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Abstrakt

Prace se zabyva ektoparazitickym vztahem mezi krev-sajicimi koutulemi
r. Sycorax a ropuchami r. Ansonia. Prvni ¢ast prace obsahuje literarni resersi, ktera se
zabyva obojzivelniky a jejich bezobratlymi parazity, pfedev§im zpusobu vyhledavani
a lokalizace hostitele. Prestoze je vztah mezi vySe uvedenymi druhy popsan pouze na
zakladé pozorovani, jsou V praci diskutovany mozné podrobnosti ze vztahu mezi
koutulemi a zdbami. V praktické ¢asti byla provedena analyza mitochondrialni DNA
Z 7abi krve obsazené v téle koutuli odebranych na Borneu. V ramci analyz se nepodatilo
amplifikovat kvalitni DNA z krve ziskané z téla ektoparzitujicich koutuli a tak nebylo
mozné provést srovnani se ziskanou zabi DNA a tedy potvrdit piimo pozorované

parazitovani.

Klicova slova: parazitismus, krev-sajici mouchy, obojzivelnici, Sycorax, Ansonia,
Borneo, mMDNA
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Abstract

The thesis deals with ectoparasite relationship between blood-sucking flies
(genus Sycorax) and toads (genus Ansonia). The first part follows up with the
theoretical background as amphibians and their invertebrate parasites and way of
locating and searching the host. Although the relationship between the above species is
described only by observation, we discussed possible particulars of this relationship. In
practical part we analysed mitochondrial DNA of blood, which was found in body
of blood-sucking flies. We could not directly confirm this parasitic relationship due to

lack of high quality blood in flies body.

Key words: parasitism, blood-sucking flies, amphibians, Sycorax, Ansonina, Borneo,
mDNA
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1. Uvod

Borneo je znamé svym piirodnim bohatstvim. Nachazi se zde cela fada
endemitii, nové popsanych druhd a také druhy, které na popsani stale ¢ekaji. Nizinny
tropicky prales poskytuje diky svému klimatu obrovskou skdlu podminek pro Siroké
spektrum fauny a flory. PredevS§im kombinaci tepla a vlhka se stava tropicky prales
pravé pro zaby vhodnym biotopem. Nachazi se zde ale také velké mnozstvi jejich
predatorii a parazitli, ktefi na né vyvijeji tlak.

Pro dobré pochopeni ekosystému neni dilezité¢ znat pouze jednotlivé druhy, ale
také vztahy mezi nimi a vztahy mezi organismy a nezivym prostiedim. Napiiklad
predace a parazitismus jsou biotické procesy, které¢ maji vyznamny vliv na ekologicka
spolecenstvi. Znalost téchto vztahi je zasadni pro zodpovézeni otazek v oblasti ekologie
a evoluce (Gambale et al. 2014).

Parazitovani bezobratlych na obojzivelnicich je relativné Casty ukaz mezi volné
zijicimi druhy. Samotné poznatky o principech a prabchu téchto vztahli jsou vsSak
znamy pomérn¢ roztiisténé. Nékterym skupindm (napi. krevni parazité) byla vénovana
znacna pozornost. AvSak vétSina skupin zlstava v oblasti teoretickych znalosti.
Bakalatskéd prace se pokousi poodhalit ¢ast vztahu mezi bornejskymi ropuchami rodu

Ansonia a na nich parazitujicich koutuli z rodu Sycorax.



2. Cile

Bakalaiska prace ma dva hlavni cile. Prvnim byla literarni reSerSe dosavadnich
poznatkll o parazitismu obecné, dale o vztahu mezi obojzivelniky a bezobratlymi
ektoparazity a v neposledni fadé¢ hlubsi revize literatury zabyvajici se parazitismem
mezi dvouktidlym hmyzem (Diptera) a zdbami.

Druhy cil byl stanoven jako pokusné vyzkumny. V ramci cest na Borneo bylo
v destnych nizinnych lesich sebrano nékolik jedinct krev sajicich much z ropuchy
dlouhoprsté¢ (Ansonia longidigita) a mezi timto sebranym materialem byly
identifikovany jedinci s pravdépodobnym krevnim obsahem v travici soustavé. Tito
jedinci byli podrobeni analyze mitochondrialni DNA, aby byl prokdzan piimy

paraziticky vztah koutuli a zab.



3. Literarni piechled

3.1. Parazitizmus

Jednim z nejslozitéjSich vztahli mezi organismy je parazitismus. V ptirod¢ se
jednd o velmi rozsiteny biologicky jev, ktery pomaha udrzovat ekologickou rovnovahu
(RySavy 1989). Parazit je organismus, ktery ziskava ziviny od jednoho, nebo velmi
malého poctu hostitell. Nezplsobuje jim bezprostiedné smrt, ale obvykle dochazi
K ur¢itému poskozeni hostitele, ¢imz se tento vztah 1i§i od komensalismu, pii kterém ma
spolu zijici organismus prospéch, ale hostitel neni v zasadé ovlivnén (Begon et al.
1997). Parazit zije na ukor jiného zivocicha a je s nim svym zivotnim cyklem po delsi
nebo krat$i dobu tésn¢ svazan (RySavy 1989). Plasobi mu pfitom Skodu naptiklad
snizenim rustové rychlosti hostitele nebo jeho populaci (Begon et al. 1997). Hostitel si
béhem spole¢ného vyvoje vyvinul zplisoby obrany, piikladem je imunitni systém,
kterym se snazi parazitovi vyhnout, odstranit ho nebo parazita tolerovat, zatimco parazit
piichazi s novymi zptisoby nalezeni a vyuziti hostitele (Poulin 1995). Z hlediska Zivotni
strategie mtizeme parazity délit na mikroparazity, ktefi se rozmnozuji ptimo v téle
hostitele, kam fadime hlavn¢ bakterie, viry, houby a prvoky (napi. Trypanosoma;
Begon et al. 2007) a na makroparazity. Ti, na rozdil od mikroparazitti, nezvySuji svij
pocet v hostiteli, ale produkuji infekéni stadia, ktera se pfenaseji na dalsi hostitele (Volf
& Horék 2007). Mezi makroparazity patii napiiklad cizopasni hlisti, tasemnice nebo
krevnicka (Begon et al. 1997).

Parazity také mizeme délit na zdklad€¢ vztahu k hostiteli. Jednou skupinou jsou
fakultativni parazité, kteti Ziji obvykle volng, ale za ur¢itych podminek se mohou chovat
jako pravi parazité. Jedna se pravdépodobné o mezistupen pii vzniku cizopasnictvi.
Druhou skupinou jsou obligatni parazité. V tomto piipadé neni parazit schopen bez
svého hostitele pfezit nebo se mnozit a urcitou ¢ast zivota musi bezpodmine¢né Zit jako
parazit, aby mohl dokon¢it sviij vyvoj (Volf & Horak 2007). Podle lokalizace parazitl
na hostiteli délime paraziti na endoparazity a ektoparazity. Ektoparazité Ziji na povrchu
téla hostitele nebo na jeho povrchovych organech. Endoparazité Ziji uvniti téla hostitele
(RySavy 1989). U permanentnich ektoparaziti dochazi k dlouhodobému vyuziti
hostitele, ¢imz se lisi od ektoparaziti docasnych, ktetfi vyhleddvaji nového hostitele

nékolikrat za Zivot (Volf & Horédk 2007).



