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Vliv sladkovodnich filtratori na invazni druhy paraziti: modelovy
druh Daphnia magna

Souhrn

Tato diplomova prace se zabyva problematikou vlivu sladkovodnich filtratorii na
invazni druhy parazitd. Jako modelovy organismus byl pouzit druh Daphnia magna (Straus
1820) a paraziticka hlistice Angiostrongylus cantonensis (Chen 1935). Préce je rozdélena na
dve Casti, a to literarni resSerSi a experimentalni ¢ast. Literarni reSerSe se zabyva uvedenim
modelového druhu D. magna, popsana je jeho biologie a ekologie, dale je zminén laboratorni
chov téchto organismu. Nasledné je popsadn Zivotni cyklus A. cantonensis, metody chovu
parazitickych hlistic a je stru¢né piedstaven pojem clearance rate a popsany faktory, které ho
ovliviji v piipadé planktonnich korysa. Cilem této prace bylo vyhodnotit vliv planktonnich
koryst D. magna na larvy ve vyvojovém stadiu L1 a stejné tak vliv larev na chovani
a fyziologické funkce filtratora.

Byl proveden modelovy experiment s D. magna zaméfeny na intenzitu odstraiovani
(clearance rate) larev parazitickych hlistic z vodniho prostiedi. 18 jedinci D. magna bylo
vystaveno larvdm ve stadiu L1 po dobu 18 hodin ve standardizovanych laboratornich
podminkach. Bylo prokazano, ze dafnie jsou skuteéné efektivni pfi odstraniovani téchto larev,
a ze pocet L1 v nadobach s filtratory byl vyznamné nizsi (1890+£390 primér + sm. odch), nez
pocet L1 v nddobach bez nich (2600+560 prumér & sm. odch). Nasledné bylo 10 exponovanych
a 10 kontrolnich jedinci podrobeno mikrorespirometrickému méteni, pomoci kterého byla
detekovana spotieba kysliku na jedince z obou skupin. Zadné vyznamné rozdily ve spotfebé
kysliku vsak nebyly prokdzany. U kontrolni skupiny jsme naméfili 539163 (pramér + sm.
odch) MO2 [pmol/jedinec/min] a u exponované 582+112 (primér + sm. odch) MO2
[pmol/jedinec/min]. Jako dal§i prob&hlo zaznamenani pohybové aktivity u 20 dafnii, 10
v kontrolni a 10 v exponované skuping, z kterého byly vyhodnoceny zmény projevu chovani z
hlediska pohybové aktivity (napt. rychlost, délka, trajektorie pohybu). Ani toto testovani
nepotvrdilo zasadni rozdily mezi kontrolni a exponovanou skupinou. Nakonec byla provedena
pitva na prukaz pfitomnosti larev v téle dafnii. Nalezy byly negativni a pfitomnost larev se
nepotvrdila. Z téchto vysledkd jsme usoudili, ze ackoliv jsou dafnie efektivni pfi odstranovani
L1 z prostiedi, larvy nijak signifikantné neovliviiuji jejich fyziologické funkce ani projevy
jejich chovani. Bylo zjisténo, ze filtratofi maji vliv na larvy této parazitické hlistice ve stadiu
L1, ale larvy nemaji zadny vliv na filtratory.

Vv laboratornich podminkach. Metodické poznatky je mozné vyuzit pii testovani vlivu dalSich
parazitl na tohoto filtratora ¢i jako podklad k terénnimu vyzkumu vzajemnych interakci dafnie
— parazit.

Klicova slova: korysi, filtratofi, parazité, laboratorni chov, hlistice



Effect of freshwater filters on invasive parasite species: the model
species Daphnia magna

Summary

This thesis deals with the issue of the effect of freshwater filters on invasive parasite
species. The species Daphnia magna (Straus 1820) and the parasitic nematode Angiostrongylus
cantonensis (Chen 1935) were used as model organisms. The thesis is divided into two parts,
namely literature review and experimental part. The literature search deals with the introduction
of the model species D. magna, its biology and ecology are described, and the laboratory rearing
of these organisms is also mentioned. Subsequently, the life cycle of A. cantonensis is
described, methods of rearing parasitic nematodes are described and the concept of clearance
rate is briefly introduced and factors affecting it in the case of planktonic crustaceans are
described. The aim of this work was to evaluate the effect of the planktonic crustacean D.
magna on the larvae at the L1 developmental stage, as well as the effect of the larvae on the
behaviour and physiological functions of the filter feeders.

A model experiment with D. magna was conducted to investigate the removal rate
(clearance rate) of parasitic nematode larvae from the aquatic environment. 18 D. magna
individuals were exposed to L1 stage larvae for 18 h under standardized laboratory conditions.
It was shown that daphnia are indeed effective in removing these larvae, and that the number
of L1 in containers with filter feeders was significantly lower (1890+390 mean * SD) than the
number of L1 in containers without them (2600£560 larvae mean + SD). Subsequently, 10
exposed and 10 control individuals were subjected to microrespirometric measurements to
detect oxygen consumption per individual in both groups. However, no significant differences
in oxygen consumption were found. Microrespirometer measurements of 539+£163 (mean +
SD.) MO2 [pmol/individual/min] were obtained in the control group and 582+112 (mean + SD)
MO2 [pmol/individual/min] in the exposed group. As an additional step, the locomotion
activity was recorded in 20 daphnia, 10 in the control and 10 in the exposed group, from which
the changes in behavioral expression during different types of swimming activity (average
speed, meandering, traveled distance, exploration value) were evaluated. Even this testing did
not confirm significant differences between the control and exposed groups. Eventually, a
necropsy was performed to detect the presence of larvae in the daphnia body. The findings were
negative and the presence of larvae was not confirmed. From these results, we concluded that
although daphnia are effective in removing L1 from the environment, larvae do not significantly
affect their physiological functions or behavioral manifestations. It was found that filter feeders
have an effect on the larvae of this parasitic nematode at the L1 stage, but the larvae have no
effect on filter feeders.

This thesis provides the first information on the interaction between D. magna and
A. cantonensis under laboratory conditions. The methodological findings can be used to test the
influence of other parasites on this filter-feeder or as a basis for field research on daphnia-
parasite interactions.
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Uvod

Vliv lidské ¢innosti na sladkovodni ekosystémy je stale Castéji pfedmétem zajmu
védecké komunity i vefejnosti, zejména s ohledem na nartstajici zneCiSténi a degradaci
zivotniho prostfedi. Jednim z aspektt, ktery v posledni dobé nabyva na popularité, je studium
interakci mezi invaznimi druhy a mistnimi organismy v ramci sladkovodnich ekosystému
(Poulin et al. 2011). Invazni druhy mohou mit zna¢ny dopad na biodiverzitu a ekologickou
stabilitu prostfedi, a to v€etné¢ mozného S§ifeni parazitii, ktefi mohou predstavovat zdravotni
riziko pro mistni populace (Sures et al. 2017).

Jednim z dtlezitych aspektti ekologického vyzkumu je porozuméni mechanismim
Sifeni invaznich druhti a jejich interakcim s ptivodnimi druhy organismu (Poulin et al. 2011). V
ramci tohoto kontextu ma zvlastni vyznam vliv filtratorG na transportni procesy v prostiedi,
které muze ovlivnit distribuci a abundanci organismtl, v¢etn¢ paraziti (Brian et al. 2022).
Sladkovodni filtratofi, jako jsou naptiklad planktonni korysi rodu Daphnia, maji
v ekosystémech klicovou roli ve filtraci vody a jako dulezita slozka potravy, coz je muze Cinit
dulezitymi v kontrole §ifeni invaznich druht a paraziti (Decaestecker et al. 2005).
Tato diplomova prace se zaméfuje na vyzkum vlivu sladkovodnich filtratorti na invazni druhy
paraziti, s dirazem na modelovy druh Daphnia magna (Straus 1820) a parazita
Angiostrongylus cantonensis (Chen 1935). D. magna, jako jeden z nejbéznéji studovanych
sladkovodnich bezobratlych, poskytuje vhodny model pro pochopeni ekologickych interakci v
prostiedi sladkych vod (Ebert 2005). Na druhé strané, A. cantonensis, znamy jako "plicni ¢erv",
predstavuje zdravotni riziko pro ¢lovéka a jiné savce,
a jeho Sifeni a ekologie jsou stale pfedmétem vyzkumu (Cowie 2017).
Pro pochopeni souvislosti a vazeb ve vodnim prostedi je potieba realizovat experimenty a je
nezbytné realizovat chovy téchto druhi, které se bézn¢ nechovaji.
D. magna, jako primarni konzument konzumuje mikroskopické suspendované ¢astice, jako jsou
bakterie a fasy, a hraje tak dilezitou roli ve vodnich ekosystémech (Ebert 2005).
D. magna tak nejen pomaha udrzovat kvalitu vody, ale je také dulezitym ¢lankem potravniho
fetézce, ktery poskytuje kofist riznym druhtim ryb a dal$im vodnim predatorim (Tatarazako &
Oda 2007). Prthledné télo, snadna kultivace a rychla reprodukce ¢ini z D. magna vynikajici
model pro védecky vyzkum, zejména v oblasti ekotoxikologie, evoluéni biologie
a monitorovani zivotniho prosttedi; citlivost D. magna na zmény prostiedi a znecist'ujici latky
vedla k jejimu Sirokému vyuziti pii méfeni toxicity chemickych sloucenin (Shaw et al. 2008;
Ahmed 2023).

Pies znacnou pozornost vénovanou planktonnim kory$im neexistuji védecké dikazy, které
by potvrzovaly ucast korys$u v Zivotnim cyklu parazitické hlistice A. cantonensis. Empirickych
dukazt potvrzujicich zapojeni kory$t do tohoto cyklu je i pies existenci vyzkumi malo
(Wallace & Rosen 1965; Rosen et al. 1967; Rachford 1975; Otsuru 1981), a to i v ptipad¢, ze
jsou brani v tivahu mali planktonni Zivo€ichové. Vzhledem k tomu, ze planktonni korysi sdileji
fadu onemocnéni a mohou puUsobit jako mezihostitelé pro fadu parazitt (Smit et al. 2019;
Friesen et al. 2020), jsou v piipadé interakce mezi A. cantonensis a vodnimi zivoéichy
potencialnimi paratenickymi (rezervoarovymi) hostiteli (Truck et al. 2022). Navzdory
pozorovanému nedostatku malych vodnich zivoc€ichi je cilem nasi studie prozkoumat interakce
mezi modelovym organismem D. magna a A. cantonensis.
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1 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace je vyhodnotit vliv filtrujicich planktonnich kory$t D. magna na vyvojova
stadia L1 parazitickych hlistic A. cantonensis. Cilem reSers$ni ¢asti prace je seznameni
s problematikou ekosystémovych funkci planktonnich filtratorti se zaméfenim na parazity
a laboratorni chov planktonnich koryst.

