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Abstrakt

Hlavni naplni prace bylo studium parazitace zaber vranky moiské (Myoxocephalus
scorpius) a vranky severni (Gymnocanthus tricuspis) parazitované nalevniky
Trichodina spp. Studované vzorky Zaber pochazely z ryb odchycenych v roce 2011
a 2012 v centralni ¢&asti Svalbardu  (Spicberky), pfevazné v zatoce
Petuniabukta, ve kterych byli také identifikovani paraziticti endohelminti.
Ke kvantifikaci nalevniki byly pouzity histologické a mikroskopické metody
a vysledky byly srovnany s udaji o kondici hostitele a s nalezy endohelmintd.

Hlavnim cilem prace bylo potvrdit ¢i vyvratit hypotézu, ze mnozstvi nalevnika
Trichodina spp. Kkoreluje s intenzitou parazitace hostitele endohelmity
a ze se vyssi celkovy stupen parazitce odrazi snizenou kondici ryb. Dalsim cilem bylo
zdokonalit se v histologické technice, kterd zahrnuje fixaci, zalévani, krajeni a barveni
tkané a také si osvojit metodu mikroskopické diagnostiky.

K vlastni laboratorni analyze byl pouzit cenny material obsahujici zdbra moiskych
vranek. Moftské vranky byly loveny pomoci tenatovych siti nebo pii potapéni a nasledné
u nich byla zmétena jejich délka, celkova hmotnost, hmotnost gonad a hmotnost jater.
Pomoci parazitologické pitvy se odebraly zabry, které byly, spole¢né s nalezenymi
endohelminty, peclivé fixovany pro pozdé&jsi histologické vysetieni a oznaceny. Mezi
nalezenymi  endohelminty byla tasemnice Diplocotyle olrikii  (Cestoda:
Spathebothriidea), plerocerkoidy Tetraphyllidae gen. spp., sttevni motolice Podocotyle
atomon (Digenea: Opecoelidae) a larvy hlistic (Nematoda: Anisakidae).

Z odebranych zaber se zhotovily histologické preparaty a to tak, ze fixované zabry
byly nejprve odvodnény ve vzestupné fad¢é ethanolu, prosyceny xylolem, a zality do
parafinu. Kréjeni tkanovych blockili probihalo na rotacnim mikrotomu. Nakrajené
vzorky byly natazeny na podlozni sklicko a vysuseny. Po vysuseni nasledovalo
odparafinovani, barveni metodou hematoxylin-eozin (za pomoci Mayerova
hematoxylinu) a odvodnéni. Nasledné byly preparity zamontovany do kanadského
balzamu a prohlizeny mikroskopem. Preparaty byly prohlizeny mikroskopem Olympus
BX51 a Olympus CX 21 s pouzitim objektivu 20x a 40x.



Trichodiny a endohelminti byli kvantifikovani a poCty zaznamenany do tabulek
spolecné¢ s parametry chycenych ryb a vypocitanymi kondi¢nimi koeficienty. Ke
stanoveni kondice hostitelti byly pouzity kondi¢ni koeficienty GSI (gonadosomaticky
index), LSI (hepatosomaticky index) a KK (koeficient kondice).

Pied vlastnim statistickym zpracovanim byla data transformovana dvéma zplisoby
tak, aby byly splnény podminky pro linedrni regresni metody, kterymi jsou normalni
rozlozeni, linearita hodnot a homogenita rozptylu. Pro indexy kondice byla vyuzita
arcsinova-odmocninova transformace a pro pocetnosti paraziti a velikostni udaje
logaritmicka transformace.

Pro zjisténi korelace mezi mnozstvim jednotlivych parazitd, druhové piislusSnosti
a pohlavi ryb byla provedena analyza hlavnich komponent (PCA) v programu Canoco
for Windows. Jejim vystupem byl podil vysvétlené variability na osdch ordina¢niho
grafu, ktery byl nasledné vytvoren v programu CanoDraw for Windows. Z ordina¢niho
diagramu byla zfejma pozitivni korelace mezi vSemi kategoriemi paraziti. Mezi
tasemnicemi, motolicemi a hlisticemi byla korelace nejtésnéjsi. Trichodiny byly od
endohelminti znaéné odchyleny, avsak byla zde patrna pozitivni korelace s hlisticemi.
Naproti tomu motolice a tasemnice s trichodinami témét nekorelovaly. Prvni osa, na
kterou mély nejvétsi vliv trichodiny a druhova piislusnost vysvétlila 52 % variability,
druha pak 20 %. U samic se vyskytovalo vice motolic a tasemnic. Vétsi prevalence
parazitl byla zjisténa u druhu Myoxocephalus scorpius.

Druhé statistické testovani bylo provedeno ve statistickém programu R, kde se
testovaly zavislosti indexi kondice na mnozstvi paraziti spolecné s druhovou
pfislusnosti a pohlavim ryb. Z vysledkti vyplynulo, ze pfitomnost paraziti neméla na
kondici ryb zjevny negativni vliv, naopak kondi¢ni koeficienty se zvySovaly
S narGstajicim poctem paraziti. Je pravdépodobné, ze pouzité indexy nebyly zcela
idealnimi ukazateli kondice, nebot’ se v nich odrdzi ptfedevsim velikost (a pfenesené tim
i stafi) ryby. To bylo potvrzeno zjisténou pozitivni korelaci mezi velikosti ryb
(respektive celkovou vahou) a intenzitou parazitace. Rozdilné vysledky vysly u
koeficientu kondice (KK), ktery ukazal trend k negativni zavislosti s trichodinami a

endohelminty. Tento trend vSak nebyl statisticky prikazny.
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Abstract

The main goal of this work was the study of parasitism of a shorthorn sculpin
(Myoxocephalus scorpius) and an arctic staghorn sculpin (Gymnocanthus tricuspis)
parasitized by ciliates Trichodina spp. Studied samples of gill originated from fish
caught in 2011 and 2012 in the central part of Svalbard mainly in the bay of
Petuniabukta. In the same fish, from which samples of gill were taken, parasitic
endohelminths were also identified. Histological and microscopic methods were used
for quantification of the ciliates and their prevalence in the samples from individual fish
was compared with number of identified helminths and with the physical condition of
the host fish.

One of the main aims of this work was to confirm or exclude the hypothesis that
the number of the parasitic ciliates Trichodina spp. correlates with the intensity of
infection with endohelminths and that in general a higher level of parasitism is also
reflected by a lower physical condition of fish. Another aim of the work was to improve
the theoretical knowledge and the practical skills in histological methods, which
included fixation, embedding, cutting and staining of tissues, and to learn the methods of
microscopic diagnostics.

For the histological assessment, samples of gills from a shorthorn sculpin were
used. These fish were caught using a benthic gill net or during diving and then their
length, total weight, weight of gonads and weight of liver were sequentially measured.
The gill samples taken during pathological dissection of fish were carefully fixed for
subsequent histological examination and labelled. During dissection the parasitic
endohelminths were also identified and counted. The tapeworm Diplocotyle olrikii
(Cestoda: Spathebothriidea), plerocercoids Tetraphyllidae gen. sp., a intestinalfluke
Podocotyle atomon (Digenea: Opecoelidae) and anisakid larvae (Nematoda:
Anisakidae) were among the identified parasites.

Histological dissections were made from each gill and these were dehydrated using
graded ethanol series, cleared in xylene, and embedded in a paraffin. Sectioning of the

paraffin tissue blocks was performed using a rotating microtome. Histological sections



were placed on the microscope slide, dried, deparaffinized, stained with hematoxylin-
eosin method (using Mayer’s hematoxylin) and dehydrated. Subsequently, the sections
were mounted in Canadian balsam and microscopicaly examined. The sections were
examined by the microscopes Olympus BX51 and Olympus CX 21 with objectives 20 x
and 40 x.

Trichodines and endohelminths were quantified and their numbers recorded
together with parameters of the host fish and their calculated condition factors. The fish
condition was estimated using condition factors GSI (gonadosomatic index), LSI
(hepatosomatic index) and KK (condition coefficient).

Before the statistical processing, data were transformed in two ways to fulfil
conditions for linear regression methods like normal distribution, linearity of values and
homogeneity of variance. An arcsine transformation was used for condition factors and
a logarithmic transformation for parasites abundance and body size data.

To determine the correlation between the number of the individual parasites,
species identity and sex of fish, an analysis of main components (PCA) in program
Canoco for Windows was performed. The output of this analysis was proportion of the
explained variability and was expressed on axes of the ordination graph created in
program CanoDraw. The ordination diagram showed the positive correlation between
all categories of parasites with the strongest correlation between tapeworms, flukes and
nematodes. Trichodines exhibited a weak positive correlation with nematodes
correlation while there was almost no correlation with flukes and tapeworms. The first
axis strongly influenced by trichodines and species identity explained about 52 % of the
variability, the second axis about 20 %. Females contained more flukes and tapeworms
than males. Parasite prevalence was higher for Myoxoceplhalus scorpius.

The second statistical testing was performed by the statistical program R. Using this
program condition indexes dependence on the number of parasites, species identity and
sex of fish was assessed. The results did not show the negative effect of parasites on the
condition of the fish, on the contrary the condition indexes of fish were increasing with
increasing number of parasites. It is likely that the used indexes might not be ideal
indicators of condition because they reflect mainly the size (and thus age) of fish.



This was confirmed by the positive correlation between the size of fish (and also their
total weight) and the intensity of parasitism. Different results were obtained using the
condition coefficient (KK), which showed a trend towards a negative dependence on
trichodina and endohelminth numbers. However, this trend was not statistically

significant.

Key words: Myoxocephalus scorpius, Gymnocanthus tricuspis, Trichodina spp.,

endohelminths, gonadosomatic index, hepatosomatic index, coefficient condition.
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1. Uvod

Ve vodnim prostiedi existuje celd fada organismu, které jsou zavislé na souziti

s rybami. V ptipadé komenzall toto souziti neni pro ryby skodlivé, naproti tomu vSak
pusobeni parazitickych organismia ryby muze vazné ohrozit. Ve vétsiné piipadt neni
malé mnozstvi parazitl pro rybu Skodlivé, ale pokud jsou ryby ve stresu a je zhorSena
kvalita vody, mize se parazit pfemnozit a zpusobit rybam vazné zdravotni problémy.
Siln€ napadené ryby Spatn¢ piijimaji potravu a ztraceji kondici a oslabené ryby se tim
také stavaji citlivéjsimi k oportunnim bakteridlnim patogenim ve vodé (Imai
et al. 2000).
K nejrozsitengj$im rybim symbiontim patii nalevnici a pocet jejich znamych
druhii, u kterych bylo prokdzano, ze u ryb zpasobuji choroby a uhyn, neustale roste
(Basson and Van As 2006). Problémem je, ze vztah nalevnikd k jejich hostitelim
je zalozen na mnohych spekulacich. I neSkodny nalevnik nalézany na rybach
vV masivnim mnozstvi je Casto automaticky povazovan za patogena, ackoliv
je ve skute¢nosti jen malo virulentni (Lom a Dykova 1992). V této souvislosti byla
vyhodnocena intenzita parazitce nalevnikem rodu Trichodina, vyskytujicim
se pfedev§sim na Zabrach motskych ryb, v naSem piipadé u dvou druhli moiskych
vranek, a dale byla urCena intenzita parazitace endohelminty, nalezenymi uvniti téla
ryb, ptedevsim v gastrointestinalnim traktu.

Parazitace ryb je nejcastéji vyhodnocovana zkoumanim rybich zaber, ploutvi, kize,
organti ¢i tkéni, a to pomoci mikroskopu (svételnd mikroskopie, rastrovaciho
elektronovda mikroskopie), klasickymi histologickymi metodami nebo pomoci
molekularnich technik. Ptes veSkery pokrok v téchto metodikach vSak zastava
mikroskopické vysetieni nejlepsi dostupnou technikou pro detekci rybich parazitt a tato
technika byla také pouzita v této praci. Popis pouzitych mikroskopickych technik
je proto hlavnim obsahem metodické casti prace, zatimco ostatni metody jsou
obsahem c¢asti teoretické spolu s informacemi o zkoumanych parazitech, jejich

hostitelich a o parametrech pro vypocet kondice ryb.
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2. Soucasny stav znalosti

2.1. Parazité a parazitismus

Parazitismem se rozumi souziti dvou organismu a to parazita a hostitele. Parazit
pottebuje k preziti hostitele, ze kterého Cerpa ziviny a ve vétSiné piipadi mu skodi
(Rohde 2005).

Existuji také paraziti (kastratori), ktefi hostitele nezabiji, ale znemoznuji
mu mnozeni a snizuji jeho kondici. Mezi parazity se v soucasnosti fadi organismy
na vSech arovnich, od virt ptes bakterie, jednobunééna eukaryota az po mnohobunééné
organismy. AvSak parazitologie jako takovd, se zabyva ptfedevSim eukaryotickymi
parazity, ¢lenovci ¢i ervy (Volf, Horak a kol. 2007).

Parazity lze rozdélit do tady kategorii podle nejrizngjSich kritérii. Z hlediska
zivotnich cykli délime parazity na monoxenni (jednohostitelské) a heteroxenni
(vicehostitelské¢). U heteroxennich parazitii dale rozliSujeme mezihostitele (neprobiha
v nich vlastni sexualni mnozeni, pouze asexualni) a definitivni hostitele (Volf, Horak
a kol. 2007).

Z hlediska umisténi parazita na hostiteli rozliSujeme endoparazity Zijici uvnitf
hostitele (tasemnice) a ektoparazity osidlujici povrch téla hostitele. Endoparaziti pak
mohou byt intracelularni (uvniti bunék) nebo extracelularni (mezi buiikami nebo uvnit
télnich dutin). Existuji také obligatni paraziti, ktefi bez svého hostitele nejsou schopni
zivota (n€ktefi ndlevnici) a fakultativni paraziti, ktefi obvykle Ziji volné, ale ke svému
zivotu mohou vyuzivat 1 hostitele (Kotinkova 2006).

