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1. Seznam pouzitych zkratek

AV CR — Akademie véd Ceské republiky

BC — Biologické centrum

Bl — Bayesovska inference

bp — base pair (komplementarni par bazi)

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dNTP — deoxyribonucleotide triphosphate (deoxyribonukleotid trifosfat)
EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid (thylendiamintetraoctova kyselina)
F primer — forward primer

Gen SSU rDNA, SSU rDNA — gen pro malou ribozomélni podjednotku
HBU — Hydrobiologicky ustav

ML — Maximum likelihood

NCBI — National Center for Biotechnology Information

NP — nérodni park

PCR — polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)

R primer — reverse primer

SDS — sodium dodecyl sulfate (dodecylsiran sodny)

TAE pufr — tris-acetatovy pufr

Taq polymeraza — syntetickd polymeraza

UV — ultrafialové zareni



2. Uvod

Myxozoa Grassé, 1970 (nebo-1i rybomorky) jsou unikatni skupinou mnohobunéénych
mikroskopickych endoparazitl patfici do kmene zahavct (Kent et al. 2001). Béhem evoluce
zna¢né redukovala velikost svého téla a piizpusobila se parazitismu (Fiala et al. 2015a). Z toho
divodu byla, mimo jiné, dfive fazena mezi jednobunécna Protista. Nové molekularni (SSU
rDNA analyza) a ultrastrukturni poznatky je ale definitivné pfifadily mezi zahavce (Siddall
et al. 1995; Holland et al. 2011). Redukce velikosti téla je piikladem regresni evoluce, ktera
probé&hla u mnoha druhd, které jsou pfizpusobeny parazitickému Zivotu (Poulin 2011).

Rybomorky jsou parazité s komplexnim zivotnim cyklem, ktery zahrnuje dva hostitele.
Mezihostitelem je obratlovec, obvykle ryba. Definitivni hostitel je vodni bezobratly z kmene
krouzkovcti nebo mechovek (Wolf & Markiw 1984; Patra et al. 2017). VSichni zéstupci
produkuji v obratlov¢ich a bezobratlych hostitelich riizné typy spor. Ty se pomoci polovych
vacku s polovymi vlakny pfichycuji na svého hostitele. Tyto buiiky jsou homologni
S knidocyty u zahavct (Okamura et al. 2015).

Kmen Myxozoa se déli do dvou t¥id — Malacosporea Canning et al., 2000
a Myxosporea Biitschli, 1881. Ttida Malacosporea zahrnuje pouze 4 popsané druhy ve dvou
rodech — Buddenbrockia Schroder, 1910 a Tetracapsuloides Canning et al., 2002 (Hartikainen
et al. 2014). Jejich jediny znamy mezihostitel je ryba, definitivnim hostitelem jsou mechovky
(Okamura et al. 2015). U druhé tfidy, myxosporei, je popsano piiblizné¢ 2 600 druht
v 63 rodech a diverzita jejich mezihostitel je podstatné vétsi (Lom & Dykova 2006; Fiala
etal. 2015b; Freeman & Kristmundsson 2018; Okamura et al. 2018). Vsichni zastupci
z kmene rybomorek tak zna¢né pfispivaji k celkové diverzit€¢ Zahavci. Ti zahrnuji pies

16 000 popsanych druhi (Zhang 2013).



3. Teoreticka ¢ast bakalarské prace

3.1. Morfologie a taxonomie

Rybomorky jsou mikroskopicti parazité. To je také jeden z dtivodu, pro¢ byly diive
fazeny mezi Protista. Spolu s mikrosporidiemi tak v minulosti vytvarely taxon zvany
Cnidosporidia. Bylo tomu tak na zaklad¢ pfitomnosti vystfelovaciho aparatu slouziciho
k uchyceni k hostiteli, ktery se nachazi u obou skupin. S metazoi je ale také spojuje fada
vlastnosti (napf.: separace zarode¢né a somatické linie bun¢k, dalsi diferenciace somatickych
bungk a cell junction (spojeni dvou sousednich bunék pomoci membranovych kanalk slouzici
k pfedavani informaci)) (Smothers et al. 1994; Schlegel et al. 1996). Jejich zarazeni mezi
mnohobunécné zivocichy bylo definitivné potvrzeno az na zakladé molekularnich analyz na
konci 20. stoleti (Smothers et al. 1994).

Malacosporea vytvaii v definitivnim hostiteli (mechovce) stddia s cervovitym
(Buddenbrockia plumatellae Schréder, 1910), nebo vakovitym tvarem téla (Tetracapsuloides
bryosalmonae Canning et al., 2002). V mezihostiteli produkuji spory se ¢tyimi polovymi
vacky (Canning & Okamura 2004; BartoSova-Sojkova et al. 2014; Hartikainen et al. 2014).

Myxosporea vytvaii dva typy morfologicky odliSnych spor (myxospory
a aktinospory), v zavislosti na fazi jejich Zivotniho cyklu. Vétsinu 20. stoleti byly myxospory
Z obratlovct a aktinospory z bezobratlych hostiteli rozliSovany jako dva druhy. Az na konci
20. stoleti se podafilo dokdzat, Ze myxospora a aktinospora jsou jen dvé vyvojova stadia téhoz
zivocicha (Wolf & Markiw 1984). Jejich klasifikace a taxonomie je zaloZena pravé na
morfologii spor (myxospor), které byly nalezeny v mezihostitelich — nejcastéji v rybach
(Okamura et al. 2015). Mnohobuné¢énd myxospora obsahuje vétSinou jeden az Ctyti polové
vacky — bunky typické pro vSechna Myxozoa. Jejich morfologické uspotadani je podobné
morfologii knidocytl u zahavct (Siddall et al. 1995). Strukturni a chemicka podobnost jsou
presvédcivym diikazem piibuznosti rybomorek s touto skupinou mnohobunéénych Zivocicha.
Uvnitt polovych vackl jsou polova vlakna, pomoci nichZ se rybomorky pfichytaji na télo
svého hostitele (Siddall et al. 1995; Okamura et al. 2015). Jak je jiZ zminéno vySe, aktinospora
v definitivnim hostiteli ma odlisnou morfologii oproti myxospote v mezihostiteli. Aktinospora
je Casto triradidlné soumérnd — ma tvar triaktinomyxonu, ktery vzhledové ptipomina kotvu.
Dalsi morfologickeé typy aktinospor popisuje obrazek 1. Uvnitf je sporoplasma, ktera obsahuje

velké mnozstvi infek¢nich stadii (Lom & Dykova 1992).
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Obr. 1: Schématické vyobrazeni riznych morfotypt aktinospor. (A) triaktinomyxon; (B), (C)

aurantiaktinomyxon; (D), (E) neoaktinomyxum; (F), (G) tetraktinomyxon; (B), (D), (F)
pohled ze shora; (C), (E), (G) bo¢ni pohled (pfevzato z: Yokoyama et al. 2012, upraveno).

Ttida Myxosporea ma mnoho morfotypit myxospor (obrazek 2). Ur€ujici morfologické
znaky stézejni pro zafazeni myxosporei do rodu jsou napf. tvar a charakter povrchu spory, tvar
a pocet polovych vacku, jejich symetrie a orientace (Lom & Dykova 2006; Okamura
etal. 2015). Pro zafazeni myxosporei do druhu je nutné sledovat dalsi, ultrastrukturni znaky
jako napft. pocet zavitli polovych vackl nebo pocet a tvar chlopni myxospor (Lom & Dykova
2006). V mnoha pfipadech je mozné danou sporu ur¢it do druhu pouze na zakladé
molekularnich dat (napt. Lisnerova et al. 2020a).

Dalsim z urcovacich znakti, kromé& morfologie myxospor, je mezihostitelska specifita.
VétSina myxozoi se specializuje na konkrétni ¢eled’ nebo druh hostitelt (napt. Molnar 1994;
Liuetal. 2019; Lisnerova et al. 2020a). Jinym uréujicim faktorem muize byt i tkanova specifita.
Jednotlivi zastupci se vétSinou specializuji na vyvoj v urcitych tkanich (naptf. Holzer
et al. 2004). Dulezité je potvrdit, Ze tkan, kterou parazit infikuje, je opravdu misto definitivni
infekce. MiiZe se totiz jednat jen o neselektivni parazitizmus, Sifeni spor z prasklé cysty nebo
konzumaci kofisti napadené rybomorkami (Holzer et al. 2013; Atkinson et al. 2015). Pro
zatazeni zastupce do druhu je ale nutny kombinovany pfistup — jak molekuldrni analyzy, tak
morfologie/morfometrie a ekologie parazita (napf. rozliseni druhti Chloromyxum legeri
Tourraine, 1931 parazitujici na kapru obecném (Cyprinus carpio Linnaeus, 1758) a
Chloromyxum  fluviatile  Thélohan, 1892 parazitujici na tolstolobiku  bilém
(Hypophthalmichthys molitrix (Valenciennes, 1844)) (Bartosova & Fiala 2011)).
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Obr. 2: Schématické vyobrazeni rtiznych morfotypt myxospor. (a) Kudoa sp.; (b) Myxobolus
sp.; (c) Sphaerospora sp.; (d) Chloromyxum sp.; (e) Thelohanellus sp.; (f) Ceratonova sp.;

(9) Enteromyxum sp.; (h) Henneguya sp. (pfevzato z: Paladini et al. 2017).

Klasifikace na zakladé morfologickych vlastnosti ma vSak spoustu omezeni. Jednim
z nich je nedostatek rozliSovacich znakl u stavebné jednodussich spor. Dal§im z problémt je,
ze ani v soucasnosti nekoresponduje taxonomie na zakladé morfologie s fylogenezi skupin.
Vétsina rodu je proto polyfyletickych (napt. Fiala 2006; Liu et al. 2019).

Podkmen Myxozoa zahrnuje v soucasnosti 65 rodi ve dvou tfidach — Myxosporea a
Malacosporea (Fiala et al. 2015b; Freeman & Kristmundsson 2018). T¥ida Malacosporea
obsahuje pouze jednu celed’ a to Saccosporidae Canning et al., 1996 se dvéma rody —
Buddenbrockia a Tetracapsuloides. Tiida Myxosporea obsahuje 15 ¢eledi (napt. Myxidiidae
Thélohan, 1892, Sphaeromyxidae Lom & Noble, 1984, Myxobolidae Thélohan, 1892) z nichz
druhové nejbohatsi je pravé celed Myxobolidae (Eiras et al. 2014; Okamura et al. 2015)
(tabulka ).



Tab. I: Nomenklatura skupiny Myxozoa (pievzato z: Fiala et al. 2015b).

Kmen: Cnidaria
Nezaiazeny podkmen: Myxo0zoa
TFida: Malacosporea
Rad: Malacovalvulida
Celed’: Saccosporidae: Buddenbrockia, Tetracapsuloides
Trida: Myxosporea
Rad: Bivalvulida
Pod¥ad: Variisporina
Celed’: Sphaeromyxidae: Sphaeromyxa
Celed’: Myxidiidae: Myxidium, Zschokkella, Enteromyxum,
Sigmomyxa, Soricimyxum, Cystodiscus
Celed’: Ortholineidae: Ortholinea, Neomyxobolus,
Cardimyxobolus, Triangula, Kentmoseria
Celed’: Sinuolineidae: Sinuolinea, Myxodavisia, Myxoproteus,
Bipteria, Paramyxoproteus, Neobipteria, Schulmania, Noblea, Latyspora
Celed’: Fabesporidae: Fabespora
Celed’: Ceratomyxidae: Ceratomyxa, Meglitschia, Ellipsomyxa,
Ceratonova
Celed’: Sphaerosporidae: Sphaerospora, Wardia, Palliatus
Celed’: Myxobilatidae: Myxobilatus, Acauda, Hoferellus
Celed’: Chloromyxidae: Chloromyxum, Caudomyxum, Agarella
Celed’: Coccomyxidae: Coccomyxa, Auerbachia, Globospora
Celed’: Alatosporidae: Alatospora, Pseudoalatospora, Renispora
Celed’: Parvicapsulidae: Parvicapsula, Neoparvicapsula,
Gadimyxa
Podrad: Platysporina
Celed’: Myxobolidae: Myxobolus, Spirosuturia, Unicauda,
Dicauda, Phlogospora, Laterocaudata, Henneguya, Hennegoides,
Tetrauronema, Thelohanellus, Neothelohanellus, Neohenneguya,
Trigonosporus
Rad: Multivalvulida
Celed’: Trilosporidae: Trilospora, Unicapsula
Celed: Kudoidae: Kudoa
Celed’: Spinavaculidae: Octospina

Nejasné zafazeni u Multivalvulida: Trilosporoides



3.2. Zivotni cyklus

Rybomorky maji dixenni zivotni cyklus. Mezihostitelem je obratlovec, nejcastéji ryba,
ve které se vytvareji mnohobunécné myxospory. Néktera Myxozoa byla ale nalezena i u paryb,
obojzivelnikd, plazt, ptakd, a dokonce i u savcu (Bartholomew et al. 2008; Hartigan
etal. 2012; Székely et al. 2016; Aguiar et al. 2017; Lisnerova et al. 2020b). Definitivnim
hostitelem je bezobratly z kmene krouzkovcti nebo mechovek (napt. Wolf & Markiw 1984;
Patra et al. 2017).

Prvni rybomorka, u které se podafilo cely Zivotni cyklus popsat, byl druh Myxobolus
cerebralis Hofer, 1903 (Wolf & Markiw 1984). Ten se i v dnes$ni dobé bézné vyuziva jako
modelovy organismus pro demonstraci vyvojového cyklu myxosporei. VétSina myxosporei
s kompletné popsanym zivotnim cyklem spada do sladkovodni vétve (Fiala et al. 2015a).
Pouze u nékolika druhti z motské vétve myxosporei byl popsan cely jejich zivotni cyklus (mezi
nimi naptiklad druhy: Ceratomyxa auerbachi Kabata, 1962, Gadimyxa atlantica Keie
etal., 2007, Sigmomyxa sphaerica (Thélohan, 1895) a dva druhy z rodd Parvicapsula
Shulman, 1953 a Ellipsomyxa Keie, 2003). VSsichni tito zastupci i dalsi zastupci motského
kladu infikuji motské krouzkovce skupiny Polychaeta Grube, 1850 (Keie et al. 2004;
Koie et al. 2007; Koie et al. 2008).

Cely cyklus myxosporei zahrnuje celkem dvé faze: myxosporeovou a aktinosporeovou
(Lom 1996). Kazda faze probihd v jiném hostiteli a jejim vysledkem jsou morfologicky
odli$né spory. Myxosporeova faze za€ina infekci mezihostitele. Pomoci polovych vacku se
aktinospora ptichyti na télo mezihostitele a uvolni sporoplasmu do téla ryby. Tuto ¢ast cyklu
nazyvame presporogonicka faze. Sporoplasma dél proliferuje a vysledkem jsou sekundéarni
endogenné vzniklé bunky, kdy uvniti primarnich bun¢k vznikaji bunky sekundarni. Tyto
utvary jsou charakteristické pravé pro skupinu Myxozoa. Builkky se nésledné mnozi
a diferencuji. Vysledkem jsou mnohobunéénéd stadia, kterd migruji do tkani definitivni
infekce. V tkanich se vyviji mnohojaderné Gtvary — plasmodia. Ta mohou byt dvojiho typu,
podle mista infekce: histozoicka (infikuji tkdné, napt. ledviny a jatra) a coelozoicka (infikuji
télni dutiny, napf. organy vyluCovaci soustavy). Z plasmodii vznikaji dalSim délenim
primarnich a sekunddrnich bun¢k béhem sporogonické faze findlni myxospory
(Wolf & Markiw 1984). Myxospory opoustéji svého mezihostitele, nejcastéji s moci
mocovymi cestami. Infekéni stddia mimo télo hostitele uvoliuji poélova vlakna a napadaji
definitivniho hostitele (krouzkovce), ke kterému se pomoci vlaken pfichyti a do jehoz téla
vypoustéji infekeni stadia. V definitivnim hostiteli probihé faze aktinosporeova, ktera zahrnuje

pohlavni rozmnoZovani parazita a vyvoj skladajici se ze 3 etap: schizogonie, gametogonie a
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sporogonie. Béhem schizogonie dochazi k ptichyceni spory na télo definitivniho hostitele,
dochazi k dé€leni sporoplasmy a vysledkem jsou vicejadernd stadia. Béhem gametogonie
dochdzi k mitotickému i meiotickému d¢leni bungk, jejichz vysledkem je zygota. Z ni béhem
sporogonie vznikaji mitdézou spory, ze kterych se nasledné vyviji aktinospora. Cely cyklus se
tak uzavie, aktinospora opousti definitivniho hostitele a je ptipravena infikovat mezihostitele
(Lom & Dykova 2006). Kompletni zivotni cyklus myxosporei popisuje obrazek 3.