Pritomnost parazita ma bezesporu Vvliv na fitness hostitele. Ackoli se projev zdat
byt nepatrnym, v disledku muze poskodit rust a reprodukci hostitele (Polak 1998).
V nékterych piripadech ovlivituje parazit hostitele primo, neletdlnim zpisobem, tim, ze
meéni jeho chovani (Gambale et al. 2014). Parazitickému zptisobu Zivota se prizptsobily
organizmy na vSech urovnich, od vird pies bakterie aZ po mnohobunééné organizmy
(Volf & Horak 2007). Paraziti ovliviiuji dynamiku populace hostitele a tok zivin
Vv ekosystému, méni konkurenci mezi jednotlivymi druhy a jsou vyznamnym c¢initelem

biodiverzity (Hudson 2006).
3.1.1. Predatofi a parazité Zab

Za predatory obojzivelniki jsou povazovany tisice druhti bezobratlych (Wells
2007). Mezi nejvyznamnéj$i predatory vsSak patii pijavice, krabi, raci, krabovci
(Formanowicz et al. 1981), larvy chrostikii a vazek, larvy a dospéli jedinci vodnich
broukt, ne€kolik druhi much (Wells 2007) a pavouci (Hayes 1983). Piipady predace
volné zijicich plosténcti, larev komart, vos, kudlanek nebo cvrckil nejsou pfilis Casté,
dopad na obojzivelniky je pfesto vyznamny. Téméi zddny z téchto bezobratlych, ktery
se zivi na obojzivelnicich, neni potravnim specialistou, vétSina druhii jsou potravni
generalisté¢ a typ potravy méni podle dostupnosti zdroji. Nejvétsi podil predace neni
ovSem na dospélych jedincich, ale na vajickach a pulcich zab. V mnoha docasnych
tinich, kde se nevyskytuji ryby, jsou bezobratli nejvyznamnéjsi predatory vajicek
a pulcti obojzivelnikii obecn€. Mnozstvi bezobratlych pritomnych v konkrétni tiini mtize
(Wells 2007). Nékteré druhy obojzivelnikli nekladou vajicka ptimo do vody, ale kladou
je napiiklad do pény na vodé¢, na pievislé listy nad hladinou nebo do vlhké zemé.
Snizuje se tak moZnost predace vodnimi zivoCichy, na druhou stranu jsou vajicka
vystavena jinym predatorum, jako jsou pavouci, krabi, stfevlikoviti brouci, cvréci nebo
vosy (Hayes 1983). Pocet predovanych mladych jedinci je sice niz$i nez pocet
predovanych pulct a vajicek, pfesto miize mit vyznamny vliv na populaci (Wells 2007).
Zajimavym rysem pii predaci bezobratlych na obojZivelnicich je vytvofeni riznych
trofickych smycek, kdy obojzivelnik mize byt kofisti (hostitelem) i predatorem daného
bezobratlého druhu (Polis & Myer 1985).

Paraziticti potravni generalisté maji vyznamny az dramaticky vliv na strukturu

spoleenstva. Mohou mezi druhy pifenaset nejriznéj$i onemocnéni, jejichz dopad na



druhy mize byt vyrazné odlisny. Zvlasté¢ nachylné na podlehnuti jsou citlivéjsi druhy,
které se témto patogeniim neumi branit. Na druhou stranu, specializovani parazité

mohou prispét k navySeni biodiverzity (Hudson 2006).
3.1.2. Endoparazité zab

Mezi vnitfni parazity obojzivelnikti fadime mnoho druh prvoki, zejména
trypanosomy, a n¢které parazitické ¢ervy (Wells 2007). Jedna se napiiklad o tasemnice,
Skrkavky, hlistice, které infikuji plice a viscerdlni organy, rizné druhy Zzabrohlistd
a motolic, které napadaji plice, svalovinu, mocovy méchyt a travici Ustroji (Tinesly
& Earle 1983). Mezi nejpocetnéjsi skupinu zivocicht patii ¢lenovci, neni proto divu, Ze
mnozi presli na paraziticky zptisob Zivota. Zivotu uvnitf t&la hostitele se dokazal
ptizplsobit jen maly pocet druhli, mezi které fadime né€které druhy roztoctl, jazy€natky
a larvy nékterych much, které parazituji na obojzivelnicich v riznych stadiich vyvoje

(Wells 2007).
3.1.3. Ektoparazité zab

Vztahy predator/parazit a kotist/hostitel mohou byt slozité¢jSi a navzdjem se
prolinat. Jako ptiklad mizeme uvést severoamerickou pijavici Macrobdella decora Say,
1824, ktera je zaroven parazitem i predatorem pulcti nékterych skokant. Dale pijavice
Desserobdella picta (Verril, 1872) je znama jako parazit ropuchy americké a zaroven je
1 predatorem jejich pulci. Zajimavé je také, ze tato pijavice se velmi vyrazné
specializuje pouze na ropuchu americkou a to i v pfitomnosti jinych druha (Blais 2016).
Také o pijavicich podtiidy Hirudinea je znamé, ze se zivi krvi Zab, ale tento zptisob
potravni strategiec se miize ménit s ohledem na reprodukéni cykly hostitele, kdy i pulci
zab jsou pro pijavice piijatelnym zdrojem potravy. Ne&které pijavice z eledi
Glossiphoniidae casto napadaji rozmnozujici se obojzivelniky, kteti ziji v blativych
lesnich tlnich. Tyto druhy pijavic mohou dospélého jedince Zaby zabit, nebo mohou mit
vyznamny vliv na fitness jedince (Blais 2016). Pfestoze mnoho skupin pijavic jsou
typickymi ektoparazity, nékteré druhy mohou zit v téle obojzivelnikd také jako
endoparazité (Wells 2007).

Mezi ektoparazity dale fadime klistata (Anthony et al. 1994) nebo parazitické
klanonoZzce. Larvy masarek, bzucivek a zelenuskovitych much parazituji na dospélcich

zabach, z nichz o n¢kolika druzich mizeme hovotit jako o obligatnich parazitech.



Nekteré druhy bezobratlych vyuzivaji obojzivelniky k tomu, aby byli pfeneseni mezi
jednotlivymi vodnimi utvary. Jedna se naptiklad o lasturnatky nebo o nékteré druhy
Skebli. Neni ovSem zcela jasné, jestli se jednd o ektoparazitiSmus nebo spiSe
0 komenzalismus, jelikoz dopad na obojzivelniky nebyl protazim zkouman (Wells
2007).

3.1.4. Diptera jako parazité zab

Dal§imi ektoparazity obojzivelniki jsou komati a krev-sajici musky (Wells
2007). Vyznamnym je rod Corethtrella, zahrnujici asi 107 druht, které se vyskytuji
Vv tropickych a subtropickych regionech (Caldar et al. 2016). Samicky se zivi krvi,
a podobné jako pro samicky komarii je tato potrava nezbytna pro produkci vajicek.
(Bernal et al. 2006). V praci Grafe et al. (2008) uvadi napfiklad druh Corethrella
edwardsi, ktery je velmi hojny v Panamé. Na Borneu bylo odchyceno pies 11 druht
Corethrell, které saly na riznych druzich Zab, mezi které patfily i Ansoina leptopus
a A. longidigita (Grafe et al. 2008).