Priméarnim cilem je provést modelovy experiment s druhem D. magna zaméfeny na
intenzitu odstranovani (clearance rate) parazitickych larev hlistic z vodniho prostfedi. Dal§im
cilem je za pouziti mikrorespirometrie detekovat potencialni zmény v metabolismu dafnii,
vyhodnotit zmény projevu chovani mezi exponovanou a kontrolni skupinou a provest pitvu na
prukaz pfitomnosti larev Vv téle dafnii.

Hypotézy:

1. HO: Jedinci D. magna nejsou efektivni pfi odstraniovani larev A. cantonensis ve stadiu L1
z prostiedi. Neni statisticky vyznamny rozdil v koncentraci larev L1 mezi nddobami

s dafniemi a bez nich.

2. HO: Neexistuje statisticky vyznamny rozdil v rychlosti metabolismu exponovanych

a kontrolnich jedinct.

3. HO: Neexistuje statisticky vyznamny rozdil v projevech chovani u exponovanych

a kontrolnich jedinct.

4. HO: Opakovana expozice dafnii larvdm nema zadny vliv na efektivitu odstranovani L1 z
vodniho prostiedi.

5. HO: V télech exponovanych dafnii nejsou ptitomny larvy A. cantonensis ve stadiu L1.
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2 Literarni reSerse

V této Casti prace je vénovana pozornost piedev§im dafniim jako priméarnim filtratorim jak
ve volné ptirodé, tak i v laboratornich chovech. V kapitole 2.1 je popséna jejich biologie
a ekologie spolu se zakladni anatomii t€la a fyziologii. Zminéna je také vhodnost tohoto
planktonniho koryse pfi laboratornich experimentech. Podkapitola 2.1.1 se vénuje metodam
laboratorniho chovu dafnii. V podkapitole 2.1.2 jsou stru¢né popsany hostitelsko-parazitické
interakce dafnii s riznymi parazitickymi organismy od virti po tasemnice. V podkapitole 2.2 je
struéné popsan A. cantonensis a jeho zivotni cyklus, ktery je dulezity pro pochopeni
mezihostitelské interakce mezi nim a dafniemi. Podkapitola 2.2.1 je vénovana laboratornimu
chovu parazitickych hlistic. V posledni podkapitole 2.3 je struéné piedstaven pojem clearance
rate a popsany faktory, které ho ovliviiuji v pfipadé planktonnich korysi.

2.1 Daphnia magna

Biologie a ekologie

D. magna je maly sladkovodni korys z ¢eledi Daphniidae s velmi Sirokym geografickym
roz§ifenim (Hooper et al. 2008). Tito korysi jsou soucasti zooplanktonu, vyskytuji se hojné ve
sladkovodnich ekosystémech a hraji klicovou roli v potravnich fetézcich. Diky svym
morfologickym a fyziologickym proporcim se ¢asto pouzivaji jako modelové organismy v
ekologickych a toxikologickych studiich (Ebert 2005).

Existuje vice nez 100 popsanych druhti rodu Daphnia, pticemz kazdy z nich ma pomeérné
podobnou stavbu téla charakterizovanou relativné velkou hlavou s jednim jednoduchym
slozenym okem a télem obalenym schrankou (De Gelas & De Meester 2005). Dafnie jsou
viceméng transparentni, aby se vyhnuly vizualné¢ lovicim predatorim (Gurney et al. 1990).
Dafnie jsou znamé svou schopnosti nepohlavniho rozmnozovani (amiktické partenogeneze, tj.
diploidni vajicka schopna vyvoje bez oplozeni) a za ptiznivych podminek se mohou nepohlavné
mnozit po mnoho let. V nestabilnim prostfedi a pii zhorSeni podminek prosttedi jsou dafnie
schopny pfiejit na pohlavni rozmnozovani. V tomto ptipadé populace produkuji nejprve samce,
poté haploidni vaji¢ka, ktera potiebuji oplozeni (Ebert 2005; Tatarazako & Oda 2007).

Dafnie se vyskytuji na stanovistich, kde se teplota vody alespon po ¢ast sezony pohybuje
v rozmezi 10-30 °C, jsou schopny piezit naro¢né podminky, jako je do¢asné sucho, mraz
a obdobi s nizkou pravdépodobnosti preziti (napt. predace, parazitismus, toxické podminky
vody) (Ebert 2005).

Dafnie ziji jako planktonni korysi zivici se filtrovanim v rGznych typech stojatych
sladkovodnich nadrzi, kde filtruji bakterie, fasy, sinice, prvoky a dalsi drobné castice
suspendované ve vodé. Hraji klicovou roli primarniho konzumenta ve vodnim potravnim
fetézci sladkych vod, protoze predstavuji potravu pro dravé bezobratlé a ryby. Kromé toho
dafnie konzumuji tasy, ¢imz zlepSuji kvalitu vody (Tatarazako & Oda 2007, Dietrich et al.
2010).
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Anatomie a fyziologie

Dafnie maji 10 part ptiveskl, véetné tykadel, Celisti a mandibul; nasleduje 5 hrudnich
koncetin na trupu. Na konci bficha je navic par bfiSnich klepet (Ebert 2005). Dafnie jsou
bezbarvi Zivo€ichové diky prithlednému chitinovému karapaxu, ktery chrani hrudnik a bficho,
nicméné je lze nalézt naCervenalé kvuli produkci hemoglobinu. Viditelnost pres prithledny
karapax umoziuje pozorovat nékolik parti koncetin s chloupky (Villegas-Navarro et al. 2003;
Ebert 2005). Tyto pohyblivé konéetiny tvoii aparat pro krmeni a respiraci a vytvareji vodni
proud, ktery sméfuje prvoky, fasy, bakterie a organicky detrit pfimo do Ust, kde je potrava
mechanicky zpracovana (Ebert 2005; Tatarazako & Oda 2007). Nejcharakteristictéj$im znakem
dafnii je jedno velké sloZené oko a dva pary siln€ rozvétvenych tykadel, kterd slouzi k pohybu
(Tatarazako & Oda 2007).

D. magna ma mnoho vyhod, jako je velikost téla, kratky Zivotni cyklus, vysoka plodnost
a partenogenetické rozmnozovani. Jedna se o nejvétsi herbivorni perloocku s velikosti od 0,5
mm do 6 mm a vice, dospély jedinec se pohybuje od 5 do 6 mm. Velikost t¢la je dulezitym
faktorem, ktery ovliviiuje akumulaci toxickych latek (Koivisto 1995; Ebert 2005). Mala
velikost dafnii ve srovnani s jinymi modelovymi organismy zpusobuje, Ze na jedné
experimentalni desce muze byt pouzito né€kolik zivocichti soucasné. Navic partenogenetické
rozmnozovani a vysoka plodnost umoznuji ziskat v kratké dob& mnoho organismu potiebnych
k testiim (Koivisto 1995).

Pohyblivost dafnii je snadno pozorovatelna, proto se tato vlastnost bézné pouziva pii
imobilizacnich testech, testech letality a reprodukce (de Oliveira et al. 2016; Bownik 2019).
Transparentni télo, které umoziuje méfit rizné fyziologické parametry soucasné pomoci
neinvazivnich optickych metod, jako je videomikroskopie a digitalni zpracovani obrazu
(Villegas — Navarro et al. 2003; Bownik 2019). Prihledny karapax dale umoziuje
vyhodnocovat ruzné fyziologické cilové parametry, vcetn¢ srde¢ni aktivity (Bownik et al.
2019a), parametra potravni aktivity: rychlost filtrace a rychlost pfijmu potravy (Nkoom et al.
2019). Vyuzivaji se také dalsi fyziologické parametry zaloZené na pohybu koncetin nebo
organu dafnie, jako jsou: aktivita o¢i, aktivita postabdominalnich Klepet, aktivita hrudnich
koncetin, pohyb ¢elisti nebo pohyb celého organismu (Villegas-Navarro et al. 2003).

Kromeé toho byly jako vysoce citlivé koncové ukazatele navrzeny parametry chovani, naptiklad
plavecka aktivita, doba plavani, rychlost plavani, sila chovani a frekvence poskakovani
(Bownik 2017; Jeong et al. 2018).

2.1.1 Laboratorni chov Daphnia magna

Druhy sladkovodnich koryst rodu Daphnia jsou v centru pozornosti védci jiz staleti —
pojmenovany byly jiz v 17. stoleti, konkrétni védecké oznaceni Daphnia bylo piidano o stoleti
pozdéji Muellerem (1785). Dnes jsou dafnie jednim z nejpouzivanégjsich modela pro
environmentalni toxikologicka hodnoceni (Shaw et al 2008). D. magna piedstavuje relativné
jednoduse kultivovatelny organismus s kratkou genera¢ni periodou a idedlni velikosti pro
dobrou manipulaci (Seda & Petrusek 2011). Zaroven citlivé reaguje na zmény vlastnosti
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prostfedi a na pritomnost cizorodych latek (Forrd et al. 2008). Z rodu Daphnia se pro
toxikologické testovani vyuzivaji jak D. magna, tak D. pulex (Leydig 1860) (Shaw et al. 2008).

Ten Berge (1979) popsal laboratorni kultivaci D. magna za pouziti mineralniho média
s jednobuné¢nou fasou jako potravou (de Groot-van Zijl 1972). Vyhodou této metody je, Ze
umozinuje snadnym zptisobem udrzet pomérné konstantni stav populace, coz je nezbytné pro
reprodukovatelné vysledky riznych testd. V chovné mistnosti je udrzovana teplota 19+1 °C se
svételnym rezimem 12:12 hodin denné. Pro kultivaci dafnii se pouzivaji dvé média, standardni
referencni voda (SRW) podle Freemana (1953) a standardni testovaci médium (STM) podle
Freara & Boyda (1967). Pro pfipravu médii se pouziva deionizovana voda (Ten Berge 1979).
Pro zalozeni kultury dafnii se juvenilové (16-24 hodin staii) z téitydennich samic, umisti do
média obsahujiciho 75 % nového a 25 % piavodniho média, ve kterém se vylihla. Idealni pocet
dafnii je zhruba 25 na litr. Médium je z poloviny obnovovano dvakrat tydné (Ten Berge 1979).
Je zadouci, aby dospéli jedinci spotfebovali denné podavané mnozstvi potravy (Chlorella
pyrenoidosa) na 90 % nebo vice. P&tadvacet nové narozenych jedinct potiebuje denné 108
bunék tas a 25 dospélych jedinct 10 az 15krat vice (Ten Berge 1979).