Pro Malacosporea je zivotni cyklus kompletné popsany u dvou druhi —
Tetracapsuloides bryosalmonae a Tetracapsuloides vermiformis Patra et al., 2017 (Feist
et al. 2001; Morris & Adams 2006; Patra et al. 2017). Ten zahrnuje mezihostitele, rybu z fadu
Salmoniformes Bleeker, 1859, Cypriniformes Bleeker, 1859 nebo Perciformes Bleeker, 1863
(Grabner & El-Matbouli 2008; BartoSova-Sojkova et al. 2014) a definitivniho hostitele,
zastupce z kmene mechovek (Bryozoa Ehrenberg, 1831) (Canning et al. 2000).

D‘

Obr. 3: Zivotni cyklus myxosporei zahrnujici rybu jako mezihostiele a krouzkovce jako
definitivniho hostitele. (A) uvolnéni polovych vlaken, uchyceni na téle hostitele; (B)
gametogonie; (C) sporogonie; (D) uvoliovani aktinospor do vody; (E) pfilnuti aktinospory
na té€lo mezihostitele, vypusténi infek¢nich stadii do téla ryby; (F) presporogonicka faze —
vznik sekundarnich bun€k uvniti primarnich; (G) sporogonicka faze (ptevzato z: Yokoyama

et al. 2012).
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3.3. Fylogenetické postaveni

Myxozoa popsal Grass¢ jako samostatny kmen v roce 1970. Objevena byla ale uz
v roce 1825 (Jurine 1825). Konkrétné slo o jednu ze dvou tiid rybomorek — Myxosporea.
Pozice myxozoi ve fylogenezi byla dlouhou dobu nejasna. Divodem byl neuvétitelné
pozménény tvar téla a jeho redukce. V 2. poloving 19. stoleti byla zafazena mezi Sporozoa
(vytrusovee) (Biitschli 1882), tedy mezi Protista. 1 pfes to, ze prvni spekulace
0 mnohobuné&&nosti myxozoi pochazi jiz z konce 19. stoleti (Stolc 1899) a v nasledujicich
letech byly tyto uvahy nékolikrat potvrzeny (napt. Emery 1909; Ikeda 1912), byly rybomorky
jesté dlouhou dobu fazeny iV odborné literatufe mezi jednobunécnné Zivocichy
(napt. Margulis & Schwartz 1998). Piedpoklady, ze rybomorky s mnohobunéénymi sporami
patii mezi zahavce, byly potvrzeny az na zédkladé fylogenetickych analyz v kombinaci
s ultrastrukturnimi poznatky (Jiménez-Guri et al. 2007).

Klasifikace rybomorek byla zaloZena na morfologickych vlastnostech spor nalezenych
v mezihostitelich. Studie ukazaly, ze taxonomie podlozena strukturou spor a fylogenetické
vztahy se lisi. Pficinou jsou nejasné hranice mezi jednotlivymi rody v ramci skupiny
(Fiala 2006; Lom & Dykova 2006) a také fakt, ze pfibuznost druhi je zalozena na ekologii
jejich vyskytu, nikoli na stavbé spory. Ptibuznost druhll je tedy zaloZena na hostitelské
a tkanové specifité a také na prostiedi jejich vyskytu — motské nebo sladkovodni (Fiala 2006).
Néktera Myxozoa jsou schopna obyvat oba typy prostfedi. Mezi nimi jsou napt. zastupci rodi
Chloromyxum Mingazzini, 1890, Myxidium Biitschli, 1882, Zschokkella Auerbach, 1910
a Sphaerospora Thélohan, 1892 (napt. Fiala & Dykova 2004; BartoSova et al. 2013;
Heiniger & Adlard 2014; Matsche et al. 2020).

Rozdé¢leni tfid Malacosporea a Myxosporea se shoduje s vysledky fylogenetickych
analyz, které byly provedeny pro gen SSU rDNA (Kent et al. 2001; Fiala 2006). Nizky pocet
znamych druhii malakosporei je ovlivnén piedevSim nedostatecnym poctem vySetfenych
hostiteltl, coz ma vliv i na soucasné piedstavy o fylogenezi této skupiny. Tato skupina zahrnuje
pouze dva nominalni rody (Tetracapsuloides a Buddenbrockia) piedstavujici oddélené
fylogenetické linie, které¢ se dal vétvi, ale fylogenetické vztahy uvnitt téchto skupin jsou
vyfesené jen ¢asteCné (Tops et al. 2005; Grabner & El-Matbouli 2010). Neni u nich patrna
zadna fylogeneticka korelace na zéklad¢ hostitelské specifity, tkanové specificity ani
morfologie (BartoSova-Sojkova et al. 2014). Rekonstrukce postupné evoluce druhé skupiny,
myxosporei, je rozdé€lila do 3 vétvi: moiskeé vétve, kterd infikuje motské krouzkovce skupiny
Polychaeta, sladkovodni vétve, jejiz definitivni hostitel je sladkovodni krouzkovec skupiny

Oligochaeta Grube, 1850 a vétve obsahujici zastupce rodu Sphaerospora (Fiala 2006;

9



Fiala & Bartosova 2010). Pocty znamych druht ve sladkovodni a moiské vétvi skupiny
Myxosporea jsou pomérné velké (Fiala & BartoSova 2010; Holzer et al. 2018) a vzhledem
k tomu, zZe fylogenetické vztahy uvniti téchto dvou skupin nekoresponduji s morfologii spor,
zastupci jednotlivych roda se ve fylogenetickych stromech neseskupuji v oddélené linie a
mnoho rodu je tak para- nebo polyfyletickych (do kladu Myxobolus spadaji na zakladé
fylogenetickych vztahu zastupci rodt Myxobolus Biitschli, 1882, Henneguya Thélohan, 1892,
Telohanellus Kudo, 1933 a dalsi) (napi. Kent et al. 2001; Liu et al. 2019). Pfibuznost druht
s odlisnou stavbou spor odhalily az fylogenetické analyzy. Jejich spolecnym znakem casto
byva hostitelska nebo tkanova specifita. Naptiklad druhy Myxidium giardi Cépede, 1906,
Chloromyxum schurovi Shulman & leshko, 2003 a Myxobilatus gasterostei Parisi, 1912 — maji
odlisnou stavbu spory, ale vSechny tyto druhy infikuji ledviny a mocovy méchyi
sladkovodnich ryb a klastruji ve sladkovodnim ledvinovém kladu (napi. Paperna et al. 1987;
Holzer et al. 2006; Atkinson & Bartholomew 2009).

U fylogenetické vétve obsahujici zastupce rodu Sphaerospora zatim neni znamy
definitivni hostitel. I tato vétev myxosporei klastruje na zdkladé ekologie — urcujici je
hostitelska specifita. Dalsi kofylogenetické analyzy také odhaluji koevoluci mezi evoluci rodu
Sphaerospora a evoluci rybich hostiteli z fadu maloostnych (Cypriniformes). To naznacuje
adaptaci parazita na svého hostitele (Patra et al. 2018). Fylogenetické vztahy skupiny

Myxozoa ukazuje obrazek 4.
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Obr. 4: ITlustrace fylogenetickych vztahti v rdmci skupiny Myxozoa a skupin blizce
piibuznych — Polypodium a Medusozoa. Jsou vyznac¢eny ¢tyfi hlavni linie myxozoi —
Oligochaete-infecting group (skupina infikujici krouzkovce skupiny Oligochaeta),
Polychaete-infecting group (skupina infikujici krouzkovce skupiny Polychateta),
Sphaerospora a Malacosporea. Barva vétvi naznacuje organovou a tkanovou specifitu
parazitii (zluta — infikujici ledviny, zelena — infikujici zluénik a modra — infikujici tkang)

(ptevzato z: Alama-Bermejo & Holzer 2021).

3.4. Diverzita

Evoluce paraziti je ze znacné €asti ovlivnéna interakci s hostiteli a jejich evoluci. Dalo
by se tedy piedpokladat, ze fylogenetické stromy myxozoi a jejich hostiteld budou
kongruentni, bude dochédzet ke kospeciacim a kolonizaci hostitelii parazity. Myxozoa jsou
parazité se slozitym zivotnim cyklem, a kromé stiidani hostitelt zahrnuje diverzifikaci
I nutnost pieziti mimo télo hostitele. Dalsim faktorem vyznamné ovliviiujicim jejich diverzitu
je tedy okolni prostiedi (Fiala et al. 2015a).

Diverzita myxozoi je stidle velmi neprozkoumand, a to jak ve slanych a sladkych
vodach, tak i na sousi (BartoSova-Sojkova et al. 2014; Hartikainen et al. 2016; Okamura

etal. 2018; Patra et al. 2018). V soucasnosti je popsano pies 2600 druhti rybomorek
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(Okamura et al. 2018) a vSichni popsani zastupci tedy vyrazné ptispivaji k diverzité zahavci
(Myxozoa tvofi témét 18 % celkové diverzity Zahavcl). ZvySovani diverzity je spojené
zejména s odhalovanim skryté diverzity pomoci sekvenovani molekularnich markeri, dale
S postupnym objevovanim zivotnich cykli v riiznych hostitelich, se zvySujicim se poctem
vysetienych hostiteli u ohrozenych a malo prozkoumanych druhti a s prozkoumavanim dosud
neprozkoumanych oblasti (Lisnerova et al. 2020a, b). Hostitelské spektrum se bude nadale
rozSifovat s piibyvajicimi znalostmi o jejich cyklu. Bohuzel, infekce rybomorkami neni
ve vétsing pripadil patrna na prvni pohled, proto jsou Casto infikovani zivocichové piehlizeni
(Okamura et al. 2015).

Pii studiu myxozoi a jejich diverzity je dulezit¢é kombinovat mikroskopické
i molekularni metody. Ve spousté ptipadi nelze Myxozoa detekovat mikroskopicky a je tedy
nutné vyuzit molekularni screening (Lisnerova et al. 2020a). Naopak ke spousté druhim
existuji morfologické zdznamy, ale nejsou k nim molekularni data pro porovnani sekvenci
(napf. Eiras et al. 2005). Pfi studiu diverzifikace se uplatituje i ekologie parazita — hostitelska
a tkanova specifita (kapitola 3.1. Morfologie a taxonomie).

Rody Myxobolus a Henneguya patii ve skupiné Myxozoa mezi druhové nejbohatsi
rody. Témét polovina celkové diverzity rybomorek je fazena praveé do téchto rodi. U rodu
Myxobolus je popsano piiblizn¢ 900 druhi (Eiras et al. 2005; Eiras et al. 2014) a u rodu
Henneguya je popsano kolem 200 druht (Eiras & Adriano 2012). Zastupci polyfyletického
rodu Myxobolus mohou infikovat ryby sladkovodni i motské (napf. Li et al. 2012; Liu
etal. 2019) a jsou schopni infikovat rizné tkané (Fiala et al. 2015a). Jejich spory jsou
tak v riiznych tkanich (Lisnerova et al. 2020a). Fylogenetické vztahy této skupiny jsou, stejné
jako je tomu i u ostatnich skupin, zalozeny na specifité rybiho hostitele (Liu et al. 2019) a misté
infekce (napf. Andree et al. 1999; Eszterbauer 2004).

Molekularni pozice byla determinovana pro pfiblizné 23 % znamych myxozoi (Holzer
et al. 2018). Celkové mnozZstvi druht jednotlivych skupin rybomorek je ddno podminkami, ve
kterych ziji, a také zivotnimi cykly a hostiteli, ve kterych se vyskytuji. U malakosporei je
biodiverzita nizkd. To miize byt zpiisobeno i malou diverzifikaci definitivnich hostiteli —
mechovek (BartoSova-Sojkova et al. 2014).

V oblasti delty Ryna, kterou se zabyva tato bakalafska prace, byla zjiSténa fada
jednobunéénych parazitd — Trichodina sp., Trypanosoma granulosum Laveran & Mesnil,
1902 a dalsi (Sures et al. 1999). Z metazoi byli nalezeni néktefi parazitiéti helminti (napf.

Acanthocephalus anguillae (Miiller, 1780)) (Sures & Streit 2001). Diverzita parazitickych
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zahavcil v této oblasti neni ale jesté dostatecné prozkoumand. Existuje jen hrstka studii, které
se zabyvaji zjiStovanim spektra myxozoi v dané oblasti. Jiz diive byly v této oblasti
detekovany druhy: Hoferellus alosae Wiinnemann et al., 2016, Kudoa camarguensis
Pampoulie et al., 1999, Myxidium giardi, Myxobolus cerebralis a Myxobolus sp. (Pampoulie
et al. 1999; Sures et al. 1999; Woo & Buchmann 2012; Wiinnemann et al. 2016). Na tzemi
Nizozemska se podatilo popsat druhy Myxidium macrocapsulatum Schuurmans & Stekhoven,
1920 a Myxidium rhomboideum Schuurmans & Stekhoven, 1920 (Eiras et al. 2011).

Ryby, které byly v této bakalarské praci studovany z divodu vyskytu parazitt, jsou
bézné myxozoimi hostiteli a vyskytuje se u nich $iroké spektrum rodd (i druhi) rybomorek,
napi. sladkovodni Myxosporea rodi Henneguya, Chloromyxum, Myxidium, Myxobolus,
Sphaerospora (Jaczé 1940; Eiras 2002; Eiras et al. 2005; Fiala 2006; Patra et al. 2018;
Lisnerova et al. 2020a); sladkovodni Malacosporea rodt Buddenbrockia, Tetracapsuloides
(BartoSova-Sojkova et al. 2014) ¢i dokonce motisky rod Kudoa Meglitsch, 1947 (Shpilev
et al. 2005; Whipps & Kent 2006).

