severnich Cechach (Zwach, 2009), piedev§im druhy Bufo bufo (Bufonidae), Pseudepidalea
viridis (Bufonidae), Rana temporaria, R. dalmatina, Pelophylax kl. esculentus a P. ridibundus
(Ranidae). Dospé€lé zaby vétsiny uvedenych druhti jsou nejvice aktivni za soumraku a
Vv pribéhu noci (Zwach, 2009) kvili zvysSené aktivité jejich potravy jsou pavouci, hmyz ¢i
slimaci (Zwach, 2009). I pulci zab mohou byt aktivni v prub&hu zapadu slunce a noci (i kdyz
vV mensi mife nez bézn¢ behem dne) v disledku jejich antipredacni strategie v chovani ¢i
potravnimi navyky (Oishi a kol., 2004; Fraker, 2008). Cerkarie druhu E. recurvatum, jejichz
jediny vrchol ve vyplouvani je v ramci ¢asového useku den, nejcastéji infikuji plze jako druhé
mezihostitele (Nasincova, 1992; Huffman a Fried, 2012). Plzi jsou obecné nejvice aktivni
béhem poledne a casného odpoledne, kdy se nejCastéji zivi perifytonem pii nejvyssi
fotosyntéze a tim zaroven reguluji jejich biomasu v prostiedi (Lombardo a kol., 2010).
Synchronizace rytmt ve vyplouvani cerkarii s denni aktivitou plzi byla potvrzena nejen u E.
recurvatum (Morley a kol., 2010), ale i jinych druhd echinostomnich motolic, jejichz druhymi
mezihostiteli jsou taktéz plzi (Toledo a kol., 1999; Hannon, 2017). Jelikoz denni aktivita
hostiteltl, zde zab a plzli, v pribéhu sezén zlstava konstantni, je logické, ze i sezonni rytmy
ve vyplouvani cerkarii obou druhti motolic byly neménné. Z vyse popsanych vysledki je téz
patrné, Ze cirkadianni rytmy cerkarii se u obou druhd li8i, jelikoZ zahrnuji jiné druhé
mezihostitele s odlisnou chronobiologickou aktivitou v jiné ¢asti dne, coz je v souladu se tieti
stanovenou hypotézou.3

Dosazené vysledky v této 1 v piedchozich studiich o extrémni citlivosti motolic na
zmeény teplot v jejich vyplouvani (hlavné produkci) z mezihostitelskych plza jsou klicové v
pochopeni biologickych a ekologickych aspektti druhli motolic pfedevsim ve smyslu §ifeni
patogennich druhli za hranice bézného geografického vyskytu v disledku globalniho
oteplovani (Kurane, 2010; Morley a Lewis, 2013; Goedknegt, 2015). Teplota je
nejvyznamnéj$im abiotickym faktorem ovlivitujici nejenom vyplouvani cerkarii, ale i délku
vyvoje larev v mezihostelském plzi (Ataev 1991; Mouritsen 2002; Poulin 2006; Thieltges a
Rick 2006), ptirozenou délku piezivani, aktivity a schopnosti infekce cerkarii ve vnéjSim

