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Annotation

Slug pathogenic nematodes are under a serious threat of predators and scavenging
invertebrates and can easily be destroyed together with consumption of the host.

Invertebrate cadavers are rapidly and preferentially removed by predators and scavengers
within minutes or hours, The nematodes need several days to finish their life-cycle in the
cadaver.

By comparing the after-death positions of slugs killed by 6 different methods, it is evident that
P. hermaphrodita can manipulate the spatial behaviour of its slug host to prevent the host
from being predated or scavenged, or from desiccation conditions until the nematodes
complete their development.
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1. Uvod

1.1. Deroceras reticulatum

Slimacek sitkovany, Deroceras reticulatum (Miiller, 1774) (Mollusca:
Agriolimacidae) ma statné télo s klinovité zuZzenym zadnim koncem a zna¢né vypouklym
hibetem. Stit zaujima asi dvé pétiny délky téla.

U dospélych jedinct je zédkladni barva $pinavé krémova, kavova, nebo olivova. Obvykle ma
zietelnou sitovitou kresbu tvofenou nacernalymi nebo tmavohnédymi skvrnami.

Délka natazeného téla je 40 — 60 mm, délka smrsténého téla je do 25 mm.

Zije na otevienych prostranstvich v kulturnich biotopech, kde obyva nejrizngjsi vihka mista
pod kameny, dfevem a podobné. Ziejme se vyhyba lesim.

Deroceras reticulatum je jednim z nejvyznamnéjSich zemédélskych skiideii
v temperatnich oblastech Evropy a Severni Ameriky (Godan 1983, South 1992, Wilson et al.
1993). Napriklad ve Velké Britanii je 70% skody v zeméd¢lstvi zptisobeno timto plzem
(South 1992). Napada Siroké spektrum zemédélskych plodin jak v polich (Barker 2002), tak i
malych zahradkach (Port et Port 1986), zejména pak obilniny, brambory, fepku, cukrovou
fepu, brukvovitou zeleninu a dalsi plodiny. K poSkozeni plodin dochazi pfimym Zirem,
kontaminaci tély slimakd, jejich vykaly a slizem, coz vede poklesu vynosu, odpudivému
vzhledu a tim 1 ke znacnym ekonomickym ztratam (Iglesias et al. 2003).

Kli¢ovou pro jeho aktivitu se ukazala byt fotoperioda (Hommay et al. 2003) a vlhkost
(Young et Port 1991). Slimécci aktivuji hlavné v noci, kdy opoustéji své ukryty, Zivi se a pafi.
Kladou po 15 — 20 vaji¢kach do pidy, ¢i pod rostlinny odpad. Za ptiznivych podminek se
lihnou okamzité, za neptiznivych podminek vajicka ptezivaji dlouhou dobu.

Aktivita se meni také s teplotou. Nejvétsi aktivitu vykazuje D. reticulatum pii 15 — 18 °C
(Hommay et al. 1998). D. reticulatum nesleduje, narozdil od jinych druht slimak, pravidelny
ro¢ni cyklus (Schley et Bees 2003).

Deroceras reticulatum je v soucasnosti rozsien po celé Evrop¢ od atlantského pobiezi
(v€etng Velké Britanie) az po Kavkaz, druhotné byl zavle¢en do Severni Ameriky. Jeho
prirozeny aredl nelze s urcitosti stanovit, protoze se casto vyskytuje v antropogennich a
kulturnich biotopech, a také proto, ze se v minulosti zaménoval s mnoha jinymi ptibuznymi
druhy (Pfleger 1988).

Zatim byl D. reticulatum schopny adaptovat se na vSechna nova prostredi, do kterych

byl zavleceny (Schley et Bees 2003).



1.2. Metody eliminace slimaki
1.2.1. Chemické moluskocidy

Vyhodou chemickych moluskocida (metaldehyd, mehiocarb, fosfat zeleza) je snadna
komeréni dostupnost, okamzité plsobeni a relativn€ niz$i cena. Zpusobuji vSak znec€isténi
zivotniho prostiedi, a jsou proto nepouzitelné v ekologickém zemédé€lstvi. Mohou také zabijet
zastupce ostatnich zivoc¢isnych druhi véetné ptirozenych predatort sliméakt a v prostiedi

vlivem vnéjSich podminek rychle ztraceji svoji ucinnost.

1.2.2. Biologicka agens

K biologickému boji proti D. reticulatum je vyuzivana komercn¢ dostupna patogenni
hlistice Phasmarhabditis hermaphrodita (Schneider, 1859) (Nematoda: Rhabditidae).
Ptipravky obsahujici P. hermaphrodita jsou komeréné dostupné, ale jsou zatim pftili§ drahé na
to, aby se daly pouzivat jako alternativa chemickych moluskocidli (Wilson et al. 1993).
Nevyhodou pouzivani P. hermaphrodita jako biologického agens je, ze hlistice napada i jiné
druhy plzh, nez je D. reticulatum (Wilson et al. 2000). Pro jeho pouziti je také tfeba
optimalnich podminek (teplo, vlhkost atd.), aby hlistice nezahynuly.
Komercné je hlistice P. hermaphrodita dostupna od roku 1994, kdy byla registrovana ve
Velké Britanii pro pouziti v zeméd¢€lstvi (Nemaslug®, MicroBio Ltd, UK), od té doby
registrace probéhla prakticky ve viech statech Evropy véetné Ceské Republiky (Biocont

Laboratory, s.r.0).

