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Mechanismy detekce rybiho hostitele u mlzii celedi
Unionidae — vyznam pro dopad na hostitele a reprodukéni

r W

uspésnost

Souhrn
Lepsi porozumeéni reproduk¢ni biologii sladkovodnich mlzi je nutnym predpokladem

pro vyvoj novych odchovnych metod reagujicich na potieby projekti na ochranu biodiverzity,
ekosystémovych sluzeb a produkcnich chovi mlzi. Teoreticka Cast prace se zaméfuje na
zhodnoceni a vyznam vztahu parazit-hostitel mezi mlzem a hostitelskou rybou, na
mechanismy detekce a nalezeni hostitele a rovnéz na vliv hostitelské specifity na
rozmnozovani mlzi. Experimentalni ¢ast hodnoti schopnosti dospélcti a larvalniho stadia
mlze druhu Anodonta anatina identifikovat pfitomnost hostitelské ryby ve vodé.

Prvni experiment se zabyva schopnosti dospélct detekovat piitomnost ryby na zakladé
chemosenzorickych signald ve vodé pochazejicich od riznych druhii ryb. Do nadrze s mlzem
byla pridana voda, ve které byly pfitomny ryby (standardizovana biomasa a ¢as pobytu), a
bylo sledovano, zda na zakladé ptfidani tohoto signalu bude mlz reagovat vypusténim
parazitickych larev (glochidii). Experiment dokazal, ze mlzi jsou schopni rozpoznat
ptitomnost ryby (p < 0,05), zaroven zde byly pozorovany rozdily mezi mirou reakce na rizné
rybi druhy. Statisticky vyznamny rozdil byl 1 mezi reakcemi na druhy Perca fluviatilis a
Scardinius erythrophthalmus.

Druhy experiment se zabyval mirou reakce glochidii na kozni sliz pochazejici
z riznych rybich druht. Z téla ryby byl neinvazné pomoci absorpéniho materialu odebran
vzorek kozniho slizu, nasledné byla na vzorek piidana voda obsahujici glochidia a bylo
pozorovano, zda glochidia reaguji. Vysledky druhé casti experimentu dokazuji, ze reakce
glochidii je ovlivnéna pritomnosti kozniho slizu. Zaroven byl u glochidii prokazan statisticky
vyznamny rozdil mezi reakcemi na P. fluviatilis a Pseudorasbora parva (p < 0,001), P.
fluviatilis a S. erythrophthalmus (p < 0,001). Na miru reakce nemelo vliv mnozstvi proteinu
obsazeného v koznim slizu (p = 0,37).

Prace pfinasi nové informace o reproduk¢ni biologii mlza, které jsou piimo vyuzitelné

pro management hostitelskych zdroji.

Kli¢ova slova: Anodonta anatina, glochidium, rozpoznani hostitele, chemorecepce,
hostitelska specifita



Mechanisms of fish host detection in bivalves of the family
Unionidae — implications for the host and reproductive
success

Summary

A better understanding of the reproductive biology of freshwater bivalves is a
prerequisite for the development of new breeding methods that respond to the needs of
biodiversity conservation projects, ecosystem services and bivalve farms. The theoretical part
of the thesis focuses on the evaluation and significance of the parasite-host relationship
between the bivalve and the host fish, the mechanisms of detection and finding of the host and
the influence of host specificity on the reproduction of bivalves. The experimental part
evaluates the ability of adults and the larval stage of the species Anodonta anatina to identify
the presence of the host fish in the water.

The first experiment deals with the ability of adults to detect the presence of fish based
on chemosensory signals in water from different species of fish. Fishcue was added to the
mussel tank, and it was observed whether the mussel react by releasing glochidia based on the
addition of the signal. The experiment proved that bivalves are able to recognize the presence
of fish (f < 0.05), at the same time there were observed differences in the strength of response
to different fish species. There was a statistically significant difference between the responses
to Perca fluviatilis and Scardinius erythrophthalmus.

The second experiment evaluated response of glochidia to skin mucus from different
fish species. The mucus was wiped off the fish's body with a glass filter, then water
containing glochidia was added and it was observed whether the glochidia reacted. The results
of the second part of the experiment prove that the reaction of glochidia is influenced by the
presence of mucus. Glochidia showed a statistically significant difference between the
responses to P. fluviatilis and Pseudorasbora parva (p < 0.001), P. fluviatilis and
S. erythrophthalmus (p < 0.001). The amount of protein in the mucus had no effect on the
glochidia response (p = 0.37).

The thesis brings new information about the reproductive biology of bivalves, which

are directly usable for the management of host resources.