Skupiny much, napiiklad bzucivkoviti, masatkoviti, mouchoviti nebo
zelenuskoviti produkuji myidzy. Jedna se o invazivni larvy v tkanich obratlovca, a tyto
larvy jsou pro Zaby letalni. Parazitujici mouchy mohou byt tedy vyznamnym zdrojem
mortality v populaci zab. Napiiklad moucha z ¢eledi kuklicovitych, Lucilia bufonivora
Moniez, 1876, je schopna zamofit populace ropuchy kratkonohé ¢i jinych druhi zab,
a zpusobit mortalitu podstatné casti populace. Dvé studie se zabyvaly vlivem
pritomnosti hlistic v plicich Cerstvé pfeménénych zab, konkrétné u ropuchy obecné
a skokana lesniho. Vysledky sice neukazaly zadny signifikantni dopad hlistic na mladé
jedince zab (Wells 2007), oproti tomu Goater & Ward (1992) béhem vyzkumu na
ropuSe obecné prokazali negativni vliv téchto myiaz na rust a lokomoci pfeménénych
mlad’at, coz mé za nésledek niz$i ptezivani jedinci. Lze predpokladat, ze kvili zhorSené
lokomoci jsou tito jedinci Castou kofisti predatord, naptiklad vodnich ptakd, jejichz
pozornost je pfilakana zvlaStnimi pohyby nakazenych Zab.

Zastupci z Celedi koutuloviti (Psychodidae) fadime spise k prechodnym krev-
sajicim druhlim nez k pravym parazitim. Tento pfistup by se mohl zménit, pokud by se
prokazal ptenos filarii a infikovani zab (Bernal et al. 2006). Biologicka interakce mezi
koutulemi (r. Sycorax) a ropuchami se vSak od ostatnich much lisi, jelikoz jejich larvy

nejsou invazivni.



3.1.5. Vektory trypanozomy

Nejcastéji dokumentovanymi vektory jsou pijavice, které pienaseji endoparazity
na zaby zijici v tinich, nebo na ocasaté obojzivelniky. Zpiisob zivota dospé€lych jedinct
stromovych zab vyrazné snizuje potencialni moznost kontaktu s pijavicemi, dospélci se
na delsi dobu dostanou do vodniho prostfedi jen v obdobi rozmnozovani. Je
pravdépodobné, ze vektorem trypanosomy jsou i zastupci nékterych druht
dvoukfidlych, jako jsou komaii nebo krev-sajici musky (Johnson et al. 1993). Na
Florid¢ jsou znamy druhy komart, které se zivi krvi obojzivelnikt, v Georgii pak byly
nalezeny musky rodu Corethrella parazitujici stromové zaby (McKeever 1997). Pii
vyzkumech, zdali jsou tito zastupci dvoukfidlych také pienaSeCi trypanozomy, byla
zjisténa piitomnost trypanozomy naptiiklad ve stievé Corethrella wirthi Stone, 1968
(Johnson et al. 1993), coz potvrzuje domnénku, ze 1 dvouktidli mohou byt prenaseci
trypanozom.

Musky z rodu Corethrella vyhledavaji své hostitele podle volani samct Zab pii
vabeni samicek. Jelikoz samec ztichne pii navazani fyzického kontaktu se samickou,
dostanou se samicky jen ziidka do kontaktu s krev-sajici muskou. Byla zjisténa téméft
nulova piirozena nakaza samicek stromovych Zab trypanozomou (Johnson et al. 1993)
atim byla také prokazana interakce mezi samci zab a krev-sajicimi muskami
r. Corethrella (Borkent & Belton 2006). Nepiitomnost trypanozomy v téle samicek jen

potvrzuje, Zze nakaZeni samci zab byli infikovani az v dospélosti (Johnson et al. 1993).

3.2. Zpusoby lokalizace obojzivelnikd u krev-sajicich much

Adaptace, které zvysSuji detekci hostitele na vétsi vzdalenost, jsou vyvinuté
napfi¢ vSemi druhy u krev sajiciho hmyzu a umoziuji efektivnéji najit hostitele (Bernal
& Silva 2015). Vétsina krev-sajicich musek a komart vyhledava své hostitele pomoci
molekuly (Grafe et al. 2008). Napiiklad komar Anopheles gambiae Giles, 1902,
vykazuje silnou preferenci pro lidské hostitele, z tohoto divodu ma receptory, které
detekuji jednotlivé pachy lidskych nohou, zpisobené bakterii rodu Corynebacterium
(Bernal & Silva 2015). Samicky musek rodu Corethrella vyuzivaji, kromé téchto
chemickych stop, pfevazné jiny zplisob. Pachové vjemy mohou byt vyznamné az pfti
bliz§im kontaktu s hostitelem. Musky vyhledavaji svého hostitele predev§im pomoci

hlasovych projevii samcti zab pii vabeni samic (Grafe et al. 2008).



3.2.1. Vnimani zvuku

Hmyz je schopny vnimat zvuk bud netympanalni nebo tympandlni recepci.
Tympanalni recepce je zajiSténa tympanalnimi organy, které se skladaji z bubinku,
rezonatoru, a sluchovych bun¢k. Tyto organy se vyskytuji v hrudi, prednich parech
nohou, abdomenu, nebo kfidlech. Tympanalni organy se vyskytuji u hmyzu, ktery je
schopen sam vydavat zvuk, napf. Orthoptera (Kodrik 2004). Netympanalni recepce
vyuziva vibrace zpusobené zvukem, které jsou vnimany trochoidnimi senzily.
Specializované Utvary schopné vnimat zvuk jsou tzv. chordotonalni organy a jsou
uloZeny pod kutikulou. Nejc€astéji se vyskytuji v ¢lancich tykadel, koncetin nebo u baze
ktidel. Jedna se o strunovité utvary napnuté napii¢ télnimi dutinami, které jsou svymi
konci ptfipevnény na vnitini plochu ohebnych c¢asti kutikuly. Kromé vlastnich
smyslovych bunék obsahuji fadu podplirnych a krycich bunck, které =zajiStuji
a zefektiviluji Cinnost ustroji. Cela tato struktura se nazyva skolopidium. To se
v zakladni formé sklada ze tii typt linedrné uspotfaddanych bunék: subtympalni bunky
umisténé na skolopalni bufnice spojené s dendrity nervové senzorické bunky. Toto
zékladni schéma byva cCasto modifikovano. VSechna imaga maji modifikovany
chordotonalni tstroji ve form¢ Johnstonova organu, ktery lezi v druhém ¢lanku tykadel
(pedicules).  Slouzi k zajisStovani pasivnich pohybii tykadel pii letu, tedy jako
gyroskopicky smyl. Po urcité modifikaci mize Johnstoniiv organ slouzit i ke vnimani
zvuku. (Kodrik 2004). U komari a pakomart reaguje na frekvence vzduchem
pienasenych zvukii tak, ze vnimad rezonujici vibrace chloupki na tykadlech (kratsi
chloupky na konci tykadel reaguji na vyssi frekvence nez delsi chloupky u kofent
(Pechlat 2007). Je pravdépodobné, ze pravé Johnstonliv organ vyuzivaji krev-sajici
musky r. Corethrella k akustické lokalizaci hostitele (Grafe et al. 2008), otazkou
prozatim zlstava, jestli stejny systém pouzivaji ikoutule r. Sycorax. Ackoli se
Corethrelly pravdépodobné nespecifikuji na konkrétni druh zaby, je zfejmé, ze volani
urcitych druhd zab jsou pro né vice atraktivni (Grafe et al. 2008). Pfi pokusech, kdy
védci vabili Corethrelly na nahrané volani osmi riiznych druht zab, byly musky nejvice
ptitahovany hlasovym projevem rosni¢ky Stékavé (Hyla gratiosa LeConte, 1856).
Zajimavé je, Ze tento druh Zaby je plivodni na severovychod€ Spojenych statd, ale na
jeji volani bylo naldkano velké mnozstvi druhti Corethrell pochazejicich ze zapadu
Spojenych stati, Mexika a Kostariky, kde s touto rosnickou prakticky nemohli pfijit do