1.3. Zivotni cyklus Phasmarhabditis hermaphrodita

Phasmarhabditis hermaphrodita je asi 1 mm velka hlistice Zivici se bakteriemi. Zije
v pudé a vyskytuje se v mistech s hojnym vyskytem plzt. Byla objevena jako parazit
Deroceras reticulatum ve Velké Britanii na Long Ashton (Wilson et al. 1993).
Pteziti P. hermaphrodita je, stejné jako preziti jeho hostitele, zavislé na vlhkosti prostiedi
(Wilson et al. 1997). Jedinci P. hermaphrodita jsou relativné malo pohyblivi. Obvykle
zustavaji do 2 cm od mista jejich aplikace (Wilson et al. 1997).
Phasmarhabditis hermaphrodita infikuje pouze plze (Wilson et al. 1993).



K infekci dochdzi béhem 8 — 16 hodin po expozici. Infekéni stadia (dauer larva)

s uzavienym ustnim a fitnim otvorem vniknou do hostitele dychacim otvorem v ptedni Casti
plasté (Tan et Grewal 2001). V plZi (v plastové duting) pak ze stfeva vypusti symbiotické
bakterie.

Phasmarhabditis hermaphrodita Zije v symbioze s nékolika riiznymi druhy bakterii. Podle
druhu bakterie se 1i$i patogenita a vyvoj hlistic v laboratornich podminkach v in vitro
kulturach. Pro masovou produkei v monoxenickych kulturach P. hermaphrodita je pouzivana
bakterie Moraxella osloensis.

Moraxella osloensis je gram- negativni aerobni bakterie produkujici endotoxiny, které
nelze znicCit teplem ani proteazami a které zabiji sliméaka, pokud jsou injikovany do plastoveé
dutiny.

Endotoxin je hlavnim ¢initelem zabijejicim hostitele (Wilson et al. 1993, Tan et Grewal
2002).

Je citliva na penicilin. Injekce penicilinu a streptomycinu spolu s kulturou M. osloensis
sniZuje patogenitu bakterie vici hostiteli.

Moraxella osloensis je lidsky oportunni parazit a zpusobuje fadu onemocnéni — napft. zdnét
endokardu a bakterialni zanét kostni diené. Moraxella osloensis Zije saprofyticky na kiizi a
v hlenu, vzacné zptisobuje infekce. Bylo popsano 10 pfipadi infekei cév u pacientt
prodélavajicich Iécbu rakoviny (Han et Tarrand 2004).

Phasmarhabditis hermaphrodita se Zivi bakteriemi a hostitelskou tkani, pomnozi se,
rostou a daji vznik hermafroditnim jedincim schopnych samooplozeni. Ti potom nakladou
vajicka, z nichZ se vyvine dal$i generace hlistic Zivicich se na bakteridlnim symbiontovi a
hostitelské tkani. Béhem prvnich 4 dni po infekci se napadeny hostitel piestava zivit (Glen et
al. 1999).

Poté, co doslo k pomnoZenti hlistic (3. — 4. den po expozici), zacinaji infikovani plzi umirat.
Juvenilni jedinci nové generace se zacinaji objevovat 5. — 6. den po expozici (Glen et al.
1999), v dob¢, kdy je jejich zdroj potravy spotifebovan, a hledaji nového hostitele. Dauer larvy
jsou schopné mnozeni nejen ve slimakovi, ale 1 v trusu slimak a v piidé, coz dokazuje, Ze je
P. hermaphrodita fakultativni parazit (Tan et Grewal 2001).

Ackoli mohou slimaka usmrtit juvenilni i dospé€lé hlistice, pokud jsou injikovany do plastové
dutiny, v pfirodnich podminkéch jsou infekceschopné pouze dauer larvy (Tan et Grewal

2001).



Slimaci jsou schopni detegovat ptitomnost P. hermaphrodita a vyhybaji se ptidé osetiené
parazitickymi hlisticemi a konzumaci potravy v téchto oblastech (Wilson et al. 1999).

V experimentech s plochami oSettenymi P. hermaphrodita bylo zjisténo, ze slimaci byli
schopni detegovat P. hermaphrodita v koncentracich vyssich nez 38 jedinct hlistic/ cm” .
Zpusob, kterym slimaci ptitomnost P. hermaphrodita rozpoznaji, je zatim neznamy (Wilson
et al. 1999).

Pti testovani patogenity entomopatogennich had’atek vici D. reticulatum bylo zjisténo,
ze entomopatogenni hlistice Steinernema feltidae a Heterorhabditis sp. (pouzivané jako
biologicka agens proti hmyzim $ktidctim) nejsou schopny vniknout do sliméaka. I jejich
symbiotické bakterie vykazovaly vici plzimu hostiteli velmi nizkou patogenitu, pokud byly
injikovany pfimo do plastové dutiny (Wilson et al. 1994).