3.5. Hospodarsky a ekonomicky vyznam

Myxozoa, stejné jako jini parazité, maji patogenni vliv na svého hostitele — rybu.
Nékteré druhy myxozoi maji velky veterinarni, hospodaisky i ekonomicky vyznam. Zpiisobuji
zavazna onemocnéni ryb a velké ztraty v rybich chovech. Mezi nejvyznamnéjsi parazity patii
napiiklad Myxobolus cerebralis. Ten zptsobuje zavazné onemocnéni (tzv. vrtohlavost)
lososovitych ryb, které se projevuje mimo jiné i deformaci téla, z€ernalym ocasem nebo tim,
ze se nakazend ryba pohybuje v kruzich (Hedrick et al. 1998). DalSim zastupcem parazitujicim
na lososovitych rybach je Kudoa thyrsites (Gilchrist, 1924), ktera po smrti hostitele zapficinuje
rozklad masa a tim zpusobuje vyznamné ekonomické skody (Kent & Poppe 1999). Mezi
jednoho z nejvice patogennich zastupci patii Ceratonova shasta (Noble, 1950)
(syn. Ceratomyxa shasta), ktera také parazituje na lososovitych rybach. Néakaza se projevuje
letargii, ztratou hmotnosti nebo puchyiky na ledvinach ryby (Bartholomew et al. 1989).
Ekonomicky vyznamnou rybomorkou ze tfidy Malacosporea je Tetracapsuloides
bryosalmonae. Tento druh zptisobuje onemocnéni zvané PKD (proliferative kidney disease),
infikuje tedy prevdzné ledviny, které se s pfitomnosti parazita zvétSuji. Dal§im patogennim

projevem je napiiklad celkova bledost ryby (Sterud et al. 2007; Wahli et al. 2007).
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4. Cile prace

Cilem mé bakalaiské prace bylo:

1) vypracovat resersi na dané téma,

2) detekovat druhovou diverzitu skupiny Myxozoa (Myxosporea a Malacosporea)
v ziskanych rybach v ptehradnich nadrzich na soutoku fek Ryna a Mazy,

3) jejich morfologickd a molekularni charakterizace (ziskat sekvence pro gen SSU
rDNA),

4) z nasbiranych dat vytvofit fylogenetickou analyzu a vyhodnotit piibuzenské vztahy
v ramci skupiny Myxozoa,

5) zjistit prevalenci jednotlivych druhd paraziti a vyskyt myxozoi v odebranych

tkanich/organech a na jednotlivych lokalitach.

V ramci této bakalarské prace jsem piedpokladala, Ze: 1) diverzita parazitickych
rybomorek je v oblasti Ryna (v severozapadni Evrop¢) bohatsi, nez bylo ukazano v diivéjsich
studiich; ii) nejbéznéjsim rodem v této oblasti je rod Myxobolus; iii) nejéastéj$im rybim
hostitelem je plotice obecna (Rutilus rutilus (Linnaeus, 1758)); iv) vyskyt myxozoi je na v§ech

ttech vySetfovanych lokalitach stejny.

Zjistovani biodiverzity i v malych oblastech miize pomoci nejen odhalovat nové,
skryté druhy, ale také pomoci pfi monitoringu téchto parazitl a jejich Sifeni spolu s invaznimi
druhy ryb. Roz$ifeni poznatkii o druhové biodiverzit¢ mize pomoci pii feSeni dulezitych
otazek nejen v biologii a ekologii této skupiny, ale po zafazeni druhti do fylogeneze také

v problematice evoluce myxozoi a parazitismu.
Tato bakalaiska prace je soucasti SirSiho projektu Laboratofe rybi protistologie na

Parazitologickém tstavu BC AV CR a byla podpofena Studentskou grantovou agenturou
a Grantovou agenturou Ceské republiky (&. 19-28399X).
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5. Metodika

5.1. Material

Celkem bylo vysetieno 112 ryb (tabulka I1), které byly dodany ve zmrazeném stavu
kolegy z HBU BC AV CR. Ze viech ryb byly odebrany tkdné — zabry, ledviny, svalovina
a pokud to bylo mozné, tak i zlu¢nik (v jednom piipadé mocovy méchyt). Celkem tedy bylo
odebrano a vySetfeno 329 vzorkd. VSechny ryby pochazely z oblasti Narodniho parku
Biesbosch (jihovychodni ¢ast Nizozemska). Tam jsou, na soutoku fek Ryna a Mazy,
tii vzajemné propojené, uméle vytvofené vodni nadrze — De Gijster, Honderd en Dertig
a Petrusplaat (obrazek 5). Tyto vodni nadrze vznikly v sedmdesatych letech minulého stoleti

jako zasobarna pitné a uzitkové vody (Oskam 1982).

Tab. II: Vysetiované ryby a jejich pocty z jednotlivych oblasti. P — pocet vysetfenych ryb.

De Gijster P Honderd en Dertig Petrusplaat P
Anguilla anguilla 1 Aspius aspius Gasterosteus aculeatus
(Linnaeus, 1758) (Linnaeus, 1758) Linnaeus, 1758
Aspius aspius 5 Cobitis taenia 2 Leuciscus idus 1
(Linnaeus, 1758) Linnaeus, 1758 (Linnaeus, 1758)

Esox lucius 1 Coregonus oxyrhynchus 2 Neogobius melanostomus 5
Linnaeus, 1758 (Linnaeus, 1758) (Pallas, 1814)
Gymnocephalus cernuus 5 Gymnocephalus cernuus 5 Perca fluviatilis 5
(Linnaeus, 1758) (Linnaeus, 1758) Linnaeus, 1758
Leuciscus idus 1 Neogobius fluviatilis 5 Proterorhinus marmoratus 5
(Linnaeus, 1758) (Pallas, 1814) (Pallas, 1814)
Neogobius fluviatilis 1 Neogobius melanostomus 5 Rutilus rutilus 4
(Pallas, 1814) (Pallas, 1814) (Linnaeus, 1758)
Neogobius melanostomus 5 Perca fluviatilis 5 Sander lucioperca 5
(Pallas, 1814) Linnaeus, 1758 (Linnaeus, 1758)
Osmerus eperlanus 5 Ponticola kessleri 2
(Linnaeus, 1758) (Giinther, 1861)
Perca fluviatilis 5 Proterorhinus marmoratus 5
Linnaeus, 1758 (Pallas, 1814)
Ponticola kessleri 5 Rutilus rutilus 6
(Giinther, 1861) (Linnaeus, 1758)
Proterorhinus marmoratus 5 Sander lucioperca 4
(Pallas, 1814) (Linnaeus, 1758)
Rutilus rutilus 4
(Linnaeus, 1758)
37 45 30
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Obr. 5: Vodni nadrze v Narodnim parku Biesbosch (ptevzato z: Verstijnen et al. 2019).

5.2. Mikroskopicka analyza

Na zéaklad¢ ptedchozich studii (napt. BartoSova et al. 2013; Patra et al. 2018; Liu
et al. 2019; Lisnerova et al. 2020a) byly vybrany rybomorkami nejéastéji infikované tkané
a odebrany (Zabry, ledviny, svalovina, pfipadné zlucnik a mocovy méchyt). VSechny vzorky
byly mikroskopicky vysetieny pomoci svételného mikroskopu Olympus BX51 (Tokyo,
Japonsko). Pozitivni vzorky (fotografie spor a plasmodii) byly vyfotografovany pii zvétSeni
400x nebo 1000x za pouziti digitalniho fotoaparatu Olympus DP70 (Tokyo, Japonsko)
umisténém na mikroskopu Olympus BX51 (Tokyo, Japonsko). Méfeni (v pm) bylo provadéno
dle publikace Loma a Arthura (1989) v programu Image] (verze 1.53e) (Rasband,
http://imagej.nih.gov/ij). Hodnoty byly ziskany z 2—18 spor a 5 plasmodii a jsou znazornény
jako primér + smérodatna odchylka (SD), minimélni/maximalni rozsah v zavorce.

Z mikroskopicky pozitivnich vzorki byly pfipraveny histologické preparaty. Ty byly
fixovany ve fixazi podle Davidsona a dale uchovavany v jeho zasobnim roztoku. Material byl
zpracovan klasickou parafinovou metodou v Laboratofi rybi protistologie na Parazitologickém

tistavu BC AV CR.
5.3. Molekularni analyza

Vsech 329 ziskanych vzorkl bylo podrobeno molekularni analyze.
5.3.1. lzolace DNA
DNA byla izolovana pomoci fenol-chloroformové metody. Kousek tkané byl vloZzen
do 400 pl Buffer TNES urea (pH = 8; 10mM Tris-HCIl, 125mM NaCl, 10mM
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ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 0,5% sodium dodecyl sulphate (SDS), 4M urea). Do
kazdého vzorku byly pfidany 4 ul proteinazy K (100 pg/ml; Serva, Némecko) a tato smés byla
inkubovéna pti 55 °C ptes noc. Nasledné bylo pfidano 400 pl fenolu. Smésny roztok se michal
otacenim zkumavek po dobu 2 minut a nésledné¢ byl centrifugovan (9000 g) po dalSich
10 minut. Doslo k odd¢leni dvou fazi a jedné interfaze. Nejsvrchnéjsi faze obsahujici DNA
(ptiblizn€ 300 ul) byla oddé€lena do novych zkumavek a bylo dodano 400 pl chloroformu.
V dalsim kroku byly vzorky opét otaCenim 2 minut michdny a nasledné¢ 10 minut
centrifugovany (9000 g). Opét se vytvorily dve faze a jedna interfaze. Vrchni vrstva obsahujici
DNA (pfiblizné 300 pl) byla pfepipetovana do novych zkumavek. Nasledné byl ptfidan do
kazdé zkumavky 1 ml vychlazeného 92% ethanolu (—20 °C). A nasledné probéhla dalsi
centrifugace pfi 14 000 g po dobu 10 minut. Na spodu zkumavky vznikl pelet obsahujici DNA.
Ethanol byl ze zkumavek odstranén vylitim, nasledovalo proplachnuti ethanolem, kdy byl do
kazdé zkumavky pfidam 1 ml vychlazeného 70% ethanolu (=20 °C). Vzorky byly
centrifugovany 10 min pii 14 000 g. Zbyly ethanol byl vylit a zkumavky s peletem nésledné
vysuseny v termobloku pii 55 °C nebo pies noc pii pokojové teploté. DNA byla
rozsuspendovana ve 200 pl destilované vody.

53.2. PCR

Polymerazova tetézova reakce je bézné pouzivana metoda v molekuldrni biologii,
které slouzi k amplifikaci ptislusného genu (Alberts et al. 2013). V mém piipad¢ byla pouzita
nested PCR. V prvnim kroku je pouZita sada vn&jSich primeru, jejichZ vysledek je pouzit jako
templat v druhém kroku. Vysledny amplifikovany tsek je dale zpracovavan jako klasickd PCR
(Carr et al. 2010).

Po provedeni optimalizace PCR byla pro vSechny provedené PCR pouzita TitTaq
polymeraza (Takara Bio Europe/Clontech, Francie) pro Myxosporea a TagPurple polymeraza
(Top-Bio, Ceska republika) pro Malacosporea. Spolu s nimi byly do reakéni smési ptidany
dalsi chemikalie: pufr (TitTaq pufr: Takara Bio Europe/Clontech, Francie; TagPurple pufr:
Top-Bio, Ceska republika), dNTp (Promega, USA), primery a destilovana voda. Jako primery
byly pouzity pro 1. run 18e a 18g. Pro 2. run MyxGP2F a ActIR pro Myxosporea a MalaF

a MalaR pro Malacosporea. Sekvence jednotlivych primert a cilové geny ukazuje tabulka III.
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Tab. III: Sekvence pouzitych primert.

Primer Cilovy gen Sekvence (5' — 3') Citace
18e SSU rDNA TGGTTGATCCTGCCAGT Hillis & Dixon 1991
18g SSUDNA | GGTAGTAGCGACGGGCGGTGTG | Hillis & Dixon 1991
MyxGP2F | SSU rDNA TGGATAACCGTGGGAAA Kent et al. 1998
ActlR SSU rDNA AATTTCACCTCTCGCTGCCA Hallet & Diamant 2001
MalaF SSU rDNA AAACGARTAAGGTCCAGGTC Grabner & El-Matbouli 2010
MalaR SSU rDNA CACCAGTGTAKCCCGCGT Grabner & El-Matbouli 2010

Primery byly pouzity ve vysledné koncentraci 25 pmol/ul. Pfesné mnozstvi

jednotlivych slozek reakéni smési pro Myxosporea a Malacosporea znazoriuje tabulka I'V.

Tab. 1V: Komponenty reakéni smési pro Myxosporea a Malacosporea a jejich mnozstvi.

Myxosporea Malacosporea
Komponenta Objem (ul) Komponenta Objem (ul)
TitTaq polymeraza 0,05 TagPurple polymeraza 0,40
Pufr 1,00 Pufr 1,00
dNTp 0,20 dNTp 0,20
primer F 0,20 primer F 0,20
primer R 0,20 primer R 0,20
voda 7,35 voda 7,00
DNA/PCR produkt 1,00 DNAJ/PCR produkt 1,00
Celkovy objem reakce 10,00 Celkovy objem reakce 10,00

Jednotlivé kroky PCR (teploty a ¢as v cycleru) zobrazuje tabulka V.

Tab. V: Cyklus polymerazové fetézové reakce pro Myxosporea a Malacosporea. Pro

Myxosporea byl cyklus opakovan 35x (1. run a 2. run), pro Malacosporea byl cyklus opakovan
35x (1. run) a 40x (2. run).

Myxosporea Malacosporea

Kroky PCR 1. run 2. run 1. run 2. run
Pocateéni denaturace 95 °C/3 min 95 °C /3 min 95 °C /3 min 95 °C /3 min
Denaturace 95°C/ 1 min 94°C/50s 95°C/ 1 min 94 °C/ 1 min
Nasedani primerti 62 °C/ 1 min 58°C/50s 62 °C/ 1 min 64°C/30s
Extenze / elongace 68°C/2min |72°C/1min30s 72 °C/2 min 72°C/30s
Finalni elongace 68 °C /5 min 72 °C/5 min 72 °C/5 min 72 °C/ 5 min
Chlazeni 12°C/ o 12°C /0 12°C/ 12°C/
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5.3.3. Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza je separacni metoda makromolekul (DNA, RNA a proteind),
ktera vyuziva jejich zaporného naboje. V elektrickém poli se tak, v mém piipadé DNA,
pohybuje ke kladné elektrodé (Alberts et al. 2013).

K samotné analyze amplifikovanych PCR produkti byl pouzit 1% agarézovy gel. Ten
byl pfipraven za pomoci agarézy a TAE pufru. Obé slozky byly smichany, aby vysledny
produkt byl o koncentraci pravé 1 %. Vznikld smés byla zahfivana v mikrovlnné troubé
po dobu 1-2 minut, aby se agar6za kompletné rozpustila. Smés byla nasledné ochlazena pod
tekouci vodou a do ochlazené¢ smési byl piidan Ethidium bromide (1 pul na 20 pl gelu;
Top-Bio, Ceska republika). Hotova smés byla nalita do pfipravenych elektroforetickych
vanicek a gel se nechal ztuhnout cca 20 minut. Do pfipravenych jamek bylo po utuhnuti gelu
napipetovano 10 pl PCR produktii. DNA byla délena pi#i 100 V po dobu 25-30 minut. PCR
produkty byly zkontrolovany pomoci pfistroje s UV spektrem. Délka vyslednych fragmentt
byla odhadnuta pomoci zebticku (2-log ladder; Promega, USA).

5.3.4. Extrakce PCR produktii z gelu

Pozitivni vzorky o délce cca 900 bp byly z gelu vyfezany precistény za pomoci kitu

Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid Biotech Ltd., USA). Oproti protokolu

od vyrobce byl vysledny produkt rozpustén v destilované vodg.
5.3.5. Sekvenace

Amplifikované fragmenty DNA ziskané z gelu pomoci extrakéniho kitu byly
sekvenovany pifimo firmou SeqMe s.r.o (Dobii§, Ceska republika) pomoci Sangerova
sekvenovani. Amplikony byly sekvenovany se stejnymi forward a reverse primery, které byly
pouzity pii samotné PCR.