Keywords: Anodonta anatina, glochidium, host recognition, chemoreception, host
specialization
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1 Uvod

Sladkovodni ekosystémy patii k nejohrozenéjSim na planeté. ZvySujici se
antropogenni tlak na celém svét€é vede ke ztraté, modifikaci a fragmentaci stanovist,
nadmérnému vyuzivani ptirodnich zdroji (vCetné vody), zneCisténi, zavleCeni invaznich
cizich druha a celkové zmeéné klimatu (Geist 2010; Modesto et al. 2018). Krize biodiverzity je
jednim z hlavnich disledkd a mezi zivoCichy s vysokou mirou vymirani patii sladkovodni
mlzi (Lopes-Lima et al. 2017). Kvili komplikovanému zivotnimu cyklu a zavislosti na
pfitomnosti hostitelské ryby jsou mlzi velmi ohrozeni a pocet sladkovodnich mlzi v
poslednich desetileti vyrazné€ klesa, pfiCemz mnoho druhi nyni Celi riziku vyhynuti
(Geist 2010).

V zivoté mlze je nalezeni vhodného hostitele jednou z nejkritictéjSich fazi (Jokela &
Palokangas 1993), proto je nacasovani vypusténi glochidii velmi dalezitym okamzikem pfi
rozmnozovani mlzi. Parazitické larvy mlzi (glochidia) se musi pfichytit k hostiteli, aby
mohly projit metamorfézou a pokracovat ve svém vyvoji. Ke kontaktu s hostitelskou rybou
musi dojit brzy, protoze zivotaschopnost a reaktivita po vypusténi velmi rychle klesa (Bauer
& Wachtler 2001; Barnhart et al. 2008).

Prestoze nékteré vyzkumy (Jokela & Palokangas 1993) dokazuji schopnost mlza
rozpoznat pritomnost hostitele a reagovat vypusténim glochidii, nekteré jiné vyzkumy
(Schneider et al. 2018) tuto schopnost identifikovat hostitele naopak vyvraceji.

Identifikace vhodnosti hostitelské ryby je dalSim dalezitym bodem, protoze dle mnoha
vyzkumua (Douda 2015; Huber & Geist 2017; Jokela et al. 1991) ma druh hostitelské ryby
velky vliv na uspésnost metamorfozy glochidii, pficemz na nékterych druzich se glochidia
nejsou schopny vyvijet viibec. Usp&sna identifikace vhodného hostitele by proto byla vice nez
vhodnou adaptaci dospé€lych mlzi, zajistujici vySsi uspésnost reprodukce.

Odlisné reakce glochidii na razné latky jiz zkoumali napiiklad (Henley & Neves
2001), ktefi mimo jiné testovali reakci glochidii na kozniho sliz Micropterus dolomieu
Lacépede, 1802 a Cyprinus carpio Linnaeus, 1758 a prokazali odliSnou miru reakce glochidii
na tyto druhy.

V této praci jsem se zaméfila na zkoumani vlivu odlisnych druhii ryb na reakci jak

dospélct, tak larvalniho stadia mlze Anodonta anatina.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Na zakladé literarni reserSe a vlastnich experimentalnich prace vyhodnocuje schopnost
dospélct a larvalniho stadia mlza identifikovat pfitomnost hostitelské ryby ve vodé. Dale
prace diskutuje praktické dopady tohoto mechanismu, vCetné dusledki pro dynamiku Sifeni
invaznich druht, interakce s riznymi druhy rybich hostiteld a reprodukéni uspé$nosti v
ptirodnich podminkach i v chovnych zafizenich. Prvnim cilem je kriticky otestovat vysledky
predchozich studii (Jokela & Palokangas, 1993), zda jsou dospéli jedinci mlzi schopni
identifikovat pfitomnost a vhodnost hostitelské ryby, a na zakladé tohoto ovlivnit intenzitu
vypousténi glochidii. Druhym cilem je vyhodnotit schopnost samotnych glochidii
identifikovat pfitomnost hostitele ve vodé, konkrétné zdali v pritomnosti téchto signala
glochidia reaguji rychleji na pfidany referencni signal.

V ramci diplomové prace jsou testovany nasledujici hypotézy:
1. Ho:. Rezim vypusténi glochidii u dospélchi Anodonta anatina inkubujicich glochidia
v marsupiich neni ovlivnén pfitomnosti standardizované arovné chemosenzorickych

signala ve vodé vytvorenych pobytem riznych druht hostitelskych ryb.

2. Ho: Reakeni rychlosti a senzitivita glochidii Skeble ficni (Anodonta anatina) v ramci
laboratornich  testi neni ovlivnéna pfitomnosti standardizované Grovné
chemosenzorickych rybich signalti z kozniho slizu riznych druhi ryb v porovnani s

referencnim signalem (NaCl).
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3 Literarni reSerse

Mlizi zahruji 8 000 druhii a jsou druhou nejpocetnéjsi tiidou mekkysu. Sladkovodni
2015). Evropsti sladkovodni mlzi patii k fadim Unionoida a Cardiida. Mezi Unionoidea
(Celedi Margaritiferidae a Unionidae) patfi i nejvice ohrozené skupiny zvifat na nasi planeté
(Araujo & de Jong 2015). V Ceské republice se vyskytuje 8 druht mlzd, z toho jeden druh
z Celedi Margaritiferidae, druh Margaritifera margaritifera (Linnaeus, 1758) a 7 druha
z Celedi Unionidae (Horsak et al. 2018).