Bylo provedeno také nékolik experimenti testujicich citlivost plzich druht viici
P. hermaphrodita:

Pti zkoumani zkoumali citlivosti sedmi druhti plzti - Monacha cantiana (Montagu, 1803),
Cepaea hortensis (Miiller, 1774 ), Discus rotundatus (Miiller, 1774), Oxychilus helveticus
(Blum, 1881), Clausilia bidentata (Shorm, 1765), Pomatias elegans (Miiller, 1774) a
Deroceras reticulatum - a pti aplikaci doporuc¢ené davky P. hermaphrodita nebyla po dvou
tydnech umrtnost plzt v osetfenych nadobach vyssi, nez v nadobach neosetfenych (Wilson et
al. 2000). Vyjimkou byl pouze D. reticulatum, u kterého zpusobily hlistice vy$s$i amrtnost.
Pti aplikaci 5 krat vy$§iho mnozstvi pfipravku Nemaslug®, nez je doporu¢ené mnozstvi, se
zvysila mortalita u M. cantiana a C. hortensis po ttech tydnech. Na jiné pozorované druhy
nem¢ly hlistice vliv.

Zjisténé vysledky jsou v kontrastu s pfedchozi studii ( Wilson 2000), kdy byla zkoumana
citlivost tfi druhii plzti z vychodni Francie vi¢i P. hermaphrodita : Theba pisana (Miiller,
1774 ) ¢eledi Helicidae, Cochicella acuta (Miiller, 1774 ) a Cernuella virgata (da Costa,
1778) z ¢eledi Hygromiidae.

Pfi tomto experimentu byli plzi umisténi v Petriho miskdch obsahujicich 300 juvenilt

P. hermaphrodita. Po osmi dnech po expozici uhynulo 80 — 100 % plzi (Coupland 1995).
Zda se, ze dulezitym faktorem pro citlivost plzi vici P. hermaphrodita je hmotnost plze. Pti
experimentech s Helix aspersa se ukazalo, Ze zatimco jedinci vazici méné nez 1 g jsou infekci

A4

s Arion ater agg. (Wilsonet et Gaugler 2000).



Plzi, které infikuje P. hermaphrodita (dle Wilson et Gaugler 2000):
Deroceras reticulatum (Agriolimacidae)
Deroceras caruanae (Agriolimacidae)
Arion ater (Arionidae)

Arion intermedius (Arionidae)

Arion distinctus (Arionidae)

Arion silvaticus (Arionidae)

Tandonia budapestensis (Milacidae)
Tandonia sowerbyi (Milacidae)
Monacha cantiana (Hygromiidae)
Lymnaea stagnalis (Lymnaeidae)

Helix aspersa (Helicidae)

Theba pisana (Helicidae)

Cernuella virgata (Hygromiidae)

Cochlicella acuta (Cochlicellidae)

1.4. Mizeni mrtvol bezobratlych Zivoc€ichi a stfevni analyzy

Vzhledem k tomu, ze vétSina zvitat uhyne z jiného diivodu, nez je predace (naptiklad
parazitace, nemoci, dehydratace, hladovéni), nebo jsou zkonzumovéna predatorem jen z Casti,
je vétsina mrtvol dostupna mrchoZroutim. Ve vétSiné suchozemskych ekosystému
mrchozrouti odstrani 50 - 100 % zvitfecich mrtvol a Ziveni se mrtvolami je dtlezitou soucasti
energetického toku v suchozemskych biotopech. Mrtvoly bezobratlych zivoCicht umisténé na
povrchu ptdy jsou rychle, béhem nékolika hodin, odstranény bezobratlymi mrchozrouty
(Foltan et al. 2005). Cas, po ktery ziistava slima¢i mrtvola v poli, je pfimo imérny hmotnosti
daného jedince (Foltan et al. 2005).
Hlistice vsak pottebuje nékolik dni k dokonceni svého vyvoje uvnitt mrtvoly. V pid€ mizi
mrtvoly vyrazné pomaleji (Seastedt et al. 1981). Z riznych dosud nepublikovanych
pozorovani (Pavel Foltan, osobni sd€leni) se 1ze domnivat, Ze plzi napadeni P. hermaphrodita

hynou v pade.



Mrsina predstavuje lehce dostupny zdroj energie (Lang et Gsodl 2001, Foltan et al. 2005).
Mrchozrout nevynaklada energii na chyceni kofisti a podstupuje mensi riziko zranéni
zpusobené obranou kofisti. Velmi G€¢innou obranu sliméka predstavuje hojné produkovany
sliz. Pfi Gtoku na plZe znecisti ustni otvor predatora. Ten by se musel pfed dal§im Gitokem
ocistit. To snizuje pravdépodobnost ttoki pro slimaka smrtelnych (Wheater 1898). Z téchto
davodii se mnoho obratlov¢ich 1 bezobratlych predatorti bézné zivi mrtvolami (Seastedt et al.
1981, Fellers et Fellers 1982, Young 1984, Retana et al. 1991, Bestelmeyer et Wiens 2003,
Foltan et al. 2005, De Vault 2003).