2.1.2 Paraziticko-hostitelské interakce

Ve svém pfirozeném prostiedi jsou dafnie Casto ve vysoké mife infikovany rznymi
parazity vetné vird, bakterii, mikrosporidii, hub, hlistic, tasemnic a dal$ich (Ebert 2005; Duffy
et al. 2015). Mnohé¢ z téchto paraziti je mozné kultivovat spole¢né s jejich hostiteli, coz otevira
prostor pro experimenty, které zkoumaji interakce mezi hostitelem a parazitem na individuélni
a popula¢ni trovni. Vyhodou dafnie jako hostitele je v prvni fadé transparentni télo. Mnoho
infekci Ize diagnostikovat zvendi, aniz by doslo k usmrceni hostitele.

Moznost vyuzivat celé populace ndm navic umoziuje fesit otazky, které vyzaduji replikaci na
arovni populaci, jako jsou studie v experimentalni evoluci a epidemiologii (Roulin et al. 2013).

Ackoli mnoho parazitl (a epibiontil) bylo pouzito v terénnich a laboratornich pracich, jen
nékolik z nich bylo intenzivné studovano: Bakterie Pasteuria ramosa (Metchnikoff 1888)
(Auld & Brand 2017; Fredericksen et al. 2021), mikrosporidie Hamiltosporidium
tvaerminnensis (Lehto & Haag 2010) a Ordospora colligata (Larsson 1997) (Haag et al. 2011,
Kirk et al. 2019), kvasinka Metschnikowia bicuspidata (Kudryatsev 1960) (Duffy et al. 2015),
chitrickd houba Caullerya mesnilli (Chatton 1907) (Lohr et al. 2010) a iridovirus Daphnia DIV-
1(Toenshoff et al. 2018). Soucasny vyzkum parazitt parazitujicich u rodu Daphnia se zamétuje
na koevoluci a genetickou epidemiologii (Tambovtseva et al. 2020; Ameline et al. 2021),
pfiCemz nové moznosti se oteviraji s tim, jak budou k dispozici genomy vétsiny téchto paraziti
(Ebert 2022).

2.2 Angiostrongylus cantonensis

A. cantonensis je paraziticka hlistice neboli $krkavka. Ma slozity zivotni cyklus zahrnujici
plze jako mezihostitele a hlodavce jako definitivniho hostitele (Martins et al. 2015). Pivodné
se endemicky vyskytoval v jihovychodni Asii, ale rozsitil se do riznych ¢asti svéta (Luessi et
al. 2009; Thiengo et al. 2010; Simoes et al. 2011; Kim et al. 2014).
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Pochopeni biologie, Zivotniho cyklu a epidemiologie A. cantonensis je zasadni pro vyvoj
ucinnych preventivnich a kontrolnich opatieni (Alicata 1965).

Zivotni cyklus

Prvni larvalni stadium je vylu€ovano ve vykalech potkani, nebo jinych kosmopolitné
roz$itenych hlodavcu. Tyto infikované vykaly jsou pozieny mezihostiteli — plzi nebo sliméaky.
Larvy se v plzich vyvijeji do tfetiho larvalniho stadia a zdstavaji v ném, dokud neni plz sezran
definitivnim hostitelem nebo neuhyne (Bhaibulaya 1975; Thiengo et al. 2013; Martins et al.
2015). Jakmile jsou plzi nesouci larvy tietiho stadia sezrani potkanem, pfesunou se do tenkého
stfeva, kde proniknou sténami stieva a dostanou se do krevniho ob&hu. Poté se pasivné pohybuji
v krevnim fecisti a ¢ast z nich se nakonec dostane do centralniho nervového systému a do
mozku. Po vstupu do mozku se larvy vyvinou do stadia subadultniho jedince. Po dosaZeni
subadultniho stadia ¢ervi opoustéji mozek, pfechazeji do zilniho obéhu a odtud do pravé srdeéni
komory a do plicnich tepen. Zde Cervi rostou a dospivaji, pati se a samice kladou vajicka
(Mackerras & Sandars 1954; Bhaibulaya 1975). Vaji¢ka putuji krevnim obéhem do plic, kde se
lihnou larvy prvniho stadia. Tyto larvy pak prorazi stény pridusek a plicnich sklipku,

v dychacich sekretech se presunou do priidusnice a jsou spolknuty, aby se uvolnily ve vykalech.
Cyklus se opakuje, za piedpokladu, ze potkan seZere infikovaného plze trva piiblizné 45 dni
(Cowie 2013).

2.2.1 Laboratorni chov parazitickych hlistic

Had’atko obecné Caenorhabditis elegans (Maupas 1900) se jiz dlouho etabloval jako
velmi G¢inny modelovy organismus pro studium parazitickych hlistic (Blaxter 1998). Tento
¢erv se snadno udrzuje v laboratofi a ma kratky Zivotni cyklus (~3,5 dne), kdy prochéazi od
embrya pies Ctyii larvalni stadia (L1-L4) az do dospélosti. VEtSina popsanych parazitickych
hlistic ma slozity zivotni cyklus, je obtizné je udrZet in vitro a musi byt chovany v hostitelich
(Ghedin et al. 2007). Pfedchozi studie se snazily o kultivaci vajicek a larev riznych stadii in
vitro a o stanoveni zivotniho cyklu A. cantonensis v laboratoii (Gu et al. 2008).

Problémem vSak stale ziistava nizka mira lihnuti vaji¢ek (pouze 34 % vajicek se vyvine v larvu
L1) a thyn rtznych stadii larev pfi kultivaci in vitro (Xie et al. 2017).

Pfedchozi studie ukazaly, ze méné€ nez 10 % vylihlych vajicek A. cantonensis lze pozorovat

v médiu NCTC109 s piidavkem inaktivovaného séra potkani (Uga & Matsumura 1982).

Ke kultivaci vajicek byla pouzita rizna média. V této studii bylo zjisténo, Ze nejvhodné&jsim
médiem pro vyvoj vajicek je Ham's F-12, protoZze 80 % vajicek se vyvinulo v larvy L1. Vajicka
byla sbirdana ze samic dospélych cervii po 5, 7 a 10 tydnech infekce larvami L3. Mladé samice
dospélych cervii, které byly infikovany 5 tydni, produkovaly nezrald vajicka, ktera se nemohla
uspésné vyvinout v larvy L1 (Xie et al. 2017). Patnact samic dospé€lych Cervi, které byly
infikovany 10 tydnt po infekci (po 3 hodinach inkubace), produkovalo pfiblizn€ 3000 zralych
vajicek s typickou podlouhlou formou. Larvy L3 potiebovaly vice nez 7 tydnt k tomu, aby se
vyvinuly ve zcela zral¢ samice dospélych Cervi, které produkuji vysoké mnozstvi zralych
vajic¢ek (Xie et al. 2017).
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2.3 Clearance rate

Clearance rate je klicovy parametr, ktery méfi uéinnost, s jakou tyto vodni organismy
filtruji a odstranuji z vodniho sloupce suspendované Castice, piredevsim tasy ale i jiné malé
organismy (Dam & Peterson 1988). Tento proces ma zasadni dopad na regulaci populaci tas
ve sladkovodnich ekosystémech a ovliviiuje kolobéh Zivin (Hartgers 1999).

Faktory ovliviiujici clearance rate

Velikost a stafi jedince

Clearance-rate je ovlivnén velikosti a stafim jedinct. VEtsi a star$i jedinci maji obecné vyssi
miru clearance (Murtaugh 1984).

Teplota

Teplota vody hraje vyznamnou roli pfi regulaci rychlosti metabolismu dafnii a ovliviiuje
rychlost krmeni a clearance. Vyssi teploty Casto vedou ke zvySené metabolické aktivité
(Kiarboe et al.1982; Dagg & Wyman 1983).

Koncentrace potravy

Rychlost clearance piimo souvisi s koncentraci potravy v prostiedi. Se zvySujici se koncentraci
suspendovanych ¢astic (fas, bakterii) ma clearance tendenci stoupat (Murtaugh 1985; Dagg &
Walser 1987; Tsuda & Nemoto 1987).

SloZeni potravy

SloZeni potravy, zejména typ pritomnych fas nebo ¢astic, mize mit vliv na rychlost odfiltrovani.

Nekteré druhy fas mohou byt snadnéji pozivany, coz ovliviiuje uéinnost filtrace (Nicholajsen
et al. 1983; Head & Harris 1988).

Ptitomnost chemickych latek

Vystaveni kontaminujicim latkam z prostfedi, jako jsou zneciStujici latky nebo chemikalie,
mize ovlivnit chovani pfi krmeni a rychlost clearance dafnie. Tato citlivost z nich ¢ini cenné
indikatory v ekotoxikologickych studiich (Sarnelle & Wilson 2008).

3 Material a metody

V rdmci tohoto experimentu byly testovany pfedpoklady D. magna jako mezihostitele
parazitickych hlistic rodu Angiostrongylus a t¢innost téchto dafnii pfi odstranovani larev ve
stadiu L1 z vodniho prostiedi. Dale byla sledovana zména chovani
u infikovanych a kontrolnich jedinct. Nasledné byli jedinci podrobeni mikrorespirometrii
a pitvé na ovéfeni ptitomnosti larev. Kapitola material a metody obsahuje 13 podkapitol, ve
kterych je podrobné popséan design experimentu, pouzit¢ metody a materidl, ptiprava a pribch
jednotlivych ¢asti experimentu a v neposledni fad¢ statistické vyhodnoceni ziskanych dat.

3.1 Pokusni zivo¢ichové

Daphnia magna

Populace dafnii pochazela z laboratorniho chovu z Veterinarni a farmaceutické
univerzity v Brné v ramci spoluprace. Pocéetna skupina juvenilt (viz Obrazek 1) byla rozdélena
nejprve do ¢tyf a pozdéji do 8 plastovych nadrzi, rozdéleni bylo ndhodné, nezaviselo na
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velikosti ani stafi jedinct. Voda, do které byly dafnie umistény pochézela z laboratorni nadrze,
nikoliv z volné ptirody nebo jiného ciziho prostfedi. Diky tomuto postupu byla zachovana
uniformita populace a nedoslo k zavleceni jinych druhti organismii a nasledné konkurenci.

o

Obrézek 1 — jedinci D. magna v mérné kadince (Svajna 2023)

Angiostrongylus cantonensis

Larvy parazitické hlistice A. cantonensis (viz Obrazek 2) byly ziskavany ve spolupraci
s prof. MVDr. Davidem Modrym, Ph.D. a s MSc. Divakaranem Pandianem, z Masarykovy
univerzity a Katedry veterinarnich disciplin (FAPPZ CZU) z trusu laboratornich infikovanych
potkanti Rattus norvegicus (Berkenhout 1769) kmen Wistar — Velaz chovanych pro tyto Gcely
ve schvéleném chovu v experimentélni staji FAPPZ za dodrzovani norem, kterym chov
laboratornich obratlovct podléha.