5.3.6. Fylogenetické analyzy

Pro sestaveni fylogenetickych stromil byly nejprve vytvoreny dva datasety sekvenci:
prvni zahrnujici vybrané zastupce vSech klada sladkovodnich linie myxosporei (75 sekvenci),
druhy zaméfujici se na druhy z velmi poc¢etného kladu Myxobolus (86 sekvenci). Datasety Se
skladaly z mnou ziskanych sekvenci a sekvenci pochazejici z databaze GenBank. Pti tvorbé
datasetu bylo vzdy vybrano jen n¢kolik zastupnych sekvenci z kazdého kladu (pro Myxobolus
clade dle Liu et al. (2019)). Tento postup byl pouzit z divodu piehlednosti vystupt. Tyto dva
datasety byly alignovany pomoci metody E-INS-i v programu MAFFT verze v6.864b (Katoh
et al. 2002) implementovany v programu Geneious prime 2019.0.4 a manualné upraveny
(odstranéni inzerti a nehomolognich usekll) do vyslednych alignmentt (délka po Upravée
1594 bp pro Myxosporea, respektive 830 bp pro rod Myxobolus). Vysledny alignment pro rod
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Myxobolus je kratsi z divodu pouziti vétsiho mnozstvi sekvenci po kratsi ¢asteénou sekvenci
pro dany gen. Fylogenetické analyzy byly provedeny pomoci dvou metod: i) maximum
likelihood (ML), ii) Bayesovskou metodou, Bayesovskou inferenci (BI). ML stromecky byly
sestaveny v programu RAXML v7.0.3 (Stamatakis 2006), ktery byl implementovan do
programu Geneious prime 2019.0.4 s GTR+ I' modelem evoluce vybranym pomoci
jModelTest2 (Posada 2008). Bootstrap podpory byly pocitany z 1000 replikati. BI byla
provedena v programu MrBayes v3.0 (Ronquist & Huelsenbeck 2003) s GTR modelem
evoluce ve Ctyfech paralelnich fetézcich Markov Chain Monte Carlo (MCMC) s kazdym
ulozenym 100. stromem (program taktéz implementovan v Geneious prime 2019.0.4). Stromy
byly vizualizovany v programu FigTree verze v1.4.4 (Rambaut 2009) a graficky upraveny
v programu Inkscape verze 1.0.2 (Harrington 2004-2005).

Déle byl vytvoren dataset obSahujici pouze mnou ziskané sekvence (10 sekvenci;
finalni délka alignmentu 841 bp). Fylogeneticka analyza byla provedena pomoci metody ML
stejn€ jako v prvnich dvou ptipadech, jak je popsano vyse. Tento jednoduchy strom byl pouzit
pro manualni namapovani fylogeneze na geografii oblasti odkud dané vzorky pochazi,
respektive pro vytvoreni piedstav o prevalenci.

5.3.7. Vypocet prevalence a vyskytu myxozoi

Prevalence, neboli vyskyt daného parazita v daném rybim hostiteli, byla pocitana jako
podil PCR pozitivnich jedinct a vSech jedinct daného hostitelského druhu, ptipadné celkova
prevalence pro dany druh parazita jako podil PCR pozitivnich hostiteli a vSech hostitelskych
jedinct, ve kterych byl dany parazit detekovan.

Vyskyt myxozoi v jednotlivych tkanich/organech byl pocitan jako podil PCR
pozitivnich vzorki a v§ech vzorkl dané tkané. Vyskyt myxozoi na jednotlivych lokalitach byl
pocitan jako podil PCR pozitivnich jedincl a vSech hostitelskych jedincl z dané lokality.
Celkovy vyskyt myxozoi pro vSechny tii lokality byl spocitan jako podil PCR pozitivnich

jedinct a vSech vysetfenych hostitelt.
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6. Vysledky

6.1. Mikroskopicka analyza

Byla provedena parazitologicka pitva 112 ryb ze tfi ptehradnich nadrzi v delté feky

Ryna (kapitola 5.1. Material, tabulka Il). Mikroskopicky se podafilo parazity prokazat

u 15 vzorki z 9 ryb. Na zaklad¢ tvaru spor a znakl dalSich vyvojovych stadii byla nalezena

Myxozoa piifazena k rodim Myxobolus a Myxidium. Mikroskopicky nalezené rybomorky,

jejich hostitele a hostitelské tkané shrnuje tabulka V1.

Tab. VI: Mikroskopicky nalezend Myxozoa a jejich hostitelé z vodnich nadrzi De Gijster a

Honderd en Dertig.

De Gijster Honderd en Dertig
Druh ryby Tkan Druh rybomorky Druh ryby Tkan Druh rybomorky
Esox lucius moc¢ovy m. | Myxidium lieberkuehni | Aspius aspius/4 zabry | Myxobolus sp. 7
Leuciscus idus/1 zabry Myxobolus sp. 1 Aspius aspius/4 ledviny | Myxobolus sp. 8
Rutilus rutilus/1 zabry Myxobolus sp. 2 Rutilus rutilus/3 ledviny | Myxobolus sp. 9
Rutilus rutilus/1 svalovina | Myxobolus sp. 3 Rutilus rutilus/4 zabry | Myxobolus sp. 10
Rutilus rutilus/2 svalovina | Myxobolus sp. 4 Rutilus rutilus/4 ledviny | Myxobolus sp. 11
Rutilus rutilus/4 zabry Myxobolus sp. 5 Rutilus rutilus/4 | svalovina | Myxobolus sp. 12
Rutilus rutilus/4 ledviny | Myxobolus sp. 6 Rutilus rutilus/8 zabry | Myxobolus sp. 13
Rutilus rutilus/8 ledviny | Myxobolus sp. 14

Pfiprava histologickych preparati ze zmrazeného materialu se ukazala jako velmi

nekvalitni (obrazek 6 (A)), i piesto se ale podatilo odhalit plasmodia Myxobolus sp. na Zabrach

plotice obecné (obrazek 6 (B), (C)).

c’

Obr. 6: Histologické vySetteni svaloviny a zaber. (A) ukazka poni¢eni tkan¢ svaloviny

vlivem zamraZeni ryby; (B) a (C) ukazka plasmodii Myxobolus sp. na zabrach plotice

obecné, pouzité métitko 100 um.
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6.2. Molekularni analyza

Dle hostitelského spektra a oekavanych rodii a druhli paraziti byly vybrany dvé
kombinace primert. Jedna z kombinaci amplifikuje vybrany isek SSU rDNA u myxosporet,
obecn¢; druha kombinace amplifikuje SSU rDNA u malakosporei. Tyto dvé kombinace byly
zkouseny u mikroskopicky pozitivnich i1 negativnich (vybér) vzorka; pro zajiSténi co
nejlepsich vysledkl byly taktéz testovany riizné druhy polymeraz (TitTaq polymeréaza (Takara
Bio Europe/Clontech, Francie), TagPurple polymeraza (Top-Bio, Ceska republika) a Blue Hot

Star polymeraza (Bioneer, Jizni Korea). Gely s optimalizaci ukazuje obrazek 7.

Obr. 7: Testovani vhodné polymerazy pro skupinu Myxosporea: Agardzovy gel za pouziti
TagPurple polymerazy (nahoie) a TitTaq polymerazy (dole). Vysledné produkty maji délku
cca 900 bp. PK — pozitivni kontrola; NK — negativni kontroly.

Jako nejoptimalnéjsi varianta byla zvolena TaqPurple polymeraza pro Malacosporea a
TitTaqg polymeraza pro Myxosporea (obrazek 7).

Pomoci polymerazové fetézcové reakce se podatilo detekovat pozitivitu 37 vzorkl z
celkovych 329. Na obrazku 7 (dole) je ukazka gelu s pozitivnimi vzorky a amplifikovanym
usekem o délce cca 900 bp. Na zaklad€ genu SSU rDNA a naslednou analyzou pomoci metod

ML a BI byla zjisténa piitomnost sedmi druhii a jednoho komplexu druhti. Ctyti druhy byly
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popsany jiz diive: Myxidium lieberkuehni Biitschli, 1882 ze Stiky obecné (Esox lucius),
Myxobolus portucalensis Saraiva & Molnar, 1990 ze sekavce pise¢ného (Cobitis taenia)
(ptivodné popsano z uhote fi¢niho (Anguilla anguilla)), Myxobolus fundamentalis Molnar
etal., 2010 z plotice obecné (Rutilus rutilus) pozorovan v mikroskopické analyze jako
Myxobolus sp. 2 a Myxobolus sp. 10 a Paramyxidium branchialis Freeman & Kristmundsson,
2018 z uhote fiéniho (Anguilla anguilla). Dale byla potvrzena piitomnost komplexu
Myxobolus pseudodispar z hostitele plotice obecné (Rutilus rutilus). V mém piipadé do tohoto
komplexu spadaji tfi mnou osekvenované druhy (dva z nich pozorovany v mikroskopické
analyze jako Myxobolus sp. 3, Myxobolus sp. 5, Myxobolus sp. 6, Myxobolus sp. 11
a Myxobolus sp. 12). Myxobolus pseudodispar s ozna¢enim 1 je sekvenéné totozny s diive
ziskanou sekvenci AF380145, stejné tak Myxobolus pseudodispar s oznacenim 3 a sekvence
EF466088; respektive Myxobolus pseudodispar s oznacenim 2 a sekvence KU340991.

Béhem studie byly objeveny tfi sekvencné nové druhy. Dva z nich se na zakladé
morfologie spor nebo molekularni analyzy podatilo pfitadit k rodu Myxobolus. Pro jeden
Z nich (s ozna¢enim Myxobolus sp. 2), ktery byl v mikroskopické analyze pozorovan jako
Myxobolus sp. 1, Myxobolus sp. 7, Myxobolus sp. 8 a Myxobolus sp. 13, existuje morfologicky
zaznam a byla provedena morfometricka analyza spor z mezihostitele. Ke druhému zéstupci
(s oznacenim Myxobolus sp. 1) neexistuji zadné morfologické zaznamy. K poslednimu
nalezenému druhu se nepodafilo ziskat zadné fotografie, na zaklad¢ fylogenetickych analyz se
ho podatilo zatadit do zluénikového kladu (Bile clade), ale nelze jej jasné pritadit k rodu
(u myxozoi jsou poly- a parafyletické rody velmi Casté a klasifikace neodpovida fylogenezi
skupin).

Obé¢ provedené analyzy (ML a BI) vedou pouze k jinym podporam jednotlivych vétvi,
ale topologické vztahy relevantni pro mou studii se v ramci skupiny Myxosporea neméni.
Vsechny ziskané sekvence klastruji s vysokou podporou ve sladkovodni vétvi skupiny
Myxosporea. Druh Myxidium lieberkuehni spada do vétve infikujici mocovy méchyt (Urinary
clade), Paramyxidium branchialis do vétve sekvenci znamych pievazné z krouzkovci
a environmentu (Environmental/Actinosporean clade). Nejvétsi druhové zastoupeni bylo
nalezeno v myxoboli skupiné (7 druht) (Myxobolus clade), z nichZ tii spadaji do komplexu
druhti Myxobolus pseudodispar. Jedna ze sekvenci klastruje v myxosporeové vétvi infikujici
zlucnik (Bile clade). Fylogenetické vztahy v rdmci skupiny Myxosporea popisuje obrazek 8.
Detailngjsi fylogeneticka analyza byla provedena pro rod Myxobolus (obrazek 9).
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Obr. 8: Fylogenetické vztahy v ramci skupiny Myxosporea zalozené na SSU rDNA. Podpory
jednotlivych vétvi jsou oznaceny jako ML/BI. Hodnoty ML < 50 a BI < 0.5 jsou oznaceny
symbolem “-”; barevné kolecko oznacuje lokalitu; barevna rybicka oznacuje druh ryby
(barvy vyznaceny v legend¢); tkan je oznaCena pismeny: G — Zabry, GB — Zlu¢nik, UB —
mocovy méchytf. Mnou ziskané sekvence jsou vyznaceny fialovym pismem. Jako outgroup

byla zvolena skupina myxosporei infikujici moiské krouzkovce skupiny Polychaeta. Kody

sekvenci z GenBank jsou uvedeny za nazvem u kazdého taxonu.
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Obr. 9: Fylogenetické vztahy v ramci rodu Myxobolus zalozené na SSU rDNA. Podpory

jednotlivych vétvi jsou oznaceny jako ML/BI. Hodnoty ML < 50 a BI < 0.5 jsou oznaceny

@ 99,

symbolem “-”; barevné koleCko oznacuje lokalitu; barevna rybicka oznacuje druh ryby

(barvy vyznaceny v legend¢); tkan je oznacena pismeny: G — zabry, K — ledviny, M —

svalovina. Mnou ziskané sekvence jsou vyznaceny fialovym pismem. Jako outgroup byl

zvolen druh Hoferellus carassii. Kody sekvenci z GenBank jsou uvedeny za ndzvem

U kazdého taxonu.
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6.3. Fylogeneze a geografie

Z namapovani fylogenetickych vztahti na geografickou mapu oblasti, odkud dané
vzorky pochazeji (jednoducha fylogeografie), nevyplyvaji zadné jasné trendy a zavéry. Na
obou pozitivne testovanych lokalitich (Honderd en Dertig a De Gijster; oznaceni 2 a 3) bylo
nalezeno po péti druzich myxozoi a jeden komplex druhti; velka cast vyskytu druht rodu
Myxobolus se piekryva. Vyskyt druhlt z komplexu Myxobolus pseudodispar se lisi. Na lokalité
2 se podaftilo detekovat pouze zastupce s oznacenim Myxobolus pseudodispar 1, na lokalité 3
zastupce s oznac¢enim Myxobolus pseudodispar 2 a Myxobolus pseudodispar 3. Na lokalité 1

(Petrusplaat) se nepodatilo detekovat zadné parazity (obrazek 10).

Myxobolus sp. 2 - )
Myxobolus fundamentalis ~
Myxobolus pseudodispar 1\

Myxobolus pseudodispar 2

i,

Myxobolus pseudodispar 3
L Myxobolus portucalensis = LM
L ——

e

Myxobolus sp. 1.

Paramyxidium branchialis —

L— Myxidium lieberkuehni

Myxosporea sp.

Obr. 10: Fylogenetické vztahy nalezenych paraziti manualné namapované na geografickou

mapu oblasti ptivodu hostiteld (pfevzato z: Verstijnen et al. 2019, upraveno).

6.4. Charakterizace nalezenych druht tfidy Myxosporea

Na zéklad¢ ziskanych molekularnich a morfologickych dat je mozno charakterizovat
druhy popsané/determinované nize. Jeden z druhl je oznafen pouze jako Myxosporea sp.
a nelze jakkoliv charakterizovat, v tomto vy¢tu chybi (nepovedlo se jej zachytit morfologicky

a molekularni analyza pomohla k zatazeni do fylogenetické skupiny, ale ne rodu).

Kmen (phylum): Cnidaria Hatschek, 1888

Podkmen (subphylum): Myxozoa Grassé¢, 1970

Trida (class): Myxosporea Biitschli, 1881

Rad (order): Bivalvulida Shulman, 1959

Celed’ (family): Myxidiidae Thélohan, 1892

Rod (genus): Myxidium Biitschli, 1882

Druh (species): Myxidium lieberkuehni Biitschli, 1882
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Hostitel: stika obecna (Esox lucius Linnaeus, 1758)
Organ/tkan: moc¢ovy méchyt
Prevalence: 100 % (1/1)
Lokalita: Nizozemsko; NP Biesbosch (51°44" N; 4°46" E); lokalita 3 (51°68" N; 4°80" E)
Charakterizace molekularnich dat: Caste¢na sekvence SSU rDNA o délce 1099 bp.
Morfologicky popis plasmodii a spor (obrazek 11): Plasmodium nepravidelného tvaru; spory
nepozorovany.

e délka plasmodia: 103,3 + 20,6 um (75,0-122,8 um); (n = 5; 1 jedinec)
e itka plasmodia: 68,2 + 22,3 um (44,2-102,9 um); (n = 5; 1 jedinec)

Obr. 11: Plasmodia druhu Myxidium lieberkuehni, pouzité métitko 50 um.