prostiedi (Lyholt a Buchmann; 1996; Kutz a kol., 2009; Born-Torrijos a kol., 2022) nebo
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uroven predace nehostitelskymi organismy (Goedknegt a kol., 2015; Koprivnikar a kol.,
2023). Zvysovani pramérnych teplot v souvislosti s globalnim oteplovanim (Benjamin a kol.,
2017; You a kol., 2022) miize obecn¢ vést k vyssi produkci cerkérii, prodlouzeni sezénniho
produk¢niho obdobi ¢i posunu v jejich sezonni produkei (Marcogliese, 2001; Poulin, 2006;
Galaktionov, 2017; Taskinen a kol., 2022). Navic pii zmén¢ klimatu mtze dochazet k nartstu
populace plzt v dasledku zvysené eutrofizace vod a produkce fas jakoZto potravy pro plze
(McKenzie a Townsend, 2007), a tim 1 vys$i pravdépodobnosti kolonizace plzii motolicemi
(Soldanova a Kostadinova, 2011). V konecném vysledku tyto aspekty vedou ke zvySeni
populacnich hustot cerkarii v prostfedi, ¢imz se zvySuje i riziko nakaz pro dalsi hostitele,
vcetné lidi 1 volné Zijicich a hospodaiskych zvirat (Marcogliese, 2001; Kutz a kol., 2009; Mas-
Coma a kol., 2009). Avsak je velmi pravdépodobné, Ze mozné hrozby globalniho oteplovani
ve smyslu zvyseného poctu infekénich stadii v prostiedi nebudou az tak zavazné kvuli
omezenému rozmezi termalniho optima v produkei cerkarii, na které jsou motolice ve svych
ptirozenych geografickych podminkéach adaptované (Morley a Lewis, 2013) (nad hranici
tohoto optima se produkce obecné snizuje; napt. Koprivnikar a Poulin, 2009a; Khorsavi a kol.,
2023). Déle, zvysena produkce cerkarii v teplejsim prostfedi miize byt kompenzovana nizsi
toleranci nakazenych plzt viic¢i vy$§im teplotdm (Zbikowska a Marszewska, 2018), zvySenou
umrtnosti nakazenych plzi (Karvonen a kol., 2006a; Morley a kol., 2010) a snizenou
zivotnosti, infektivitou (Lowenberger a Rau, 1994; Pechenik a Fried, 1995; Paull a kol., 2012,
Born-Torrijos a kol., 2022) a preda¢nim tlakem cerkarii (Goedknegt a kol., 2015). Praveé
znalost chronobiologického vyplouvani cerkarii z mezihostitelskych plzi je dilezitd pro
planovani a implementaci opatieni kontroly a prevence infekce, vcetné cileného monitorovani
a intervenci v prostfedi, které mohou ovlivnit populaci cerkarii patogennich druhii motolic a

sniZit riziko infekce pro hostitele, véetné ¢loveéka.
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(. Zavér

V této studii jsou poskytnuta nova komplexni data o denni produkci a rytmech ve vyplouvani
cerkarii dvou druhti motolic Opisthioglyphe ranae a Echinoparyphium recurvatum z malych
plovatkovitych plzi dvou rodid Ampullaceana a Radix (Lymnaeidae), a to ve vztahu
K biotickym a abiotickym faktorim, které usnadnuji prenos cerkarii do dalSich hostitel

Vv zivotnim cyklu téchto motolic. Zakladni poznatky jsou nésledujici:

1. Denni produkce cerkarii O. ranae a E. recurvatum se Vv jednotlivych sezonach lisila.
Nejvyssi produkce cerkérii byla pozorovéana na jate (kvéten) u obou sledovanych druha
motolic, avSak je pravdépodobné, ze tento trend je vyraznéjsi u produkce cerkarii O. ranae
(tato studie) ve srovnani s druhem E. recurvatum, jehoz cerkarie jsou pravdépodobné

nejvice produkovany v ¢ervenci (dle dat z literatury).

2. Denni produkce cerkarii O. ranae a E. recurvatum se v jednotlivych sezonach lisila
Vv zavislosti na teplotnich podminkach dané sezony, avSak mohla byt ovlivnéna 1 dal$imi
sou¢innymi faktory, jako je dynamika infekce v piezimujicich plzich ¢&i cyklicky vyvoj
infrapopulaci larev v mezihostitelském plzi. Nicméné, synchronizace produkce cerkarii
s vyskytem dal$ich hostitelti se jevi jako nejpravdépodobnéjsi pricina sezoénnich rozdili

ve vyplouvani cerkérii obou druhil motolic.

3. Denni rytmy ve vyplouvani cerkarii O. ranae a E. recurvatum byly identifikovany jako
diurnélni a cirkadianni u obou druhii motolic, avSak s odliSnymi vrcholy ve vyplouvani
cerkarii v pribéhu 24h, nehledé na odliSné sezonni teplotni a svételné podminky. Ackoliv
intenzita svétla méla vliv na intenzitu vyplouvani cerkarii, periodicita v cirkadiannich

rytmech spiSe souvisi s chronobiologickou aktivitou dalSich hostitel.

4. Ve vysledku bylo prokazano, ze obé strategie ve vyplouvani cerkarii (produkce i
rytmy) jsou zavislé predev§im na pritomnosti hostiteli, ktefi jsou nezbytni pro
pokracovani Zivotnich cykli motolic O. ranae a E. recurvatum. Reprodukéni obdobi a
nasledny nartist populaci hostitelt v danych fazich roku jsou klicové hlavné pro celkovou
denni produkeci cerkarii, zatimco denni aktivita a vyskyt hostitelll jsou dtilezité pro denni

rytmy ve vyplouvani cerkarii.
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