kontaktu ani nemohli slyset jeji volani. Je tedy pravdépodobné, ze volani rosnicky



Stékavé je specifické, prozatim neni ale jasné, jaka slozka voldni Zab musky vabi

(Borkent & Belton 2006).
3.2.2. Akusticka lokalizace

Samci nékterych druhti zivoc€ichi se pii hledani samic shromazd’uji a vytvareji
rizné velké agregace. U Zab se tyto agregace nazyvaji ,,chory®“. Samci v takovémto
shromazdéni vyuzivaji vétsi pravdépodobnosti prilakani sami¢ek. Hlasovy projev je
vyrazn€j$i a hlasit&jsi pf1 vétSim poctu jedincl. SniZzuji tim také moznost, Ze budou
ukofisténi predatorem. Neékteré skupiny Zivocichl jsou jen netmyslnymi piijemci
daného akustického signdlu, jiny tento signal cilené odposlouchavaji. Tento piijemce
akustického signdlu mitize byt bud’ netmyslné jedinec stejného druhu, predator,
parazitoid nebo krvi se Zivici musky (Caldart et al. 2016).

Jsou znamy piipady u nékterych druhli Zzab, kdy samec synchronizuje sviij
hlasovy projev se sousedicim samcem, ¢imZ sniZzuje moznost napadeni predatorem.
Naptiklad samci rosni¢ky r. Smilisca odpovidaji s velmi kratkou dobou zpozdéni na
volani sousedicich samct a tim dochdzi k vyraznému ptekryvani zvuka. Tato strategie
zalozena na synchronizovaném volani vznikla pravdépodobné jako disledek
selektivniho tlaku zptisobenym netopyry, ktefi jsou potravnimi specialisty pravé na
téchto zabach (Aihara et al. 2016). Interakce mezi jedinci, kdy jeden vysila signal a jiny
ho pfijimd (odposlouchavd), byla zkoumana pro celou fadu organizmi. Vyhody
hromadného volani zabich samcii ale mohou byt relativni, jelikoz zarovenn dochazi
k zesileni kompetice o samic¢ky. Signalni akustické znaky, které se uréitym zpisobem
i1 od primérné hodnoty, jsou samickami stejného druhu zpravidla preferovany.
Vyskyt ve skupiné je ziejmé disledkem toho, Ze vedle souseda milize hlas jednoho
jedince vyniknout a byt tedy pro samicku atraktivnéjS$i. Naptiklad rdkosnicka
mramorovana (Hyperolius marmoratus Rapp, 1842), ktera je velmi rozsifena v oblasti
subsaharské Afriky, preferuje nizsi frekvence samciho volani nez vyssi. Individudlni
strategie, jak maximalizovat atraktivnost pro samicku je ve skupiné¢ bézna. Pokusy
0 zvySeni atraktivity pro sami¢ku miZe ale také zvysit pravdépodobnost napadeni
predatorem nebo parazitem, ktery vyhledava hostitele akustickou lokalizaci, pravé kvali
jeho napadnosti. Tyto signalni strategie jsou, vzhledem ke konkurujicim si samciim,

V jadru konfliktem mezi sexualnim a pfirodnim vybérem (Aihara et al. 2016).



Preference samic mohou vést k vyvoji az piehnanych samcich signald (vyrazngjsi
volani), ¢imz se zvysuje riziko odposlechnuti predatory. Vnimani akustického signalu je
také ovlivnéno tim, jak tento signal kontrastuje se zvuky okoli a také jakym zptsobem
je informace zpracovana (pfesnéji feCeno, jakym senzorem a jakym druhem Zzivocicha).
Vyrazné, az piehnané signaly mohou byt pro jednoho zivocicha, ktery tyto signaly
prijima, vysoce atraktivni, zatimco pro jiného jedince se muize jednat o signaly
nepodstatné nebo nemuseji byt piijimany vibec. Mnoho studii uvadi, Ze velké
mnozstvi Zivo€ichl, které pfijimaji tyto sexudlni signdly, je vyuziva k ukofisténi obéti
(Bernal et al. 2006). V nékterych ptipadech se ukazuje, ze tito predatofi/paraziti
preferuji v ramci jednoho druhu kofisti/hostitele jen nékteré varianty signal (Moodie
1972). Otéazkou je, pro€ je pro predatory nebo parazity, ktefi vyhledavaji kotist pomoci
akustické lokalizace, dulezita rozdilnost mezi jednotlivymi signaly, nejen pfitomnost
signalu samotného. Je bud’ mozné, ze tito odposlouchdvaci hodnoti na zéklad¢ signalu
kvalitu koftisti, preferuji naptiklad vétsi a hlasit€jsi samce. Dal§i moznosti je, Ze n&které
signaly jsou jednodusSeji detekovany nez jiné. Z vyzkumu na stiedoamerické hvizdalce
Engystomops pustulosus (Cope, 1864) totiz vyplyva, ze zatimco samice Zab preferuji
slozit&jsi hlasové projevy samcti, krev-sajici musky a netopyii, ktefi se specializuji na
zéaby, to maji naopak a preferuji volani jednodussi (Bernal et al. 2006).

I kdyZ existuje mnozstvi much, které se Zivi na Zabach a k jejich vyhledavani
pouziva akustickou lokalizaci, je tato problematika jen velmi malo zkoumana, ato
zejména V oblasti Neotropiku (Caldart et al. 2016). V soucasné dob¢ je tedy znamé, Ze
musky r. Corethrella umi lokalizovat hostitele podle zvuku, podobné se vi o nékterych
druzich r. Uranotaenia. Nezname ale, jakym zplsobem vyhledavaji hostitele ostatni
druhy krev-sajicich musek. Napiiklad u rodu Forcypomia bylo pozorovano napadeni
dvou druhit Zab v Argentiné (Caldar et al. 2016), podobné zpiisob vyhledavani neni
znam u koutuli r. Sycorax.2.3.3 Vybér mista sani na hostiteli

Pfi shanéni potravy je pro hematofagni hmyz velmi dilezity vybér vhodného
hostitele. Proto se u krev-sajiciho hmyzu vyvinuly znaky, které optimalizuji chovani pii
vyhledavani hostitele a pfi sani krve. Kromé lokalizace hostitele samotného je nutny
také vybér spravného mista k sani krve na téle obéti. Predpoklada se, ze se krev-sajici
hmyz krmi na tom misté na hostiteli, kde je maximalni zisk krve S minimalnimi
naklady, jako je napiiklad riskovani zranéni hostitelem. Napiiklad komar rodu
Eretmapodites saje na stojicim c¢loveku, a to v mist¢ pod koleny (Haddow 1956),

zatimco komar Aedes simpsoni (Theobald 19XX) preferuje oblast hlavy. Podobné jako
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U komart je i u krev-sajicich muSek ocekavan selektivni vybér mista, které
maximalizuje ziskani krve z hostitele. Vybér mista u do¢asnych ektoparaziti je ovlivnén
riznymi faktory zahrnujici riznorodost mikroklimatu, tloustka kize na riznych ¢astech
téla hostitele nebo stupen pokryvu pokozky (de Silva et al. 2014).