Pii studiu trofickych interakci pomoci stfevnich analyz predatord riznymi
imunochemickymi a molekularnimi metodami (Symondson 2002a, Foltan 2005) byl D.
reticulatum Casto pouzivan jako modelova kofist (Symonson et al. 1996, Foltan et al. 2005,
Calder et al. 2005).

Skutec¢nost, ze se fakultativni predatoti zivi na mrtvolach D. reticulatum, ptedstavuje
vyznamny problém pro interpretaci vysledkl takovych analyz (Symondson et Lidell 1993,
Symondson 2002a,b, Foltan et al. 2005, Calder et al. 2005).

Bez znalosti dostupnosti mrtvol pro riizné predatory a mrchoZrouty je nemozné mezi
poziranim jiz mrtvé kofisti a predaci uspés$né rozliSovat. To mize vést k zasadnim omyltim pfii
stanovovani trofickych vztahii mezi organismy, ¢i vlivu predace na populaci kofisti (Foltan et
al. 2005; Calder et al. 2005).

Posmrtné analyzy stievniho obsahu predatorti a mrchoZroutii pouZivajici biochemické a
molekularnébiolologické technologie jsou vyuzivany pro urCovani ptitomnosti, ¢etnosti prip.
sily trofickych vztahti. Takové analyzy ale nerozli$uji mezi potravou, ktera byla poziena jako
mrSina, nebo kterd byla chycena jakozto kofist, coz mize vést ke znaénému zkresleni
vysledku. Pro stanoveni velikosti takového zkresleni je nezbytné nutné znat distribuci, Cetnost

a dostupnost zivé 1 mrtvé kofisti pro potencialniho predatora ¢i mrchozrouta.

1.5. Manipulace hostitele parazitem

Manipulace hostitele parazitem je jev, kdy parazit manipuluje chovani svého hostitele,
aby zvysil pravdépodobnost ptfenosu na dalsi hostitele (Klein 2004, Thomas et al. 2005).
Parazit miize ménit chovani, morfologii, nebo fyziologii, ptipadné i vybér prostredi, ve
kterém se hostitel zdrzuje (Thomas 1999, Poulin et Moore 2002, Thomas et al. 2005).
Predpoklad, Ze jsou paraziti schopni manipulovat chovani svého hostitele se objevil jiz

pocatkem dvacatého stoleti (napi. Wesenburg et Lind 1931, Cram 1931).



Poprvé fenomén priikazné popsali Bethel a Holmes (1973, 1977). Provedli laboratorni
experimenty s vrtejSem Polymorphus paradoxus a jeho mezihostitelem, bleSivecem Gammarus
lacustris. Prokazali vy$$i riziko pozieni infikovanych G. lacustris kachnami, které jsou
definitivnimi hostiteli P. paradoxus (Thomas 2005).

Paraziti ovliviiuji chovani svého hostitele bud’ pfimo, nebo neptimo. Ptimo ovliviiuje
parazit hostitele pfimou interakei s jeho (hostitelovym) nervovym systémem, nebo se svaly.
Mezi ovlivnéni nepiimé se fadi postizeni jinych ¢asti hostitelova téla, nez je nervovy systém a
svaly. Pfitomnost parazita naptiklad ovlivni vyvoj, metabolismus, nebo imunitu, coz
sekundarné vede ke zméné¢ chovani hostitele.

Ménéna miize byt celd fada vlastnosti (vzhled, chovani) v zavislosti na zptsobu pienosu
parazita.

Troficky pfendseni paraziti ovliviiuji hostitele tak, aby se zvysila pravdépodobnost
pozienim definitivnim hostitelem. Tak je tomu u jiz zminéného bleSivce G. lacustris a jeho
parazita P. paradoxus. Infikovani bleSivci maji pfi vyruSeni tendenci ptichytavat se na
vegetaci, a stdvaji se tak snadnou kofisti kachen (definitivnich hostiteli P. paradoxus).
Podobnou strategii uziva Toxoplasma gondii. Toxoplasmou nakazend mys neprojevuje strach,
pokud uciti pach kocky (definitivniho hostitele) a i jeji t€kové reflexy jsou pomalejsi
(Zimmer 2005).

Pokud je ptenos zavisly na chovani typické pro samice, pak parazit feminizuje samce, jak je
tomu naptiklad u strunic. Samice kotenohlavce, Sacullina carcini, svého krabiho hostitele
kastruje a nuti ho starat se o jeho (parazitova) vajicka, jako by to byla vaji¢ka hostitelova. A
to 1 v pfipadé, ze hostitelem je samec.

Paraziticka vosa zase donuti svého pavouciho hostitele (i samce, ktefi normaln¢ kokony
nevytvareji) usnovat zdmotek, ktery chrani vosi kukly pfed vnéjSimi vlivy (Thomas 2005).
Strunovci, jejichz larvy parazituji na suchozemskych ¢lenovcich, nuti svého hostitele skocit

do vody, tam svého hostitele opusti, dospivaji a pati se (Biron et al. 2005).