Miuizeme se také setkat s pojmy hyperparazitismus (parazit parazita), larvalni
parazit (parazitujici béhem jejich larvalniho vyvoje), dofasni a permanentni paraziti,
mikroparaziti a makroparaziti. Mezi mikroparazity patii predevsim protista a nékteti
helminti. Jsou to malé organismy, které se v téle hostitele rychle mnozi. Infekce muze
konc¢it smrti ¢i uzdravenim hostitele se vznikem imunity proti opakované infekci.

Oproti tomu makroparaziti (Clenovei a vétSina helmintll) se v téle hostitele

nemnozi, ale vytvareji infekéni stadia, ktera se penaseji na jiné hostitele (Rohde 2005).
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Ve vodnim prostiedi jsou nejvyznamnéjSimi parazity, které mohou vyznamné
ovlivitovat zdravi 1 kondici ryb vcetné téch hospodaisky vyznamnych, nélevnici
a helminti. Témto dvéma skupinam byla v dalSim textu vénovana nejvétsi pozornost

a to se zvlaStnim diirazem na zastupce nalevnika celedi Trichonidae.

2.1.1. Nalevnici (Ciliophora)

Nalevnici (Ciliophora) jsou velice pocetnou skupinou, patiici do fiSe
Chromalveolata, ktera skyta vice nez osm tisic druht (Adl et al. 2012). Jejich velikost se
pohybuje v rozsahu od deseti mikrometri az do ¢tyf a ptl milimetrt.

Ziji v riznych symbiotickych vztazich s vodnimi Zivogichy. Jen t&Zko lze najit
vodniho zivocicha, ktery by nebyl osidlovan témito parazity. Mohou pusobit jako vazny
patogen, ale ve vétsing ptipadl se jedna o komensalismus. Existuji i voln€ Zijici druhy,
chovajici se pievazné jako fakultativni paraziti (Paramoeba, Naegleria). Nalevnici,
ktefi se chovaji jako obligatni parazité a ptezivaji na ukor hostitele, mohou snizovat
jeho zivotaschopnost nebo mohou dokonce snizovat i jeho populaci (kozovec rybi).
K nejvice infikovanym rybam patiéi ryby chované ¢lovékem pro komeréni pouziti

(Rohde 2005).

2.1.1.1. Morfologie a diverzita nalevniki

Ciliophora maji slozity povrch buiiky zvany kortex, ktery se sklada z pelikuly
a infraciliatury (u nékterych druhlt miZze chybét). Infraciliatura je fibrilarni
a mikrotubularni struktura, tvofena bazalnimi télisky fasinek. Od kazdého téliska
sméiuje dopfedu zihana kinetodesmalni fibrila. Pelikula se skladd z bunééné membrany
a kortikalnich alveold, které jsou synapomorfii skupiny Alveolata (Adl et al. 2012)

Nalevnici jsou charakteristicti také pritomnosti cilii (brv), které pokryvaji pelikulu.
Cilie jsou uspofaddany do podélnych fad, které se nazyvaji kinety a vytvafeji rizné
struktury vyskytujici se pfedevSim kolem tustniho otvoru. Mezi tyto struktury fadime
prstovity utvar (cirrus) vznikly adherenci trsu fasinek, ddle undulujici membranu
vniklou adherenci fasinek jedné kinety nebo ploténky z téSn¢ nahloucenych cilii tzv.

membranely. Tyto membranely vytvati ¢ast Gstniho aparatu. U nalevnikd jsou vyvinuta
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bunécna usta (cytostom), kterd prechédzeji v cytofarynx, ve kterém se pii pozieni
potravy tvofi potravni vakuoly. Zbytky potravy odchazeji bunécnou fiti tzv. cytopyge
(Volf a Horak a kol. 2007, Lynn 2003).

Vétsina nalevnikt se zivi pohlcovanim ¢astic (fagotrofové). Nékteti zastupci tuto
schopnost nemaji a piijimaji potravu kombinaci pinocytézy a osmozy.

Typickym znakem nélevniki je pfitomnost dvou funkéné a morfologicky
rozdilnych typt jader (jaderny dualismus) a také sexualni déleni zvané konjugace, pii
kterém dochazi ke spojeni dvou stejnych bunék, které si navzijem vyméni dvé
haploidni jadra.

Nalevniky parazitujici na rybach muzeme délit na ektokomenzaly
(Apiosoma spp.), obligatni parazity (Ichthyophthirius multifiliis) a existuji také
paraziti, ktefi své chovani stiidaji (Trichodina spp.) (Lom a Dykova 1992).

Zajimavym a velmi vyznamnym nalevnikem z hlediska zivotniho cyklu je kozovec
rybi (Ichthyophthirius multifiliis). Tento parazit se vyskytuje u sladkovodnich ryb
a pusobi jim z&vaznd onemocnéni. Jeho Zivotni cyklus je polymorfni, coz
znamenad, ze ma n¢kolik stadii. Parazitické stadium tzv. trofont napada zabra a kozni
epitelové bunky (napadené ryby maji krupicovitou ktizi). Dospéli trofonti opoustéji rybu
a zalinaji se delit. Tito trofonti obaleni cystou se poté rozpadnou a z nich vznikaji
tominti, kteti kdyZ se uvolni z cyst, se stanou teronty a napadaji tkané hostiteli. Tento
cyklus se stale opakuje (Lom 2005, Volf a Horék 2007).

2.1.1.2. Klasifikace nalevniku

Soucasna klasifikace je zaloZena na stavbé somatické infraciliatury, ktera
je viditelna v elektronovém mikroskopu. Zatazeni néalevnikl do tfid, je tedy pomérné
naro¢né. Tento kmen se déli na dva podkmeny: Postciliodesmatophora
a Intramacronucleata. Podkmen Intramacronucleata doposud zahrnuje devét tiid
a devatenact podtiid. Ve vodnim prostiedi jsou nerozsSifen€jsi symbionti tiidy
Phyllopharyngea a Oligohymenophorea. Do tfidy Oligohymenophorea fadime podtiidy
Scuticociliata (Mesanophrys), Apostomatia (Ascophrys, Vampyrophrya) a Peritrichia
(Trichodina); (Lynn 2003).

17



2.1.1.3. Celed’ Trichodinidae

Celed’ Trichodinidae tvoii vice nez 200 druhti zahrnutych v 10 rodech. Radime sem
kromé rodu Trichodina, také napiiklad rody Trichodinella, Tripartiella, Paratrichodina,
Hemitrichodina, Dipartiella, Vauchomia a dalsi (Yemmen et al. 2010).

Tyto obrvené organismy maji v priiméru od 50 do 100 mikrometrii. Za normalnich
podminek jsou povazovany za ektokomenzalni (i endokomenzalni) symbionty
ryb, obojzivelnikti a bezobratlych (Mitchell 2007).

Charakteristickym znakem je jejich konicky valcovity tvar téla a na aboralni strané
umistény vysoce vyvinuty bazalni adhezivni disk. VSechny druhy Trichodinidae maji
adhezivni disk slozeny z velice slozitych struktur. Jeho soucasti je prstenec, kterym
nasedaji na hostitele (Basson and Van As 2006).

Tento prstenec je slozen zrizného mnozstvi propojenych jednotek, obecné
oznacovanych jako zoubky, které jsou velice pevné a skladaji se ze tii riznych oblasti:
distalni Cepele, centralni ¢asti a proximalniho paprsku. Pfi nasednuti na hostitele jsou,
jeho epitelialni bunky vtazené do adhezivniho disku, ktery je narusuje (Roberts
et al. 2009). Adhezivni disk ovSem nehraje Zadnou roli pii piijmu potravy.
Cytostom, kterym potravu pfijimaji, je umistény na opac¢né stran¢ na tzv. adoralni strané
(Basson and Van As 2006). Castecky potravy jsou piivadény ota¢ivou spiralou slozenou
z cilii dale do cytostomu a poté do cytopharynxu (Kruger et al. 1995).

2.1.1.3.1. Rod Trichodina
a mnoho druhil je doposud neznamo. Jejich typickym znakem jsou zoubky skladajici
se z dobie vyvinutych Gepeli, paprskii a centralnich &asti. Cepele jsou ploché, rovné
nebo a nékdy i polokruhové. Paprsky jsou bud’ ve tvaru ostnu, nebo jehly a maji riiznou
délku.

Adoralni spirdla je razn€¢ dlouha, obvykle méa 360° (v nékterych ptipadech 1 330°)
nebo 540°. Zastupce toho rodu lze nalézt na vSech kontinentech véetné Antarktidy.
Trichodina spp. kolonizuje kiazi, zabra, gastrointestinalni trakt a dokonce i urogenitalni

trakt (Pessier 2009). Ptfenos probiha v zasadé dvéma zpisoby. Bud to pfimym
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kontaktem s infikovanym zvifetem, nebo nepfimym zplsobem napiiklad
kontaminovanou vodou (Kent and Fournie 2007). V akvariich mize byt ryba nakaZzena
naptiklad infikovanymi rostlinami nebo pii pfenosu kapicek aerosolu mezi akvarii
(Rohde 2005). Nakaza trichodinami roste v souvislosti s mnozstvim organického
materialu, ktery ryby poziou (Roberts et al. 2009). Zptsob pienosu ektoparasitickych
trichodin mocového traktu je neznamy. Tyto druhy muzeme najit v tzkych lumen
mocového méchyie az u sbérnych kanalku ledvin, kde mohou zpusobovat olupovani
epitelu. Piedpokladéd se, Ze jsou vyluCovany moci a poté se dostavaji do mocového
méchyfte jinych ryb. Tyto druhy zpravidla vykazuji vétsi hostitelskou specificitu nez
vétSina ektoparazitickych forem. Maji Cetné zoubky, které jsou umistény blizko sebe

a maji uzké cepele (Basson and Van As 2006).

Obr 1. Trichodina spp. zobrazena pomoci SEM
(Zdroj:http://en.wikipedia.org/wiki/Trichodina)

Trichodiny se stavaji patogennimi v ptfipadé, Ze se pomnozi, coZ je patrné na kizi
a zabrach a obvykle to ukazuje na Spatnou kvalitu vody ¢i vyZivy a na dal$i neptiznivé
procesy, které ryby oslabuji (Kent and Fournie 2007, Mitchell 2007,
Roberts et al. 2009). Jelikoz jsou nekteré trichodiny spojovany s thynem volné zijicich

I chovnych ryb, jsou jiz del$i dobu pfedmétem intenzivniho zkoumani a v nasledujicim
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textu jsou uvedeny informace o nekterych zastupcich rodu, vyskytujicich se predevsim

u moiskych ryb.

2.1.1.3.1.1 Trichodina jadranica

Trichodina jadranica se bézné vyskytuje na zabrach moiskych ryb a zaroven
je povazovan za patogen u thofu. Patfi k menSim zastupclim rodu, jeji adhezivni disk
méii od 18 do 35 mikrometrii a zoubkovity prstenec obsahuje asi 15 az 27 zoubku

(Basson and Van As 2006).

2.1.1.3.1.2 Trichodina murmanica

Trichodina murmanica je motsky druh sjasnym stiedem v adhezivnim disku.
Bé&Zn€ se nachazi v Severnim Atlantiku, Beringové moii a dalSich severskych
mofich, kde pfedev§im kolonizuje kuzi tresky obecné (Gadus morhua) a dalsich
moiskych ryb. Adhezivni disk méii od 40 do 70 mikrometrti a prstenec od 41 do 55
mikrometru s 25 az 31 zoubky (Basson and Van As 2006).

2.1.1.3.1.3 Trichodina pediculus

Trichodina pediculus se vyskytuje nejhojnéji na ktzi dospélych jedinct a rybiho
potéru z oblasti Eurasie a Ameriky. Typickym znakem je diskovity tvar nebo tvar
ptesypacich hodin z bo¢niho pohledu a extrémné dlouhy jehlicovité-ostry paprsek.
Adhezivni disk ma od 46 do 68 mikrometrii a prstenec je velky od 28 do 38
mikrometrtu. Pocet zoubkt se pohybuje mezi 20 az 32 (Hoffman and Lom 1967).

2.1.1.3.1.4 Trichodina rectuncinata

Trichodina rectuncinata se vyskytuje na zZabrach moiskych ryb z ¢eledi Blenniidae
(Slizounoviti), Gobiidae (Hlavacoviti) ¢i Syngnathiidae (Jehloviti); (Basson and Van As
2006).
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2.1.1.3.1.5 Trichodina reticulata

Trichodina reticulata nejvice osidluje karase obecného a karase stiibfitého,
vyskytujiciho se v oblasti Euroasie, Severni Ameriky a Filipin. Stfed adhezivniho disku
obsahuje struktury podobné bunkam. Primér adhezivniho disku se pohybuje mezi
31 a 57 mikrometry a prstenec ma pramér 20 az 36 mikrometrii. Pocet zoubku
se pohybuje kolem 21 az 34. Je to parazit, ktery u téchto druhl ryb zpisobuje smrt
(Basson and Van As 2006).

2.1.1.3.1.6 Trichodina truttae

Trichodina truttae je jednim z nejvétSich zastupci tohoto rodu a také jednim
z dobfe znamych patogenti napadajicich lososovité ryby (obvykle kizi a ziidka zébry).
Vyskytuji se voblasti Jizni Ameriky. Velikost adhezivniho disku je 76 az 137
mikrometrt a velikost zoubkovitého prstence je 45 az 72 mikrometrt. Jejich morfologie

byla detailné studovana pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (Arthur 1984).