U vétsiny znamych druht komart a krev-sajicich musek je vybér spravného
mista sani zalozen na teplotnim gradientu, oxidu uhliitém a vlhkosti vychazejici
z hostitele. Vzhledem Kk nizkym teplotnim rozdilim na téle zab je oxid uhliity
vyraznym faktorem jak pii lokalizaci hostitele, tak pfi vybirani mista pro sani krve (de
Silva et al. 2014). Predpokladalo se, ze z toho divodu si krev-sajici musky vybiraji
napf. na jiz zminované hvizdalce, oblast nozder, kde je vyssi koncentrace emitovaného
oxidu uhli¢itého. Nejveétsi mnozstvi oxidu uhli¢itého je ale vyluCovano pres kuzi. Je
tedy ziejmé, ze oxid uhli¢ity hraje tedy minimalni roli pfi vybéru mista na téle hostitele
(Wells 2007). Nozdry jsou v blizkosti vokalniho vaku, odkud nejvyraznéji vychazi
zvuky pfi volani samicky, pravdépodobnéjsi je tedy, ze musky jen nasleduji intenzitu
zvuku, kterd je u vokalniho vaku, potazmo nozder, nejvyssi. Krev-sajici musky, které se
zivi na hvizdalce, nejvice preferuji oblast nozder, tedy misto s vyssi abundanci vétsich
cév nez v hrudni oblasti, kde jsou cévy ulozeny hloub¢ji a musky se k t€émto kapilaram
nemusi dostat. Z predeslych studii vychazi, Zze se samicky r. Corethrella krmi z riznych
Casti téla Zzaby, od nohou po dorsalni ¢ast. U stromovych zab je naopak rozdil
v abundanci cév na riznych ¢astech téla minimalni, proto o mistu krmeni rozhoduje

spiSe charakteristika a funkce kize (de Silvia et al. 2014).

3.3. Rod Ansonia

Z4by rodu Ansoinia fadime do &eledi ropuchoviti (Bufonidae) (Wood et al.
2008). Tato Celed’ zahrnuje 38 rodu a 485 druhui (Frost et al. 2006). Rod Ansonia
zahrnuje 27 druhli (Wood et al. 2008), ale minimaln€ 5 taxonl ¢eka na oficialni popis
(Matsui et al. 2010).

Ansonie maji disjunktivni aredl rozsifeni, dva druhy se vyskytuji na Indickém
subkontinentu, zbylé druhy pak obyvaji oblast jihovychodni Asie a pfilehlé ostrovy
S nepocetnéj$im zastoupenim na Borneu (Matsui et al. 1998, Grismer 2006, Matsui et al.
2010). Pravé na Borneu prosel ansonie mirnou radiaci a vyskytuje se zde minimalné 12
druht. Z téchto dvandcti druhi je pro Borneo 11 druhli endemickych (Grismer 2006).

Na Malajském poloostrové se nachdzi sedm druhti, z toho Sest druht Zije izolované
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vV horach. Pouze jeden druh, Ansonia endauensis Grismer, 2006, se vyskytuje
V nizinném lese ve staté Johor (Wood et al. 2008).

Obecné se jedna o zaby mensiho vzristu se Stihlymi koncetinami (Grismer
2006). Vétsina ansonii ma zlatohnédou duhovku (Wilkinson et al. 2012). Obyvaji areal
lest od nizin po hory, s vyssi abundanci v horskych oblastech s nadmotiskou vyskou do
3000 metrd. Jen nékteré druhy se ojedinéle vyskytuji pouze v nizinach. Ackoli byli
dospélci neékterych druhti nalezeni v lese na zemi, vétSina druhti byla bézné pozorovana
na kamenech a vegetaci v blizkosti rychle tekoucich potoki. V nich dochazi
k metamorfoze pulct, ktefi jsou specializovani na zivot v bystiinach (Grismer 2006).
Ansonie nemaji parotidalni zlazy (Wilkinson et al. 2012). K zivotu na kamenech
a vegetaci jsou prizptisobeni dlouhymi prsty, které jim pomahaji pfi lezeni.

Vzhledem Kk jejich malému vzrustu a nenapadnému zptisobu zivota jsou ansonie
oproti jinym zabam pomérné¢ malo prostudovanym rodem a stdle dochazi k popisovani
novych druhti. Hrozbou pro tuto skupiny zab je Gbytek piirozeného prostiedi. Piikladem
muze byt stat Johor, V jizni ¢asti Malajského poloostrova. Stale se zde nachazi velka
oblast primarniho pralesa, ktery ale rapidné ubyva kvali plantazZim palmového oleje
a moznost objeveni nového druhu se tedy vyrazné snizuje (Grismer 2006).

Nami studované musky rodu Sycorax byly odebrany z téla ropuchy ansonie
dlouhoprsté (Ansonia longidigita Inger, 1960), pro kterou je typické bylinné patro

destnych pralesu. Vyskytuje se v mistech Cistych, kamenitych potokl, které vyuziva

kK rozmnoZovani.

“ . 5 A — i
Obrazek 1 - Druh Ansonia longidigita z NP Ulu Temburong, Brunej
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3.4.Rod Sycorax

Sycorax je maly rod much, které patii do podceledi Sycoracinae, celedi
koutuloviti (Psychodidae), fad dvoukiidli (Diptera) (Curler et al. 2015). Celed
koutuloviti je velmi rozsifenou a rozmanitou skupinou much ¢itajici pfiblizné 3 000
druhtt rozdélenych do Sesti podceledi — Horaiellinae, Sycoracinae, Trichomyiinae,
Bruchomyiinae, Psychodinae a Phlebotominae, kterd je zndmym vektorem lidskych
onemocnéni.

Dodnes je popsano 45 existujicich druhti koutuli r. Sycorax (Curler et al. 2015)
a4 fosilni. Stale ale dochazi k popisovani druhii novych (Jezek et al. 2015). Vyskyt
druhti podceledi Sycoracinae byl zaznamenan po celém svété s vyjimkou Antarktidy
a Severni Ameriky. Alespon dvé tfetiny druhti pochézeji ptevazné z regiont Palearktu
(12 druhil) a Neotropt (17 druhil). Pravé v této oblasti je zndma nejvétsi morfologicka
rozmanitost druhl. Podéeled” Sycoracinae je zde rozdélena do tii rodi — Sycorax,
Parasycorax a Aposycorax (Curler et al. 2015).