2. Cile prace

)
2)

3)

4)

Zpracovani dikladné literarni reSerSe na dané téma.

Stanoveni vlivu infekce Phasmarhabdits hermaphrodita na chovani hostitele
Deroceras reticulaum.

Ovéfeni manipulativni hypotézy- vliv infekce na prostorovou distribuci hostitele

s ohledem na ohrozeni hlistice potencialnimi predatory/ mrchozrouty infikovaného
hostitele/mrtvoly.

Porovnéni dostupnosti mrtvol D. reticulatum usmrcenych riznymi zpisoby pro
potencialni bezobratlé predatory/mrchozrouty s ohledem na pouziti pii kalibraci

stfevnich analyz.



3. Material a metodika

3.1. Slimaci:

Dospélé jedince Deroceras reticulatum jsem sbirala na polich a lukach v okoli
Ceskych Budgjovic od &ervence do Fijna 2006. Slimaci byli uchovavani v kontrolovanych
podminkach (L:D: 8: 16, 20 °C) na vrstvé vlhké standardizované zeminy (AROS sro.) a
krment listy Taraxacum sp.

Vlhké zemina umoznila plnou hydrataci slimak pfed zapocetim experimentu.
Pted oznacenim jsem slimaky umistila do Petriho misky a na pfiblizné ptil hodiny ulozila do

lednice, abych snizila jejich pohybovou aktivitu.

3.2. Barvivo:

UV fluorescentni barvivo pro znaceni slimakt jsem pfipravila rozpusténim jednoho
dilu praskové Radglo JST UV fluorescentni barvy (Radiant color N.V.) v deseti dilech
polyetylenglykolu o praimérné Mr = 400 g.mol™ (Sigma- Aldrich) za pomoci laboratorni
trepacky Vortex. Vznikly roztok jsem smichala s fyziologickym roztokem (0,5 g NaCl na 100
ml vody) v poméru 1:1 dle Foltan 2007 (zaslano do tisku).

3.3. Znaceni:

Pted znacenim jsem si piipravila plastové nadoby (9 x 6 x 5 cm) obsahujici 0,5 cm
silnou vrstvu navlhéené zeminy a listy pampelisky, inzulinovou injekéni stiikacku s
ptfipravenym UV fluorescentnim barvivem, vatovou ty¢inku a papirové ubrousky na
manipulaci se slimaky (obr. 3.a).
Sliméky jsem znacila na Petriho misce, ve které byli v lednici (obr. 3.b)
Samotné znaceni jsem provadéla nasledovné: Sliméka jsem piidrzela za pfedni ¢ast shora
papirovym ubrouskem a vpichla mu cca 10 pl barviva pod pokoZzku zadni ¢asti téla (obr. 3.c,
3.d).
Po oznaceni (obr. 3.e) jsem slimaky jednotlivé pfemistila do pfipravena nadoby. Nadobu jsem
zaviela a ponechala v mistnosti, kde jsem slimdky znacila, 2 - 3 dny.
V pfedbézném experimentu jsem slimaky zkousela ihned po barveni pfemistovat do
klimatizovaného boxu, ale v disledku stresu vykazovali vétsi imrtnost, nez kdyz jsem je
bezprosttedné po znaceni nepifemistovala.

Nasledujici 3 dny jsem pokusné jedince pozorovala a zaznamenavala thyny.



Postup znaceni Deroceras reticulatum UV fluorescentnim barvivem (obr. 3.a- 3.e)

Obr. 3.a

Obr. 3.b



Obr. 3.c

Obr. 3.d



Obr. 3.e

3.4. Piedbézny experiment:

V predbézném experimentu jsem testovala piezivani zna¢enych slimakt oproti
kontrole.
Pouzila jsem 40 jedincti Deroceras reticulatum.
Dvacet jedincti jsem oznacila UV fluorescentni barvou a umistila do plastové nadoby (stejné
podminky jako v pfedchozim bodg).
Kontrolni skupinu jsem umistila do stejné nadoby se stejnymi podminkami.

V pribéhu nasledujiciho mésice jsem zaznamendvala tthyny slimaka.

3.5. Podminky vlastniho experimentu:
Do pokusnych prihlednych plastovych nadob (vyska: 27 cm, pramér: 7,5 cm) jsem
nasypala asi 14 cm zeminy, nasela je¢men ( cca 25 semen/nadoba) a zasypala dal$i zeminou

tak, aby zemina tvofila v nddob¢ 15 cm vysoky sloupec. Nadobu jsem do vySky 15ti cm



polepila ¢ernym neprusvitnym papirem, aby svétlo neprochazelo do vrstvy zeminy a
neovlivitovalo tak chovani pokusnych zvitat. (obr. 3.f).