Extrakce byla provadéna modifikovanou Baermannovou metodou popsanou v kapitole
nize. Ziskané a pouzité larvy byly ve vyvojovém stadiu L1. V tomto stadiu nejsou larvy piimo
nebezpecné pro obratlovce véetné ¢loveéka, i pies to byla dodrzovéana piisnéa hygienické opatieni
po celou dobu experimentu a béhem manipulace s infekénim materialem.
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Obréazek 2 — A. cantonensis ve fazi L1 pod mikroskopem béhem kapkové kvantifikace
(Svajna 2023)

3.2 Laboratorni chov

Jedinci rodu Daphnia byli chovani v osmi desetilitrovych plastovych boxech (viz
Obrazek 3), které byly zpoc¢atku naplnény vodou o objemu 2 1 a béhem experimentu bylo
mnozstvi vody navySeno az na 6 1 v ramci pravidelnych obmén vody za Cerstvou. Svételny
rezim byl nastaven na 12 hodin sviceni a 12 hodin tmy. Kazda chovna nadrz méla zajisténé
vzduchovani pomoci filtrace a vzduchovaciho kamene.

Néadrze byly oznaceny ¢islem od 1 do 8, krmeni bylo provadéno ve dvou variantach, a to
nasledujicim zpisobem: frekvence krmeni byla pro ob¢ skupiny totoznd, krmeno bylo denné.
Hlavni rozdilem byl objem krmiva, které bylo skupindm podavano. Krmna déavka byla
vytvofena smichanim 0,8 ml Easy Boosteru (Shellfish Diet 1800® Reed Mariculture) + 80 ml
filtrované vody. Do kazdé nadrze 1-4 bylo ptiddvano 10ml suspenze, zatimco kazda nadrz
s Cisly 5-8 dostavala pouze 5 ml suspenze. Tento postup krmeni byl pouzit zpocatku chovu a
slouzil k ur¢eni spravného mnozstvi krmné davky.

Jako idealni mnozstvi krmné davky se osvédcila prvni varianta ~ 10 ml suspenze (0,8
Easy booster + 80ml voda) pro kazdou nadrz.
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Obrazek 3 — laboratorni chov dafnii v plastovych nadrzich (Svajna 2023)

Tabulka 1 — parametry vody pii zalozeni laboratorniho chovu

Datum 28/4/23 Chovna nadrz 1 Chovna nadrz 5
Teplota (°C) 20,2 20,2
Konduktivita (uS/cm) 1534 1213

pH 8,2 8,2

Rozpustény Oz (mg/l) 8, 57 8,54

Rozpustény O2 (%) 98 97,7

3.3 Piiprava larev

Sbér trusu byl proveden vzdy nékolik hodin pfed zapocetim experimentu. Selektovali
jsme pouze Cerstvy trus, ve kterém byl zaruCen dostatek vitalnich L1. Extrakce larev byla
provedena modifikovanou Baermanovou metodou popsanou nize.

1. Sbér vykalti od infikovanych potkant

2. Modifikovand Baermannova larvoskopie (2 hodiny), pfiblizné€ 2 gramy trusu

3. Po 2 hodinach jsme tekutinu z larvoskopie prelili do 15 ml zkumavek typu Falcon

4 Zkumavky jsme odstiedili v dobie vyvazené stolni centrifuze, 1500 otacek za minutu
po dobu 1 minuty (nutné pouze v ptipad¢ pouziti larev pro infekci vodnich plzi).

5. Odstranili jsme vétsinu supernatantu, ve zkumavce jsme ponechali ptiblizn¢ 2 ml
tekutiny. Doplnili jsme ji ¢istou vodou az do objemu 7,5 ml (pouzita kddinka
a Pasteurova pipeta). Nasledné¢ jsme obsah jemné promichali, abychom dosahli
rovnomérného rozlozeni larev v tekutiné ze sedimentu (nutné pouze v ptipad¢ pouziti
larev k infekci vodnich plza).

6. Pocty pohyblivych larev L1 byly spo€itdny v promichané tekutiné pomoci 5x 25 pl
kapek (pouzity byly100 ul Spi¢ky pipety) tekutiny a piepocitdny na dany objem
(obvykle cca 7,5 ml, tj. 7500 pl):

n = A* 7500 + 25 (A = primérny pocet larev v jedné 25 pl kapce kapaliny). Lze
ocekavat zhruba 10 000 larev v jednom gramu. Pohyblivé nebo stocené larvy lze
povazovat za Zivé a mély by se pocitat.

7. Nasledné byly larvy ptipraveny k pouZziti.
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Obréazek 4 — Stiikacka napInéna potkanimi vykaly (Pandian 2024)

Obrazek 5 — Material pro modifikovanou Baermannovu metodu (Pandian 2024)

3.4 Experimentalni chov

Testovany byly celkem 3 skupiny dafnii. Ty byly rozdéleny na skupinu A —skupina, ktera
béhem experimentu nebyla vystavena larvam ani jednou — naivni. Skupina B byla vystavena

suspenzi L1 celkem dvakrat a skupina C byla vystavena celkem Ctyfikrat. Béhem experimentu
byl chov realizovan v 200 ml sklenénych miskach bez vzduchovéni (viz Obréazek 6). Sviceni
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bylo nastaveno na 12:12 (svétlo: tma). Krmeni probihalo dle piedem sestaveného planu viz
tabulka ¢ 2 a bylo totozné pro vSechny testované skupiny.

Experiment probihal ve 24 nadobéach, bylo pouzito celkem 54 dafnii, 18 pro kazdou testovanou
skupinu, 3 jedinci v kazdé misce. 6 nadob bylo kontrolnich bez dafnii, oznacenych jako L1-L6.

Tabulka 2 — plan hlavniho experimentu v¢etné poctu larev

Expozice Popis Mnozstvi L1
1. expozice (C) 3 dafnie pro kazdou nadobu 6000
(A+B+C) + L1 pouze do
nadob C
Dafnii celkem: 54
(-4

krmeni: krmné davka

0,33ml/ 200 mi
2. expozice (C) L1 do nddob C 6000
krmeni
3. expozice (C+B) L1 donadob C +B 6000
krmeni
4. expozice (C+B) L1 donadob C +B 6000
krmeni
findlni expozice hlavniho 24 nadob (A+B+C+ 6000
experimentu kontrolni L), 6000 L1 do

vSech nadob
Délka expozice 18 h

Pocitani Kapkova metoda (A+B+C+
kontrolni L)

3.5 Infikace

Experiment trval celkem 8 dni, suspenze larev byla do vybranych nadob pfidavana obden
dle skupin (viz Obrézek 8) stejné tak jako suspenze bez L1. Tento krok byl nezbytny pro udrzeni
stejné kvality vody ve vSech testovanych miskach. Vzhledem k tomu, Ze suspenze s L1 byla
ziskavana filtraci potkanich vykalt vysledny roztok pfidavany do misek mél vysoky obsah
dusi¢nant a zésadné¢ tak mohl ovlivnit umrtnost dafnii nebo i samotny clearance rate.
Pozadovany pocet larev byl 6000 pro kazdou misku coz odpovidalo pfiblizn€é Sml suspenze pro
misku, zalezelo ale na koncentraci roztoku, ktera se stanovi pocate¢nim pocitanim larev
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V pocitaci komurce. Suspenze byla piidavana pomoci 10 mililitrové pipety. Nezbytnym krokem
bylo roztok L1 dikladné protiepat a béhem pipetovani a odebirani proces nékolikrat zopakovat,
aby se zabrénilo sedimentaci larev ve spodu zkumavky. Do neinfikovanych skupin se stejné tak
ptidalo identické mnozstvi roztoku rovnéz ziskaného modifikovanou Baermannovou metodou
S tim rozdilem, Ze pouzité¢ vykaly pochdzely od neinfikovanych potkant. Chemické slozeni
obou suspenzi bylo téméf identické.

Obrézek 6 — chov dafnii béhem hlavniho experimentu ve sklenénych 200ml nddobach dle
skupin (Svajna 2023)

3.6 Kontrola kvality vody béhem experimentu

Béhem experimentu jsme provedli trikrat kontrolni méfeni parametrti vody U nahodné
vybranych nadob — od kazdé experimentalni skupiny 3 ruzné misky. Méfené parametry byly —
teplota, pH, rozpustény kyslik, dusi¢énanovy dusik N-NOs a konduktivita pomoci multimetra
a specializovanych zafizeni Hanna instruments. Parametry byly porovnany mezi sebou
a s hodnotami naméfenymi v Cisté odstaté laboratorni vodé. Namétené hodnoty z jednotlivych
dni méfeni jsou promitnuty v kapitole vysledky.

3.7 Kuvantifikace — kapkova metoda

Kvantifikaci neboli ovéfeni poctu larev v suspenzi, ktera byla pouzita pro infikaci, jsme
provedli kapkovou metodou. Tato metoda spocivala v odebréni 100 pl kapky pipetou
z vysledné suspenze a nasledné prohlédnutim pod svételnym mikroskopem se zvétSenim 10x4
(viz Obrazek 7). Bylo dilezité nadobu pted kazdym odbérem peclivé promichat, larvy maji
tendenci sedimentovat. Celkem bylo odebrano 36 kapek - 6 Petriho misek po 6 kapkéach z kazdé
experimentalni nadoby. Pocty L1 byly zaznamenany do tisténého protokolu, na kterém byl
uveden datum, Cas, osoba, ktera vypocet provadéla, pocet kapek, pocet zivych a po¢et mrtvych
larev.

Stejna kvantifikace byla provedena ihned po pridani suspenze do experimentalnich misek
s dafniemi. Kapky byly odebirany rovnou z vodniho sloupce po dukladném promichani vody
plastovou pipetou.
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Diky tomuto postupu jsme znali pfesny pocet larev, kterymi jsme infikovali dafnie.

/;‘

Obrazek 8 — piidavani suspenze L1 do jednotlivych misek (Svajna 2023
3.8 Clearance-rate

V ramci clearance rate experimentu byla testovana mira filtrace jednotlivych dafnii
a jejich schopnost odstrafiovat larvy A. cantonensis z vodniho sloupce v piipadé, ze jsou mu
bezprostiedné a opakované vystavovany.