2.1.2 Helminti

Helminti jsou velice riznoroda skupina. Mezi helminty jsou zahrnovani zastupci
neodermatnich platyhelminti (Trematoda, Cestoda, Monogenea), hlistice (Nematoda)
a vrtejsi (Acanthocephala). Dale bychom do této skupiny mohli zafadit parazitické
plosténky (Turbellaria), vifniky (Rotifera), strunovce (Nematomorpha) a dalsi.
Z hlediska ontogenetického vyvoje jsou helminti velice rtiznorodou skupinou. Kromé
vajicek a dospélych jedincli mohou mit 1 velky pocet morfologicky odlisnych larvalnich
stadii, ktera mohou béhem vyvoje vyuzivat n€kolik hostitelti. Miizeme se u nich setkat
s ptimym cyklem S jedinym definitivnim hostitelem nebo s dvouhostitelskym,
tithostitelskym a dokonce 1 ¢tythostitelskym cyklem. Do téchto cykli tak mohou byt
zapojeni 1-3 mezihostitelé. Pojem definitivni hostitel znamena organismus, ve kterém
dochazi k pohlavnimu dospivani a sexudlni reprodukci. V mezihostiteli dochazi
k larvalnimu vyvoji jedince. Helminti také mohou vyuZzivat pro pfenos tzv. transportni
(paratenické) hostitele, ve kterych se hromadi infekéni larvalni stadia, ale dale se

nevyvijeji (Volf, Hordk a kol. 2007).
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2.1.2.1. Kmen Cestoda (tasemnice)

Je zndmo asi 5000 druhti tasemnic, které parazituji u vSech skupin obratlovci, ale
nejvyssi pocet zastupct fadu tasemnic se nachazi u ryb a paryb. V motském prostiedi se
vyskytuje vice ne 1400 druhd. Jednd se vétSinou o parazity, kteti maji vicehostitelsky
zivotni cyklus. Dospélé tasemnice obyvaji travici trakt nebo piilezitostné i pridruzené
organy obratlovcil. Z morfologického hlediska je pro tasemnice typické predni hlavicka
(skolex) s ptichycovacimi organy. Témito organy mohou byt kruhovité ptisavky nebo
ptisavné ryhy (botridie) a u kazdého fadu je odliSna. Paskovité télo (strobila) je tvoteno
z tady jednotlivych, linearnich ¢lankt (proglotid), které obsahuji pohlavnich organy
(Rohde 2005). Cestoda postradaji travici Gstroji a tak absorbuji Ziviny pomoci
specializované vnéjsi vrstvy téla tzv. neodermis. Tvoii ji povrchové spolecenstvo
bunék, tzv. syncytium sbunécnymi tély zanofenymi pod vrstvou svaloviny. Povrch
neodermis je pokryt velkym po¢tem jemnych chloupk, tzv. mikrotrichu.

Tasemnice jsou az na vyjimKy hermafroditi, protoze kazdy ¢lanek téla obsahuje
jednu i dvé sady samicich a sam¢ich pohlavnich organt (Rohde 2005). Slozité vyvojové
cykly tasemnic ukazuji na jejich velky reproduk¢ni potencial doprovazeny rozsahlou
produkei vajicek (Caira and Littlewood 2001).

Tasemnice se vétSinou deli na dvé skupiny: Cestodaria, které jsou neclankované
a jsou povazovany za predchtdce ,,pravych tasemnic*, a Eucestoda (,,pravé tasemnice®),
které zahrnuji zastupce s ¢lankovanym télem (Khalil et al. 1994). Vyjimkou jsou pouze
fady Caryophyllidea a Spathebothriidea, u kterych ¢lanky chybi.

U studovanych mofiskych vranek M. s. a G. t. byly nalezeny tasemnice Diplocotyle
olrikii z fadu Spathebothriidea Télo téchto tasemnic je polyzoické, ale strobila neni
rozdélena proglotidami. Dospélec je vétSinou maly, délka se pohybuje mezi 10 a 40
mm. Strobila je dlouha 7-170 mm s maximalni Sitkou 0,5-3,2 mm, jeji hlavicka
je dlouha 0,4-1,5 mm a Siroka 0,5-1,4 mm. Vyskytuji se v tenkém stievé moiskych
st¢thovavych ryb celedi Salmonidae, Anarrhichadidae, Cottidae a Pleuronectidae
a to pfedevsim v oblasti Gronska, Severni Ameriky a Evropy (Island, Anglie, Némecko,

Norsko, Spicberky, Rusko a Barentsovo mote); (Moravec 2004).
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2.1.2.1.1. Zivotni cyklus tasemnic

Vsechny tasemnice (krom¢é Archigetes a Hymenolepis nana) maji nepiimé
vyvojové cykly, ve kterych dochazi ke stfidani hostitela (Khalil et al. 1994). Na rybi
mezihostitele jsou vazany fady Spatheobothridea, Tetraphyllidea a Trypanorhyncha.
Dospélec produkuje vajicka, ktera se dostavaji do vnéjSiho prostiedi, zde dochazi
Kk tvorb¢ prvni larvy (koracidium) a ta se uvolni do vodniho prostiedi, kde je poziena
prvnim mezihostitelem. V mezihostiteli vznika procerkoid, ktery je infekéni pro
druhého mezihostitele (rybu). Po pozfeni infikovaného prvniho mezihostitele
se procerkoid uvolniuje a méni se na plerocerkoid a ten se usazuje v télni svaloving.
Definitivni  hostitel se nakazi pozienim mezihostitele nebo paratenického
(transportniho) hostitele a dochédzi zde k dokonceni vyvojového cyklu a tasemnice
pohlavné dospiva (Hordk a Scholz 1998).

Tasemnice Diplocotyle olrikii ma dvouhostitelsky zivotni cyklus, jejimz
mezihostitelem je korys ze skupiny Amphipoda a definitivnim hostitelem je ryba
(Moravec 2004).

2.1.2.1.2. Patobiologie

Utinky dospélych tasemnic na hostitele mohou byt od zanedbatelnych az po fatalni
(Ghyn). Patogeneze souvisi s morfologii skolexu a velikosti a poétem pfitomnych ¢ervii.
Skolex mulize zplisobit zmény sliznice, naptiklad hyperplasii, metaplazii, ztratu epitelu,
fibrozu, nekrozu a také hemoragii (Williams and Jones 1994). Infekéni larvy mohou u
jedince zptlisobit ztratu hmotnosti, snizeni prichodnosti stfev, anemii, stres, snizeni

reprodukce a dalsi problémy (Cake 1978).

2.1.2.2. Kmen Trematoda (motolice)

Tato tfida zahrnuje asi 8000 znamych vétSinou endoparazitickych
platyhelmintd, ktefi maji nepfimé zivotni cykly, zahrnujici 1-3 mezihostitele. Mohou
parazitovat prakticky ve vSech organovych soustavach a zejména v travicim

traktu, ale i v krevnim fecisti, dychacich cestach a nervové soustavé (Olson et al. 2003).
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Télo motolic mé vétSinou dorzoventralné zplostély ovalny tvar, alespoil s jednou ustni
piisavkou a Casto i1 s druhou bfisni piisavkou tzv. acetabulem. U nékterych druhti jsou
pfisavky = nahrazeny  jinymi  strukturami.  Motolice  jsou  stejn¢  jako
tasemnice, (s vyjimkou Schistosomatidae a nékterych Didymozoidae) hermafroditi
(Volf, Horak a kol. 2007).

Pievladajicimi  Celedémi infikujicimi motské ryby jsou Acanthocolpidae,
Bucephalidae, Cryptogonimidae, Derogenidae, Didymozoidae, Fellodistomidae,
Hemiuridae, Lecithasteridae, Lepocrediidae a Opecoelidae (Rohde 2005).

Studované vranky byly parazitovany motolicemi Podocotyle atomon z celedi
Opecoelidae. Tyto motolice dosahuji délky 0,25 — 0,3 mm a kolonizuji tenké stievo ryb
(Prokofiev 2001).

2.1.2.2.1. Zivotni cyklus

Motolice maji komplexni zivotni cyklus zahrnujici nékolik larvalnich stadii, které
se mnozi v mezihostiteli (Cribb et al. 2003).

Definitivniho  hostitele opousti vajicko nakladené dospélou  motolici
(Volf, Horak a kol. 2007). Ve vaji¢ku vznika larva (miracidium), ktera se bud’ uvolni
a pronikne do prvniho mezihostitele (mekkyse) nebo zlistane ve vajicku a mezihostitel
ji pozie. Zde probihd nepohlavni rozmnozovani larev (sporocysta, redie) a to je
ukonc¢eno tvorbou cerkarii. U nékterych skupin motolic mohou napadat cerkarie pfimo
dalsi obratlovce a u jinych motolic dochazi k pfeméné cerkarii na klidové stadium
metacerkarii a ta je nasledné pozfena definitivnim hostitelem. Velmi €asto se tohoto
procesu zucastiuje i druhy mezihostitel (bezobratly nebo obratlovec), kterého cerkarie
napadad a v jeho tkanich vytvaii metacerkarie ¢ekajici na predatora (Horak 2010).

U motolice Podocotyle atomon (¢eled’ Opecoelidae) je prvnim mezihostitelem plz
z ¢eledi Buccinidae, druhym mezihostitelem je kory$ ze skupiny Amphipoda a

definitivnimi hostiteli jsou ryby (Prokofiev 2001).
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2.1.2.2.2. Patobiologie

Motolice se zivi hlenem v trdvicim traktu, epitelidlnimi buiitkami a nékdy také krvi.
Krevni motolice se vyskytuji v cévach ryb, kde narusuji pritok krve a poskozuji cévni
sténu. Zvlaste problematicka jsou vajicka, ktera prochdzeji hostitelskou tkani
a zpusobuji tak zanéty naptiklad jater ¢i mozku. Uvoliiovany do vnéjsiho prostiedi jsou
naruSenim Zaberni tkané, ¢imz zpusobuji svym hostitelim zna¢né problémy (Rohde

2005).

2.1.2.3. Kmen Nematoda (hlistice)

Nematoda jsou jednou z nejrozsahlejsich a nejrozsifenéjSich skupin helminti, ktera
zahrnuje vice nez 40 000 druhi zafazenych do 256 celedi (Anderson 2000). Vétsina
hlistic se je voln¢ 7Zijicich a zbyvajici druhy parazituyji na rostlinach
a zivociSich. Hlistice maji bilateralné symetrické, valcovité ¢i vietenovité télo. Jejich
velikost je rizna. Nejmensi nematoda mohou byt mensi nez jeden milimetr a nejvétsi
mohou dosahovat v dospélosti az né€kolik metrti (Roberts and Janovy 2005). Typicky
je pro né sexualni dimorfizmus a vysoka produkce vaji¢ek, které jsou diky
kutikularnimu obalu velmi odolné proti nepfiznivym podminkam (Rohde 2005).

U studovanych motskych vranek byly nalezeny larvy hlistic ¢eledi Anisakidae,
piedevsim rod Anisakis. Tento rod obsahuje pouze tii druhové zastupce a to Anisakis
simplex, Anisakis typica a Anisakis physeteris. Dospélci parazituji v travicim traku
(zaludku, tenké sttevo) mnoha druhtt motskych savcli. Moiské ryby (pfedev§im motské
migrujici ryby) jsou napadany pouze larvami téchto parazitl. V evropskych mofich se
nejvice vyskytuje Anisakis simplex. Té€lo tohoto parazita mize méfit az 36 mm a
pokozka je pti¢né pruhovana. Larvy osidluji bfiSni dutinu a svalovinu, kde jsou obvykle

opouzdiené a svinuté do spiraly (Moravec 2004).

2.1.2.3.1. Zivotni cyklus
Nematoda jsou vétSinou heteroxenni (n€ktefi jedinci jsou monoxenni), Se stadii,
které¢ migruji tkanémi hostitele. Produkuji znacné mnozstvi vajic¢ek, kterd jsou velmi

odolna. Z nich se lihnou juvenilni formy, které se n¢kolikrat svlékaji a dospivaji. Jejich
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heteroxenni cyklus zahrnuje ryby jako mezihostitele ¢i paratenické hostitele (Couture
et al. 2003). Mezihostitel podporuje larvalni rist a vyvoj do stadia, kdy je hlistice
schopna infikovat své definitivni hostitele (Rohde 2005).

Vyse zminéné druhy rodu Anisakis maji velmi komplexni zivotni cyklus. Jejich
prvnim mezihostitelem je buchanka, druhym pak mensi druhy ryb, po jejichz predaci
vétsimi rybami pfechazeji do nich a definitivnim hostitelem jsou mofsti savci (Kytovci,

tuleni)(Woo 2012).

2.1.2.3.2. Patobiologie
Nematoda mohou putsobit na hostitele benigné, avSak nékteré druhy mohou byt
vysoce patogenni naptiklad Capillaria spp. mize u ryb zpusobit ztratu chuti k jidlu,

vyhublost, anémii a dokonce i smrt (Kappel et al. 2003).

2.2. Rybi hostitelé paraziti
Tato ¢ast obsahuje zminky 0 dvou druzich motskych vranek, které byly nékolikrat
vyuzity pro studium parazitace (Kuklin 2012, Khan 2011), a které byly také pfedmétem

této studie.

2.2.1. Myoxocephalus scorpius

Myoxocephalus scorpius neboli vranka moiska je moiska ryba pattici do Celedi
Cottidae. Jeji celkova délka je obvykle 15-30cm. Nejéastéji se vyskytuje v oblasti
Atlantiku. Charakteristické je jeji protahlé télo a velka hlava, ktera je pokryta velkymi
i malymi trny, které vsak nemaji jedové Zlazy. Usta jsou umisténa dole a jsou téméf
vodorovna. Télo kryje hladka kize bez Supin. Postrani ¢ara je pomérné dobie znatelna.
Hibetni ploutve jsou dvé, v prvni je 7 — 11 tvrdych a v druhé je 14 — 17 mekkych
ploutevnich paprski. Ritni ploutev je zrcadlové podobnd druhé ploutvi
hibetni, ma 10 — 14 mékkych paprska. Prsni ploutve jsou dlouhé, vé¢jitovité, dosahuji
az k zacatku druhé hibetni a fitni ploutve. Dospélci nemaji plynovy méchyt, ve vodnim

sloupci se pohybuji minimaln¢ a fadime je tedy mezi bentické druhy.
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Zbarveni mize byt rtizné Vv zavislosti na prostiedi, nejcastéji Sedé nebo hnédé
s tmavymi skvrnami na hlavé a hibeté. Na bocich jsou Zluté nebo bilé skvrny. Samci
jsou zejména na bfisni strané vyrazné barevnéjsi (svétlé skvrny jsou obklopeny rtiznymi
odstiny zluté a oranzové. Ploutve jsou svétlé s tmavymi pruhy.