Naseté obili v nddobéch jsem zalila asi 2 - 3 dcl vody. Obili obvykle vykli¢ilo za 5 - 8 dni.
Béhem pokusu jsem zabranovala tniku slimakii z pokusnych nadob pomoci upevnéné sit’ky

proti hmyzu.
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3.6. Hlavni experiment:

Oznacené slimaky, ktefi ptezili znaceni barvou a nevykazovali zadné znamky
poskozeni, jsem umistila do pokusnych nadob (1 jedinec do 1 nddoby) a ponechala je 4 — 5
dni, aby si zvykli na podminky a nasli si tkryty (vzhledem, Ze se slimaci k ranu vraceji do
stejnych ukrytl, ze kterych se vecer vydali za potravou (Taylor 1902- 1907 ex Grewal et al.
2001), a které jsou schopni detegovat i na vétsi vzdalenosti (Rollo et Wellington 1981 ex
Grewal et al. 2001)). Po uplynuti doby urené na aklimatizaci jsem sliméaky usmrtila Sesti
riznymi zpisoby: tfemi typy moluskocidl, simulaci zranéni pochazejiciho z netispésné
predace a dvéma riznymi aplikacemi hlistice Phasmarhabditis hermaphrodita (Nemaslug®).
Pro kazdy zpiisob usmrceni bylo pouzito 15 opakovani.

Komeréné dostupné chemické moluskocidy, Ferramol (W. Neuedorff GmbH KG, G¢inna
latka fosforecnan zelezity), Mesurol (Bayer AG, t¢inna latka methiocarb) a Vanish Slug
Pellets (TransChem Professional BV, G¢inna latka metaldehyd), byly aplikovany v koncetraci
doporucené vyrobcem.

Neuspésnou predaci jsem simulovala nastfizenim slimdka ntizkami tak, abych zasahla

hepatopankreas.

Experimenty s P. hermaphrodita jsem provadéla ve dvou modifikacich:

1) Ptipravek s parazitickymi hlisticemi Nemaslug® jsem aplikovala po rozpus§téni ve vodé na
padu, piimo do pokusnych nadob se slimaky, v doporu¢ené koncentraci 3x10° hlistic/ ha™.

2) Vytvorila jsem na Petriho misce roztok se vysokou koncentraci P. hermaphrodita umistila
tam sliméaky na 20 - 30 minut. Slimaky jsem pak ocistila vodou a ptemistila do pokusnych
nadob

Pted kazdou aplikaci pfipravku Nemaslug® jsem se pomoci binokularni lupy piesvédcila,

jsou- li hlistice zivé.

3.7. Lokalizace mrtvol:
Po sedmi dnech od aplikace moluskocidl jsem kontrolovala pokusné nadoby.
V ptipadech, kdy nebylo mrtvoly mozné najit pouhym okem, jsem pouzivala pienosnou UV

lampu, umoZziujici snadnou lokalizaci slimékt oznacenych UV fluorescentnim barvivem.



Pozice uhynulych slimakt jsem zahrnula do tii kategorii: 1) vegetace nebo stény nadoby, ii)
povrch pidy, iii) pod povrchem. Byla zaznamenana i pfesna vertikalni pozice (vyska nad
zemi a hloubka pod povrchem), nicméné tato informace se ukazala nadbyte¢nou diky
extrémné malé variabilité uvnitf jednotlivych kategorii.

V ptipadech aplikace pripravku Nemaslug® jsem mrtvoly pitvala. Mrtvolu slimaka jsem na
Petriho misce zalila menSim mnozstvim vody a pomoci binokularni lupy hledala pfitomnost
hlistic, abych se ujistila, ze smrt byla zplisobena aplikaci P. hermaphrodita, a ne jinymi

okolnostmi (suboptimalni podminky atp.).



4. Vysledky
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Obr. 4.0.1. K¥ivka prezivani (Cox proportional hazard regressions) pro jedince
D. reticulatum oznacené UV fluorescentni barvou ( plna ¢ara, N = 20) a kontrolni skupinu

(ptferuSovana cara, N = 20).

4.1. Vlastni experiment

Prostorova distribuce slimacich mrtvol se vyznamné lisila mezi jednotlivymi zplisoby
usmreeni (M-L y* f =24.31, df = 10, p < 0.01). Distribuce slima¢ich mrtvol se neliila uvnitf
skupiny obsahujici usmrceni tfemi typy moluskocidl a simulaci netispésSné predace pomoci
nastfizenim niizkami. Tato skupina byla v naslednych analyzéach pouzita jako skupina
kontrolni.
Bez ohledu na zptisob usmrceni, vétsina mrtvol zlstala na povrchu pidy.
V ptipadech, kde jsem pouzila P. hermaphrodita (Nemaslug®) se pozice slimacich mrtvol

lisily od kontrolni skupiny nésledujicim zptisobem:



1) V experimentech, kde jsem Nemaslug® aplikovala po rozpusténi ve vod¢ na pidu, ptimo
do pokusnych nadob se sliméaky, slimaci hynuli priikkazné ¢astéji na sténach nadob a na
vegetaci, nez tomu bylo u slimackd kontrolni skupiny (M-L y* £ = 9.0, df =2, p < 0.05).