Pro testovani bylo pouzito celkem 54 jedinci D. magna a 24 nadob — krystaliza¢nich
sklenénych misek o objemu 200 ml. Nadoby byly rozd¢€leny na 3 skupiny dle frekvence infikace
A, B, C a L, kazda skupina po 6 miskach. Do kazdé nadoby ze skupiny A+B+C byl zpocatku
umistén stejny pocet jedincii, tedy 3 pro kazdou krystaliza¢ni misku. Béhem experimentu doslo
k nékolika thynim v rdmci skupiny C (C2, C3, C6), uhynulé jedince jsme nenahrazovali. Pocet
dafnii na misku byl zohlednén ve vypoctu. Nadoby L1-L6 slouzily pouze jako kontrolni,
neobsahovaly Zadné dafnie a sledovanym parametrem byl piirozeny ubytek larev bez
pritomnosti filtratora. Teplota byla béhem pokusu udrZzovana na 24 + 0,5 °C.
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Larvy byly pfidavany dle harmonogramu vyobrazeném v tabulce €. 2 vySe. PoZzadovany
pocet na 200ml nadobu byl 6000 L1. Expozice trvala 18 hodin ptes noc, kvantifikace prob&hla
vzdy druhy den rano. Po diikladném promichani obsahu nadob se odebralo 36 kapek o objemu
100 pl z kazdé misky a probéhla kvantifikace pod svételnym mikroskopem se 4x zvétSenim.
Tyto hodnoty byly zaznamenany do tiSt€éného protokolu. Opakovéani probihalo opét dle
schématu v tabulce ¢. 2. Infikace probihala kazdy druhy den, ve dnech bez infikace bylo
podavano krmeni. Vyména vody provadéna nebyla. Kontrolu kvality vody jsme provadéli ve
dnech 9/6, 13/6 a 14/6.

Kompletni data byla pirevedena do excelu. Pro vypocet clearance rate hodnot byl pouzit
tento vzorec:

CR = V/nt (In*Ci/Cf — In*Ci'/Cf")

kde

V= objem vody v nadobg¢, tedy 200 ml

N=pocet dafnii v nddobé¢, tedy 3, v C3-1 v C2-2 a v C6-2 (v disledku uhyni béhem expozice)
T= ¢as expozice, tedy 18 hodin

Ci= pocatecni pocet L1 — 6000

Cf= finalni pocet L1 po 18 hodinach

Exponované/kontrolni

Vysledky byly nakonec vydéleny celkovou hmotnosti susiny jednotlivcti v miligramech.

Pro tuto diplomovou préci jsme tento komplexni vypocet zjednodusili, vzhledem k tomu, Ze
béhem testovani byla pouzita jedna nadoba s 1-3 dafniemi (v zavislosti na umrtnosti se hustota
misek lisila). Secetli jsme hmotnost vSech piitomnych dafnii na misku, pocet jedinct N byl tedy
vzdy roven 1. Vyslednd hodnota clearance rate byla vypoctena za celou nadobu, nikoliv na
jedince.

Hodnoty clearance rate jsou uvadény v mililitrech na gram susiny dafnie za hodinu (ml/g/h)
S tim, ze hmotnost dafnii byla méfena v miligramech.

Hmotnost suSiny byla vypoctena dle vzorce zobrazeného v podkapitole Méieni velikosti
jedinca.

3.9 Mikrorespirometrie

Cilem tohoto testovani bylo prozkoumat mozny vliv parazita A. cantonensis na spotfebu
kysliku exponovaného organismu D. magna.
Obecny postup spocival v tom, ze 10 dafnii bylo vystaveno ptisobeni paraziti po dobu 18 hodin
a poté byla zméfena spotieba kysliku jedince v mikrorespirometru u 10 exponovanych a 10
kontrolnich dafnii.
Nasi hypotézou bylo, ze vystaveni dafnii parazitim ma vyznamny vliv na jejich fyziologické
funkce, zejména na spotiebu kysliku.

Pro tento experiment jsme vyclenili pouze 20 dafnii, a proto nebylo mozné ziskat

rozsahla data o této problematice, nicméné nam poskytl pfedstavu o tom, jak expozice ovlivnila
jejich fyziologii.
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Obrazek 9 — piiprava dafnii na umisténi do desti¢ky k méfeni mikrorespirometrie (Svajna

2023)

Tabulka 3 — Design mikrorespirometrie pro trial 1 (Seidlova 2023)

E E E C C C
a|E1-E1|E2-E1| PRAZDNA (E) [ C11-C1 Cl12-C1|C13-C1
b|E3-E1|E4-E1|PRAZDNA(E) | C14-C1 C15-C1|C16-C2
c|E5-E1|E6-E2|E7-E2 PRAZDNA (C)|C17-C2|C18-C2
d|E8-E2|E9-E2|E10-E2 PRAZDNA (C)|C19-C2|C20-C2

Teplota inkubatoru byla nastavena na 20 °C, poté do n& byly umistény nadoby

s destilovanou vodou, vice — jamkova sklenéna desticka se senzory (MVP) a uzaviené lahve
spolu s dafniemi.
Nejdiive bylo nutné hydratovat senzory v destic¢ce po dobu 30 minut.
Dalsim krokem bylo ptipraveni desticky. Jamky se zaplnily destilovanou vodou do pfiblizné %
objemu zhruba 1, 7 ml.

Diky ¢ernému podkladu se dala efektivn€ pozorovat ptfitomnost ¢i neptitomnost
nezadoucich bublin. Nasledné byli dafnie pieneseny do jednotlivych jamek.
na zakladé designu trialu (viz Tabulka 3). V moment¢, kdy byli jedinci jiz pfichystani (viz Obr.
9) se cela desticka pokapala par kapkami vody. Nasledné se nanesla PCR folie, na ni silikonovy
bloc¢ek a na vrch kompresni
deska.

Systém se umistil na orientacni ramecek, ktery dale dosedal na SDR ¢éteckou (Loligo
Systems 2016).
Cely systém byl po dobu méfeni uzavien v inkubatoru s teplotou nastavenou na 20 °C.
Primérna teplota se po celou dobu méfeni pohybovala v rozmezi 20-21 °C.
Po ukonceni méfeni se jedinci vyjmuli z jamek do samostatné ozna¢enych mikrozkumavek
s 10% roztokem formaldehydu (Seidlova 2023).

Vzorky se poté uchovaly pro pozd¢jsi méfeni parametru.
Data byla analyzovana podle metody dvoubodové individualni kalibrace. Principem
je provést kalibraci na dvou roztocich (Kucera et al. 2022). Kdy prvnim méfenym roztokem
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je voda nasycena 100 % kyslikem. K tomu byla pouzita destilovana voda, ktera se pravidelné
promichavala v oteviené bance. Druhym roztokem byla naopak destilovana voda zbavena
kysliku. K tomu se pouzil 1% roztok Na2SOs. Tento roztok bylo nutno udrzovat v uzaviené
nadobce bez pristupu kysliku. Oba roztoky se temperovaly alesponi 1 hodinu na testovaci
teplotu. Po naméfeni se data jesté dale upravila. Nasledné doslo k vypoctu koeficient a, b. Déle
se data upravila dle vzorce:

Opravena hodnota = piivodni hodnota + (a * piivodni hodnota + b)

Opravend data dle kalibrace se vlozila do souboru MicroPlateAnalysisTool,

kde se zadala, mimo jiné i fazova data, specifika kalibrace, experimentu a objem jamky
(Kucera et al. 2022).

3.10 Chovani

Pro sledovani chovani byly dafnie opét rozd€leny na dvé skupiny — infikované
a neinfikované. Provedli jsme 2 trialy a béhem kazdého bylo sledovano 20 dafnii ve 20
nédobach oznacenych jako C a E.
Dafnie byly umistény do krystalizacnich misek o objemu 200ml spole¢né s vodou.
K infikovanym byla ptidana suspenze L1, spole¢né s larvami byly dafnie ponechany 16 hodin.

Po 16 hodinach byli vSichni jedinci vyjmuti z chovnych nddob a umisténi do Petriho
misek s ¢istou vodou. Zvlastni pozornost byla vénovana minimalizaci pfenosu kontaminované
vody spolu s tély dafnii do novych misek.

Vytvofili jsme prostiedi vhodné k natoceni zabérti (svétlo, nastinéni, stojan na
smartphone viz Obrazek 10). Abychom dosahli co nejlepsi viditelnosti jedinct pouZili jsme
jako podklad n&dob ¢erné pozadi, na kterém byl cely proces pokusu zaznamenavan.

Natocili jsme kratké zabéry trvajici 35+1 s.
K vyhodnocovani byl pouzit program AnimalTA (Chiara & Kim 2023). Analyza aktivity
probihala dle origindlniho manuélu AnimalTA viz pfiloha.

Obrézek 10 — zaznamenavani chovani (Svajna 2023)
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3.11 Pitva

Pitva byla provedena za felem zjiSténi pfitomnosti larev v télnich
tkanich exponovanych jedinci. Cilem bylo zjistit, zda dafnie pozivaji larvy béhem filtrace, zda
je ukladaji do télnich tkani nebo travici soustavy ¢i nikoliv. Pouzit byl svételny mikroskop,
skalpel, sklenéné Petriho misky, podlozni a kryci sklicka.

Pro pitvu bylo pouzito celkem 23 jedincu, ktefi byli exponovani po dobu 18 hodin
v 200ml sklenénych krystalizacnich miskach v laboratofi se svételnym rezimem 12:12.
Expozice probihala pfes noc, tudiz vétSinu Casu bez sviceni. VSichni jedinci byli nejprve
prohlédnuti vcelku, nasledné rozmacknuti a pitvani. Vysledky byly zapsany do papirového
archu jako aktivni ¢i neaktivni nalez.

3.12 Meéfreni velikosti jedincu

Meéiili jsme nékolik bodu, které pak byly pouzity k vypoctu odhadu biomasy dafnii podle
tohoto vzorce: W = 0,0116L.b2,67, neboli

log10 W = log10 0,0116 + 2,67 log10 Lb

kde W je hmotnost téla v mg a Lb je délka t€la v mm.
- délka téla (Lb) = od zdkladny ocasni patete po vrchol ptilby
- délka karapaxu (Lc) = od zdkladny ocasniho hibetu po stied pohybovych tykadel
- Siika (w)
tak, jak je znazornéno na obrazku 11. Dafnie byly fixovany v roztoku formaldehydu, takze pted
samotnym nafocenim snimkil z n¢j musely byt fadn€ vyjmuty a zbaveny veskerych zbytki
chemikalie. Pfemistili jsme jedince z nddoby s formaldehydem do malych oznacenych Petriho
misek s destilovanou vodou, nasledné pomoci pipety do findlnich oznac¢enych Petriho misek,
na kterych byly nafoceni a pozdéji zméfeni. Po pofizeni snimkt byli pfemisténi zpét do
mikrozkumavky s formaldehydem. M¢teni proporci téla jsme provedli pomoci programu
ImageJ (Schneider 2012).