Vranka moiské se zivi predev§im malymi rybami, korysi nebo jikrami jinych ryb.
Vranka motska zije nej¢astéji na bahnitém nebo kamenitém dné nebo v kelpech, kde

je velmi dobfe maskovana (Tousek 2008).

Obr. 2 Myoxocephalus scorpius

2.2.2 Gymnocanthus tricuspis

Gymnocanthus tricuspis neboli vranka severni je moiska ryba také patfici do ¢eledi
Cottidae. Vyskytuje se pfedev§im v Severnim ledovém oceanu, Severnim Atlantiku
a kolem pobiezi Norska. Jeji velikost se pohybuje kolem 25 cm. Ma Sedou az nahnédlou
barvu kiize s tmavymi pruhy a svétle nebo tmavé zelenymi skvrnami. Na ploutvych
se stfidaji svétle a tmavé zabarvené pruhy.
licniho ostnu. Tento osten je Siroky, plochy a je na konci rozvétven do tii kratkych
zakoncCeni, zatimco jiné vranky maji zakonceni ostnu jednoduché. U vranky severni
chybi ostny na horni €asti hlavy nebo jsou jen kratké a roh skieli kryjicich Zabry
je zaobleny. Typickym znakem je také velkd vzdéalenost mezi jejimi hibetnimi
ploutvemi. Prvni hibetni ploutev ma 11-12 ostrych trnt, zatimco druhd ma 15-17

meékkych paprski (Bigelow and Schroeder 1953).
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Potrava vranky severni je odlidna. Zivi se krevetami, malymi vrankami, plz

(Gastropoda) nebo mnohostétinatci (Polychaeta) a nejcastéji osidluje bahnita dna.

Obr 3. Gymnocanthus tricuspis

2.3. Parametry k urceni kondice ryb

2.3.1. Gonadosomaticky index (GSI)
Gonadosomaticky index je pouzivan jako jednoduchy ukazatel reprodukéni
schopnosti ryb nebo jako ukazatel gonadalniho vyvoje. Vyjadiuje se procentuelné jako

pomé&r hmotnosti gonad k hmotnosti celé ryby (Gunderson 1997).

GSI = (hmotnost gonad (g)/hmotnost téla (g)) x 100

2.3.2. Hepatosomaticky index (LSI)

HSI vyjadiuje hmotnost jater k celkové hmotnosti ryby a je ovliviiovan mnozstvim
tuku ulozenym v jatrech. Hmotnost jater odrazi jak kvalitu vyzivy, tak intenzitu rdstu
ryby, protoze se v jatrech uklada piebytecna energie a to ve formé glykogenu (Lambert
et al. 2003).

LSI = (hmotnost jater (g)/hmotnost téla (g)) x 100

28



2.3.3 Koeficient kondice (KK)
Timto koeficientem muze byt u ryby urcité délky odhalena vyssi nez obvykla
hmotnost, kterd je dusledkem piebytku energie. Tento koeficient je také nazyvan

indexem intenzity rastu (Cubillos and Claramunt 2009).

K = (hmotnost (g)/délka (mm)*3) x 100 000

2.4. Histologické metody vyuzivané pri studiu paraziti

Jednou z nejpouzivanéjSich metod pro zkoumdéni rybich paraziti je klasicka
histologicka technika. Poté co je ryba chycena a usmrcena, nasleduje vlastni odbér
vzorku, ktery musi byt proveden ostrym ndstrojem napiiklad ziletkou, skalpelem
popiipade ostrymi nizkami. U tupych nastroji mize dojit k rozdrceni tkan€. Tkan musi
byt peclivé fixovana vhodnym fixaénim cinidlem, aby nedoSlo k autolyze bunék. Po
fixaci nasleduje dehydratace v alkoholu, ekvilibrace v xylenu a vlastni zalévani do
parafinu, krajeni a barveni. Vlastni identifikace se provadi pomoci svételného

mikroskopu (Raskovic et al. 2010).

2.4.1. Fixace

Fixaci se rozumi rychlé vysraZeni (denaturace) bilkovin protoplasmy bunék a tkani
pomoci fixagnich tekutin. Ukolem fixace je zabranit autolyze bunék a zaroven zachovat
strukturu buné€k ¢i tkani ve stavu, co nejpodobnéjsimu tomu, jaky maji za ziva
(Manakova a Seichertova 2002).
Fixa¢ni tekutiny by mély co nejlépe zachovat strukturu a barvitelnost tkané a dilezita
je také jejich penetrani schopnost. Doba fixace zavisi zejména na druhu fixacni
tekutiny a velikosti tkané (Vacek 1996).

Existuje celda fada fixaCnich tekutin. Vybirame je cilené¢ podle druhu vySetieni
a podle typu tkang, protoze ne kazda fixacni tekutina je vhodna pro fixaci vSech
tkanovych komponent (Jelinek a kol. 2007). Hlavnimi faktory ovliviiujicimi vysledek

fixace jsou teplota, pH, osmolarita, koncentrace a penetracni schopnost fixa¢niho
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¢inidla a doba trvani fixace (Bancroft and Stevens 1996). Fixaci délime na fyzikalni
a chemickou.

Fyzikalni fixace se provadi pomoci suchého tepla, varu, mrazovou substituci nebo
lyofilizaci. U mrazové substituce a lyofilizace dochazi jen k caste¢né denaturaci
proteintl, které si zachovavaji své antigenni vlastnosti (Cech a Horsky 2005). Existuje
také fixace pomoci mikrovinného zareni.

K chemické fixaci se pouzivaji napiiklad aldehydy (formaldehyd, glutaraldehyd),
alkoholy (ethanol, methanol), kyseliny (kyselina octova, trichloroctova, pikrova), soli
tézkych kovu (oxid osmicely, chlorid rtutnaty, dichroman draselny); (Manakova

a Seichertova 2002).

2.4.2 Odvodnéni a prosyceni tkané

Vétsina zalévacich médii neni misitelna s vodou, proto je tieba vzorky nejprve
odvodnit a poté prosytit latkou, ve které se zalévaci médium rozpousti (Jelinek a kol.
2007).

Odvodnéni tkané se provadi ve vzestupné fadé alkoholu (70%, 80%, 96%, 100%
etanol) a prosyceni tkan¢ se provadi nejcastéji pomoci xylenu nebo acetonu. Doba
odvodnéni zavisi na struktufe a velikosti tkang, ale vétSinou se pohybuje kolem jednoho
nebo dvou dnd.

Po odvodnéni je nutné etanol zcela odstranit, protoZe se v ném parafin nerozpousti.
Proto se provadi prosycovani tkané latkou, kterd dobie rozpousti parafin a je zaroven

misitelna s alkoholem (benzen); (Vacek 1996).

2.4.3 Zalévani

Poté se mize tkan bud’to zmrazit a dale krajet na zmrazovacim mikrotomu nebo se
prosyti vhodnym zalévacim médiem. Zalévaci média se rozdéluji na ve vodé
nerozpustna (parafin, celoidin, paraplat) nebo ve vodé rozpustna (zelatina, celodal);
(Cech a Horsky 2005). Pro svételnou mikroskopii se nejéastéji pouziva parafin nebo
nitroceluldza. Parafin by mél byt kvalitni prefiltrovany, nikdy se nepouZiva parafin,

ktery byl pouzivan k prosycovani tkdn€. Zalévani se provadi v kovovych komurkach
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a poté je nutné rychlé ochlazeni parafinu. Nakonec se odstrani komurka a tkanovy

blocek je pripraven ke krajeni (Vacek 1996).

2.4.4. Krajeni

Ke zhotoveni tenkych histologickych preparatl je potieba tkanové blocky nakrajet
na tenké fezy. Krajeni probiha pomoci mikrotomu (Cech a Horsky 2005).

Rozlisujeme mikrotom sankovy, rotaéni a kryostat. Sankovy mikrotom obsahuje
tézké san¢ opatiené ostrym nozem, ktery se pohybuje proti tkanovému blocku a ten
je proti nému vysouvan o potiebny pocet mikrometrd. Naproti tomu na rotacnim
mikrotomu je niz pevné uchycen do svorky a proti nému se pohybuje ota¢enim
setrva¢nikového kola dobie upevnény tkanovy blocek. Tento typ mikrotomu slouZi
predevsim ke krajeni sériovych tfezi (Vacek 1996). Pomoci kryostatu se krajeji tkané
zmrazené¢ na nizké teploty v nativhnim stavu nebo fixované. Kryostat se pouziva
nejéastéji v histochemii (Cech a Horsky 2005).

Po nakrajeni se fezy prenaseji do zahtaté vodni l4zn€ (obsahuje zelatinu) a napinaji
pomoci patradel. Poté jsou nataZeny na sklicko a peclivé ususeny pii pokojové teplote

nebo v termostatu.

2.4.5 Barveni

Zhotoveny vysuSeny preparat musi byt peclivé odparafinovén, protoze barviva
obsahuji vodu, kterd by se s parafinem nespojila. Odparafinovani se provadi pomoci
dvou lazni xylenu. JelikoZ se ani xylen ve vodé nerozpousti, je nutno fezy pomoci
sestupné alkoholové fady prevést do vody a poté nésleduje samotné barveni.

Barveni spociva v rozdilné afinit¢ bunék a tkani, které vazou riizna barviva a proto
se daji v mikroskopu dobie odliSit. Neobarvené preparaty se daji prohlizet pouze
pomoci mikroskopu s faizovym kontrastem, jinak by nebylo mozné rozeznat jednotlivé
slozky tkani (Vacek 1996).

Nejpouzivangj$i barvici metodou je barveni hematoxylin-eosin (HE), kdy
odparafinované a zavodnéné fezy jsou nejprve barveny roztokem hematoxylinu (barvi

bunééna jadra), poté jsou vyprany pod tekouci vodou a nakonec vlozeny do roztoku
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eosinu. Vysledkem barveni jsou modrd az cernd jadra, razovy kolagen a Cervena
cytoplazma.

Po obarveni se musi preparaty zamontovat pomoci montovaciho média a prikryt
krycim sklickem. Montovaci médium musi byt prithledné, nesmi poskozovat zbarveni
tkan¢ a musi mit vysoky index lomu. Existuje médium misici se s vodou, u kterého
se tkan neodvodiuje (glycerin), nebo médium nemisici se s vodou a rozpustné v Xylenu
(kanadsky balzam), u néhoz je nutné tkan odvodnit vzestupnou fadou alkohold (Vacek
1996).

Nabarveny preparat se vyhodnocuje pomoci svételného mikroskopu (Mandkova

a Seichertova 2002).
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3. Cil prace a hypotézy

3.1 Cil prace
1. Ov¢tit hypotézu o korelaci mezi mnozstvim nalevnika Trichodina spp.,
vyskytujicich se na zabrach ryb, a intenzitou parazitce patogennimi endohelminty

(motolice, tasemnice, hlistice).
2. Zjistit korelace mezi stupném parazitace a kondici studovanych druhii ryb.
3. Osvojit si a zdokonalit se v histologickych technikach, zejména v zalévani tkani,

krajeni tkanovych blockti na mikrotomu, barveni preparati, a osvojit Si

mikroskopickou diagnostiku.

3.2 Hypotézy

H1: Pii zvySené intenzit€¢ infekce parazity se zvySuje i intenzita infekce
trichodinami.
H2: Intenzita infekce trichodinami nesouvisi s infekci ryb parazitickymi helminty.

H3: Intenzita infekce trichodinami a endohelminty snizuje kondici ryb.

H4: Kondice ryb méfena gonadosomatickym indexem, hepatosomatickym indexem

a koeficientem kondice neni intenzitou infekce parazity ovlivnéna.
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4. Material a metodika

4.1 Charakteristika zkoumaného materialu

Odlov ryb probihal vroce 2011 a 2012 v centrdlni ¢asti Svalbardu, pfevazné
Vv zatoce Petuniabukta a v dalSich vybranych lokalitach. Pro dosazeni dané lokality byl
pouzit motorovy nafukovaci Clun Zodiak. Mezi chycenymi rybami z nejvétsi ¢asti
pfevazovala vranka moiska (Myoxocephalus scorpinus) a vranka severni
(Gymnocanthus tricuspis). Ryby byly loveny dvéma zplsoby, a to pomoci tenat nebo

pfi potapéni do hloubky az tiiceti metrt.

4.2 Odbér a fixace materialu v terénu

U odchycenych ryb byla zméfena jejich délka, celkova hmotnost, hmotnost gonad,
hmotnost jater a dale byly pitvany parazitologickou pitvou s cilem nalezeni
endohelminti a odbéru zaber, ze kterych se zhotovily histologické preparaty pro
identifikaci parazitickych nalevnikd.

Mezi nejcastéj$imi nalezenymi endohelminty byla tasemnice Diplocotyle olrikii
(Cestoda: Spathebothriidea), plerocerkoidy Tetraphyllidae gen. sp., stifevni motolice
(Digenea: Opecoelidae) a larvy hlistic (Nematoda: Anisakidae). Paraziti byli fixovani
horkym roztokem (4%) formaldehydu.

Zabry byly fixovany pomoci Davidsonova roztoku (Humason 1962), ktery
obsahoval devét dilii zasobniho roztoku a jeden dil kyseliny octové po dobu 24h. Poté
byl fixa¢ni roztok nahrazen zasobnim roztokem (slozeni viz dale), ve kterém byl
material fixovan deldi dobu. Zabry byly piepravovany do Ceské republiky
v umélohmotnych bloc¢cich, oznacenych ¢islem odpovidajicim ptislusSnému cislu ryby

a vloZeny do 70 % etanolu.