Koutuloviti jsou malé mouchy, nékteré druhy jsou pokryty drobnymi chloupky,
takze mohou piipominat mury. Larvy obyvaji dCistd prostiedi bystfin, potoku
a fytotelem, dale vlhka mista na zemi, jako je tlejici dfevo nebo listi. Pouze nékteré
duhy jsou vyskytem vazany na méné Cista prostiedi, napiiklad kanalizaci a odpadni
vody. Zivi se detritofagné, tzn. odumielymi rostlinami a Zivodichy (Curler & Moulton
2012). Jezek et al. (2015) ve své praci popisuje larvy koutuli Sycorax konopiki
a S. tomkineane. Télo larvy je dorsoventralné zplostélé, vejéitého tvaru. Larvy koutuli
byly nalezeny v mechovém podrostu v blizkosti vodnich tokt, kde byly ukryté
v napadaném listi. Dospéli jedinci jsou 1-3 mm dlouzi, kiidla s charakteristickou
zilnatinou drzi horizontdlné¢ na zadecku. Kousaci ustni ustroji, které je dalezité pro
ziskani krve z obratlovci, je pIné vyvinuto pouze u samicek. Krev je pro samicky
nezbytnd z diivodu produkce vajicek (Jezek et al. 2015). Druhy zkoumané v rdmci
bakalaiské prace patii mezi nedavno popsané. Jsou to zastupci asijskych druhti rodu
Sycorax. Oba druhy byly popsany soucasné v praci JeZek et al. (2015). Vzorky téchto
jedinct byly v pribéhu nékolika let sbirdny vyzkumniky v tropickych lesich na Borneu.
Takto sebrani zvifata byla transportovina do Ceské republiky, kde byla popsana
¢eskym odbornikem na skupinu Psychodidae Dr. Janem Jezkem z Entomologického
oddéleni Narodniho muzea v Praze. Oba druhy byly sebrany z hibetu zab druht

Ansonia leptopus Giinzher, 1872 a Ansonia longidigita Inger, 1960, v oblasti nizinné¢ho
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dipterokarpového destného lesa v Narodnim parku Ulu Temburong v Brunejském
sultanatu. Prvni druh Sycorax konopiki je pojmenovan na pocest Dr. Olivera Konopika,
ktery jako prvni zaznamenal tyto koutule parazitovat na ansoniich na Borneu. Druhy
druh, S. tomkineana, nese jméno po prijmeni autorovy dcery, Véfe Tomkové (Jezek et
al. 2015).

Obrazek 2 Druh Ansonia longidigita s druhem koutule Sycorax konopiki z NP Ulu Temburong, Brunej

3.5. Metody analyzy DNA

3.5.1. lzolace DNA

V dnesni dobé je nejcastéjSi metodou izolace genomové DNA izolace DNA
pomoci gravitacnich kolonek. Na trhu je velké mnozstvi kolonkovych kitli, pomoci
kterych mizeme izolovat DNA o dostatecné Cistoté pro vétsinu aplikaci .

Rozrusenim tkani bun€k a pisobenim protedzy ziskame lyzat, ktery naneseme
do specidlni kolonky. V kolonce je pfitomnéd matrix, na kterou se dodand DNA navéze.
Nésledné kolonku centrifugujeme a roztok bez DNA odplavime. Matrix s DNA
promyjeme promyvacim roztokem, ktery nasledné centrifugaci také odstranime.
Po promyti se DNA z matrix vyvdze do sbérné zkumavky centrifugaci vodou nebo

elu¢nim pufrem (Biofyzika.Upol 2011) .
3.5.2. Polymeréazova fetézova reakce

Polymerazova tetézova reakce (Polymerase chin rection, PCR) je biochemicka
reakce, kterd je zalozend na enzymatické amplifikaci specifického useku nukleové

kyseliny (Erlich 1989). Cely proces muzeme rozd¢lit na 3 zakladni faze: denaturaci,
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annealing (hybridizaci) a syntézu. V cyklické reakci o téchto tfech teplotné odlisnych
fazi dochazi k syntéze milionu kopii ur¢ité sekvence DNA (McPherson & Moller 2000).

V dnesni dobé mé PCR fadu variant a modifikaci, zakladni princip zlUstadva
ovSem stejny. PCR metoda vyuziva enzym DNA polymerazu in vitro (bez pouziti
zivych organizmil) ke kopirovani cilového useku DNA tak, Zze produkty hromadi
geometrickou fadou (Erlich 1989). Ke zmnozeni urcité ¢asti genomu je zapotiebi dvou
malych useki DNA, které jsou komplementarni k jejim koncovym oblastem. Tyto
useky o znamé sekvenci nazyvame primery. Ty jsou tvoieny zpravidla 20-25
nukleotidy. K PCR je dale zapotiebi DNA-polymeraza (Koc¢arek 2008).

Kazda PCR reakce za¢ind denaturaci templatu, tim vznikne vazebné misto pro
primery. Nasleduje nasednuti primert a synteticka faze. Zakladni jednotkou je jeden
cyklus, ve kterém se opakuji faze denaturace, annaeling, extenze a kazdy cyklus se
opakuje 2560 x (Hatina & Sykes 1999).

e Denaturace

Teplota denaturacni fdze se pohybuje mezi 92-96 °C (Kocarek 2008).
Dochazi u rozvolnéni vodikovych vazeb mezi bazemi a vznikaji dvé
samostatna vlakna DNA (McPherson & Moller 2000).

e Annealing

Probihd pfi teplot¢ 45-65 °C. Béhem annealingu dochazi
ke komplementarnimu navazani primerd na cilové sekvence vySetfované
DNA. Mista, kde se primery navazi, vymezuji oblast genomu, ktera bude
dale amplifikovana (Kocarek 2008).

e Extenze
V posledni fazi kazdého cyklu dochazi k aktivaci DNA polymerazy, ta

prodluzuje 3 konce primert a tim vytvaii nové komplementarni fetézce.

Extenze (elongace) probiha pii teploté 72 °C (Kocarek 2008).

Jednim ze spole¢nych rysii témét vSech modifikaci PCR je detekce vysledného
produktu na konci reakce, kdy amplifikovany produkt vizualizujeme nejéastéji pomoci
gelové elektroforézy nebo hybridizaci se znaCenymi sondami (McPherson & Moller

2000).
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3.5.3. Elektroforéza

V zavéru PCR ziskdme smés obsahujici velké mnozstvi amplifikovanych
fragmentl. K odd€leni téchto fragmenti od zbytku DNA se nejcastéji pouziva
elektroforéza. Tato metoda je zalozena na izolaci molekul o rozdilné hmotnosti,
popiipadé¢ na odlisném elektrickém naboji. Roztok obsahujici fragmenty DNA se
prevede do jamek v elektroforetickém gelu, ktery se vytvof rozpusténim agardzy
v horké vodé. Tento roztok je nalit na povrch elektroforetické desky a poté se zchladi.
Desticku poté umistime do aparatury, kterd je pfipojena ke zdroji stejnosmérného
proudu. Z jamek na okraji elektroforetického gelu jsou pak zaporné nabité fragmenty
DNA pritahovany ke kladné elektrodé. Pivodni neamplifikovana DNA zGstava v jamce,
protoze jeji molekuly jsou pftiliS dlouhé. Po skonceni elektroforézy zviditelnime
fragmenty v gelu pfidanim fluorescencniho barviva, které se vaze na DNA
a Vv ultrafialovém svétle jasné zafi. Pro vizualizace DNA se pouziva latka ethidium
bromid, kterd se ptidava do agar6zového gelu. Navaze se na DNA a pod ultrafialovym

svétlem emituje svétlo (Kocarek 2008).