2) V experimentech, kde jsem slimaky infikovala na Petriho misce a poté je premistila do
pokusné nadoby neobsahujici hlistice, hynuli slimaci pod zemskym povrchem prikazné
Zast&ji, nez tomu bylo u kontrolni skupiny (M-L * f = 6.39, df =2, p < 0.05).

Prostorova distribuce slimacich mrtvol se tudiz prikazné liSila mezi obéma experimenty, kde

jsem aplikovala P. hermaphrodita (M-L y* f = 12.52, df =2, p < 0.05).

16
14 + 3 S 3 S
12 +
3 10} : : : L
[8)
c
T
Q 8
—
L
o
> 6
=
S
L 4
=
e )
[]
0 2+r
o
0 " " n n " " " n " " n " n
85 3 85 8 g5 3 85 3 85 8 85 3
.‘E;vg_ S;vg_ S‘;-g_ S‘;vg_ S;'g_ .‘E;vg_
[ [ [ [ [ [
> 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2
g g g g g g
£ £ £ £ £ £
N 8 i i N N
Predace Ferramol Vanish Messurol Nematode1 Nematode2

Obr.4.1.1. Pozice uhynulych D. reticulatum v zévislosti na typu usmrceni



5. Diskuse

Hlistice Phasmarhabditis hermaphrodita je udavana jako biologicky ptipravek proti
plziim, ktery neinfikuje necilové organismy kromé plzi, pticemz vice nachylni jsou viici
infekci plzi nazi, nez ulitnati (Wilson et al. 2000).

VEtsi mira amrtnosti nahych plza na infekei P. hermaphrodita, nez je tomu u plza ulitnatych,
muze byt zplisobena tim, Ze ulitnati plzi netravi tolik ¢asu v ukrytech pod zemi, nebo u zem¢,

jako nazi plzi, takze je u nich mensi riziko infekce hlistici (Wilson 2000). Ulitnati plzi estivuji
na vegetaci na rozdil od plzl nahych.

Sama se tézZ domnivam, Ze roli v mensim riziku napadani ulitnatych plzt hlisticemi by mohla
hrat poloha dychaciho otvoru v klidovém stavu: Zatimco u vétSiny ulitnatych plzi je zatazen

hluboko v ulité, u nahych je ptistupny.

Experimenty ukézaly, Ze se distribuce mrtvol Deroceras reticulatum prikazné 1i8i
v zavislosti na zptisobu jejich usmrceni.
V experimentech, kde jsem aplikovala tfi druhy chemickych moluskocidi, ziistavaly mrtvoly
D. reticulatum na povrchu pudy a mezi jednotlivymi moluskocidy nebyly Zadné rozdily.
Stejné vysledky v rozmisténi mrtvol D. reticulatum jsem ziskala v piipadé, kdy jsem
simulovala netispé$nou predaci.

Vysledky obou experimentd s pouzitim P. hermaphrodita se lisily od ostatnich i od
sebe navzajem, tak oproti experimentiim s jinymi typy usmrceni.
Vysvétluji to tak, Ze na rozdil od usmrceni chemickym moluskocidem nebo jiného rychlého
usmrceni je thyn zpiisobeny infekci P. hermaphrodita velmi pomaly. Pomaly postup infekce
poskytuje slimakovi ¢as na infekci reagovat (pokusit se vyhnout se dalsim larvam, které
zvysuji pravdépodobnost smrti) a umoziuje parazitovi ovliviiovat chovani svého hostitele tak,
aby zvysil pravdépodobnost dokonceni svého Zivotniho cyklu.
Zatimco chemické moluskocidy ptisobi béhem relativné kratké doby (v experimentech byli
slimacci mrtvi do druhého dne po aplikaci moluskocidu), hlistici P. hermaphrodita trva
nekolik dni, nez svého hostitele usmrti, a ten mé vice Casu zahrabat se do ptidy.

Vzhledem k tomu, Ze D. reticulatum je schopny zaznamenat pfitomnost P.
hermaphrodita, pokud jeho koncentrace presahne koncentraci asi 38 hlistic/cm” (Wilson et al.
1999), a vyhyba se ptid¢ osSetiené touto parazitickou hlistici, neni pfevazujici mnozstvi umrti

slimackl na sténach nadoby se substratem kontaminovanym P. hermaphrodita piekvapenim.



Pokud jsem slimac¢ky infikovala na Petriho misce, omyla a pak umistila do pokusné nadoby,
signifikantné vétsi poCet uhynulych D. reticulatum se nachazel v pad¢. A to 1 pfes to, ze stejné
pii experimentu se simulaci predace neméli ¢as na aklimatizaci v pokusné nadobé (ze stejnych
divodd, jako u simulované predace).

Vysledky experimentd ukazuji, ze P. hermaphrodita s vysokou pravdépodobnosti manipuluje
svého plziho hostitele, aby ten zalezl do pidy.

Pro hlistici je vyhodné, aby jeji hostitel zalezl do ptidy ze dvou divodu:

1) V pudé je riziko pozieni hostitele mrchoZroutem pohybujicim se po povrchu zemé mensi,
nez na povrchu pudy.