SloZeni zdsobnihoDavidsonova roztoku:
e Glycerol (200ml)
e Formaldehyd koncentrovany (400ml)
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e Etanol 96% (600ml)

e Destilovana voda (600ml)

4.3 Laboratorni metody

4.3.1 Priprava blocki

Zabry ptivezené do Ceské republiky a fixované v 70% etanolu se nejprve musely
odvodnit roztoky s vzristajici koncentraci etanolu. Ze 70% etanolu se blocky pienesly
do 90% etanolu a druhy den rano se vymeénil za novy 90% etanol. Po 6 hod byly blocky
presunuly do nového 96% alkoholu, kde zlstaly pies noc. Nasledujici postup je popsan
v tabulce 1.

Tab 1. Postup pro piipravu bloc¢ku

Lazen Doba piisobeni
96% EtOH 2 hod
96% EtOH 2 hod

aceton 1 hod

aceton 1 hod

xylen 1 hod

xylen 1 hod
Histoplast I. pfes noc

Obr 4. Zalévaci linka TES 99 firmy Medite. Vlevo-chladici modul, uprostied-
parafinovy dispenzer, vpravo-piedehiivaci modul
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Nasledné byly vzorky prosycovany parafinem (Histoplast-S, Serva), tfikrat
obménénym po 12 hodinach.

Zalévani do parafinu probihalo na parafinové zalévaci lince TES 99 od firmy
Medite, obsahujici parafinovy dispenzer, nastavitelné piedehiivaci a chladici moduly
(viz obr. 4). Z umélohmotnych bloc¢kt se sejmula uzaviratelna ¢ast a pinzetou se Setrné
vyjmuly casti rybich zaber. Do kovovych vanicek se pomoci parafinového dispenzoru
nanesla mald vrstva horkého parafinu (cca 60°C), do které byly nasledné Zabry
pieneseny a peclivé urovnany tak, aby se mohly co nejsnadnéji nakrjet. Kovova
vaniCka se poté umistila na zmrazovaci plochu (umisténa tésn¢ pod dispenzorem), aby
se zabra samovolné nepohybovala v parafinu. Nasledné se vaniCka piekryla druhou
¢asti umélohmotného blocku, oznaceného Cislem ryby a doplnilo se potfebné mnozstvi
horkého parafinu. Takto pfipraveny tkanovy bloc¢ek byl polozen na chladici modul, aby
ztuhl. Timto zpisobem byl zpracovan vSechen materidl. Po zatuhnuti se odstranila
kovova vani¢ka a pomoci noze se okrajel piebyvajici parafin kolem vzorku tak, aby

plocha na krajeni byla co nejmensi (pro snadnéjsi krajeni).

4.3.2 Krajeni tkanovych blocki

Krajeni tkanovych blockt probihalo na rotaénim mikrotomu HM340 (Microm
Heidelberg, viz obr. 5). Z upevnénych blockt byl nejprve skrajen piebyteény histoplast,
pomoci ostrého noze, do potfebné hloubky (tak aby byla tkéi dobfe prokrajend). Poté se
krajely tenké fezy o velikosti 6 mikrometr. Z kazdého vzorku byly zhotoveny dva
preparaty. Kazdy tkanovy blocek obsahoval bud’ to jeden nebo dva kusy Zaber.
V ptipadé¢ ze tkanovy blocek obsahoval pouze jeden kus Zaber, zhotovovaly se fezy
V dvou rozdilnych hloubkach (napt. prvni fez byl proveden jiz na zacatkl kréjeni
a druhy fez az po vétSim prokrajeni tkang). Nasledné byly fezy preneseny do zahtaté
vodni lazn¢ (40 °C) a pomoci patradel se napnuly a natahly na podlozni sklicko, které
bylo oznaceno stejnym cislem, jako ¢islo vzorku Po nakrajeni se nechaly fezy schnout

48 hodin pfi pokojové teploté.
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Obr 5. Rotaé¢ni mikrotom HM340 (Microm Heidelberg)

4.3.3 Barveni a diagnostika preparati
Po zaschnuti se preparaty v digestoti odparafinovaly, obarvily a odvodnily (viz Tab
2.). Byl pouzit Mayeriv hematoxylin (Humason 1962), ktery se spole¢né s eosinem

musel vzdy pted kazdym barvenim peclive piefiltrovat.

Tab 2. Barveni hematoxylin-eosin

xylen 5 min
xylen 5 min
96% alkohol 5 min
96% alkohol 5 min
70% alkohol 5 min
70% alkohol 5 min
destilovana voda 5 min
hematoxylin 1 min 15s
prat pod tekouci vodou 10 min
eosin 1 min 15s
destilovana voda 3x oplachnout
70% alkohol 3x oplachnout
70% alkohol 3x oplachnout
96% alkohol 3x oplachnout
96% alkohol 3x oplachnout
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xylen 5 min
xylen 5 min
xylen 5 min
xylen 5 min

Po obarveni se preparaty zamontovaly do kanadského balzamu (nemisi se s vodou,
ale rozpousti se v Xylenu) a prekryly krycim sklickem.

K mikroskopické diagnostice byly vyuzity dva svételné mikroskopy a to Olympus
CX 21 a Olympus BX51 s chlazenou kamerou DP70 (na tomto mikroskopu byly
porizovany fotografické snimky).

Preparaty byly prohlizeny pii zvétSeni s pouzitim objektivu 20x a 40x. Ze dvou
preparatu byl prohliZzen vzdy ten vydafené&jsi. Intenzita parazitace byla urcena tak, ze na
kazdém kusu tkané byli spocitani vSichni paraziti Trichodina spp. Vysledkem tedy byly

vzdy dva ¢iselné tidaje u jednoho vzorku, ze kterych se vypocital primér.

4.4 Statistické vyhodnoceni

Pted vlastni analyzou udaji byla ovétena distribuce hodnot. Pro splnéni pozadavku
regresnich analyz (linearity a homogenity variance) byla data transformovana dvéma
zpusoby. V piipadé indexi kondice byla pouzita arcsinova-odmocninova transformace
a pro pocetnosti paraziti a velikostnich udaji logaritmicka transformace. Pii
transformaci pfirozenym logaritmem byl pouzit vztah In(x+1) u vétSiny dat s vyjimkou
pocta tasemnic, kde byl z divodu malého mnozstvi paraziti pouzit vztah In(10*x+1),
pficteni Cisla jedna bylo pouzito z divodu piitomnosti nulovych hodnot v souboru.
Po transformaci distribuce hodnot odpovidala normélnimu rozdéleni. Dals§i uprava
spocivala v ptekodovani druhti a pohlavi do kategorialnich proménnych, kdy byla
1 pouzita pro druh Myoxocephalus scorpius a pohlavi samice (F) a opacné 0 pro druh
Gymnocanthus tricuspis a samce (M).

Vlastni analyza byla provedena ve dvou krocich, kazdy v jiném programu. Nejprve
byl testovan vztah mezi Cetnosti paraziti vzajemné, spolecné s druhovou piislusnosti

a pohlavim ryb. Tato analyza byla provedena v programu Canoco for Windows 4.56

38



(Ter Braak and Smilauer, 2002). Prvni nepfima gradientova analyza byla provedena
metodou vazeného primeérovani a odstranénim trendi (DCA) ukazala na nejdelsi
hodnotu gradientu 2,61. JelikoZz se jedna o hodnotu nizsi nez 4, v dalsi analyze bylo
ptistoupeno k linearni metodé¢ — analyza hlavnich komponent (PCA). Program byl
nastaven Skalovdnim zaméfenym na mezidruhové korelace, skore druhu podé€leno
smérodatnou odchylkou a vlastni tdaje pro vysvétlované proménné centrovany.
Vystupem analyzy hlavnich komponent je mnozstvi vysvétlené variability
na jednotlivych osdch ordina¢niho prostoru a predevSim graf vytvofeny programem
CanoDraw for Windows 4.14 (Ter Braak and Smilauer, 2002).

Druhé statistické testovani obnaSelo testovani zavislosti indext kondice
na pocetnosti parazitli spoleéné s druhovou piisluSnosti a pohlavim ryb. K vlastnimu
testu byla zvolena mnohonésobnd linedrni regrese, ze které lze urcit relativni pfispévek
kazdého faktoru, celkovy model a predevSim statistickou prikaznost dil¢ich vlivi.
Nasledné byla ovétena kvalita modelu vynesenim hodnot residui a ovéfenim absence
odlehlych bodl (Normal Q-Q plot and Residuals vs. Leverage plot). Vyhodnoceni bylo

provedeno v programu R (R Core Team, 2013).
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5. Vysledky

5.1 Laboratorni vyhodnoceni vysledki

Jednim z cilti prace bylo procviceni techniky ptipravy histologickych preparati. Celkem
bylo zpracovano 137 vzorkt zaber vranek dvou druhd, Myoxocephalus scorpius a
Gymnocanthus tricuspis, ve kterych pak bylo spocitano mnozstvi paraziti rodu
Trichodina Celkem bylo zpracovano 116 kusi ryb druhu M. s., ztoho 32 samcu
a 84 samic, a 21 kust ryb druhu G. t., z toho 2 samci a 19 samic. Jak je patrné z obr. 6,
paraziti byli viditelni jako ovalné disky, na pfi¢ném fezu s viditelnym tmavé modie
obarvenym vnittkem buiiky, na podélném fezu s viditelnym zoubkovanym prstencem.
U nékterych Zabernich preparatli bylo napocitano i vice nez 300 jedincti, zatimco

preparatl, u kterych nebyl zjistén Zadny parazit, byla jen nékolik.

Obr. 6. Histologické preparaty ze zdravych a parazity napadenych Ziber
vranek. A: Zabry zdravé pri zvétSeni 20x ; B: Zabry napadené nalevnikem rodu
Trichodina p¥i zvétSeni 20 x a (C) 40 x; (D) neidentifikovany, nadoru podobny
utvar na chrupavce Zaber.
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Pro splnéni cili prace bylo déle potfebné provést statistickou analyzu ziskanych
dat. Intenzita zjiSténé parazitce je uvedena v tabulce 3, v piiloze ¢islo 1 jsou pak
obsaZeny zjisténé udaje o kondici ryb spolecné s kondi¢nimi koeficienty vypocitanymi

z téchto udaja.

Tabulka 3. ZjiSténa intenzita parazitace trichodinami, tasemnicemi, hlisticemi a

motolicemi u mo¥skych vranek Myoxocephalus scorpius a Gymnocanthus tricuspis.

i . Druhovi o Podet parazitii na Pocet paraziti v GIT
Cislo vzorku T TG Pohlavi Fabrech
Trichodiny Tasemnice Hlistice Motolice
B 29 (1) M. scorp. F 55 0 0 0
B 31(12) M. scorp. F 204 0 0 0
B 32 (1) M. scorp. F 69 0 6 3
B 33 (2) M. scorp. F 291 1 3 6
B 34 (1) M. scorp. F 40 0 3 0
B 35 (1) M. scorp. F 59 0 2 0
B 38 (2) M. scorp. M 394 0 0 3
B 41 (2) M. scorp. F 391 0 27 100
B42(2) M. scorp. F 382 0 6 8
B 43 (1) M. scorp. M 510 0 0 0
B 44 (2) M. scorp. F 305 0 1 5
B 45 (2) M. scorp. F 215 0 1 12
B 59 (2) M. scorp. M 9 0 0 0
B 60 (1) M. scorp. F 248 0 2 22
B 63 (2) M. scorp. F 265 0 14 8
B 64 (12) M. scorp. F 423 0 15 15
B 66 (1) M. scorp. F 328 0 0 18
B72(2) M. scorp. F 406 0 4 15
B73(2) M. scorp. F 591 0 6 18
B75(2) M. scorp. F 9% 0 6 8
B77 (1) M. scorp. F 70 0 3 4
B 78 (1) M. scorp. F 231 0 4 6
B 81 (1) M. scorp. F 199 0 0 17
B 82 (1) M. scorp. M 152 0 4 12
B 106 (2) M. scorp. F 384 0 1 7
B 153 (2) M. scorp. F 3 1 2 23
B 154 (1,2) M. scorp. F 1 0 2 2
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B 155 (1) M. scorp. F 60 1 2 24
B 156 (2) M. scorp. F 266 0 4 4
B 157 (2) M. scorp. F 5 3 0 3
B 158 (1) M. scorp. F 117 0 9 12
B 159 (1) M. scorp. F 6 0 9 51
B 160 (2) M. scorp. F 320 0 8 2
B 161 (1) M. scorp. M 71 0 6 7
B 162 (2) M. scorp. F 15 6 1 0
B 163 (1) M. scorp. F 425 0 3 5
B 167 (2) M. scorp. M 5 0 0 2
B 169 (2) M. scorp. M 10 0 0 0
B 177 (1,2) M. scorp. M 155 0 5 0
B 178 (1) M. scorp. F 32 0 0 0
B 179 (2) M. scorp. F 24 0 2 4
B 180 (1,2) M. scorp. F 75 0 1 12
B 181 (1,2) M. scorp. M 15 0 0 7
B 182 (2) M. scorp. M 535 0 1 3
B 201 (1,2) M. scorp. F 112 1 0 8
B 205 (2) M. scorp. F 0 2 1 16
B 207 (1) M. scorp. F 103 0 1 17
B 208 (1,2) M. scorp. F 615 2 1 67
B 209 (2) M. scorp. F 79 0 1 0

D2(2) M. scorp. F 11 1 9 85

D 3 (1) M. scorp. F 1455 0 110 20

D6(2) M. scorp. F 176.5 2 11 20

D7 (1) M. scorp. F 601.5 0 4 22
D11 (1) M. scorp. F 2775 0 2 13
D12 (1,2) M. scorp. F 4 0 0 4
D 13 (1) M. scorp. M 5875 0 2 6
D 14 (2) M. scorp. M 299 0 2 0
D 15 (1) M. scorp. F 312 0 0 8
D17 (2) M. scorp. F 8.5 0 4 26
D 18 (1,2) M. scorp. F 4315 5 6 12
D 20 (2) M. scorp. F 2125 2 1 4
D 22 (2) M. scorp. F 40 0 3 5
D 23 (2) M. scorp. M 46 1 4 3
D 25 (1,2) M. scorp. M 40 0 0 0
D 68 (1,2) M. scorp. M 115 0 1 5
D 69 (1,2)) M. scorp. F 15 0 4 0
D 70 (1,2) M. scorp. M 9 0 2 7