Veskeré snimky byly potizeny pomoci digitalniho mikroskopu na fakult¢ FAPPZ-A.
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Obrazek 11 — osy pro méteni télnich proporci dafnie (Cuenca Cambronero & Orsini 2018)

Pii fotografovani pod mikroskopem bylo nutné postupovat dle navodu k fotografovani
embryi: kancelat 53 - d¢kanat FAPPZ (viz ptiloha).

3.13 Metody statistické analyzy

3.13.1 Clearance rate — efektivita odstrafiovani L1

V ramci tohoto experimentu jsme zjiStovali, zda jsou dafnie skute¢né efektivni pii
odfiltrovani larev L1 z vodniho prostiedi ¢i nikoliv. K dispozici jsme m¢li data ze dvou skupin:
exponovana skupina byla testovana celkem v 18 opakovanich, zatimco kontrolni skupina méla
pouze 6 opakovani. Z tohoto ditvodu byl pouzit t-test, ktery nam poskytl p-hodnotu, ktera nam
umoznila urcit statistickou vyznamnost rozdilit mezi kontrolnim a exponovanym vzorkem. Pied
pouzitim t-testu byla ovéfena normalita dat pomoci Shapiro—Wilk testu.

3.13.2 Clearance rate — rozdily mezi skupinami

Pro zjisténi statisticky vyznamnych rozdili mezi tfemi skupinami (nezavisla proménna
nazvana ,,Skupina“) byla pouzita jednofaktorova ANOVA.
Sledovali jsme, zda existuji statisticky vyznamné rozdily mezi praméry té€chto skupin v zavislé
proménné (nazvané ,,Efekt®).
K dispozici jsme méli data ze tfi skupin: naivni skupina A (n=18), skupina B dvakrat vystavena
L1 (n=18) a skupina C ctytikrat vystavena L1 (n=14). Skupina C méla niz§i pocet opakovani
z ditvodu ¢ty thynit béhem experimentalniho chovu.
Pied pouzitim metody ANOVA byla ovéiena normalita dat pomoci Shapiro-Wilk testu
a homogenita varianci mezi skupinami pomoci F-testu.
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3.13.3 Respirometrie

Pro analyzu dat byl pouzit nezavisly t-test. ZjiStovali jsme, zda existuje statisticky
vyznamny rozdil v rychlosti metabolismu u exponovanych a kontrolnich dafnii (nezavislé
promé&nné nazvané ,,Skupina‘) na zavislou proménnou (nazvana ,,COR_MO®).

Pied pouzitim t-testu byla ovéfena normalita dat pomoci Shapiro—Wilk testu.

3.13.4 Chovani

Pro zjisténi statisticky vyznamnych rozdild v riznych typech chovani u exponovanych
(n=10) a kontrolnich (n=10) jedinct byl pouzit nezavisly t-test. Data kazdé skupiny pochazela
Z ruznych populaci, méla normalni rozdéleni a shodnost rozptyli.
Porovnavany byly primémé hodnoty nezavislych proménnych na zavislé proménné
(exploration value, menadering, traveled distance, average speed, moving time).
Pfed pouzitim t-testu byla ovéfena normalita dat pomoci Shapiro—Wilk testu.

4 Vysledky

Kapitola vysledky je rozdélena do Sesti podkapitol. V podkapitole 5.1. Clearance rate —
efektivita pii odstranovani L1 Ize vidét, ze dafnie jsou skuteéné efektivni pii odstranovani larev
L1 z prostiedi. V nadobéach, ve kterych byly piitomny dafnie byl zaznamenan prokazatelné
vys$§i ubytek L1 nez u nadob kontrolnich. V podkapitole 5.2 jsou vyobrazeny rozdily
V clearance rate mezi tfemi testovanymi skupinami, kde se vSak ukdzalo, ze rozdily nejsou
statisticky vyznamné. V podkapitole 5.3. Respirometrie je vidét, Ze nebyly prokazany zadné
statisticky vyznamné rozdily mezi exponovanou a kontrolni skupinou. Podkapitola 5.4.
Chovani shrnuje vysledky celkem 5 sledovanych typ chovani, z ¢ehoz jsme u zadného
nezaznamenali statisticky vyznamny rozdil mezi exponovanou a kontrolni skupinou.
Podkapitola 5.5. Pitva popisuje negativni ndlezy L1 v télech dafnii a posledni podkapitola 5.6.
Parametry vody vyobrazuje piehled métenych parametrii vody (teplota, rozpustény kyslik, pH,
dusi¢nanovy dusik, konduktivita) v jednotlivych dnech béhem hlavniho experimentu.

4.1 Clearance rate — efektivita pri odstrafovani L1

To, zda dafnie skute¢né odstrafiuji L1 bylo porovnano v rdmci dvou skupin: exponované
(n=18) a kontrolni (n=6). Vysledek méfeni ukazal, ze v nadrzich s dafniemi bylo na konci
meéteni 1890+£390 (prameér + sm. odch) larev, zatimco v nadrzich kontrolnich bylo 2600+560
larev (primér + sm. odch).

Vysledek t-testu ukazal, Ze lze zamitnout nulovou hypotézu HO, Ze Jedinci D. magna
nejsou efektivni pii odstrafiovani larev A. cantonensis ve stadiu L1 z prostiedi a Ze neni
statisticky vyznamny rozdil v koncentraci larev L1 mezi nddobami s dafniemi a bez nich (t-test,
p = 0,01). Korelace mezi velikosti (hmotnosti) jedinct a u¢innosti filtrovani (clearance rate)
nebyla statistickym testem (Spearmantv korela¢ni koeficient) potvrzena. Hodnota koeficientu
(Spearman. R -0,04) naznacuje velmi slabou negativni korelaci mezi proménnymi Hmotnosti a
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CR. Tato hodnota je blizko nuly, coZ naznacuje, ze existuje jen velmi mald, téméf zadna
korelace mezi témito dvéma proménnymi. P hodnota (p=0,89) je velmi vysoka, coz naznacuje,
ze v tomto vzorku neni statisticky signifikantni korelace mezi hmotnosti a CR.

Tabulka 4 — vysledky testovani Clearance rate — efektivita pfi odstranovani L1

Efekt sC Stupné volnosti  PC F p
Abs. Clen 90216028 1 90216028 327,15789 0,000000
skupina 2216565 1 2216565 8,0381 0,009633

Chyba 6066632 22

Krabicovy graf z clearance rate seskupeny skupina
Tabulka10 2v*25c
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Graf 1- popisujici rozdily v efektivité odstrafiovani L1 kontrolni a exponované skupiny

4.2 Clearance rate — rozdily mezi skupinami
Vysledek statistického testu (jednofaktorova ANOVA, p=0,65) u clearance rate analyzy,

ukazuje, ze nelze zamitnout nulovou hypotézu, Ze neexistuje rozdil mezi naivni
a vicekrat exponovanou skupinou. To naznacuje, Ze opakované vystaveni jedinct larvam L1
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A. cantonensis, nema signifikantni vliv na efektivitu odstranovani ve srovnani s naivni
skupinou. Vzhledem k tomu, Ze testovany vzorek obsahoval 50 jedinct, z toho 18 v naivni, 18
v dvakrat exponované a 14 v Ctyfikrat exponované skupiné, a nebyla zamitnuta nulova
hypotéza, Ize konstatovat, Ze vSechny tfi skupiny jsou si podobné v této funkci.

Mizeme tedy vyloucit, Ze by opakovana expozice jakymkoli zpiisobem ovliviiovala efektivitu
dafnii pfi odstranovani larev z prostiedi.
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Tabulka 5 - vysledky testovani Clearance rate — rozdily mezi skupinami

Efekt sC Stupné volnosti  PC p
Abs. Clen 95580686 1 05580686 40,84996  0,000024
skupina 2110929 2 1055465 0,45109 0,646535
Chyba 30417383 13 2339799
Krabicovy graf z clearance-rate seskupeny skupina
Clearance_rate_data (2) 17v*48c
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Graf 2 - popisujici rozdily v clearance rate mezi naivni (A), dvakrat exponovanou (B) a

¢tytikrat exponovanou (C) skupinou
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4.3 Respirometrie

Vysledek statistického testu u respirometrické analyzy, ukazuje, Ze nelze zamitnout
nulovou hypotézu, ze existuje rozdil mezi exponovanou (5821112 primér + sm. odch
[pmol/jedinec/min]) a kontrolni (539+163 MO2 prumér = sm. odch [pmol/jedinec/min])
skupinou (t-test, p = 0,59). To naznacuje, Ze vystaveni jedinct larvam L1
A. cantonensis, nema signifikantni vliv na rychlost metabolismu dychani ve srovnani s
kontrolni skupinou. Vzhledem k tomu, Ze testovany vzorek obsahoval 20 jedinci, z toho 10 v
exponované a 10 v kontrolni skuping¢, a nebyla zamitnuta nulova hypotéza v jejich rychlosti
metabolismu dychani, 1ze konstatovat, Ze ob& skupiny jsou si podobné v této fyziologické
funkci.

V pfilozeném krabicovém grafu jsou znazornény rozdily mezi kontrolovanou
a exponovanou skupinou, pfic¢emz rozdily jsou minimalni.

Tabulka 6 - vysledky testovani Respirometrie

~ .

Efekt SC Stupné PC F p
volnosti
Abs. ¢len 5964494 1 5964494 208,8671 0,000000
skupina 8811 1 8811 0,3085 0,585808
Chyba 485459 17 28556
Krabicovy graf z COR_MO seskupeny skupina
Tabulka5 7v20c
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Graf 3 - popisujici rozdily v respirometrii kontrolni a exponované skupiny

4.4 Chovani

V ramci statistické analyzy jsme sledovali celkem pét raznych typli chovani, konkrétné
hodnotu prozkoumavani, meandering, urazenou vzdalenost, primérnou rychlost a dobu
pohybu, u dvou skupin dafnii — kontrolni a exponované larvdm L1. Testovany vzorek obsahoval
20 jedinct, z toho 10 v exponované a 10 v kontrolni skupiné. Vysledky statistického testu
ukdzaly, Zze u zadného sledovaného typu chovani nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil
mezi exponovanou a kontrolni skupinou (Exploration value: t-test, p=0,06; Traveled distance:
t-test, p=0,51; Average speed: t-test, p=0,51; Moving time: t-test, p=0,51, Meander: t-test,
p=0,73). To znamen4, Ze neni dostatek diikazl pro zamitnuti nulové hypotézy (HO), ze projevy
chovani jsou signifikantné odlisné u exponovanych a neexponovanych jedinct. Tento vysledek
naznacuje, ze expozice dafnii larvam A. cantonensis, neméa vyznamny vliv na zkoumané typy
chovani dafnii ve srovnani
s kontrolni skupinou.