2) V pudé jsou pro hlistici vhodnéj$i podminky nez na povrchu ptidy, kde by byla méné
chranéna pted vyschnutim a ostatnimi povétrnostnimi vlivy (Gordon Port, osobni sdéleni).

U vétsiny dosud zndmych manipulaci manipuluje parazit svého hostitele, aby ten byl sezran
dal$im hostitelem.

Phasmarhabditis hermphrodita se svym manipulaénim chovanim podoba spis
parazitoidim. Svého hostitele pied neptiznivymi podminkami chrani, aby se mohlo
potomstvo (parazita) vyvinout.

Pravdépodobné by mohlo jit o0 obdobnou manipulaci, jako je tomu u parazitické vosy
manipulujici chovani svého pavouciho hostitele (viz. uvod), nebo u strunovcd vyvijejicich se
v suchozemskych ¢lenovcich (viz. tvod), kdy parazit manipuluje chovni hostitele tak, aby ten
vytvofil vhodné podminky pro parazita, nebo se snazil se do prosttedi vhodného pro dalsi
Vyvoj parazita dostat.

Bude sice nutné hypotézu jesté provérovat dal§imi testy zohlednujicimi predevsim
délku hynuti plze, ale statisticky vysoce prukazné vysledky dosud provedenych experiment
hovofi pro jeji podporu.

Abych si byla jista spravnosti hyptézy, chtéla bych vyloucit nebo alespoii co nejvic snizit
moznost ovlivnéni nejriznéjsimi vlivy, které jsou patrné hlavné v experimentu, kde jsem
simulovala netispésnou predaci.

To, jak moc je simulace neuspésné predace ,,pfirozeny* zplisob smrti, je problematické, stejné
jako to, jakym zplisobem uhyne vétSina slimaka v ptirozenych podminkach.

Je velmi pravdépodobné, ze slimaci ve venkovnich podminkéch ,,pfirozenym* zpisobem
(stafim, na zranéni) téméf nehynou. Stafi i oslabeni jedinci pravdépodobné uhynou na
infekei, nebo je ulovi predator.

Mému zaméru by pravdépodobné vyhovovalo izolovat z hlistic bakterii Moraxella osloensis,

namnozit a injekéné vpravit do slimaka, vzhledem k tomu, ze ¢initelem zabijejicim plze je



prave bakterialni toxin. Rozdil mezi polohou hostitelti usmrcenych bakterii samotnou a
bakterii s z had’at by jednozna¢né manipulaci prokazal. V opacném ptipadé (bakterie 1 hlistice
by mély na chovani hostitele stejny ucinek) by se vysledky nedaly interpretovat jako

prokézana manipulace. Stejné tak by se ale manipulativni hypotéza nedala zavrhnout.
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7. P¥ilohy

7.1. Material:
Moluskocidy:
FERRAMOL- u¢inna latka: fosfore¢nan zelezity (10 g/ kg)
-vyrobce: W. Neuedorff GmbH KG, Postfach 1209, D- 31857 Emmerthal,

Neémecko

~distributor pro CR: AGRO CS a.s., 55203 Ceska Skalice

MESUROL Schneckenkorn- u¢inna latka: methiocarb (2 %)
- vyrobce: Bayer AG, Leverkusen, Némecko

- distributor pro CR: AgroBio Opava s.r.0

VANISH SLUG PELLETS- uc¢inna latka: metaldehyd (4 %)
- vyrobce: Agrochema druzstvo Studenec
(- drzitel povoleni: TransChem Professional BV, Amsterdam,
Holandsko)
NEMASLUG- u¢inna latka Phasmarhabditis hermaphrodita
- vyrobce: Biocont laboratory s. r. 0., Smahova 66, 62700 Brno- Slatina
Obili:
AROS, Osiva s.r.0., Klasterec nad Ohii



7.2.Abstrakt

Infekéni stddia moluskicidni hlistice Phasmarhabditis hermaphrodita nesou
symbiotickou bakterii, ktera zptsobuje smrt plziho hostitele.
Hlistice se nésledn¢ zivi na mnozicich se bakteriich a hostitelské tkani, vyvijeji se a
opakovan¢ se mnozi. Jakmile je zdroj potravy spotfebovan, nova infekni juvenilni stadia se
symbiotickou bakterii opoustéji mrtvolu a hledaji nového hostitele.
Mrtvoly bezobratlych Zivo¢ichli umisténé na povrchu piidy jsou rychle (béhem nékolika
minut az hodin), odstranény bezobratlymi mrchozrouty. Parazitické hlistice vSak potiebuji
nekolik dni k dokonceni svého vyvoje uvniti mrtvoly.
Ze srovnani pozic slimakti usmrcenych Sesti riiznymi zplsoby je ziejmé, ze P. hermaphrodita
je schopno ovlivitovat chovani svého hostitele tak, aby se snizila pravdépodobnost, Ze tento

bude sezran diiv, nez parazit dokon¢i sviij Zivotni cyklus.