Obrazek 3 Vysledek PCR, ilustra¢ni obrazek

3.5.4. Sekvenovani

Sekvenovani DNA znamena urceni sekvence nukleotidii dané molekuly DNA.
Jesté na zacatku 70. let 20. stoleti bylo sekvenovani DNA velmi obtizné a provadélo se
nepiimo sekvenovanim RNA molekul. Dnes zname hned dvé metody DNA

sekvenovani. Prvni metodu vynalezli Maxam a Gil-bert, je zalozena na chemické
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modifikaci DNA a nasledném rozstépeni fetézce v mistech modifikovanych nukleotida.
Druhd se nazyva Sangerovo sekvenovani. Tato metoda je znama jako enzymaticka
metoda sekvenovani a vyuziva specifickych vlastnosti DNA polymerazy pii syntéze
nového fetézce. Technologie enzymového sekvenovani byla ,,prvni generaci® komeréné
dostupného sekvenovani a navzdory jeji pracnosti i ¢asové naro¢nosti se Sangerovo
sekvenovani stalo velmi roz$irenym v laboratotich po celém svéte.

Technika sekvenovani DNA zaznamenala béhem poslednich let velky posun
kuptedu diky novym sekvenatorim tzv. druhé generace. Sekvenatory prvni generace
detekovaly DNA baze v tadé¢ jednu po druhé, zatimco sekvenatory druhé generace
umoziuji masivni paralelni sekvenovani az tisich molekul DNA soucasné. Diky
technologii masivniho paralelniho sekvenovani se vyznamné snizila doba potfebna
k pfecteni dlouhych DNA sekvenci. Sangerovo sekvenovani se v soucasnosti stale
vyuziva napi. pro sekvenovani PCR produkt nebo pro malé sekvenac¢ni projekty. Pro

naro¢néjsi aplikace se ale pouzivaji sekvenatory druhé generace (Koubkova et al. 2014).

3.5.5. Program BLAST

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) je nastroj pro porovnavani
podobnosti sekvenci DNA a nukleotidii se sekvencemi ulezenymi v databazi. Tento
program dokéze srovnat podobnost zadané sekvence se sekvencemi v databdzi

a zaroven dokaze rozeznat sekvence podobné (Altschul et al. 1997).
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4. Metodika a materialy

4.1. Metodika sbéru vzorka

Odchyt a sbér jedinct koutuli a ansonii byl provadén v roce 2015 v nizinném
dipterokarpovém lese v oblasti severniho Bornea ve staté Brunej. Lokality odchytu jsou
soucasti Narodniho parku Ulu Temburong a jednalo se o koryto potoka Sungai Mata
Ikan (4.547N, 115.156E), ktery se nachdazi nedaleko vyzkumné stanice Brunejské
univerzity (KBFSC). Béhem nocnich pochiizek korytem potoki byli pomoci svitilny
vyhledavani vSichni jedinci obojZivelnikl, kteti byli postupné revidovani na vyskyt
ektoparazitli. Pti zjiSténi vyskytu parazitii byli parazitujici jedinci opatrné odebirani
pomoci exhaustoru a nasledn¢ fixovani 96% ethanolem. Hostitelské druhy Zab byli
urceni do druhu (popft. do rodu) a bylo zjiSténo pohlavi jedince. Dale byl z hostitelskych
zab odebran tkanovy vzorek (posledni ¢lanek prstu zadni koncetiny) a byl rovnéz

fixovan 96% ethanolem.

4.2. Metodika analyzy DNA

Analyza DNA probihala v laboratofich na Pfirodovédecké fakulté Univerzity
Komenského v Bratislavé pod vedenim Dr. Daniela Jablonskiho. Vstupnim materialem
byly koutule Sycorax konopiki a Sycorax tomkineana, celkova DNA byla extrahovana
z tkanového materidlu pomoci rtiznych komerc¢nich kit (NucleoSpin® FFPE DNA,
Macherey-Nagel; DNeasy Blood & Tissue Kit, Qiagen). Postup byl proveden podle
doporuceného postupu vyrobce.

DNA mitochondrialni geny a 12S rRNA a 16 byly amplifikovany pomoci PCR
za pouziti univerzalnich primertt 12Sa (5-AAACTGGGATTAGATACCCCACTAT-
39 a12Sbh (5-TGAGGAGGGTGACGGGCGGT-3"), 16SaR (5°-
GCCTGTTTATCAAAAACAT-3") 16SbR (5-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-
37) publikovanych v pracich Kocher et al. (1989) a Palumbi et al. (1996).

Amplifikovana byla cela ¢ast fragmentu obou genti. Objem PCR reakce byl nasledujici:

- polymeraza (PPP Master Mix, Top-Bio s.r.0.) 7,5 ul
- H203,72 ul

- primery po 0,39 ul

- DNA 3 pul =15 pl/1 vzorku
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Amplifikace genu probihala dle nasledujiciho programu (Kocher et al. 1989, Palumbi
1996):

- pocatecni cyklus denaturace pii 94°C po 2 min
- nasledoval 35x opakovany cyklus pii 94 °C po 35 s
- dale cykly 50 °C 35 s, 72 °C 1 minuta a findlni 72 °C dlouhy 10 minut

Kvalita PCR fragmentu byla kontrolovana pomoci agardzové elektroforézy. PCR
produkty s dostatecnou koncentraci byly sekvenovany pomoci amplifika¢nich primert
komer¢nim servisem v biotechnologickém centru BITCET (Pfirodovédecka fakulta UK,
Bratislava) a firmou Macrogen Inc. (Soul, Jizni Korea; Amsterdam, Nizozemi).

Sekvenovano bylo celkem 10 vzorkl na oba pary i dvojice primert.
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5. Vysledky a diskuse