42



D72 (1,2) M. scorp. F 12.5 0 5 22
D74 (1,2) M. scorp. F 62 0 17 130
D 75 (1,2) M. scorp. M 1775 5 8 5

D79 (12) M. scorp. F 4205 0 7 9

D 81 (1,2) M. scorp. M 11 5 5 10
D 83 (1,2) M. scorp. M 510 0 1 1

D84 (1,2) M. scorp. F 445 0 5 10
D 90 (1,2) M. scorp. F 206.5 1 3 40
D 93 (1,2) M. scorp. F 198 0 0 0

D 104 (1,2) M. scorp. F 216 0 62 26
D 105 (2) M. scorp. F 320 0 7 2

D 106 (1) M. scorp. F 2955 0 17 22
D 107 (1,2) M. scorp. F 526 0 7 7

D 108 (1,2) M. scorp. F 87 0 8 14
D 109 (1) M. scorp. F 63 0 4 17
D 110 (2) M. scorp. F 1055 0 1 0

D 111(1,2) M. scorp. F 2005 0 4 5

D 112 (1,2) M. scorp. F 15 0 0 4

D 113 (1,2) M. scorp. M 1275 0 3 12
D 114 (1) M. scorp. F 403.5 0 5 0

D 115 (1,2) M. scorp. M 11 0 0 16
D 116 (1,2) M. scorp. F 15 0 0 0

D 117 (1,2) M. scorp. M 8.5 0 1 19
D 118 (1,2) M. scorp. M 35 0 2 2

D 124 (1) M. scorp. M 435 0 12 6

D 125 (1,2) M. scorp. M 1915 0 5 1

D 126 (2) M. scorp. M 05 0 3 1

D 128 (1,2) M. scorp. M 79 1 1 1

D 129 (1,2) M. scorp. F 2 0 2 1

D 131 (1) M. scorp. M 3095 4 4 0

D 134 (1) M. scorp. F 350.5 0 4 5

D 135 (1,2) M. scorp. M 613 0 3 0

D 137 (1) M. scorp. F 1485 0 7 1

D 139 (1,2) M. scorp. M 1325 0 0 1

D 140 (1,2) M. scorp. F 6.5 0 4 20
D 141 (1,2) M. scorp. F 41 0 10

D 142 (1,2) M. scorp. F 12 0 4 1

D 144 (1,2) M. scorp. F 89 0 9 32
D 175 (1,2) M. scorp. F 245 0 15 8

D 183 (1,2) M. scorp. M 34.5 0 3 6
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D 184 (1,2) M. scorp. F 2015 0 9 0
D 185 (1,2) M. scorp. M 172 0 5 3
B 28 (1) M. scorp. F 745 0 1 6
B36(2) M. scorp. F 45 0 0 3
B39(2) M. scorp. F 3 0 0 0
B 56 (2) M. scorp. F 15 0 2 7
B 58 (1) M. scorp. F 0 0 1 1
B76(2) M. scorp. F 575 3 4 6
B 152 (2) M. scorp. F 4 0 0 3
B 164 (1) G. tricusp. F 0 0 0 4
B 166 (1) G. tricusp. F 405 1 0 1
B 168 (1) G. tricusp. F 6 0 0 0
B 170 (2) G. tricusp. F 75.5 0 4 0
B 197 (2) G. tricusp. F 0 0 0 0
B 198 (2) G. tricusp. F 6 0 0 6
B 199 (1) G. tricusp. F 0 0 0 12
B 200 (1) G. tricusp. F 3 0 2 0
B 202 (1,2) G. tricusp. F 0 0 0 63
Do) G. tricusp. F 15 0 0 5
D19 (1) G. tricusp. F 25 0 0 8
D 24 (1) G. tricusp. F 335 3 0 0
D27 (2) G. tricusp. F 10 0 0 0
D28(2) G. tricusp. F 3 0 0 0
D 64 (1,2) G. tricusp. F 6 0 0 0
D 66 (1,2) G. tricusp. F 3 0 0 7
D67 (1,2) G. tricusp. F 35 0 1 4
D73 (12) G. tricusp. F 0 0 0 2
D 76 (1) G. tricusp. M 0 0 0 0
D78 (1,2) G. tricusp. M 4 0 0 0
D91 (1.2) G. tricusp. F 35 0 0 2

'Oznaceni jednotlivych ryb, B ozna¢uje ryby odchycené v roce 2011 a D v roce 2012.
Oznaéeni pohlavi ryb, M samec, F samice.



5.2 Statistické vyhodnoceni vysledkii

5.2.1 Vyhodnoceni korelace mezi parazity

Z ordina¢niho diagramu (Obr 7) je ziejmad pozitivni korelace mezi vsemi
kategoriemi parazitt, coz znazornuji Sipky, které sméfuji vSechny jednim smérem.
Nejtésn€jsi korelace jsou mezi tasemnicemi, motolicemi a hlisticemi (nejuzsi uhel).
Naopak zna¢n¢ odchyleny jsou trichodiny, které témé&F nejsou S tasemnicemi
a motolicemi korelované (pravy uhel) avSak patrna je korelace s hlisticemi. Prvni osa,
na kterou maji nejvétsi vliv trichodiny spolu s druhovou ptislusnosti vysvétlila 51,7 %
variability, druhd pak 19,7 %. Samice maji vice motolic a tasemnic nez samci, v piipade

trichodin je rozdil minimalni. Vice parazitti bylo zjisténo u druhu Ms nez u Gt.

Motolice !

1.0

Trichodiny

-1.0

15 | | | 15

Obr 7. Ordina¢ni diagram znazoriujici vysledky analyzy hlavnich komponent
(PCA): Cerné body znazoriiuji jednotlivé ryby (nezavisla pozorovani v ordinaénim
prostoru), Sipky ukazuji trendy naristu pocetnosti parazitii, cervené centroidy

oznacuji kategorialni proménné — druhovou prislusnost a pohlavi ryb.
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ASrqGSI

5.2.2 Vyhodnoceni zavislosti kondi¢nich koeficientii na intenzité parazitace pomoci

mnohonasobné linearni regrese

5.2.2.1 GSI (Gonadosomaticky index)

V prvnim modelu linearni zavislosti GSI na intenzité parazitace byly zjistény
4 statisticky prukazné cCleny (bez pruseciku). Pro tuto praci jsou vyznamné nejen
statisticky prikazné Cleny, ale i trendy v pfipad€ pocetnosti parazitl.

Celkovy model pro GSI:

Jednotlivé cleny jsou sefazeny sestupné podle poklesu piispévku k vysvétlené
variabilité. Hvézdicky oznacuji hladinu vyznamnosti konkrétniho ¢lenu *** pro <0,001,
** <0,01 a * <0,05. Tento plny model vysvétlil vice jak 50 % variability, koeficient
determinace (R?) 0,545 a celkové vychazi statisticky priikazné F(6,130)=25,93,
p<0,001.

Rovnice: GSI = 0,151*** - 0,063druhMS*** + 0,027pohlaviF*** + 0,009Motolice***
+ 0,004 Trichodiny** + 0,003 Tasemnice + 0,004Hlistice

Pro ilustraci, ze nejen vlastni pocetnosti parazitd, ale i druhova pfislusnost jsou
rozhodujicimi faktory, bylo rozlozeni hodnot koeficientu GSI mezi témito veli¢inami
vyjadieno pomoci krabicového grafu (box-plot). Z néj jsou patrné niz$i hodnoty GSI
pro M.s. ve srovnani s G.t. a pro samce ve srovnani se samicemi.
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Obr 8. Statistické rozloZeni hodnot koeficieni GSI podle druhu (A) a pohlavi (B)
vyjadirené pomoci krabicového diagramu. Horizontalni linie uvnitf znac¢i median, spodni a
horni hranice oznacuji 1. a 3. kvartil (50% hodnot). Linie vychazejici ze stfedni Casti grafu
kolmo nahoru a dolti (fousky) vyjadfuji variabilitu dat pod prvnim a nad tietim kvartilem.
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5.2.2.2 LSI (Hepatosomaticky index)

V druhém modelu linedrni zavislosti LSI na intenzité parazitace byly zjistény
3 statisticky prikazné ¢leny (bez priseciku). Opét mimo hlavnich prikaznych vysledki
jsou dilezité i trendy v pocetnosti parazitu.

Celkovy model pro LSI:

Jednotlivé ¢leny jsou sefazeny sestupné podle poklesu prispévku k vysvétlené
variabilité. Hvézdicky oznacuji hladinu vyznamnosti konkrétniho ¢lenu *** pro <0,001,
** <0,01 a * <0,05. Tento plny model vysvétlil vice jak 30 % variability, koeficient
determinace (R?) 0,333 a celkové vychazi statisticky priikazné F(6,130)=10,84,
p<0,001.

Rovnice: LSI = 0,0178*** - 0,029druhMS** + 0,015pohlaviF** + 0,005Motolice**
+ 0,002Trichodina + 0,003Hlistice + 0,002Tasemnice

Dale bylo provedeno statistické rozlozeni hodnot LSI koeficientu, druhu a pohlavi
vyjadiené pomoci krabicového grafu (box-plot). Z néj jsou patrné nizs§i hodnoty LSI pro
M.s. ve srovnani s G.t. a pro samce ve srovnani se samicemi, shodn¢ jako u GSI.
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Obr 9. Statistické rozloZeni hodnot koeficientu LSI podle druhu (A) a pohlavi (B)
vyjadiené pomoci krabicového diagramu. Horizontalni linie uvnitf zna¢i median, spodni a
horni hranice oznacuji 1. a 3. kvartil (50% hodnot). Linie vychazejici ze stfedni ¢asti grafu
kolmo nahoru a dolt (fousky) vyjadfuji variabilitu dat pod prvnim a nad tietim kvartilem.
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5.2.2.3 KK (Koeficient kondice)

Ve tietim modelu linearni zavislosti KK na intenzité parazitace byl zjistén 1
statisticky prukazny ¢len (bez priiseciku). Pro tuto préci jsou vyznamné nejen statisticky
prikazné ¢leny, ale i trendy v pfipad€ pocetnosti paraziti.

Celkovy model pro KK:

Jednotlivé ¢leny jsou sefazeny sestupné podle poklesu prispévku k vysvétlené
variabilité. Hvézdicky oznacuji hladinu vyznamnosti konkrétniho ¢lenu *** pro <0,001,
** <0,01 a * <0,05. Tento plny model vysvétlil mén€ nez 10 % variability, koeficient
determinace (R?) 0,076 a celkové nevychazi statisticky priikkazné F(6,130)=1,78,
p>0,05.

Rovnice: KK = 0,155*** + 0,016druhMS** - 0,004Hlistice - 0,001 Trichodina
- 0,0001Motolice - 0,001 pohlaviF

Dale bylo provedeno statistické rozlozeni hodnot KK, druhu a pohlavi vyjadiené
pomoci krabicového grafu (box-plot). Z néj jsou viditelné nepatrné nizs$i hodnoty KK
u G.t. atémér stejné hodnoty pro samce i samice.
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Obr 10. Statistické rozloZeni hodnot Kkoeficientu K. K. podle druhu (A)
a pohlavi (B) vyjadiené pomoci krabicového diagramu. Horizontalni linie uvnitf znaci
median, spodni a horni hranice oznacuji 1. a 3. kvartil (50% hodnot). Linie vychazejici ze
stfedni ¢asti grafu kolmo nahoru a dolt (fousky) vyjadiuji variabilitu dat pod prvnim a nad
tretim kvartilem.
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Zjisténé vysledky jsou zajimavé, negativni vliv paraziti na kondici neni zcela
evidentni, proto je nasnad¢ alternativni vysvétleni, Ze jde o velikost ryb (pfenesen¢ stari
ryby), jez je hlavnim prvkem ve vypoctu GSI a LSI. K ovéteni této teorie byly dale
provedeny testy zavislosti velikosti ryby a jeji celkové vahy na intenzité parazitace.

5.2.2.4. Velikost ryby

V ¢tvrtém modelu linearni zavislosti velikosti na intenzité parazitace bylo zjisténo
4 statisticky prikaznych clen (bez pruseciku). Pro tuto praci jsou vyznamné nejen
statisticky prikazné Cleny, ale i trendy v pfipad€ pocetnosti parazitii.

Celkovy model pro velikost:

Jednotlivé ¢leny jsou sefazeny sestupné podle poklesu prispévku k vysvétlené
variabilité. Hvézdicky oznacuji hladinu vyznamnosti konkrétniho ¢lenu *** pro <000,1,
** <0,01 a * <0,05. Tento plny model vysvétlil vice jak 50 % variability, koeficient

determinace (R?) 0,573 a celkové vychazi statisticky prikazné F(6,130)=29,12,
p<0,001.

Rovnice: Velikost = 2,390*** + 0,153pohlaviF*** + 0,032Trichodiny***
+ 0,045Motolice*** + 0,049Hlistice** + 0,015Tasemnice + 0,038druhMS

Dale bylo provedeno statistické rozlozeni hodnot velikosti, druhu a pohlavi pomoci
krabicového grafu. Z néj jsou viditelné nizsi hodnoty u druhu G.t. a z druhého grafu
jsou patrné nizsi hodnoty u samcii neZ u samic.
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Obr 11. Statistické rozloZeni hodnot velikosti podle druhu (A) a pohlavi (B) vyjadiené
pomoci krabicového diagramu. Horizontalni linie uvniti zna¢i median, spodni a horni
hranice oznacuji 1. a 3. kvartil (50% hodnot). Linie vychazejici ze stiedni Casti grafu
kolmo nahoru a doli (fousky) vyjadfuji variabilitu dat pod prvnim
a nad tretim kvartilem.
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5.2.2.5 Celkova hmotnost

V patém modelu linearni zavislosti celkové hmotnosti na intenzité parazitace bylo
zjisténo 5 statisticky prikazny ¢lenti (bez priseciku). Pro tuto préci jsou vyznamné
nejen statisticky prikazné Cleny, ale i trendy v piipadé pocCetnosti parazitti.