Poznamky: Kvalita zdokumentovanych plasmodii je ovlivnéna povahou dostupného
materialu (zamrazené ryby). Na zakladé morfologie plasmodia, hostitelského druhu, tkané a
SSU rDNA dat byl tento druh piitazen k druhu Myxidium lieberkuehni.

Kmen (phylum): Cnidaria Hatschek, 1888

Podkmen (subphylum): Myxozoa Grassé, 1970

Trida (class): Myxosporea Biitschli, 1881

Rad (order): Bivalvulida Shulman, 1959

Celed’ (family): Myxobolidae Thélohan, 1892

Rod (genus): Myxobolus Biitschli, 1882

Druh (species)/oznaceni: Myxobolus sp. 1

Hostitel: okoun fi¢ni (Perca fluviatilis Linnaeus, 1758), plotice obecna (Rutilus rutilus
(Linnaeus, 1758))

Organ/tkan: zabry, ledviny

Prevalence: 17 % (5/29); okoun ti¢ni 20 % (3/15), plotice obecna 14 % (2/14)
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Lokalita: Nizozemsko; NP Biesbosch (51°44"” N; 4°46" E); lokalita 2 a 3 (51°73" N; 4°77" E
a 51°68" N; 4°80" E)

Charakterizace molekularnich dat: Céste¢na sekvence SSU rDNA o délce 859 bp.
Morfologicky popis plasmodii a spor: Morfologicky popis neni k dispozici, tento druh se

podafilo zjistit pouze molekularni analyzou.

Poznamky: Jedna se o druh, ktery je molekularn¢ unikatni a nebyla nalezena shoda
(obrazek 9) (nejpodobnéjsi druh dle fylogenetickych analyz: Myxobolus bizerti AY129318;
shoda: 70,5 %). Bez morfologickych dat nelze urcit, zda by se mohlo jednat o druh popsany
diive. Dle dostupné literatury byly z téchto hostitelli popsany tyto druhy (a neexistuji pro né
porovnatelna molekularni data): M. guyenoti Naville, 1928 (hostitel okoun Fi¢ni),
M. chernovae (Chernova, 1970), M. marginatus Kulemina, 1969 (v obou pifipadech hostitel
plotice obecnd). Dle fylogenetického postaveni by se taktéz mohlo jednat o zastupce rodu
Henneguya. Z téchto hostiteltt byly popsany tyto druhy bez molekularnich dat: H. similis
Zandt, 1924 a H. texta (Cohn, 1895) Labbé, 1899 (hostitel v obou pfipadech okoun fi¢ni)
(Eiras 2002; Eiras et al. 2005) (detaily morfologie a ekologie v tabulce VII).

Kmen (phylum): Cnidaria Hatschek, 1888

Podkmen (subphylum): Myxozoa Grassé¢, 1970

Trida (class): Myxosporea Biitschli, 1881

Rad (order): Bivalvulida Shulman, 1959

Celed’ (family): Myxobolidae Thélohan, 1892

Rod (genus): Myxobolus Biitschli, 1882

Druh (species)/oznac¢eni: Myxobolus sp. 2

Hostitel: bolen dravy (Aspius aspius (Linnaeus, 1758)), candat obecny (Sander lucioperca
(Linnaeus, 1758)), hlavacka mramorovana (Proterorhinus marmoratus (Pallas, 1814)), jelec
jesen (Leuciscus idus (Linnaeus, 1758)), jezdik obecny (Gymnocephalus cernuus (Linnaeus,
1758)), plotice obecna (Rutilus rutilus (Linnaeus, 1758))

Organ/tkan: Zabry, ledviny, svalovina

Prevalence: 13 % (7/53); bolen dravy 33 % (2/6), candat obecny 11 % (1/9), hlavacka
mramorovana 8 % (1/12), jelec jesen 50 % (1/2), jezdik obecny 10 % (1/10), plotice obecna
7 % (1/14)

Lokalita: Nizozemsko; NP Biesbosch (51°44" N; 4°46" E); lokalita 2 a 3 (51°73" N; 4°77" E
a 51°68" N; 4°80" E)

Charakterizace molekularnich dat: Céstena sekvence SSU rDNA o délce 845 bp.
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Morfologicky popis plasmodii a spor (obrazek 12): Spory ovalného tvaru; stejné velké polové
vacky se 4-5 polovymi zavity (n=4); plasmodia nepozorovéna.

e délka spor: 11,8 = 1,4 um (9,9-14,5 um); (n=10; 3 jedinci)

e Sitka spor: 9,5 + 2,5 um (6,7-12,4 um); (n=5; 3 jedinci)

e tloustka spor: 6,6 £ 1,0 um (5,8-12,4 um); (n=6; 3 jedinci)

e d¢lka poélovych vacku: 4,1 + 0,5 um (3,5-5,0 um); (n=9; 3 jedinci)

e Sifka polovych vacka: 2,8 + 0,3 um (2,1-3,0 um); (n=9; 3 jedinci)

Obr. 12: Spory druhu Myxobolus sp. 2, pouzité métitko 10 pm.

Poznamky: Tento druh je molekularné unikédtni a nebyla nalezena ptfesna shoda
(nejpodobnéjsi druh dle fylogenetickych analyz: Myxobolus sp. GA1 KU170934; shoda:
99 %, ke kterému neexistuje morfologicky zdznam). Z piisluSnych hostitelt bylo popsano
23 druht (Eiras 2005; Eiras et al. 2014; Liu et al. 2016; Batueva 2020), pro 8 z nich neexistuji
porovnatelna molekularni data (tabulka V11).

Oproti druhu M. kuleminae Donec in Shulman, 1984 (délka spory: 15,0-19,5 pm, Sitka
spory: 12,0-15,0 um, tloustka spory: 8,0-9,1 um) jsou mnou meétené spory kratsi (v priméru
11,8 pm), uzsi (v priméru 9,5 um) a hubené;jsi (v priméru 6,6 pum). Mnou métfené polové
vacky jsou kratsi (v praméru 4,1 um) a uzsi (v praméru 2,8 um) oproti druhu M. kuleminae
(délka polovych vacka: 7,0-9,0 um, sitka polovych vacku: 4,0-5,0 um). M. heterocapsulatus
Jaczo, 1940 ma shodné dlouhé spory, métené spory jsou ale Sirsi (v priméru 9,5 pm) oproti
druhu M. heterocapsulatus (v priméru 7,7 um), tloustka spor je shodna. Polové vacky jsou
krat$i (v priméru 4,1 um) a uz$i (v praméru 2,8 um) oproti druhu M. heterocapsulatus (délka
polovych vacku v priméru: 6,3 pum, Sitka poélovych vacka: 5,0 um). Spory druhu M. magnus
Awerinzev, 1913 jsou delsi, $irsi a tlustsi (38,0-45,0 um, 32,0-38,0 um, 28,0-35,0 um) oproti
druhu Myxobolus sp. 2 (v priméru 11,8 pm, 9,5 pm, 6,6 um). Pélové vacky druhu M. magnus

jsou delsi (15,0-17,0 um) oproti druhu Myxobolus sp. 2 (v praméru 4,1 pum). Spory druhu
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M. improvisus lzyumova in Shulmani, 1966 jsou kratsi (6,5-7,7 pm) oproti druhu
Myxobolus sp. 2 (v praméru 11,8 um), Siika spor je shodna, spory jsou hubenéjsi (4,6-5,6 um)
oproti druhu Myxobolus sp. 2 (v priméru 6,6 um). Polové vacky jsou kratsi (2,0-4,1 pum)
oproti druhu Myxobolus sp. 2 (v priméru 4,1 um). Spory M. guyenoti Naville, 1928 jsou delsi
(14,5-16,0 um) oproti druhu Myxobolus sp. 2 (v priméru 11,8 um), $ir$i (11,0-12,0 um) oproti
druhu Myxobolus sp. 2 (v priméru 9,5 um). Polové vacky jsou delsi (7,0-8,0 um) a Sirsi oproti
polovym vackiam druhu Myxobolus sp. 2 (4,1 um v priméru na délku a 2,8 um na $ifku). Spory
druhu M. chernovae (Chernova 1970) Landsberg & Lom, 1991 jsou delsi (12,0-14,0 pum)
oproti druhu Myxobolus sp. 2 (v priméru 11,8 pum), stejné Siroké. Polové vacky jsou delsi
(5,5 um) oproti druhu Myxobolus sp. 2 (v praméru 4,1 um) a 8irsi (3,0-4,0 um) oproti druhu
Myxobolus sp. 2 (v priméru 2,8 pm). Spory druhu M. marginatus Kulemina, 1969 jsou kratsi,
uzsi a hubengjsi (8,5-10,0 um, 5,0-7,0 um, 4,0 um) oproti druhu Myxobolus sp. 2 (v priméru
11,8 um, 9,5 um, 6,6 um). Polové vacky jsou stejné¢ dlouhé a uzsi (1,4-1,7 um) oproti
Myxobolus sp. 2 (v pruméru 2,8 um) (Eiras et al. 2005; Eiras et al. 2014). Druhy
M. diversicapsularis Slukhkai in Shulman, 1996, M. dujardini (Thélohan, 1892) Landsberg
& Lom, 1991, M. pseudodispar Gorbunova, 1936, M. elegans Kashkovski in Shulman, 1966,
M. rutili Donec & Tozyyakova in Shulmani, 1984, M. alvareaze Cech et al., 2012,
M. cycloides Gurley, 1893, M. feisti Molnar et al., 2008, M. fundamentalis Molnar et al., 2010,
M. intimus Zaika, 1965, M. sommervillae Molnar et al., 2010, M. wootteni Molnar, et al., 2010,
M. sandrae Reuss, 1906, M. mucosus Liu et al., 2016 a M. zaikae Batueva, 2020 se s druhem
Myxobolus sp. 2 neshoduji sekvenéné, tudiz neni tieba porovnavat morfologie jejich spor. Na
zakladé porovnani morfologickych dat bylo zjisténo, ze uz diive byl popsan druh se shodnymi
morfometrickymi daji: Myxobolus strelkovi Kostarev & Kulemina, 1971 (tabulka VII).
Neexistuji ale k nému molekularni data pro porovnani. Tento druh se shoduje v morfologii a

morfometrii spory a odpovida tkan i parazitovany hostitel.

Kmen (phylum): Cnidaria Hatschek, 1888
Podkmen (subphylum): Myxozoa Grassé, 1970
Trida (class): Myxosporea Biitschli, 1881
Rad (order): Bivalvulida Shulman, 1959
Celed’ (family): Myxobolidae Thélohan, 1892
Rod (genus): Myxobolus Biitschli, 1882
Druh (species)/oznaceni: Myxobolus pseudodispar 1
Hostitel: plotice obecna (Rutilus rutilus (Linnaeus, 1758))
Organ/tkan: ledviny, svalovina
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Prevalence: 7 % (1/14)
Lokalita: Nizozemsko; NP Biesbosch (51°44" N; 4°46" E); lokalita 2 (51°73" N; 4°77" E)
Charakterizace molekularnich dat: Céste¢na sekvence SSU rDNA o délce 828 bp.
Morfologicky popis plasmodii a spor (obrazek 13): Spory ovalného tvaru; nestejné velké
polové vacky se 4-5 pélovymi zavity (n=6); plasmodia nepozorovana.

e délka spor: 13,7 + 0,8 um (12,2-14,6 um); (n=11; 1 jedinec)

e Sitka spor: 8,5 £ 0,7 um (7,0-9,3 um); (n=9; 1 jedinec)

e tloustka spor: 6,9 £ 0,0 um (6,9-6,9 um); (n=2; 1 jedinec)

e d¢lka velkych polovych vackl: 6,7 + 0,3 um (6,0-7,2 um); (n=11; 1 jedinec)

e Siika velkych pdlovych vacku: 3,5 + 0,2 um (3,2-3,9 um); (n=11; 1 jedinec)

e délka malych polovych vacka: 5,3 £ 0,4 um (4,5-5,8 um); (n=11; 1 jedinec)

e Sitka malych poélovych vacku: 2,7 £ 0,1 um (2,5-2,9 um); (n=11; 1 jedinec)

Obr. 13: Spory Myxobolus pseudodispar 1, pouzité métitko 10 um.

Poznamky: Mé&fené spory byly delsi (13,7 pm v priméru) nez spory druhu
M. pseudodispar v ptvodnim popisu (10,0-12,0 um) (Gorbunova 1936), Siika spor (8,5 pm
Vv priméru) odpovida ptivodnimu popisu druhu, métené spory jsou tlustsi (6,9 um v priméru)
oproti puvodnimu popisu (5,3-6,0 um). VEétsi polové vacky jsou v priméru delsi (6,7 pm)
oproti ptivodnimu popisu (4,5-6,2 um), sitka (3,5 pm v praméru) odpovida ptivodnimu popisu
(3,0-3,7 um). Mensi polové vacky jsou v priméru uzsi (2,7 pm) oproti ptivodnim popisu druhu
(3,0-3,7 um), délka (5,3 um Vv praméru) odpovida pavodnimu popisu (4,5-6,2 pum).
Molekularné se shoduje z 99,7 % na daném useku se sekvenci Myxobolus pseudodispar

AF380145. Pro tuto sekvenci neni zvetfejnénd morfometrie pro porovnani.

Kmen (phylum): Cnidaria Hatschek, 1888
Podkmen (subphylum): Myxozoa Grassé, 1970
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Trida (class): Myxosporea Biitschli, 1881

Rad (order): Bivalvulida Shulman, 1959

Celed’ (family): Myxobolidae Thélohan, 1892

Rod (genus): Myxobolus Biitschli, 1882

Druh (species)/oznaceni: Myxobolus pseudodispar 2

Hostitel: plotice obecna (Rutilus rutilus (Linnaeus, 1758))

Organ/tkan: ledviny, svalovina

Prevalence: 21 % (3/14)

Charakterizace molekularnich dat: Céste¢na sekvence SSU rDNA o délce 805 bp.

Lokalita: Nizozemsko; NP Biesbosch (51°44" N; 4°46" E); lokalita 3 (51°68"” N; 4°80" E)
Morfologicky popis plasmodii a spor: Morfologicky popis neni k dispozici, tento druh se
podarilo zjistit pouze molekularni analyzou. Molekularné se shoduje ze 100 % na daném useku

se sekvenci Myxobolus pseudodispar KU340991.

Kmen (phylum): Cnidaria Hatschek, 1888
Podkmen (subphylum): Myxozoa Grassé, 1970
Trida (class): Myxosporea Biitschli, 1881
Rad (order): Bivalvulida Shulman, 1959
Celed’ (family): Myxobolidae Thélohan, 1892
Rod (genus): Myxobolus Biitschli, 1882
Druh (species)/oznaceni: Myxobolus pseudodispar 3
Hostitel: plotice obecna (Rutilus rutilus (Linnaeus, 1758))
Organ/tkan: zabry, ledviny, svalovina
Prevalence: 14 % (2/14)
Lokalita: Nizozemsko; NP Biesbosch (51°44" N; 4°46" E); lokalita 3 (51°68" N; 4°80" E)
Charakterizace molekularnich dat: Céaste¢na sekvence SSU rDNA o délce 822 bp.
Morfologicky popis plasmodii a spor (obrazek 14): Spory ovalného tvaru; stejné velké polové
vacky se 4-5 pdlovymi zavity (n=4); plasmodia nepozorovana.
e délka spor: 11,2 + 1,3 um (9,5-13,2 um); (n=18; 2 jedinci)
e sitka spor: 7,4 £ 0,9 um (6,2-9,0 um); (n=15; 2 jedinci)
e tloustka spor: 7,4 £ 0,1 um (7,3—7,5 um); (n=3; 2 jedinci)
e délka pdlovych vacki: 5,2 £ 0,3 um (4,8-5,7 um); (n=12; 3 jedinci)
e Sifka polovych vacki: 2,9 + 0,4 um (2,3-3,5 um); (n=12; 3 jedinci)
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Obr. 14: Spory druhu Myxobolus pseudodispar 3, pouzité métitko 10 um.