Tabulka 7 - vysledky testovani Exploration value - ,,hodnota prozkoumavani‘

. w

Efekt SC Stupné pPC F p
volnosti

Abs. Clen 0,623107 1 0,623107 340,6199 0,000000

Skupina 0,007461 1 0,007461 4,0786 0,058573

Chyba 0,032928 18 0,001829

Krabicovy graf z Exploration value seskupeny Group
Tabulka3 20v*30c
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Graf 4 - znazornujici rozdily mezi exponovanou (e) a kontrolni (c¢) skupinou u sledovaného

parametru ,,hodnota prozkoumavani‘

Tabulka 8 - vysledky testovani Traveled distance — ,,urazena vzdalenost*

W

Efekt SC

v

Stupné PC F p
volnosti

Abs. Clen 1068048
Skupina 1869
Chyba 75630

420

1 1068048 254,1964 0,000000
1 1869 0,4449 0,513225
18 4202

Krabicovy graf z Traveled distance seskupeny Group
Tabulka9 20v*30c
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Graf 5 - znazornujici rozdily mezi exponovanou (e) a kontrolni (c¢) skupinou u sledovaného

parametru ,,urazend vzdalenost*
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Tabulka 9 — vysledky testovani Average speed — ,,primérna rychlost*

v v

Efekt SC Stupné PC F p
volnosti

Abs. Clen 1168,450 1 1168,450 254,5952 0,000000

Skupina 2,069 1 2,069 0,4508 0,510459

Chyba 82,610 18 4,589

14

13

12 +

"t

10

Average speed
@

Krabicovy graf z Average speed seskupeny Group
Tabulka$ 20v*30c
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Graf 6 - znazornujici rozdily mezi kontrolni (c) a exponovanou (e) skupinou u sledovaného

parametru ,,praimérna rychlost*
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Tabulka 10 - vysledky testovani Moving time — ,,doba pohybu*

v

Efekt sC Stupng pC F p
volnosti
Abs. Clen 14,0586 1 14,05864 471,7184 0,000000
Group 0,00656 1 0,00656 0,2202 0,644530
Chyba 0,53645 18 0,02980
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Graf 7 - znazornujici rozdily mezi kontrolni (c) a exponovanou () skupinou u sledovaného

parametru ,,doba pohybu*
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Tabulka 11 — vysledky testovani Meander — menadering (trajektorie/mira zmény sméru)

v v

Efekt SC Stupné PC p
volnosti

Abs. Clen 1723122 1 1723122 128,3537 0,000000

Skupina 1667 1 1667 0,728677

Chyba 241646 18 13425
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Graf 8 - znazornujici rozdily mezi kontrolni (c) a exponovanou (e) skupinou u sledovaného

parametru ,,meandering*
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45 Pitva

Pitva byla provedena u 23 jedincti D. magna po 18hodinoveé expozici larvam.
U vSech z nich byl nalez L1 negativni. MliZeme tedy fici, Ze v testované populaci nebyly
nalezeny zadné larvalni stadia L1. Tento vysledek naznacuje absenci infekce ¢i pFitomnost
nizké prevalence parazitarniho organismu ve zkoumané populaci.

4.6 Parametry vody

Hodnota pH se u vSech méfenych nadob pohybovala v normé 7,86 + 0,2. Koncentrace
rozpu$téného kysliku se snizovala, poc¢atecni den experimentu se pohybovala kolem 90 %
v nadobé B2 a to 74,6 %. Pramérna teplota byla 23+0,5 °C, prvni a druhy den méfeni dosahla
24 +0,5 °C, v posledni den méfeni se snizila ve vSech nadobach na 22 + 0,5 °C. Dusi¢nanovy
dusik dosahoval nejvyssich hodnot v prvni den méfeni u misek C3 a A6. Po zbytek experimentu
pramérna koncentrace N-NO3 dosahovala 4,8 = 2 mg/l. Primérnd konduktivita dosahovala
hodnoty 764 + 0,5 uS/cm.
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Tabulka 12 — parametry vody v experimentalnich miskach dle skupin

ID pH 02%  Teplota N-NO3 Konduktivita
°C mg/I puS/cm
A4 8.01 90.1 24.2 4 501
A6 8.01 90.4 24.2 9.7 949
A5 8.03 90 24.4 7.5 971
B4 8.03 91.3 24.4 6.7 757
B2 8.02 90.5 24.5 7.4 783
B6 7.99 90.2 24.5 7.2 766
C3 7.98 88.7 24.5 10.4 778
C4 7.94 88.1 24.6 6.2 770
C2 7.97 88.3 24.6 6.9 786
A2 7.86 83.1 24.5 2.4 689
A5 7.84 84.7 24.5 5.6 654
A4 7.86 82.5 24.5 4.6 642
B3 7.94 85.6 25 4.2 708
B6 7.93 88.2 24.7 4.4 695
B2 7.86 85.9 24.5 4.7 707
C2 7.86 85.5 24 54 700
C4 7.8 84.2 23.5 4.2 773
C1 7.8 85.2 23.2 5.6 651
A2 7.7 87 22 3.6 813
A5 7.7 86.4 22 6.2 831
A4 7.7 85.5 21.8 5.8 823
B3 7.7 87 21.6 5.3 808
B6 7.8 87 22 5.6 816
B2 7.7 74.6 22 5.6 818
C2 7.7 85.9 21.9 4.4 806
C4 7.8 83.7 22 4.4 820
C1 7.7 83.5 22 4.6 815
Laboratorni 8.01 98.2 24.4 6.5 334

dechlorovana voda
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5 Diskuse

Smyslem této diplomové prace je pfinést nové poznatky o predpokladech D. magna jako
potencidlnim mezihostiteli parazitické hlistice A. cantonensis a v piipad¢ infekce prokazat nebo
zamitnout piipadné fyziologické a behavioralni zmény zptisobené interakci s timto parazitem.
Cast literarni reserse je zaméfena na obecné informace
o testovanych organismech, ¢ast je vénovana metodam jejich chovu, coz slouzi pro lepsi
pochopeni mezidruhovych interakci a ndsledné pochopeni vyslednych dat.

Studium interakce mezi D. magna a parazitickymi hlisticemi je dulezité nejen pro

pochopeni biologie téchto organismii, ale i pro pochopeni funkci a dynamiky sladkovodnich
ekosystémi jako celku. Znalost téchto interakci mize vést k lepSimu fizeni a ochrané téchto
ekosystémi v ramci ochrany biodiverzity.

Tato studie doklada zasadni vyznam dafnii ve vodnim laboratornim prostiedi. Z vysledkt
je patrné, ze v kontrolovanych laboratornich podminkéch dafnie u¢inné filtrovala L1
A. cantonensis z vody a ze v porovnani s pfirozenym tibytkem bez ptitomnosti téchto filtratora
byl ubytek larev signifikantné vyssi. Tento vysledek odrazi jeji schopnost omezit pocet larev,
které jsou k dispozici pro infekci dalSich mezihostiteld a zdiiraziuji slozitou souhru mezi
hostiteli a L1 a naznacuji, Ze strategie biologické kontroly mohou uéinné snizit miru vyskytu
ve vodnim sloupci na arovni stadia L1 (nikoliv v§ak na drovni infekéniho stadia L3, které zde
nebylo studovano).

DalSim testovanym parametrem byly rozdily mezi naivni, dvakrat exponovanou a ¢tyfikrat
exponovanou skupinou v ucinnosti filtrace v mililitrech na gram télesné hmotnosti za hodinu
(ml/mg/h). Vysledky prokazaly minimalni rozdil mezi témito skupinami, coz odpovida tomu,
Ze clearance rate jedinci D. magna se nelisi bez ohledu na to, zda byli dani jedinci larvam
vystavovani opakované ¢i nikoliv.

Predpokladali jsme, ze pokud dafnie skute¢né odstranuji L1 z vodniho prostiedi pomoci
filtrace castic, mohly by larvy signifikantné ovliviiovat jejich fyziologii ¢i chovani. Exponované
jedince jsme proto podrobili respirometrické analyze a sledovali jsme 5 typu jejich pohybové
aktivity, které ndm umoznily vyhodnotit behavioralni zmény mezi exponovanou a kontrolni
skupinou. Vysledky vsak neprokazaly ani rozdily v chovéani ani v rychlosti metabolismu. Tyto
vysledky mizeme prisoudit nedostatecné interakci mezi D. magna a larvami A. cantonensis.
Provedend pitva navic potvrdila, ze larvy ve stddiu L1 v dafniich nejsou pfitomné ani po
18hodinoveé expozici, coz zaroven muze vysvétlovat neexistujici rozdily v chovani
a metabolismu mezi exponovanymi a kontrolnimi jedinci. Tyto skute¢nosti poukazuji na
nedostatek interakce mezi D. magna a larvami A. cantonensis. Moznymi vysvétlenimi této
nepfitomnosti mize byt nedostatek schopnosti dafnii zadrzet nebo konzumovat larvy,
nekompatibilita mezi zivotnimi cykly dafnii a A. cantonensis, nebo nevhodné Zivotni podminky
pro larvy v prostiedi dafnii. Jednim z dalSich moznych dtivodid miZe byt nizka hustota populace
D. magna, které v nasich experimentalnich nadobach ¢itala pouze 3-10 jedinct na 200ml. Green
(1955) uvadi, ze hustota dafnii v pfirozeném prostiedi se v husté osidlenych oblastech pohybuje
Vv fadech tisict na litr. V souladu s tim by se u paraziti vyskytujicich se u rodu Daphnia dal
ocekavat pozitivni vztah mezi hustotou hostitele a parametry ptenosu parazita, kdy by tento
vztah byl zpisoben cykly potravniho omezeni, spojenymi s pfenosem parazita
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Vv zavislosti na hustot¢ (tento druhy efekt byl experimentalné prokazan u rodu Daphnia a jeho
mikroparaziti; Ebert 1995; Ebert et al. 2000b; Bittner et al. 2002; Regoes et al. 2003).

Decaestecker ve své studii z roku 2008 vsak prokazal negativni souvislost mezi popula¢ni
hustotou dafnii a parametry pfenosu endoparaziti (Decaestecker 2008). Jednim z dalsich
faktort, které by mohly hrat roli v nekompatibilité dafnii jako mezihostitele pro tuto hlistici, je
velikost a stafi jedinct. Pfedchozi studie ukazaly, Ze k vy$§imu piijmu infek¢nich stadii dochézi
velkymi dafniemi (diky jejich vys$si filtraci) a k hromadéni parazitickych spor s vékem (Mangin
et al. 1995; Stirnadel & Ebert 1997). Tento faktor se vSak nasi studii vylucuje, protoze vSichni
testovani jedinci byli stejné stafi a podobn¢ velci s praimérnou hmotnosti 0.18+0,1 mg.