Celkovy model pro hmotnost:

Jednotlivé ¢leny jsou sefazeny sestupné podle poklesu prispévku k vysvétlené
variabilité. Hvézdicky oznacuji hladinu vyznamnosti konkrétniho ¢lenu *** pro <000,1,
** <0,01 a * <0,05. Tento plny model vysvétlil vice jak 50 % variability, koeficient
determinace (R?) 0,598 a celkov& vychazi statisticky priikazné F(6,130)=32,19,
p<0,001.

Rovnice: Celkova hmotnost = 3,152*** + (,475pohlaviF*** + 0,153Motolice***
+ 0,083 Trichodiny*** + 0,315druhMS** + 0,113Hlistice* + 0,022Tasemnice

Dale bylo provedeno statistické rozloZzeni hodnot celkové hmotnosti, druhu
a pohlavi pomoci krabicového grafu. Z néj jsou patrné nizsi hodnoty u druhu G.t. nez
U M.s. a z druhého grafu jsou patrné nizs§i hodnoty u samct nez u samic.
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Obr 12. Statistické rozloZeni hodnot hmotnosti podle druhu (A) a pohlavi (B)
vyjadiené pomoci krabicového diagramu. Horizontalni linie uvniti zna¢i median,
spodni a horni hranice oznacuji 1. a 3. kvartil (50% hodnot). Linie vychazejici ze
stiedni ¢asti grafu kolmo nahoru a dolt (fousky) vyjadiuji variabilitu dat pod prvnim
a nad tfetim kvartilem.
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6. Diskuse

Nalevnici rodu Trichodina patfi mezi bézné a rozsifené ektokomenzaly, osidlujici
kazi a zabry motskych i sladkovodnich ryb. Infikuji vSechny volné Zijici i chované
druhy. Obvykle se vyskytuji v malém mnoZzstvi a jsou pro hostitele neskodni. Avsak
pokud je imunitni systém ryby néjakym zptisobem oslaben, mtize dojit k masivni invazi,
ktera ma za nasledek poskozeni epitelialnich bunék, naruseni funkce zaber a muze dojit
az k tthynu ryby. Dal§im divodem zvysSeného vyskytu trichodin, mize byt, zejména u
chovanych ryb, silné zneCisténi vody. Naptiklad Khan (1991a) zjistil zvySenou
prevalenci a intenzitu trichodin u ryb vystavenych ropnym uhlovodikiim a ptedpokladal,
ze narust byl spojen se sniZzenou hostitelskou rezistenci, zptisobenou timto znecisténim.
V disledku toho jsou brany trichodiny jako dobré ukazatele znecisténi vody, zejména
eutrofizace. (Yeomans et al 1997; Palm a Dobberstein 1999). Na zabrach moiskych
vranek zijicich na motskych dnech se Trichodina spp. vykytuje zcela bézné a to i ve
veétsSim mnozstvi. Je jen malé procento vranek, u kterych bychom trichodiny viibec
nenalezli. To je nejspiSe zpusobeno podle Loma a Dykové (1992) snizenou koncentraci
rozpusténého kysliku ve vodé u dna, coz vede k vétsimu a rychlej$imu mnozeni téchto
organismil.

Nalevnici nejsou jedinymi parazity, ktefi se u ryb vyskytuji. Casto jsou ryby
infikovani také patogennimi endohelminty. Helminti vyuzivaji ryby bud jako
mezihostitele, paratenické hostitele nebo definitivni hostitele. U vranek M. s. a G. t.
byly nalezeny tasemnice Diplocotyle olrikii (Cestoda: Spathebothriidea), plerocerkoidy
Tetraphyllidae gen. sp., stievni motolice Podocotyle atomon (Digenea: Opecoelidae) a
larvy hlistic (Nematoda: Anisakidae). Ackoliv se u nékterych vranek vyskytovala také
rizna vyvojova stadia helmintl (napf. plerocerkoidy tasemnic), nebyla z divodu nizké
prevalence zapocitana do udaji o kondici hostitele. Motolice ¢eledi Opecoelidae byly
identifikovany na zakladé¢ morfologie jako jeden druh, pravdépodobné Podocotyle
atomon.

U odchycenych ryb byly zaznamenany jejich biometrické parametry (délka,

celkova hmotnost ryby, hmotnost gonad a hmotnost jater). Z téchto parametri byly
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vypocitany kondi¢ni indexy, a to predev§im gonadosomaticky, ktery byl vypocitan jako
pomér hmotnosti gonad a celkové hmotnosti ryby, déale hepatosomaticky, vypocitan
Zz poméru hmotnosti jater a celkové hmotnosti a také kondi¢ni koeficient, ktery byl
vyjadien pomérem celkové hmotnosti a tfeti mocninou celkové délky ryby. Tyto
kondi¢ni indexy se pouzivaji jako jednoduché a obecné ukazatele fyziologického stavu
ryb, ve smyslu relativnich ukazatelti skladby téla, tu¢nosti, krmeni, rGstu, reproduk¢éni
faze a ukazateli mnozstvi t€lni energie (Mills et al. 1985).

Cilem této prace bylo krom¢ osvojeni histologickych technik také ovéfeni hypotéz
o korelaci mezi mnozstvim nalevnikti rodu Trichodina spp. a mnozstvim endohelmintt
(motolic, tasemnic a hlistic) a rovnéZz mezi stupném parazitace t€mito organismy a
kondici studovanych ryb. Byl pfedpoklad, Ze intenzita napadeni trichodinami se bude
zvySovat u ryb, které jsou také napadeny endohelminty a Ze stupen parazitace se bude
nepiizniveé projevovat na kondici ryb.

V pfipad¢ prvni hypotézy byla pomoci statistickych modell testovana vzajemna
korelace mezi jednotlivymi parazity, pfi€emz vysledky potvrdily pozitivni korelaci mezi
vSemi druhy parazitd. Nejtésnéjsi korelace byly mezi tasemnicemi, motolicemi a
hlisticemi tj. vSemi endohelminty. Mnozstvi trichodin pak nejlépe korelovalo
S mnoZzstvim hlistic.

Protoze jsou hlistice rodu Anisakis z nalezenych endohelminti nejvice patogenni
z divodu jejich vyskytu téméf ve vSech tkanich téla, byl piedpoklad, Ze pii jejich
zvySené intenzité napadeni se také zvysi intenzita napadeni trichodinami. Tento
ptedpoklad byl potvrzen, i kdyz korelace mezi obéma parazity nebyla nejtésnéjsi. To
mohlo byt zpiisobeno tim, ze n&které ryby byly pitvany hned po odchyceni a nékteré
byly dany do kadi a pitvany druhy den. Trichodiny jsou schopny se za takto kratkou
dobu pomnozit, zatimco pocet hlistic, které se tak rychle nezmnozi, zistal stejny.
Tasemnice a motolice s trichodinami korelovaly jen velmi omezeng.

Dalsimi dulezitymi aspekty studie byla druhova pfislusnost a pohlavi. Vice
infikované motolicemi a tasemnicemi byly samice, zatimco V ptipad¢ trichodin byl
rozdil jen minimalni. EXistuje n¢kolik studii, které se také zabyvaly vztahem intenzity

parazitace a pohlavi. Naptiklad Kuhlmorgen-Hille (1983) zjistil u sledt stejné délky
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nepatrné vyssi intenzitu paraziti u samic nez u samcu, tento rozdil vSak nebyl
statisticky testovan. Naopak Hemmingsen et al. (2000) ve své praci uvedl vyznamné
vyS$8i prevalenci nematod ¢eledi Anisakidae u samct tresky obecné z oblasti Balsfjord
v severnim Norsku a navrhl, ze moznym divodem by mohly byt rozdily v potravnim
chovani mezi pohlavimi. Naproti tomu Davey (1972) nalezl u sledt podobny stupen
infekce u obou pohlavi. Podle Banninga a Beckera (1978) na zakladé znalosti
o zpusobech infekce i o potravnim chovani samcu a samic neni mozné predpokladat
rozdily v mife infekce mezi nimi. Protoze velikost a kondice byly vyznamnymi
vysvétlujicimi proménnymi v jejich analyzach, autofi ptredpokladaji, ze sexualni
dimorfismus Vv potravnim chovani neni pravdépodobny. Zuk and McKean (1996)
navrhli testosteron jako moznou pfi¢inu vyssi infekce samct, protoze tento hormon
mize potlacovat jejich imunitni odpovéd’ na infekci. Ve vztahu k druhové piislusnosti
bylo celkové vice paraziti nalezeno u druhu M. s. nez u G. t., ale pfiCina neni zcela
jasna. Mohla by souviset s rozdilnou bionomii obou druhtl a s tim spojenou dominantni
potravou. Zatimco M. s. Zije pfedev§im na kamenitém dné€ s porosty fas a v potravé se
kromé mensich ryb objevuji ptfedevsim korysi ze skupiny Amphipoda drobni mekkysi.
G. t. obyva i nezpevnéné dno pokryté sedimenty z ledovct a v jeho potravé dominuji
predevsim krevety a mnohostétinatci. Pravé riznonozci (Amphipoda) jsou mezihostitelé
tasemnic Diplocotyle olriki a druzi mezihostitelé motolic Podocotyle atomon.

Vysledky druhé hypotézy nebyly zcela jednoznacné. V piipadé koeficientii GSI
a LSI statisticka analyza ukazala pozitivni korelaci (p<0,001) mezi mnoZzstvim parazitt
a kondici ryb, coz je v rozporu s prostou logikou. Lepsi kondici mél, podle koeficientu
GSI, druh G. t. a samice. Podobné to bylo také u koeficientu LSI. I pies Casté pouzivani
GSI, je jeho platnost zpochybnovéna, protoze jak gonady, tak somatickd hmotnost
mohou byt variabilni naptiklad ve vztahu k Zivotnimu prostfedi ¢i maturaci pohlavnich
zlaz (Jons and Miranda 1997). Navic somaticka hmotnost se u jednotlivce Casto 1isi
nezavisle na hmotnosti vaje¢nikd.

V pripadé¢ koeficientu KK, ukazaly vysledky trend k negativni Korelaci
s mnozstvim trichodin a endohelmintd, ale tento trend nebyl statisticky dostate¢né

prukazny (p<0,05). Takze ani v tomto piipadé se nedalo fici, ze zvySené mnozstvi
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paraziti odrazi snizenou kondici ryb. Co se tyCe druhové pfislusnosti
a pohlavi ve vztahu k tomuto koeficientu, tak analyza ukazala téméi shodné vysledky
pro oba druhy stejn¢ tak pro samce i samice.

Je evidentni, ze vySe uvedené indexy nebyly zcela dobrymi ukazateli kondice ryb,
protoze se V nich prespfilis odrazi velikost ryby (pfenesené stafi). Jinak feCeno, ¢im
vEétsi je ryba, tim je starsi a tim dokaze nashromazdit vice parazit. Tuto teorii potvrdily
dalsi statistické analyzy zavislosti parazitce na velikosti a celkové hmotnosti ryb. Z nich
byla také patrna pozitivni korelace mezi obéma faktory a intenzitou parazitace, kdy tyto
modely vysvétlily az 50% variability (p<0,001). Z modelt také vyplyva vétsi hmotnost i
velikost u samic druhu M.s. Studie zabyvajici se timto fenoménem se ve svych
vysledcich lisi. Naptiklad byl zkouman mozny efekt larev Anisakis sp. na faktory
kondice u mnoha hostitelskych druhii ryb (v€etné motskych vranek). Petrushevsky a
Kogteva (Margolis 1970) zjistili u vranek pochazejicich z Bilého mofe sniZzeni
kondi¢niho koeficientu se vzrlstajici intenzitou parazitce larvami Anisakis sp. (Woo
2012). Naproti tomu Podolska a Horbowy (2003), ktefi studovali vztah mezi kondi¢nim
koeficientem a vyskytem larev Anisakis simplex u Baltského sled¢, dosli k zavéru, Ze v
dobrych nutri¢nich podminkach maji ryby dobrou kondici i pti vysokém vyskytu larev.
Za téchto podminek tedy neméla intenzita infekce zadny vliv na kondici. Tento

vysledek se shoduje i s nasimi zavéry.
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7. Zavér

1. Pozitivni korelace mezi intenzitou parazitace trichodinami a endohelminty byla
statisticky prukazna ptredevsim v piipad¢ hlistic, u motolic a tasemnic byla tato

korelace prikazna méné.

2. Parazitace nalevniky a endohelminty nesnizuje kondici ryb. V ptipad¢ indexti GSI a
LSI analyza ukézala pozitivni korelace mezi mnozstvim parazitd a témito indexy,
coz lze vysvétlit stafim hostitelt. V piipadé KK byl prokdzan trend k negativni

korelaci s parazity. Tento trend vSak nebyl dostate¢né statisticky prikazny.