Poznamky: Rozméry spor a polovych vackid odpovidaji pivodnimu popisu
(Gorbunova 1936). Molekularné se shoduje z 99,7 % na daném useku se sekvenci Myxobolus
pseudodispar EF466088.

Kmen (phylum): Cnidaria Hatschek, 1888
Podkmen (subphylum): Myxozoa Grassé, 1970
Trida (class): Myxosporea Biitschli, 1881
Rad (order): Bivalvulida Shulman, 1959
Celed’ (family): Myxobolidae Thélohan, 1892
Rod (genus): Myxobolus Biitschli, 1882
Druh (species): Myxobolus fundamentalis Molnar et al., 2010
Hostitel: plotice obecna (Rutilus rutilus (Linnaeus, 1758))
Organ/tkan: zabry
Prevalence: 14 % (2/14)
Lokalita: Nizozemsko; NP Biesbosch (51°44" N; 4°46" E); lokalita 2 a 3 (51°73"” N; 4°77" E
a51°68" N; 4°80" E)
Charakterizace molekularnich dat: Césteéna sekvence SSU rDNA o délce 849 bp.
Morfologicky popis plasmodii a spor (obrazek 15): Spory ovalného tvaru; nestejné velké
polové vacky se 4-5 pélovymi zavity (n=4); plasmodia nepozorovana.
e délka spor: 12,1 £ 1,8 um (9,8-14,2 um); (n=9; 2 jedinci)
o itka spor: 7,5 £ 0,8 um (7,0-9,1 pm); (n=6; 2 jedinci)
e tloustka spor: 6,4 £ 0,8 um (5,4-6,9 um); (n=3; 2 jedinci)
e délka velkych poélovych vacki: 6,0 + 0,8 um (5,0—7,5 pum); (n=10; 2 jedinci)
o sitka velkych polovych vacku: 3,0 = 0,4 um (2,4-3,7 um); (n=10; 2 jedinci)

e délka malych polovych vacka: 4,6 £ 0,6 um (4,0-5,5 um); (n=10; 2 jedinci)
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e sitka malych polovych vacki: 2,6 + 0,3 um (2,2-3,0 um); (n=10; 2 jedinci)

Obr. 15: Spory druhu Myxobolus fundamentalis, pouzité méfitko 10 um.

Poznamky: Méfené spory jsou v priméru o 3,4 um kratsi a o0 4,3 um uzsi; polovy vacek
je v priméru 0 0,7 um krasi a o 1,0 um uzsi nez je v pivodnim popisu druhu. Hostitelské
spektrum a molekularni data (SSU rDNA shodna z 99,8 % na daném tuseku se sekvenci
Myxobolus fundamentalis KF515725) odpovidaji piivodnimu popisu (Molnar et al. 2010).

Kmen (phylum): Cnidaria Hatschek, 1888

Podkmen (subphylum): Myxozoa Grassé, 1970

Trida (class): Myxosporea Biitschli, 1881

Rad (order): Bivalvulida Shulman, 1959

Celed’ (family): Myxobolidae Thélohan, 1892

Rod (genus): Myxobolus Biitschli, 1882

Druh (species): Myxobolus portucalensis Saraiva & Molnar, 1990

Hostitel: sekavec piseény (Cobitis taenia Linnaeus, 1758)

Organ/tkan: zabry

Prevalence: 50 % (1/2)

Lokalita: Nizozemsko; NP Biesbosch (51°44" N; 4°46" E); lokalita 2 (51°73" N; 4°77" E)
Charakterizace molekularnich dat: Céste¢na sekvence SSU rDNA o déle 891 bp.
Morfologicky popis plasmodii a spor: Morfologicky popis neni k dispozici, tento druh se
podatilo zjistit pouze molekularni analyzou. Molekularné se shoduje ze 100 % na daném useku

se sekvenci Myxobolus portucalensis AF085182.

Kmen (phylum): Cnidaria Hatschek, 1888
Podkmen (subphylum): Myxozoa Grassé, 1970
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Trida (class): Myxosporea Biitschli, 1881

Rad (order): Bivalvulida Shulman, 1959

Celed’ (family): Myxidiidae Thélohan, 1892

Rod (genus): Paramyxidium Freeman & Kristmundsson, 2018

Druh (species): Paramyxidium branchialis Freeman & Kristmundsson, 2018

Hostitel: uhof fi¢ni (Anguilla anguilla (Linnaeus, 1758))

Organ/tkan: zabry

Prevalence: 100 % (1/1)

Lokalita: Nizozemsko; NP Biesbosch (51°44" N; 4°46" E); lokalita 2 (51°73" N; 4°77" E)
Charakterizace molekularnich dat: Céstend sekvence SSU rDNA o délce 1174 bp.
Morfologicky popis plasmodii a spor: Morfologicky popis neni k dispozici, tento druh se
podarilo zjistit pouze molekularni analyzou. Molekularné se shoduje ze 100 % na daném useku

se sekvenci Paramyxidium branchialis MH414926.

Tab. VII: Soupis porovnavanych druhii roda Myxobolus a Henneguya a druhti ziskanych v této

praci s jejich morfomoetrickymi udaji.

Druh LS WS TS LPC WPC | Molekularni
(pm) (pm) (pm) (pm) (pm) data
- 18,0-32,0 (LSB);
H. similis Zandt, 1924 75-12.8 (LS) 5,7-10,0 | 37,0-60,0 | 2,0-2,8 n
H. texta (Cohn, 1895) 30,0-40,0 (LSB); g g
Labbé, 1899 8,0 (LS) 7,0-80 | 2,0-30 n
M. alvarezae Cech et 11,7+£0,4 6,8+03 6,4+04 | 6,703 | 2,3+0,1 a
al., 2012 (11,3-12,6) (6,5-7,6) | (6,1-6,9) | (6,1-7,2) | (2,0-2,5)
M. cycloides Gurley, 14,1+ 0,4 104+0,1 | 7,6+0,5 | 52+02 | 3,3+0,5 a
1893 (13,0-15,2) (9,8-11,1) | (7,2-8,5) | (4,1-6,5) | (3,0-4,0)
M. diversicapsularis
Slukhkai in Shulman, 8,5-13,0 8,5-12,5 6,0 3,8-5,5 2,2-3,7 a
1996
M. dujardini (Thélohan,
1892) Landsberg & 12,0-13,0 7,0-8,0 a
Lom, 1991
M. elegans Kashkovski
in Shulman, 1966 13,5-17,0 7,4-10,0 7,4-8,0 6,8-8,0 2,5-3,5 a
M. feisti Molnar et al., 11,7 10,0 6,7 6,2 3,7 a
2008 (11,5-13,2) (9,4-10,8) | (6,6-7,0) | (6,0-6,3) | (3,3-4,0)
M. fundamentalis 15,5+0,8 11,8+0,6 | 92+0,3 | 6,7+0,2 | 4,0+0,3 a
Molnar et al., 2010 (14,4-17,0) (11,2-13,2) | (9,0-9,6) | (6,5-7,2) | (3,7-4,3)
M. guyenoti Naville, 14,5-16,0 11,0-12,0 7,0-80 | 3,0-40 n
1928
M. heterocapsulatus 12,2 7,7 6.0 6,3 50 0
Jaczo, 1940 (11,0-14,1) (7,5-7,6) ' (6,0-7,0) '
M. chernovae
(Chernova, 1970) 12,0-14,0 9,0-11,0 55 3,040 n
Landsberg & Lom, 1991
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M. improvisus
Izyumova in Shulmani, 6,5-7,7 7,5-9,3 4,6-5,6 2,0-3,3 n
1966
Lo . 13,5+ 0,6 92+0,4 8,0+0,4 | 55+04 | 3,4+0,5
M. intimus Zaika, 1965 | (5% 14'7) (8,6-9,7) | (7,0-85) | (4.8-6.2) | (2,9-4,8) a
M. kuleminae Donec in
Shulman, 1984 15,0-19,5 12,0-15,0 8,0-9,1 7,0-9,0 4,0-5,0 n
2"912""9””5 Awerinzev, 38,0-45,0 32,0-38,0 | 28,0-35,0 | 15,0-17,0 n
M. marginatus
Kulemina, 1969 8,5-10,0 5,0-7,0 4,0 3,0-4,0 1,4-1,7 n
M. mucosus Liu et al., 13,6 £0,6 10,7+0,5 | 7,8+04 | 59=+02 | 1,6+0,2 a
2016 (12,8-14,2) (10,3-11,4) | (7,2-8,3) | (5,7-6,3) | (1,5-1,8)
M. pseudodispar
Gorbunova, 1936 10,0-12,0 7,0-9,5 5,3-6,0 4,5-6,2 3,0-3,7 a
M. rutili Donec &
Tozyyakova in 14,0-16,5 10,5-13,5 7,495 4,8-8,4 3,045 a
Shulmani, 1984
9,3 7.8 3,5 2,0
M. sandrae Reuss, 1906 (9,2-10,0) (7.2-8.2) 4,0-5,0 (35-40)  (17-2.2) a
M. sommervillae 11,8+ 1,0 9,7+0.,8 72+04 | 6,004 | 3,3+£04 a
Molnér et al., 2010 (10,5-13,5) (8,4-11,2) | (6,6-7,5) | (5,4-6,7) | (3,0-4,2)
M. strelkovi Kostarev & | g4 45 5 60110 = 4070 3354 | 2041 n
Kulemina, 1971
M. wootteni Molnar et 13,3+ 1,0 11,6 £0,7 | 5,704 | 6,2+0,8 | 3,9+0,5 a
al., 2010 (11,6-15,0) (10,2-13,0) | (5,5-6,0) | (5,0-7,0) | (3.0-4,4)
M. zaikae Batueva, 11,4+0,1 10,3+0,1 | 6,3+0,1 | 45+0,1 | 2,9+0,0 a
2020 (10,2-14,0) (9,6-11,0) | (5,8-7,1) | (3,4-5,2) | (2,6-3,3)
6,0+0,8 | 3,0+0,4
Myxobolus 12,1 +1,8 7,5+08 | 6,4+0,8 | (50-7,5); |(2,4-3,7); a
fundamentalis (9,8-14,2) (7,0-9,1) | (5,4-6,9) | 4,6+0,6 | 2,6 +0,3
(410_515) (212_310)
6,7+03 | 3,5+0,2
Myxobolus 13,7+ 0,8 8,5+0,7 6,9 +0,0 | (6,0-7,2); | (3,2-3,9); a
pseudodispar 1 (12,2-14,6) (7,0-9,3) | (6,969 | 53+04 | 2,7+0,1
(415_518) (215_219)
Myxobolus 11,2+1,3 7,4+0,9 74+0,1 | 52+03 | 2,9+04 a
pseudodispar 3 (9,5-13,2) (6,2-9,0) | (7,3-7,5) | (4,8-5,7) | (2,3-3,5)
MvxobolLs Sp. 2 11,8+ 1,4 95+2,5 | 6,6+1,0 | 41+0,5 | 2,8+0,3 a
y P (9,9-14,5) (6,7-12,4) | (5,8-12,4) | (3,5-5,0) | (2,1-3,0)

Tab. VII (pokrac¢ovani): Soupis porovnavanych druhti rodd Myxobolus a Henneguya a druht

ziskanych v této praci s jejich morfologickymi (provnani polovych vacki a pocet polovych

zavitl v nich) a ekologickymi (infikovany hostitel, tkan a lokalita popisu).

Druh PC| NC InﬁkoYany Hostitel Lokal |t_a/ stat Citace
organ popisu
H. similis Zandt, 1924 zabry Perca fluviatilis Némecko (Eiras 2002)
H. texta (Cohn, 1895) y - y .
Labbeé, 1899 Zabry Perca fluviatilis Némecko (Eiras 2002)
al., 2012 - y P ot 2014)
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M. cycloides Gurley, plynovy . . o (Eiras et al.
1893 6-7 méchyF Rutilus rutilus Némecko 2014)
M. diversicapsularis (Eiras et al
Slukhkai in Shulman, zabry Rutilus rutilus Rusko '
2005)
1996
M. dujardini (Thélohan, .
1892) Landsberg & Zébry Rutilus rutilus Francie (Eiras et al.
2005)
Lom, 1991
M. elegans Kashkovski Zébry, Leuciscus idus, Rutilus Rusko (Eiras et al.
in Shulman, 1966 ploutve rutilus 2005)
M. feisti Molnér et al., s . . , (Eiras et al.
2008 6 Zébry Rutilus rutilus Mad’arsko 2014)
M. fundamentalis . . . \ (Eiras et al.
Molnér et al., 2010 6-7 zabry Rutilus rutilus Madarsko 2014)
M. guyenoti Naville, . . & s (Eiras et al.
1928 zabry Perca fluviatilis Svycarsko 2005)
M. heterocapsulatus y . . ) (Eiras et al.
Jaczo, 1940 stfevo Aspius aspius Madarsko 2005)
M. chernovae (Eiras et al
(Chernova, 1970) zabry Rutilus rutilus Rusko 2005) '
Landsberg & Lom, 1991
M. improvisus (Eiras et al
Izyumova in Shulmani, svalovina Leuciscus idus Ukrajina '
2005)
1966
M. intimus Zaika, 1965 56 |  zabry Rutilus rutilus Rusko (E'Q%Sljt) al.
M. kuleminae Donec in svalovina, | Aspius aspius, Leuciscus Ukraiina (Eiras et al.
Shulman, 1984 srdce leuciscus ! 2005)
g/lélgagnus Awerinzev, oko Gymnocephalus cernuus | Némecko (E'E%%gt) al.
M. marginatus . . (Eiras et al.
Kulemina, 1969 lebka Rutilus rutilus Rusko 2005)
M. mucosus Liu et al., y Rutilus rutilus, (Liuetal.
2016 5-6 2dbry Leuciscus leuciscus Rusko 2016)
M. pseudodispar . . . (Eiras et al.
Gorbunova, 1936 svalovina Rutilus rutilus Evropa 2005)
M. rutili Donec & oko, zabry, (Eiras et al
Tozyyakova in ploutve, Rutilus rutilus Ukrajina 2005) '
Shulmani, 1984 svalovina
M. sandrae Reuss, 1906 svalovina Sander lucioperca Rusko (Eg%slit) al.
M. sommervillae s . . ) (Eiras et al.
Molnar et al., 2010 6 zabry Rutilus rutilus Mad’arsko 2014)
M. strelkovi Kostarev & 74bry. i4tra Phoxinus phoxinus, Rusko (Eiras et al.
Kulemina, 1971 Y Leuciscus idus 2005)
M. wootteni Molnar et s . . ) (Eiras et al.
al., 2010 67 zabry Rutilus rutilus Mad’arsko 2014)
M. zaikae Batueva, y . . (Batueva
2020 6 stievo Rutilus rutilus Rusko 2020)
Myxobolus . Zabry Rutilus rutilus Nizozemsko | Tato prace
fundamentalis
Myxobol_us Iedvm_y, Rutilus rutilus Nizozemsko | Tato prace
pseudodispar 1 svalovina
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Zabry,
= ledviny, Rutilus rutilus Nizozemsko | Tato prace
svalovina

Myxobolus
pseudodispar 3

Aspius aspius, Sander
lucioperca,

Zabry, -
. Proterorhinus . .
Myxobolus sp. 2 = ledviny, . Nizozemsko | Tato prace
. marmoratus, Leuciscus
svalovina

idus, Gymnocephalus
cernuus, Rutilus rutilus

LS — délka spory; LSB — délka téla spory; WS — Sitka spory; WSB — $itka téla spory; TS —
tloustka spory; LPC — délka polového vacku; WPC — sitka polového vacku; Molekularni data
(a — dostupna v databazi GenBank, n — nedostupna v databazi GenBank); PC — relativni

velikost polovych vacki (= stejné velké, # nestejné velké); NC — pocet zavitt polovych vacku.
6.5. Prevalence a vyskyt myxozoi

Celkova prevalence pro jednotlivé determinované druhy (vychazejici z molekularnich
analyz) je znazornéna na obrazku 16 (A). Ve 100 % piipadi se vyskytovaly druhy
Paramyxidium branchialis a Myxidium lieberkuehni, kdy byla ale vzdy vysetfena pouze jedna
ryba, v niz se parazita podafilo detekovat. Druh Myxobolus portucalensis byl detekovan
v 50 % (1/2) ptipadi. Komplex druhid Myxobolus pseudodispar ma prevalenci od 7 do 21 %.
Myxobolus fundamentalis byl nalezen ve 14 % ptipadi. Sekvenéné nové druhy
Myxobolus sp. 1 a Myxobolus sp. 2 maji prevalenci 17 % a 13 % (respektive 7 % v ptipadé
druhu Myxosporea sp.).