Béhem sbérti vzorkl se podatilo nashromazdit zajimavy material. Dohromady
bylo na 24 jedincich (22 samci a 2 samice) ropuchy Ansonia logidigita odchyceno 98
ektoparazitti. Ektoparazité byli sbirani z celého povrchu téla zab, nebyla pozorovana
zadna preference pozice na obojzivelnikovi. Pét z toho bylo pii determinaci zafazeno
mezi komary a nebylo s nimi nasledn¢ pracovano. Dale bylo odchyceno 93 jedinct
koutuli zrodu Sycorax, ktefi byli odchyceni pouze na sedmi samcich ansonii.
Determinaci koutuli provedl Dr. Jan Jezek (Narodni muzeum Praha). V sebraném
vzorku se vyskytovali dva zastupci noveé popsanych druht koutuli Sycorax konopiki (43
jedinct) a Sycorax tomkineana (50 jedincti). Pomér pohlavi ve vzorku koutuli byl 90
samctl a 3 samice. V Zaludku samic byly zjiStény zbytky krve, které byly podrobeny
analyze mitochondridlni DNA. ZvySe referovanych vysledki lze vypozorovat
zajimavou preferenci koutuli, které byli vyhradné¢ chytdny na Zabich samcich. Pro
exaktni vysvétleni této patrnosti by bylo dulezité sebrat vétSi vzorek samic ansonii.
Avsak ptfedpokladem pro toto pozorovani je, ze samice koutuli jsou vabeny na zabiho
samce pomoci hlasovych projevii (vokalizace), které samec pravidelné vydava. Béhem
vokalizace se zabi samec zdrzuje na vyvysenych mistech v tésné blizkosti vodniho toku
(do 2 m), kde laka zabi samici (Inger et al. 2017). Béhem této behavioralni aktivy jsou
pravdépodobné také vabeni ektoparazitické koutule. Podobny jev je znadmy napft. u krev
sajicich much rodu Corethrella, kde tato skute¢nost byla testovana pomoci akustického
odchytavaciho zafizeni (Grafe et al. 2008). Otevienou otazkou ztistava motivace samci
se shromazd’ovat na Zabich samcich bez pfitomnosti musi samice. Z tohoto je lze
usuzovat, ze nejsou vabeni pouze musi samici, ale pravdépodobné reaguji rovnéz na
vokalizaci zabiho samce. Nemalou zajimavosti je také zjiSténi a pfimé pozorovani
kopulace paru koutuli pfimo na hibetu samce ansonii dlouhoprsté (Grafe pers. comm.).

Potravni navyky vétSiny dospélych jedinct téchto krev-sajicich koutuli jsou
pomérné malo prozkoumané. Prozatim je prokazané jen to, Ze samicky rodu Sycorax
a Aposycorax maji ustni ustroji adaptované k sani (Curler & Jacobson 2012). Je znamo
jen né&kolik ptipadl, kdy byla asociace mezi koutulemi r. Sycorax a zdbami potvrzena
jinak, nez pozorovanim. Muzeme uvést naptiklad druh Sycorax silacea Curtis, 1839.
Tento druh znamy z Evropy byl sebran pii sani krve na skokanovi zeleném (Pelophylax
esculentus) a prokazalo se, ze je také schopny prenaset filarie (Jezek et al. 2015).

Dalsim prikladem je druh Sycorax wampukrum, druh zndmy z ekvadorskych And.
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Nekolik jedincti bylo odebrano piikontaktu s pralesnickami (Jezek et al. 2015).
V Zaludku jedné samice koutule byly pii popisu druhu také nalezeny zbytky krve, avsak
nebyly nijak analyzovany (Jezek et al. 2015). Naopak v praci kolektivu autortt Curler et
al. (2015) zabyvajici se muskou Aposycorax chilensis, bylo analyzou DNA zjiténo, ze
koutule skute¢né sali na zabach rodu Batrachyla. Z téchto nékolika malo piikladd je
ziejmé, ze i pres rizna pozorovani o potravnich navycich a typu potravy koutuli rodu
Sycorax neni prozatim dostate¢né mnozstvi udaja.

Pfi naSem pokusu o analyzu tkani koutuli S. konopiki a S. tomkineana se pomoci
PCR podatfilo amplifikovat vSechny vzorky sruznou urovni kvality. Nasledna
sekvenace amplikont se vSak nezdafila, pravdépodobné z diivodu nedostateéné kvalitni
zabi DNA v zazivacim traktu koutuli. Programem BLAST bylo zjisténo, Ze doslo sice
k amplifikaci DNA zastupct Diptera, nikoli vSak zastupct obojzivelniku, takze v dalsi
analyze nemohly byt zminéné sekvence pouZity.

Tento vysledek mohl byt zplisoben ¢asovou prodlevou mezi sbérem vzorki
a jejich zpracovanim. V téle koutuli dochézi pravdépodobné k rychlym metabolickym
procesim, které naruSuji DNA Zabi krve v téle musky a mohou tak znemoznit jeji
analyzu. U¢inn&jsi by ziejmé bylo, kdyby analyza DNA probéhla piimo v misté sbéru
vzorku, poptipad¢ co nejdiive po sbéru. DalSim moznym zlepSenim pokusu je pouziti
jinych primerti. Naptiklad v praci Curler et al. (2015) autofi pouzivaji k analyze DNA
primery: ,forward primer* (5-CTGTTTACCAAAAACATCG-3’) specificky pro
obojzivelniky a reverzni primer (5’-CTGATCCAACATCGAGGTCGT-3’), ktery je
univerzalni pro obratlovce. Optimalizace pokusu bude predmétem dalSich analyz.
Soucasti této prace méla byt dale srovnavaci studie jaderné DNA mezi vzorky
obojzivelnikli a koutuli. Tuto kapitolu by bylo mozné zatadit do mé prace v piipade, ze
by analyza DNA vysla podle naSich pfedpokladd. Interakce mezi ektoparazitickymi
muskami a obojzivelniky ma vyznamny dopad na jedince zab, je proto dulezitym

predmétem budouciho zkoumani (Bravo & Salazar-Valenzuela 2009).
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6. Zavér

Mezi vyznamné ektoparazity obojzivelnikid fadime napiiklad pijavice, larvy
much, klist'ata, komary a krev-sajici musky. Ve své praci se zamétuji predevsim prave
na ektoparazitické musky, konkrétné se zabyva vztahem mezi dvéma organismy, krev-
sajici mouchou r. Sycorax a ropuchou r. Ansonia. Tyto dvé skupiny zivocichti jsou
Vv interakci nejméné 190 miliond let a v soucasné dobé ziji pravdépodobné na vétsing
arealu spolecné. Krev-sajici muSky potitebuji krev hostitele k produkci vajicek, jsou
moznymi pienaSeci trypanozomy a K vyhledavani hostitele jsou dobie adaptovany. Je
tedy patrné, Ze hraji dtilezitou roli v historii evoluce Zab. Interakce mezi Zabami a krev-
sajicimi muSkami byly dobie popsany pro razné druhy Zab a muSek na izemi Severni
Ameriky, Stiedni Ameriky a Vv oblasti tropické a subtropické Asie. V oblasti Jizni
Ameriky jsou tyto studie teprve na pocatku a evidence interakci akusticky se
orientujicich hematofagnich musek a samct Zab nejsou pfilis Casta.

Soucasti této prace je pokus o analyzu tkédni musSek odebranych na Borneu
a z tohoto davodu jsem zde také popsala metody, které jsme k analyze vyuzivali. Sbér
materidlu probéhl na Borneu vroce 2015. Celkem bylo odebrano ztéla ropuchy
Ansonina longidigita 93 koutuli, z toho 3 byly ur¢ené jako samice. Zajimavé je, Ze tyto
koutule byly odebrany pouze na samcich zab, ptedpokladd se tedy, ze musky
vyhledavaji zaby podle hlasovych projevli samcti zab pti vabeni samicek, podobné jako
tomu je u Corethrell.

Jelikoz byly v zaludku odebranych samic koutuli nalezeny zbytky krve,
provedli jsme analyzu mitochondrialni DNA. Jelikoz se nasledna sekvenace amplikonti
nezdafila, budou v naslednych analyzach pouzity jiné postupy, jako je naptiklad pouziti

specifickych primert.
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