3. Z vysledku vyplynulo, Ze pouzité koeficienty kondice nejsou vhodnym méfitkem

patogenniho pusobeni paraziti a bylo by piinosnéjsi nalézt néjaky spolehlivéjsi

ukazatel kondice, ktery by eliminoval vliv stafi ryby.
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9. Prilohy

Priloha 1. Parametry chycenych ryb a vypocitané kondicni faktory

. Velikost | Celkova Fish fitness
Cislo vzorku' | DrUROVA b2 | ryby | hmotnost | HMotnost | Hmotnost
prislu$nost cm) © gonad (g) | jater (g)
9 GSI® (%) | LSI* (%) | K. k® (%)

B 29 (1) M. scorp. F 16.4 89.67 2.06 3.00 2.30 3.35 2.03
B31(1,2) M. scorp. F 12.3 64.08 0.92 1.90 144 2.96 3.44
B 32 (1) M. scorp. F 15.8 185.53 6.33 7.13 341 3.84 4,70
B33(2) M. scorp. F 16.2 153.43 4.90 5.75 3.19 3.75 3.61
B 34 (1) M. scorp. F 15.4 92.37 2.18 3.12 2.36 3.38 253
B35 (1) M. scorp. F 15.8 91.24 2.13 3.07 2.33 3.36 2.31
B 38 (2) M. scorp. M 13.8 57.79 0.64 1.63 1.11 2.82 2.20
B 41(2) M. scorp. F 21.2 209.33 7.39 8.16 3.53 3.90 2.20
B 42 (2) M. scorp. F 18.8 136.59 4.15 5.02 3.04 3.68 2.06
B 43 (1) M. scorp. M 17.2 83.83 1.80 2.75 2.15 3.28 1.65
B 44 (2) M. scorp. F 17.0 99.77 251 3.44 2.52 3.44 2.03
B 45 (2) M. scorp. F 16.0 106.06 2.79 371 2.63 3.50 2.59
B 59 (2) M. scorp. M 9.9 57.12 0.61 1.60 1.07 2.80 5.89
B 60 (1) M. scorp. F 235 337.52 13.10 13.68 3.88 4.05 2.60
B 63 (2) M. scorp. F 20.7 248.39 9.13 9.84 3.68 3.96 2.80
B 64 (1,2) M. scorp. F 225 248.17 9.12 9.83 3.67 3.96 2.18
B 66 (1) M. scorp. F 20.8 234.25 8.50 9.23 3.63 3.94 2.60
B72(2) M. scorp. F 17.1 122.22 3.51 4.40 2.87 3.60 2.44
B73(2) M. scorp. F 14.9 70.59 121 2.18 171 3.09 2.13
B 75 (2) M. scorp. F 15.6 89.00 2.03 2.97 2.28 3.34 2.34
B 77 (1) M. scorp. F 15.1 93.49 2.23 3.17 2.39 3.39 2.72
B 78 (1) M. scorp. F 16.4 102.92 2.65 3.57 2.57 3.47 2.33
B81(1) M. scorp. F 13.3 83.39 1.78 2.73 2.13 3.27 3.54
B 82 (1) M. scorp. M 10.1 53.30 0.44 1.43 0.83 2.69 5.17
B 106 (2) M. scorp. F 18.7 126.94 3.72 461 2.93 3.63 1.94
B 153 (2) M. scorp. F 16.8 167.57 553 6.36 3.30 3.80 353
B 154 (1,2) M. scorp. F 16.2 73.96 1.36 2.32 1.84 3.14 1.74
B 155 (1) M. scorp. F 205 156.35 5.03 5.88 3.22 3.76 1.81
B 156 (2) M. scorp. F 14.5 83.83 1.80 275 2.15 3.28 275
B 157 (2) M. scorp. F 16.5 69.24 1.15 2.12 1.66 3.06 1.54
B 158 (1) M. scorp. F 20.2 178.12 6.00 6.81 3.37 3.83 2.16
B 159 (1) M. scorp. F 20.0 181.49 6.15 6.96 3.39 3.83 2.27
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B 160 (2) M. scorp. F 16.7 89.45 2.05 2.99 2.29 3.34 1.92
B 161 (1) M. scorp. M 13.0 56.89 0.60 1.59 1.05 2.79 2.59
B 162 (2) M. scorp. F 12.0 52.85 0.42 1.41 0.79 2.68 3.06
B 163 (1) M. scorp. F 16.2 110.55 2.99 3.90 2.70 353 2.60
B 167 (2) M. scorp. M 11.0 5151 0.36 1.36 0.70 2.63 3.87
B 169 (2) M. scorp. M 13.0 63.85 091 1.89 1.43 2.96 2.91
B 177 (1,2) M. scorp. M 12.50 57.12 0.61 1.60 1.07 2.80 3
B 178 (1) M. scorp. F 14.00 75.75 1.44 2.40 1.90 3.17 3
B 179 (2) M. scorp. F 17.00 127.84 3.76 4.65 2.94 3.63 3
B 180 (1,2) M. scorp. F 16.50 88.32 2.00 2.94 2.26 3.33 2
B 181 (1,2) M. scorp. M 12.00 58.47 0.67 1.66 1.15 2.83 3
B 182 (2) M. scorp. M 11.00 55.77 0.55 1.54 0.99 2.76 4
B 201 (1,2) M. scorp. F 19.00 139.96 430 5.17 3.07 3.69 2
B 205 (2) M. scorp. F 17.30 131.88 3.94 4.82 2.99 3.66 3
B 207 (1) M. scorp. F 20.70 148.49 4.68 5.54 3.15 3.73 2
B 208 (1,2) M. scorp. F 17.40 182.17 6.18 6.99 3.39 3.84 3
B 209 (2) M. scorp. F 17.60 140.63 433 5.20 3.08 3.70 3
D2(2) M. scorp. F 17.50 130.55 6.72 3.55 5.15 272 2
D3(1) M. scorp. F 23.50 365.21 12.20 21.09 3.34 5.77 3
D6(2) M. scorp. F 23.20 203.92 8.26 8.69 4.05 4.26 2
D7(1) M. scorp. F 22.40 329.37 9.25 9.78 2.81 2.97 3
D11 (1) M. scorp. F 16.90 95.08 2.89 3.90 3.04 4.10 2
D12 (1,2) M. scorp. F 12.00 55.90 1.53 2.16 274 3.86 3
D13 (1) M. scorp. M 12.80 52.88 1.40 1.06 2.65 2.00 3
D14 (2) M. scorp. M 10.00 22.55 0.33 0.51 1.46 2.26 2
D 15 (1) M. scorp. F 16.60 87.61 1.53 3.26 1.75 3.72 2
D17 (2) M. scorp. F 17.10 134.01 3.54 6.54 2.64 4.88 3
D 18 (1,2) M. scorp. F 17.80 133.01 3.50 5.33 2.63 4.00 2
D 20 (2) M. scorp. F 15.20 90.98 2.26 3.46 2.48 3.80 3
D22 (2) M. scorp. F 13.20 69.39 1.24 3.12 1.79 4.49 3
D23(2) M. scorp. M 13.70 64.03 0.67 1.93 1.05 3.01 2
D 25(1,2) M. scorp. M 12.70 52.64 0.86 2.02 1.63 3.84 3
D 68 (1,2) M. scorp. M 10.90 20.48 0.27 0.41 1.32 2.00 2
D 69 (1,2)) M. scorp. F 13.30 41.48 0.70 0.87 1.69 2.01 2
D 70 (1,2) M. scorp. M 11.90 35.85 0.65 0.71 1.81 1.98 2
D72(1,2) M. scorp. F 13.70 87.43 2.10 4.12 2.40 471 3
D74 (1,2) M. scorp. F 25.00 450.57 18.64 21.38 4.14 475 3
D75 (1,2) M. scorp. M 22.00 251.60 10.16 10.80 4.04 4.29 2
D 79 (1,2) M. scorp. F 19.50 180.55 7.35 9.03 4.07 5.00 2
D 81 (1,2) M. scorp. M 16.50 96.50 2.56 3.65 2.65 3.78 2
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D 83(1,2) M. scorp. M 17.00 127.60 2.46 5.39 1.93 1.87 3
D 84 (1,2) M. scorp. F 18.50 143.68 2.70 5.76 1.88 4.01 2
D 90 (1,2) M. scorp. F 22.10 252.50 12.54 10.71 497 4.24 2
D 93 (1,2) M. scorp. F 16.30 102.21 0.89 1.28 0.87 1.25 2
D 104 (1,2) M. scorp. F 22.60 306.29 12.30 10.53 4.02 3.44 3
D 105 (2) M. scorp. F 21.10 293.15 10.45 9.56 3.56 3.26 3
D 106 (1) M. scorp. F 24.00 185.77 450 4.99 242 2.69 1
D 107 (1,2) M. scorp. F 19.50 182.06 4.60 6.18 253 3.39 2
D 108 (1,2) M. scorp. F 19.20 176.48 5.90 6.81 3.34 3.86 2
D 109 (1) M. scorp. F 18.70 169.33 5.82 8.61 3.44 5.08 3
D 110 (2) M. scorp. F 15.20 93.45 1.97 2.65 211 2.84 3
D 111 (1,2) M. scorp. F 12.60 55.69 1.12 1.07 2.01 1.92 3
D 112 (1,2) M. scorp. F 13.30 107.12 1.39 2.76 1.30 2.58 5
D 113 (1,2) M. scorp. M 15.90 113.72 1.85 3.45 1.63 3.03 3
D 114 (1) M. scorp. F 16.40 105.00 2.88 3.25 274 3.10 2
D 115 (1,2) M. scorp. M 11.40 47.41 0.55 1.19 1.16 251 3
D 116 (1,2) M. scorp. F 11.90 49,97 0.80 1.03 1.60 2.06 3
D 117 (1,2) M. scorp. M 12.80 68.21 0.75 1.17 1.10 1.72 3
D 118 (1,2) M. scorp. M 12.40 50.80 0.30 0.99 0.59 1.95 3
D 124 (1) M. scorp. M 13.50 43.80 0.69 0.84 1.58 1.92 2
D 125 (1,2) M. scorp. M 11.50 30.60 0.25 0.56 0.82 1.83 2
D 126 (2) M. scorp. M 14.00 56.66 0.56 1.80 0.99 3.18 2
D 128 (1,2) M. scorp. M 12.40 26.20 0.55 0.50 2.10 1.91 1
D 129 (1,2) M. scorp. F 11.70 31.85 0.37 0.57 1.16 1.79 2
D 131 (1) M. scorp. M 13.00 54.10 0.73 1.62 1.35 2.99 2
D 134 (1) M. scorp. F 16.50 126.10 3.80 3.89 3.01 3.08 3
D 135 (1,2) M. scorp. M 15.50 89.70 1.00 434 1.11 4.84 2
D 137 (1) M. scorp. F 17.00 97.20 3.66 2.96 3.77 3.05 2
D 139 (1,2) M. scorp. M 16.00 78.30 1.95 2.38 2.49 3.04 2
D 140 (1,2) M. scorp. F 14.00 48.00 0.72 1.53 1.50 3.19 2
D 141 (1,2) M. scorp. F 13.50 52.16 0.73 1.38 1.40 2.65 2
D 142 (1,2) M. scorp. F 12.90 52.96 0.83 1.31 1.57 247 2
D 144 (1,2) M. scorp. F 19.00 139.20 4.66 5.34 3.35 3.84 2
D 175 (1,2) M. scorp. F 17.70 115.36 3.04 4.27 2.64 3.70 2
D 183 (1,2) M. scorp. M 16.20 98.33 1.87 481 1.90 4.89 2
D 184 (1,2) M. scorp. F 21.20 218.67 2.15 6.19 0.98 2.83 2
D 185 (1,2) M. scorp. M 15.40 76.11 2.35 1.52 3.09 2.00 2
B 28 (1) M. scorp. F 13.40 50.50 1.91 2.04 3.78 4.03 2
B 36 (2) M. scorp. F 13.00 50.27 1.89 2.02 3.76 4.01 2
B39 (2) M. scorp. F 16.70 66.59 3.33 3.35 5.00 5.04 1
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B 56 (2) M. scorp. F 11.70 46.65 1.57 1.72 3.37 3.69 3
B 58 (1) M. scorp. F 11.80 46.08 1.52 1.68 3.30 3.64 3
B 76 (2) M. scorp. F 17.70 61.26 2.86 2.92 467 476 1
B 152 (2) M. scorp. F 16.00 66.93 3.36 3.38 5.02 5.05 2
B 164 (1) G. tricusp. F 14.70 75.42 411 4.08 5.45 5.41 2
B 166 (1) G. tricusp. F 11.20 42.46 1.20 1.38 2.83 3.25 3
B 168 (1) G. tricusp. F 11.70 44.38 1.37 1.54 3.09 3.46 3
B 170 (2) G. tricusp. F 14.50 71.34 3.75 3.74 5.26 5.25 2
B 197 (2) G. tricusp. F 10.40 43.93 1.33 1.50 3.03 341 4
B 198 (2) G. tricusp. F 13.50 44.04 1.34 1.51 3.04 3.42 2
B 199 (1) G. tricusp. F 13.50 42.34 1.19 1.37 2.81 3.23 2
B 200 (1) G. tricusp. F 11.20 44.72 1.40 1.56 3.13 3.50 3
B 202 (1,2) G. tricusp. F 14.60 105.78 6.79 6.56 6.42 6.20 3
D9 (1) G. tricusp. F 10.80 32.25 0.21 0.74 0.65 2.29 3
D19 (1) G. tricusp. F 14.10 77.09 6.22 2.79 8.07 3.62 3
D 24 (1) G. tricusp. F 13.40 53.36 2.40 2.32 4,50 435 2
D 27 (2) G. tricusp. F 14.20 57.52 2.59 2.65 4.50 461 2
D 28 (2) G. tricusp. F 14.60 61.69 2.97 291 4.81 472 2
D 64 (1,2) G. tricusp. F 9.50 20.03 0.47 0.53 2.35 2.65 2
D 66 (1,2) G. tricusp. F 14.70 55.82 2.16 2.62 3.87 4.69 2
D 67 (1,2) G. tricusp. F 14.40 50.96 1.71 2.23 3.36 438 2
D73(1,2) G. tricusp. F 12.00 43.00 1.21 1.29 2.81 3.00 2
D 76 (1) G. tricusp. M 12.80 39.98 1.54 1.45 3.85 3.63 2
D78 (1,2) G. tricusp. M 10.50 21.00 0.54 0.57 257 271 2
D91(1,2) G. tricusp. F 15.50 60.94 2.49 3.84 4.09 6.30 2

'Oznaéeni jednotlivych ryb, B oznacuje ryby odchycené v roce 2011 a D v roce 2012.

Oznaéeni pohlavi ryb, M samec, F samice.
3GSI, gonadosomaticky index

*LSI, hepatosomaticky index

*K K, koeficient kondice
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