Ebert et al. (2000) testovali efekt Sesti riznych paraziti na D. magna. Jejich studie
prokazala pfitomnost nékterych druht paraziti v téle dafnii, avSak musime brat v potaz velky
rozdil v trvani experimentu. Jejich experiment trval 16 tydnd, zatimco nas trval pouze 8 dni.
Béhem takto kratkého intervalu expozice D. magna larvdm pravdépodobné nemohlo dojit
k infikaci a ptipadnému vyvoji parazita uvnitf hostitele.

Decaestecker ve svych studiich z roku 2002 a 2004 uvadi, Ze pokud jsou dafnie vystaveny
rybni¢nim sedimentiim, které obsahuji spory paraziti, je riziko ndkazy prokazateln€ vyssi, nez
kdyz se spory nachazi volné ve vodnim sloupci. To souvisi i s filtra¢ni aktivitou dafnii, které
jsou stimulovany k filtrovani, a tedy pfijimani ¢astic do téla, s vyssi koncentraci ¢astic ve vodé.
Tedy ¢im ¢istsi voda v jejich prostiedi je, tim méné filtruji. Tato fakta by mohla podpofit nase
negativni vysledky, vzhledem k tomu, Ze testované dafnie byli v nadobach bez sedimentu
a Vv den infikace neprobihalo krmeni a pfidavana suspenze L1 byla zbavena vétSiny organického
materialu. Stejné tak ucinili ve své studii Chadwick & Little (2005), kdy cilem pouziti riznych
kontrol bylo zabranit moznosti, Ze by spory parazitti a/nebo doprovodny sediment méli urcitou
vyzivnou hodnotu, coz by mohlo zptisobit rozdily mezi jednotlivymi pokusy. V prvnim pokusu
pouzili sedimentovany trus jak pro kontroly, tak pro exponované, pii¢emz jedinym rozdilem
mezi kontrolami a exponovanymi byla nepfitomnost nebo pfitomnost spor parazitu.

Dalsi proménnd, kterou bychom méli zohlednit, je denni aktivita dafnii. Tito filtratofi

filtruji pfevazné béhem dne za svétla (Serra et al. 2019). Nase experimenty byly realizovany po
dobu 18 hodin pies noc s nastavenym svicenim 12:12, coZz znamena Ze vét§ina experimentu
probihala pravé za tmy. I to mize byt divodem nizké filtracni aktivity a nizkému piijmu L1.
Pfi interpretaci vysledkt studie je nicméné tieba postupovat opatrné, protoze jsou omezeny na
interakci mezi dafniemi a A. cantonensis a nemusi byt obecné relevantni pro rizné ekologické
situace a interakce mezi hostitelem a parazitem.
Ptedchozi studie, které se zabyvaly D. magna jako potencialnim mezihostitelem parazitii uvadi,
7e je laboratorni podminky nejsou pro tyto studie uplné vhodné. V experimentalni studii
(Pulkinnen & Ebert 2004) se skute¢n¢ ukazalo, ze filtrace vétsich dafnii pfitomnych ve vodnim
prostiedi vede populaci parazita k vymirani, ale to pouze za predpokladu dodrZeni podminek,
které neni mozné v kontrolovaném laboratornim prostfedi nasimulovat. Takové podminky jsou
napt. sezonnost, predace filtratord rybami nebo specifické slozeni rybiho spolecenstva (Duffy
et al. 2005).

Nase studie uznava, ze pievod laboratornich vysledki do realného prostiedi ma sva
omezeni. Tato omezeni vyplyvaji z faktor ovliviiyjicich Zivotni prostfedi, specifickych
vlastnosti riznych druhil a omezeni metod identifikace larev. Tyto proménné mohou ovlivnit
ptesnost vysledki o filtraénim G¢inku dafnii a jejich roli pii kontrole pfenosu A. cantonensis.
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Navzdory témto omezenim studie ukazuje uzitecné poznatky pro budouci vyuziti dafnii pro
kontrolu A. cantonensis a dalsich vodnich parazitd, ackoliv nedochazi k osidleni dafnii ani k
jakémukoli pozorovatelnému vlivu na fyziologii téchto filtratord. Tato nepfitomnost interakce
naznacuje, ze D. magna nejsou vhodnymi hostiteli pro vyvoj larev A. cantonensis

ve stadiu L1 nebo jejich pienos.

Zavérem lze tici, Ze i pfes puvodni hypotézu o moznosti vyznamu D. magna jako
mezihostitele a pfenaseCe larev A. cantonensis, naSe studie neprokazala Zadnou podstatnou
interakci mezi t€émito organismy. Tento vyzkum vSak ptispiva k lepSimu porozuméni biologie
a interakci mezi riznymi druhy ve vodnim prostiedi a naznacuje, Ze je tieba hledat alternativni
metody kontroly ndkazy A. cantonensis.

K vyhodnoceni proveditelnosti a i¢innosti pouziti dafnii nebo srovnatelnych organismu
v ptirodnich vodach je zapotiebi dalsi vyzkum, zejména terénni vyzkum praktickych aplikaci.
Studie rovnéz zdiraziuje vyznam pochopeni interakci mezi hostitelem a parazitem a tlohy
mezihostiteld pfi pfenosu parazitdrnich onemocnéni. Zabyva se také moZnosti vyuZiti
biologickych organismi v integrovanych strategiich kontroly parazitii s cilem snizit dopad
invaznich druhu.

Tato diplomova prace nam poskytuje dostacujici informace o tom, jak dafnie pomahaji
filtrovat larvy A. cantonensis, ale také ukazuje, Ze je tfeba provést mnohem vice terénniho
vyzkumu, abychom zjistili, jak uzite¢né tyto interakce v pfirozeném vodnim prostiedi jsou.
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6 Zavér

U dospélych jedinct planktonniho filtratora D. magna byla sledovana interakce s prvnim
larvalnim stadiem parazitické hlistice A. cantonensis. V prvni fad¢ byla testovana efektivita
dafnii pfi odstranovani larev L1 v z vodniho prostfedi, rozdily v clearance rate hodnotach s
opakujici se expozici larvam, dale byl pozorovan potencialni vliv parazitl na fyziologické
funkce a behaviordlni zmény D. magna.
V navaznosti na stanovené cile a ze ziskanych vysledki 1ze vyvodit nasledujici zavéry:

e Jedinci D. magna jsou prokazatelné efektivni pii odstranovani larev A. cantonensis
ve stadiu L1 z prostiedi.

e Opakované vystaveni dafnii larvam L1 A. cantonensis, nema signifikantni vliv na
miru odstraiovani ve srovnani s naivni skupinou.

e Expozice jedinci D. magna zadnym zptisobem neovliviiuje jejich metabolismus
dychani a lIze konstatovat, ze exponovana a kontrolni skupina jsou si v této
fyziologické funkci podobné bez ohledu na expozici L1 A. cantonensis.

e Expozice dafnii larvam A. cantonensis, nema vyznamny vliv na zkoumané typy
chovéni dafnii ve srovnani s kontrolni skupinou.

e V testované populaci nebyly nalezeny zadnd larvalni stadia L1. Tento vysledek
naznacuje absenci infekce ¢i pfitomnost nizké prevalence parazitarniho organismu
ve zkoumané populaci.

Tato diplomova prace pfinasi prvni informace o interakci D. magna a A. cantonensis
v laboratornich podminkéch a poskytuje pilotni data, kterd budou podrobnéji analyzovana
Vv pfipravovaném c¢lanku. Metodické poznatky je mozné vyuzit pti testovani vlivu dalSich
parazitl na tohoto filtratora ¢i jako podklad k terénnimu vyzkumu vzajemnych interakci dafnie
— parazit.
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Manual pro praci v programu Animal TA
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Navodu k fotografovani embryi: kancelar 53 - dékanat FAPPZ

1. Zapiste se do dokument.

2. Zapnéte box, fotoaparat, svétlo 2x, celkem 4 tlacitka a zapnéte pocitac.

3. Pro ptihlaseni staci stisknout klavesu ENTER.

4. Oteviete program na plose — NIS (NIS-Elements AR).

5. Uzivatelské jméno a heslo ...

6. Nastavte svétla, nasad’te otevirenou desku (stupnici), zapnéte spodni svétlo.

7. Nejdiive musime vyfotit métitko — vzdy vyfotime na zacatku (Meritkol) foceni, uprostied
(Meritko2) a na konci (Meritko3).

8. Klikneme na ikonu zelené §ipky — Zivy (+) - Live (+).

9. Snimame v rozsahu 2 az 8 cm.

10. Poté zaostiime pomoci Sroubu, na kterém se nachazi zvétseni.

11. Zachytime obraz ikony fotoaparatu (ctrl +).

12. V horni list€ klikneme na Soubor, Ulozit jako...

13. Objevi se okno — ulozte pod spravnym nazvem, napi. Meritko1, E1 atd. - ULOZIT
14. Vzdy vytvotfime novou sloZku s aktudlnim datem.

15. Ulozime do slozky DATA D

16. V horni listé klikneme na soubor, Import/Export (pro uloZeni ve formatu programu).
17. Klikneme na tlac¢itko Exportovat ND do formatu TIFF.

18. Objevi se okno — ulozte pod spravnym nazvem, napi. Meritko1, E1 atd. - ULOZIT

19. Ulozi se do slozky DATA D
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. Piipravte prvni embryo do Petriho misky s vodou z umisténi (objem vody pfiblizné do 3\4

objemu misky, aby bylo embryo zcela potopené) a kliknéte na ikonu zelené Sipky - Zivy (+) -
Live (+).

21

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

. Zaostiime pomoci Sroubtl (nikdy se nedotykejte tlacitka s obrazkem plus a minus).
Je dilezité, aby byly vidét obrysy embrya.

A pak potidime snimek — zachytime obraz ikony fotoaparatu (ctrl +).

V horni list¢ klikneme na soubor, Ulozit jako...

Objevi se okno — ulozte pod spravnym nazvem, napi. Meritko1, E1 atd.

Vzdy se vytvoii nova slozka s aktudlnim datem.

Uklada se do slozky DATA D

V horni listé klikneme na soubor, Import/Export (pro ulozeni ve formétu programu).
Klepneme na tlacitko Exportovat ND do formatu TIFF.

Objevi se okno — ulozte pod spravnym nézvem, napi. Meritko1, E1 atd. - ULOZIT.
UloZi se do slozky DATA D

A takto postupujeme u vSech embryi. + nacteme vSechna data do listu excelu

Na konci fotografovani — kontrola ulozeni, uloZeni fotografii na USB nebo DISK.
Zaviete program, vypnéte PC, mikroskop (4 tlacitka).

Vrat'te v§e zpét, zakryjte mikroskop.
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