Vyskyt myxozoi pro jednotlivé studované lokality je zobrazen na obrazku 16 (B). Ve
vodni nddrzi Petrusplaat (lokalita 1) se nepodafilo detekovat Zadnou rybomorku.
Myxidium lieberkuehni bylo zjisténo pouze ve vodni nadrzi Honderd en Dertig (lokalita 2),
druhy Paramyxidium branchialis a Myxobolus portucalensis pouze ve vodni nadrzi De Gijster
(lokalita 3). Druh Myxobolus fundamentalis se vyskytoval na lokalitaich 2 a3 v 17 % a 25 %
ptipadi. Druhy komplexu Myxobolus pseudodispar se nachazely na lokalitich oddélené —
Myxobolus pseudodispar 1 byl detekovan pouze na lokalit¢ 2 (v 17 %), Myxobolus
pseudodispar 2 a 3 byly detekovany pouze na lokalité 3 (v 75 % a 50 %). Myxobolus sp. 1 a
Myxobolus sp. 2 byly detekovany na lokalitach 2 a 3 vzdy v praméru ve 30 %. Druh
Myxosporea sp. se podafilo zjistit pouze na lokalité 3 a to ve 20 %.

Vyskyt myxozoi v jednotlivych tkénich/orgadnech je vyobrazen na obrazku 16 (C).
Nejvice rybomorek bylo detekovano v zabrach (15 vzorkti / 13,4 %). V ledvinach se podatilo
detekovat druhy Myxobolus sp. 1, Myxobolus sp. 2 a v§echny zastupce komplexu Myxobolus
pseudodispar. Primérny vyskyt myxozoi v ledvinach je 9,2 % (9 pozitivnich vzorkd).

Ve svaloviné se podafily detekovat pouze 4 druhy — komplex druhtt Myxobolus pseudodispar
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a Myxobolus sp. 2. Primérny vyskyt myxozoi ve svaloving je 8,3 % (9 pozitivnich vzorku).
Ve zlucniku a mocovém méchyii se podafilo detekovat vzdy jen jednoho parazita —

Myxosporea sp. a Myxidium lieberkuehni. Z kazdé tkané byl jeden pozitivni vzorek.

A Celkova prevalence B Vyskyt myxozoi na lokalitach
De Gijster Honderd en Dertig  Petrusplaat
Myxobolus sp. 2 0,13 0,33 | 0,26 -
Myxobolus fundamentalis 0,14 0,25 | 0,17 -
Myxobolus pseudodispar 1 0,07 - | 0,17 -
Myxobolus pseudodispar 2 0,21 0,75 - -
Myxobolus pseudodispar 3 0,14 0,50 -

——  Myxobolus portucalensis 0,50 - | 0,50 -
L Myxobalus sp. 1 0,17 0,25 0,36 -
Paramyxidium branchialis 1,00 - I 1,00 -
Myxidium lieberkuehni 1,00 1,00 - -
Myxosporea sp. 0,07 0,20 - -

C Vyskyt myxozoi v organech/tkanich

; Modowy

Zabry Ledviny  Svalovina Zluénik  méchyf
Myxobolus sp. 2 0,09 0,08 0,12 -
Myxobolus fundamentalis 0,14 - s -
Myxobolus pseudodispar 1 - 0,08 0,07 -
Myxoholus pseudodispar 2 - 0,15 0,07 -
Myxobolus pseudodispar 3 0,07 0,08 0,07 -
Myxobolus portucalensis 0,50 - - -
Myxobolus sp. 1 0,15 0,07 - -
Paramyxidium branchialis 1,00 - - -

Myxidium lieberkuehni - - - - 1,00
Myxosporea sp. - . - 0,50 -

Obr. 16: (A) Prevalence pro jednotlivé nalezené druhy; (B) Vyskyt myxozoi na lokalitach;
(C) Vyskyt myxozoi podle tkani/organt.
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7. Diskuze

Myxozoa jsou vyznamny podkmen parazitickych zahavci (Kent et al. 2001).
(napf. Hedrick et al. 1998; Kent & Poppe 1999). Jejich studium ma nejen ve stiedni Evropé
pomérné dlouhou tradici, i piesto jsou poznatky o nich nedostacujici a jejich diverzita zlistava
stale jesté dostatecné neprozkoumana (BartoSova-Sojkova et al. 2014; Hartikainen et al. 2016;
Patra et al. 2018; Okamura et al. 2018). Studium diverzity je spojeno s postupnym
objevovanim novych druhd, ucelovanim fylogenetickych vztahi a dopliiovanim mezer v
predstavé 0 evoluci. Zivotni cyklus se podafilo kompletné popsat pouze u nékolika mélo druhti
(napt. Wolf & Markiw 1984; Keie et al. 2004). S zivotnim cyklem souvisi i nedostate¢na
znalost jejich hostiteldl (hlavné téch definitivnich, kterymi jsou krouzkovci a mechovky (Fiala
etal. 2015a)). Uceleni informaci o myxozoich by tak mohlo pomoci k poznani jejich zivotnich

cyklu a k celkovému pochopeni vzajemnych vztaht mezi témito parazitickymi zahavci.
7.1. Metodika: mikroskopicka a molekularni analyza

Vsechny vzorky byly mikroskopicky vySetfeny a podrobeny molekuladrni analyze.
Vsem rybam byly pro analyzy odebrany zébry, ledviny a svalovina. Ve vétSing piipadu se
(v priméru 8 cm a 5 g) je bylo téméf nemozné najit. PCR se v detekci myxozoi ukdzala byt
jako daleko citliv§jsi metoda. Mikroskopicky bylo detekovano 15 pozitivnich vzork.
Vsechny vzorky (329) byly déale podrobeny molekularni analyze, kde se podafilo detekovat
37 pozitivnich vzorkli. Pomoci molekularniho screeningu se daji Myxozoa zachytit ve fazi,
kdy jesté infekce neni zjevna pod mikroskopem (napt. Moran et al. 1999; Grossel et al. 2005;
Lisnerova et al. 2020a). V ryb¢ se také miize nachdzet jen n€kolik malo spor, které jsou pod
mikroskopem jen obtizné pozorovatelné a odhali je az molekularni screening (Grossel
et al. 2005). Naopak, ve tfech pfipadech se nepodafilo detekovat Myxozoa pomoci PCR,
| pfesto, ze pii mikroskopické analyze bylo vzdy po jedné spoife pozorovano. To mize byt
zpiisobeno nedostatecnym mnozstvim cilové DNA parazita ve vzorku; taktéZz se nemuselo
podafrit tuto jednu sporu pienést do eppendorfky uréené pro izolaci DNA.

V pfipad¢ vySetteni svaloviny bylo detekovano 9 pozitivnich vzorkl (z celkovych
37 pozitivnich). Nemuselo se ale podafit detekovat vSechny pozitivni vzorky. Z kazdé ryby
byla odebrina jen mald Cast tkdn¢ na mikroskopické vySetieni a mald cast tkdn¢ na
molekularni analyzu. VySetfovany vzorek nemusel tedy obsahovat zddnou sporu, nicméné ve

zbytku svaloviny se Myxozoa mohla nachéazet. Na druhou stranu, vysetfované ryby nebyly
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velké (v priméru 8 cm na délku), mikroskopicky byly Casto prohlédnuty kousky tkéani
Z raznych casti t€la a na molekularni analyzu bylo také odebrano vic vzorki z raznych ¢asti
téla. Pravdépodobnost zachytu parazitii byla tedy pomérné velika. Ostatni vySetiované tkané
(zébry, ledviny, zlu¢nik) jsou vV poméru k télu malé, a tedy je velmi malo pravdépodobné, ze
by se infekce nepodaftila zachytit.

S poctem spor, a tedy i s mnozstvim ziskané DNA, souvisi také volba metody izolace
DNA. Byla pouzita metoda izolace pomoci fenolu a chloroformu, ktera je pro izolaci spor
myxozoi z tkani bézné pouzivana (napt. BartoSova-Sojkova et al. 2014). Ze zkuSenosti
z Laboratofe rybi protistologie na Parazitologickém ustavu BC AV CR se ukézaly vytéznosti
DNA s pouzitim této metody daleko vyss$i nez za pouziti standardniho kitu s kolonkami.
V tkani muze byt pouze nékolik spor a je tedy nutné zabrénit ztratim DNA, ke kterym praveé
za pouziti kolonek a napft. kitu na tkané dochazi.

Béhem optimalizace PCR bylo pouzito né€kolik druhti polymeraz. TaqPurple
polymeraza a TitTaq polymeraza pro Myxosporea a TagPurple polymeraza, TitTaq
polymerdza a Blue Hot Star polymeraza pro Malacosporea (kapitola 6.1. Mikroskopicka
analyza, obrazek 7). Pro Myxosporea se ukazala byt vhodna TitTaq polymeraza. Miize to byt
zpusobeno tim, ze je ze vSech testovanych polymeraz nejcitlivéjsi (Bartosova et al. 2013).
U malakosporei byla po optimalizaci zvolena TagPurple polymeraza, ta ov§em V prib&hu
prace prestala poskytovat spolehlivé vysledky. Podaftilo se tedy oscreenovat pouze 8 rybich
druhii (20 vzorki) z lokality 3 (De Gijster). Moznou pii¢inou problému s amplifikaci genu
SSU rDNA u malakosporei mtize byt kontaminace chemikalii nebo mnozstvi inhibitort PCR
v DNA vzorcich. Z druhého zmitiovaného divodu byla DNA n¢kolikrat fedéna (1 : 2, 1 : 10,

1:100). Ani to ovsem nepomohlo.
7.2.  Vyskyt myxozoi

V oblasti delty Ryna se jiz diive podafilo zachytit a popsat Myxosporea nékolika rodt
— Hoferellus, Kudoa, Myxidium a Myxobolus (Pampoulie et al. 1999; Sures et al. 1999;
Wiinemann et al. 2016). Cela feka Ryn i jeji delta by mohly skytat pomérn¢ velkou druhovou
variabilitu rybomorek. Ty jsou do této oblasti Casto zavleceny riznymi zvifecimi prenaseci
(Wiinnemann et al. 2016). Diverzita téchto paraziti v Nizozemsku je ale stale jest¢ dostatecné
neprozkoumana.

Celkové nejpocetnéjsim rodem ve skupiné Myxozoa je polyfyleticky rod Myxobolus
(Eiras et al. 2014). Proto by se dalo ptedpokladat, ze mezi nejcastéjsi infekce bude patfit prave

ta, zptisobena timto rodem. Navic nejsou tkanove a hostitelsky tak specificti jako jiné rody

(mezi nimi i rod Sphaerospora (Holzer et al. 2013)), tudiZ moznost jejich vyskytu a zachytu
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je velka (Fiala et al. 2015a; Liu et al. 2019). Nejcastéji detekovanym druhem byli opravdu
zastupci prave tohoto rodu. Z celkovych 37 pozitivnich vzorkt jich bylo molekularni analyzou
ptitazeno k rodu Myxobolus 32 (7 druht). Dale byly zachyceny rody Myxidium,
Paramyxidium (2 druhy) a jednu ze sekvenci se do rodu urcit nepovedlo.

Celkem byly béhem prace vysetfovany ryby ze tii prehradnich nadrzi NP Biesbosch
v Nizozemsku, ktery se nachazi na soutoku fek Ryna a Mazy (kapitola 5.1. Material,
obrazek 5). Reky Méaza a Ryn ztratily bdhem poslednich stoleti sviij pavodni vzhled —
predevs§im kvuli urbanizaci (Van Urk & Smit 1989). Podoba téchto fek byla, hlavné v deltach,
zménéna v dasledku regulace vodniho toku, zemédélskym ucelim a tvorbé kanald. To mélo
za nasledek zhorSeni kvality vody. Kvalita vody a nadmérny rybolov se postupné projevily
Vv bohatosti rybiho osazenstva (De Leeuw et al. 2005). Mnoho druhti bylo v dasledku zniceni
jejich ptirozeného prostiedi zapsano na Cervenou listinu (De Nie & Ommering 1998).
Soucasna pozorovani nasvédcuji, ze populace mnoha plivodnich druhG opét nartstaji
(De Leeuw et al. 2005). Po screeningu na Myxosporea byl ve vodnich nadrzich Honderd en
Dertig a De Gijster (lokalita 2 a 3) vyskyt pozitivnich ryb vzdy okolo 25 %. Ve vodni nadrzi
Petrusplaat (lokalita 1) se nepodafilo detekovat zddnou nakazenou rybu mikroskopicky ani
pomoci molekularni analyzy. Tato vodni nadrz je ze vsech tii pfehrad nejmensi, nejm¢I¢i a
také nejvzdalenéjsi od dalSich dvou (Verstijnen et al. 2019). VSechny vySetfované ryby byly
pomérné mladé, a tak se za sviyj kratky Zivot nemusely stihnout nakazit. Dalsi z pficin miize
byt neptitomnost definitivniho hostitele myxozoi v dané oblasti, tedy krouzkovcii a mechovek.
Rybomorky tim pddem nemohou dokon¢it sviij Zivotni cyklus, a 1 kdyby byly vysazené ryby
pozitivni, infekce se dal Sifit nemiize. Neméné zanedbatelny ditvod je pocet vysetfenych ryb.
Z lokality 2 a 3 bylo vySetieno kolem 40 ryb. Z lokality 1 to bylo pouze 30 ryb. MiiZe byt tedy
jen nadhoda, ze se nepodaftilo zachytit zddnou parazitovanou rybu.

P#i monitoringu HBU BC AV CR bylo zjisténo v dané oblasti v letech 1998, 2000,
2002, 2008, 2014, 2015 a 2016 27 rybich druhti z 10 hostitelskych fadt (Anguilliformes
Berg, 1943, Carangiformes Jordan, 1923, Cypriniformes, Esociformes Bleeker, 1859,
Gasterosteiformes, Gobiiformes Giinther, 1880, Osmeriformes, Perciformes, Salmoniformes,
Scorpaeniformes Greenwood et al., 1996) (Juza et al. 2018a; Juza et al. 2018b). V této studii
byla provedena parazitologicka pitva 16 rybich druht, tedy celkové rybi spektrum bylo
obsazeno z 64 %; nebyly vysetfeno jedenact druhi potencidlnich hostitell, a to cejnek maly
(Blicca bjoerkna (Linnaeus, 1758)), cejn velky (Abramis brama (Linnaeus, 1758)),
Chelon sp., hrouzek obecny (Gobio gobio (Linnaeus, 1758)), kapr obecny (Cyprinus carpio

Linnaeus, 1758), karas obecny (Carassius carassius (Linnaeus, 1758)), ostroretka st¢hovava
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(Chondrostoma nasus (Linnaeus, 1758)), ouklej obecna (Alburnus alburnus (Linnaeus,
1758)), perlin ostrobfichy (Scardinius erythrophthalamus (Linnacus, 1758)), platys
bradavic¢naty (Platichthys flesus (Linnaeus, 1758)) a vranka obecna (Cottus gobio Linnaeus,
1758). Zaroven bylo vySetieno nezanedbatelné mnozstvi ryb (112), tedy je predpokladem, Ze
vysledky této studie v dané oblasti mohou z vétsi ¢asti také pokryvat diverzitu studovanych
parazitu.

Celkovy vyskyt myxozoi pro vSechny tfi lokality je 18,8 %. Ten ale mize byt ovlivnén
ro¢nim obdobim, kdy byly ryby chyceny. Muze dochazet k migracim mezihostitelti nebo
nemusi na lokalité byt definitivni hostitel (v zavislosti na jeho zivotnim cyklu) (napt. Rothwell
et al. 1997). Néekteré studie (napt. Adriano et al. 2005; Bartholomew et al. 2007) také uvadi
niz8i procento infekce u nedospélych a malych ryb, coz v mém ptipadé mohlo hrat roli
vzhledem k velikosti vysSetiovanych ryb (v pruméru 8 cm). Prevalence pro zastupce komplexu
Myxobolus pseudodispar byla 7 %, 21 % a 14 % a byly detekovany pouze v plotici obecné
(Rutilus rutilus), ktera je typovym hostitelem. Jina studie (Lisnerova et al. 2020a) uvadi
v tomto druhu prevalenci 67 % (28/42), dalsi studie (Molnar et al. 2010) uvadi prevalenci
40,5 % (244/603). Pri¢inou muze byt mnozstvi vysetienych ryb, kdy v mé praci to bylo pouze
14 zéastupct tohoto druhu. Taktéz muze hrat roli lokalita.

Fylogenetické vztahy v ramci skupiny Myxosporea jsou ur¢eny ekologii rybomorek,
tedy jestli infikuji motské krouzkovce skupiny Polychaeta (moiské vétev) nebo sladkovodni
krouzkovce skupiny Oligochaeta (sladkovodni vétev) (Fiala et al. 2015a). Nékteré rody jsou
ale schopny infikovat ryby sladkovodni i motské (Fiala 2006). Ptikladem takového rodu je rod
Myxobolus (napt. Bahri et al. 2003), jehoz druhy fylogeneticky klastruji pouze ve sladkovodni
vétvi (dano definitivnim hostitelem skupiny Oligochaeta), ale mezihostitelem muize byt ryba
sladkovodni i moiska. Tento rod byl také pomoci mikroskopie a molekularnich metod
detekovan nejcastéji. Rod Myxidium je hostitelsky a tkanové specificky (Mavor 1916).
Myxidium lieberkuehni infikuje mocové méchyie Stik a prevalence jeho vyskytu je pomérné
vysoka (Lom et al. 1989). VSechny vySetfované ryby (az na jeden druh — Osmerus eperlanus
(Linnaeus, 1758)) byly sladkovodni, tedy ptedpokladem bylo, ze i nalezené druhy parazitt
budou klastrovat podle dané ekologie (napf. Fiala et al. 2015a). A to se i potvrdilo, v mém

pfipad¢ vSechny druhy s vysokou podporou klastruji ve sladkovodni vétvi.
7.3. Screening malakosporei

Na vyskyt malakosporei byly testovany pouze vzorky ledvin, které jsou specifickou
tkani pro tuto skupinu myxozoi. Po c¢aste¢ném screeningu malakosporei se nepodaftilo

detekovat jediného parazita z této tfidy rybomorek. Jejich definitivni hostitelé jsou mechovky
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(Bryozoa) a je mozné, Ze ani na jedné z lokalit tito zivoCichové nebyli. Dal§i z moznosti, stejné
jako v ptipad¢ lokality 1 negativni na Myxosporea je, Ze se mohlo jednat pouze o nahodu a
Malacosporea by se podafilo detekovat az s vétSim mnozstvim vzorkli (v mém piipadé
screenovano jen 20 vzorkl ledvin), prevalence je v tomto pfipad¢ niz§i (naptf. Canning

et al. 2002).
7.4. Charakterizace nalezenych druhi

Druh Myxobolus portucalensis byl detekovan v sekavci pise¢ném (Cobitis taenia).
Jeho typovym hostitelem je ale uhof fi¢ni (Anguilla anguilla) (Saraiva & Molnar 1990) a
dosud byl nalezen pouze v tomto hostiteli (napi. Wierzbicka & Orecka-Grabda 1996;
El-Mansy 1998). Vyvojové stadium tohoto druhu bylo v této bakalaiské praci zachyceno
pouze pomoci PCR (na zabrach), nikoli mikroskopicky. PCR je velmi citliva metoda a dokaze
zachytit i malé mnozstvi vstupni DNA, miiZe se tedy jednat o nahodny zachyt. Zabry jsou
béznym vstupem infekce myxosporei a muze zde byt zachycena fada nespecifickych druhii
pied tim, neZ je imunitni systém stihne zachytit/zni¢it (Korytaf et al. 2019), a proto se tento
druh mohlo podatit naamplifikovat pomoci PCR, tedy jinymi slovy se nemusi jednat
0 misto/hostitele, kde probihd vyvoj, ale pouze o ndhodny zachyt vyvojového stadia dan¢ho
druhu. Taktéz se mlze jednat o jednoho z dalSich druht mezihostiteld, ve kterém probiha
vyvoj, ale k tomuto tvrzeni neni dostatek diikazii (bylo by tfeba vyvojova stadia tohoto druhu
zachytit 1 mikroskopicky). Pokud by se toto tvrzeni povedlo potvrdit, pak by to tedy
nasv&dcovalo tomu, Ze tento druh neni hostitelsky specificky, coz ve studovaném rodu neni
vyjime¢ny stav (dal$im zastupcem, ktery neni hostitelsky specificky je napt. M. dujardini
(Cech et al. 2012)).

Sekven¢né novy druh oznaceny jako Myxobolus sp. 1 byl detekovan v plotici obecné
(Rutilus rutilus) a okounu fi¢énim (Perca fluviatilis), kde infikoval zabry a v jednom ptipadé
ledviny. Tento druh je sekvenc¢né unikatni a nebyla pro néj nalezena pfesna shoda v databazi
GenBank. Bez morfologickych dat nelze ur¢it, zda jde 0 novy druh, nebo jestli byl popsan jiz
diive. Zaroven nejde ur€it ani presny morfotyp (Myxobolus vs. Henneguya). Tento druh ma
pomérné zajimavou fylogenetickou pozici s dlouhou vétvi, spada do skupiny nazyvané
Subclade VII (dle Liu et al. 2019) a v ramci ni klastruje k druhtim, které parazituji u ryb fadu
Perciformes a Mugiliformes (Liu et al. 2019). Tyto druhy myxosporei jsou popsany
z motského nebo brakického prostiedi a vytvarii jasné definovanou skupinu (Liu et al. 2019),
i kdyz vnas$i analyze pomérné nizce podpoienou (skupina druhi okolo M. bizerti
Bahri & Marques, 1996). Nalez motského ¢i brakického druhu myxosporei odpovida povaze

mnou studovaného lokality, kterd se nachazi v blizkosti mofe a feka v této Casti je misena
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s moiskou vodou. Je pravdépodobné, vzhledem k povaze sekvence (vytvaii velmi dlouhou
vétev (obrazek 9)), ze tento druh muze piedstavovat dosud neznamou vyvojovou linii
brakickych myxosporei z kladu Myxobolus. Dle dostupné literatury byly z téchto hostiteld
popsany druhy (a neexistuji pro n¢ porovnatelnd molekularni data): M. guyenoti (hostitel
okoun fi¢ni), M. chernovae, M. marginatus (v obou pfipadech hostitel plotice obecnd). Dle
fylogenetického postaveni by se taktéZ mohlo jednat o zastupce rodu Henneguya. Z téchto
hostitelti byly popsany tyto druhy bez molekularnich dat: H. similis, H. texta (hostitel v obou
ptipadech okoun fi¢ni).

Dalsi sekvencné novy druh s ozna¢enim Myxobolus sp. 2 ma velmi Siroké hostitelské
spektrum, coz je u myxoboli pomérné bézné (napi. M. dujardini parazituje v kapru obecném,
okounu ficnim 1 plotici obecné (Cech et al. 2012)) a byl detekovéan u 6 riznych hostitell ze tii
radt (Cypriniformes, Gobiiformes, Perciformes) na zabrach, v ledvinach a svaloving.
Mikroskopicky se povedlo zaznamenat spory ve tfech druzich (bolen dravy, jelec jesen
a plotice obecna), u téchto druhl byly spory v tkani ¢asté, neni tedy predpokladem, Ze by se
jednalo o pasaz, ale o opravdového mezihostitele. Stejné tak v 10 ptipadech (v ledvindch
bolena dravého, jelce jesena a plotice obecné; ve svaloviné bolena dravého, candéta obecného,
hlavacky mramorované, jelce jesena a plotice obecné) byl druh zachycen ve svaloviné a
ledvinach, kde uz tedy doslo k néjakému vyvoji/prichodu hostitelskym jedincem a neni tedy
pfedpokladdno ani v téchto ptipadech, ze by se jednalo o mezihostitele, kde neprobiha vyvoj.
Na zéklad¢ morfologickych dat, hostitelské a tkanoveé specificity by se mohlo jednat o druh
M. strelkovi. Fylogeneticky tento druh klastruje uvnité Subclade VIII (dle Liu et al. 2019).
Témét vSechny druhy spadajici do tohoto nejvétsiho subclade citajiciho 154 sekvenci
parazituji v rybich hostitelich fadu Cypriniformes (az na vyjimku druhu Myxobolus marumotoi
Li & Sato, 2014 (Liu et al. 2019)), proto je velmi zajimavé, ze v ptipad¢ této studie byl druh
Myxobolus sp. 2 objeven i v rybich hostitelich skupiny Gobiiformes a Perciformes. Z hostitelti
skupiny Perciformes byly obdrZzeny dvé sekvence, coz vypovida o tom, Ze se nejedna
0 vyjimecny zachyt.

Druh Myxosporea sp. byl uréen az na zakladé molekularniho screeningu a na zakladé
fylogenetické analyzy zafazen do skupiny infikujici zluénik (Bile clade). V tomto kladu se
nachazi tfada para- nebo polyfyletickych roda (Myxidium, Zschokkella ¢i Chloromyxum)
(napt. Kent et al. 2001; Jirka et al. 2011; Heiniger & Adlard 2014). Bez morfologickych
zdznamu nelze urcit, zda se jedna o druh popsany diive, nebo je to druh novy, dosud
morfologicky nepopsany. Na zakladé hostitelské a tkanové specifity by se mohlo jednat o blize

nepopsany druh Chloromyxum sp.. Ten byl zachycen v Mad’arsku v jezefe Balaton, kde
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infikoval zabry a zlu¢nik okouna fi¢niho (Jaczé 1940). K tomuto druhu ale neexistuji zadné
morfologické ani molekularni zaznamy. Pokud by se opravdu jednalo o zastupce z rodu
Chloromyxum, spory by byly kulaté se ¢tyfmi polovymi vacky (kapitola 3.1. Morfologie
a taxonomie, obrazek 2 (d)).

Myxobolus pseudodispar byl pavodné popsan ze svaloviny plotice obecné
(Gorbunova 1936), ale pozd¢ji na zakladé morfologickych dat taktéz z dalSich kaprovitych
ryb (napf. Molnar et al. 2002; Forré & Eszterbauer 2016). Spory tohoto druhu maji ovalny
tvar se dvéma polovymi vacky (Gorbunova 1936), ktery je typicky praveé pro morfotyp tohoto
rodu (Lom & Dykova 2006). Na zakladé molekularnich analyz bylo potvrzeno, ze se jedna
0 komplex druhit (Forré & Eszterbauer 2016; Lisnerova et al. 2020a) s parafyletickych
charakterem (Lisnerova et al. 2020a). V této bakalafské praci byly pozorovany tii molekularné
jasné rozliitelné druhy klastrujici uvniti komplexu a navic parazitujici u typového hostitele.
Vsechny tfi nalezené druhy jsou sekvencné identické s jiz diive determinovanymi sekvencemi.
I v tomto piipadé¢ byl potvrzen parafyleticky charakter studované skupiny (Lisnerova
et al. 2020a), mezi zastupce tohoto “druhu/komplexu” klastruji téz sekvence s oznacenim
M. artus, M. ridouti a dalsi (v mém piipadé: M. artus FJ710799, M. musculi AF380141,
M. klamathellus KX261616, M. stanlii DQ779995, M. ridouti GQ292745). U tohoto
komplexu byla taktéZ pozorovadna velkd variabilita/plasticita spor (Molnar et al. 2002;
Lisnerova et al. 2020a). I v mém ptipadé se povedlo dva ze tii druht zachytit morfologicky,
a vyrazné se od sebe 1isi (M. pseudodispar 1 ma spory v priméru o 2,5 um delsi a o 1,1 um
sirsi nez M. pseudodispar 3; dale ma nestejné¢ velké polové vacky s primérnymi rozméry
6,7 X 3,5 um a 5,3 x 2,7 um, M. pseudodispar 3 ma stejn¢ velké polové vacky s primérnymi
rozméry, které odpovidaji rozmérim mensiho polového vacku M. pseudodispar 1
(5,2 X 2,9 um)). Je tedy piedpokladem, Ze tyto dva (respektive tii) druhy identifikované v mé
praci by mély byt popsany jako oddé€lené druhy, ale je samoziejmé otazkou, ktery z téchto ¢i
diive molekularné identifikovanych druhti je tim popsanym v pivodnim popisu z roku 1936

(Gorbunova 1936).
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8. 7.aver

Pti studiu diverzity v dané lokalité byla urcena fylogenetickd pozice pro 37 sekvenci.
Ty byly ptitazeny celkem k 7 druhtim, z nichz 4 byly jiz popsané a 1 komplexu druht, ve
kterém klastruji tfi mnou ziskané molekularné odlisitelné druhy. Byly objeveny i 3 sekvencné
nov¢ druhy, které byly na zakladé morfologickych vlastnosti spor a fylogenetickych analyz
ptifazeny do rodu Myxobolus a do zlu¢nikového kladu (Bile clade). Ze vsech 329 vzorku bylo
na Myxosporea pozitivnich 15 vzorkli z zaber, 9 z ledvin, 9 ze svaloviny, 1 vzorek ze
zlucového méchyie a 1 vzorek z mocCového méchyfe. Na Malacosporea se podatilo
oscreenovat pouze 8 rybich druhti (20 vzork) z lokality 3 (De Gijster).

Ze tii lokalit se podafilo Myxozoa najit na dvou z nich — Honderd en Dertig
a De Gijster (lokalita 2 a 3). Vyskyt myxozoi na prvni zmifiované lokalité byl 24,4 %, na druhé
27 %. Celkovy vyskyt myxozoi ze vSech tii lokalit byl 18,8 %.
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