Sladkovodni mlzi jsou jednou z nejohrozenéjSich skupin Zivocicht na svété (Lydeard
et al. 2004). Vzhledem k vysoké biomase, vysokym ptvodnim hustotam (stovky musli na
metr CtvereCni) a dulezité tloze mlzi pfi zpracovani Castic, uvoliiovani zivin a michani
sedimentl, maze mit ubytek mlzd velky dopad na fungovani vodnich ekosystémua (Vaughn &
Hakenkamp 2001). Pres jejich vyznam casto chybi znalosti o jejich slozité biologii, ktera
spojuje procesy ovliviujici jejich rychlé ubytky (Geist 2010). Mezi hlavni pfi¢iny ubytku
mlzi patii ztrata stanovist, fragmentace a degradace prostiedi, zména klimatu a lze sem
zaradit i1 predaci nepavodnimi druhy, jako jsou ondatry a neptivodni druhy rakt (Dobler et al.
2022). K poklesu populaci mlzi mize vést i snizeni populaci hostitelskych ryb, a fada zasaha
do chemie, biologie a geomorfologie toku (Geist 2010; Modesto et al. 2018). Dle vysledka
analyzy spolecCenstev sladkovodnich mlzli v Severni Americe (Spooner et al. 2011) ma ztrata
stanovist' vetsi dopad na mlze nez ztrata hostitele, a kombinace téchto faktor mize mit
znicujici dopad na takto ohrozenou skupinu organisma.

Dlouhodobé zachovani druhové rozmanitosti mlzii zavisi na ochrané a obnové
pfirozeného prostiedi, a proto by fizené rozmnozovani a reintrodukce mély byt povazovany za
sekundarni oproti obnové stanovist nebo feSeni pii¢in ohrozeni. Repatriace mlzi do oblasti,
kde se stale vyskytuji antropogenni hrozby, které ubytek zpisobily, bude pravdépodobné
neuspésna a bude to plytvani zdroji. Pokud je navrhovanym cilem vytvoreni dalSich populaci,
méla by byt urcena nejlep§i vhodna mista reintrodukce v rameci historického arealu druhu
(Patterson et al. 2018). Translokace je dal§im dilezitym nastrojem, ktery lze pouzit k
obnoveni populaci sladkovodnich mlza. Translokace jedinci ma ov§em své vlastni nevyhody,
vcetné ekologickych a evolu¢nich probléma (McMurray & Roe 2017).

Obecné lze rozlisit dva rizné pristupy ke zvysSeni poCtu mlzd. Jeden z pfistupl je
ziskani glochidii z volné zijici populace a uméla infikace ryb, druhy pfistup je umély odchov

jedinca a nasledné vypusténi do volné ptirody (Gum et al. 2011; Simon et al. 2015).
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Jak naprtiklad ukazuje studie (Schneider et al. 2017), umélé osidleni vétSich ryb muze
prispét k vétsimu poctu metamorfozujicich juvenilnich jedinci. Nékteré kombinace
sympatrickych nebo alopatrickych mlzi a ryb mohou mit za nasledek zvySeni uspéSnosti
metamorféozy a postparazitického preziti. Individualni testovani kombinaci druhd
sympatrickych a alopatrickych mlzii a ryb muize zvysit GspéSnost snahy zachovat druhy
pomoci napfiklad reintrodukce, zarybnéni hostitelskymi druhy ryb a pfemisténi mlzd. Podle
této studie jsou testy kompatibility mezi liniemi mlzi a lokalnimi hostitelskymi rybami
nezbytné pred zavedenim ochrannych opatieni (Douda et al. 2014).

Pomoci chovnych technik 1ze vyprodukovat dostatecné mnozstvi juvenilnich jedinca
pro udrzeni vybranych populaci, ale chov v zajeti a nasledné vysazovani na lokality by mély
byt peclivé zdokumentovany a nesmi nahrazovat obnovu funk¢nich stanovist tokd. Z hlediska
ochrany muze byt chov ohrozenych druhi mlzi v zajeti zachrannym nastrojem, aby se
zachoval evoluéni potencial prioritnich populaci, které by nepretrvavaly dostatecné dlouho,
aby mély prospéch z postupti obnovy stanovist (Gum et al. 2011).

Ochranné programy ex situ by ale mély byt vyuzity jako posledni moznosti, jak udrzet
ohrozené druhy. S chovem ex situ je spojena fada rizik, vCetné ztraty genetické diverzity,
vzniku nevhodnych az Skodlivych kombinaci alel, zmén chovani a pfenosu patogenti mezi
populaci v zajeti a ohrozenymi populacemi (Kyle et al. 2016). Protoze mnoho evropskych
programu odchovu a kultivace zahrnuje pifimé vypousténi mladych mlzi (od rané
postparazitické faze az po nekolik let) do tokt bez znaCkovani, o uspéchu téchto projekti neni
dostatek informaci (Gum et al. 2011). Dlouhodoby experiment (Schmidt & Vandré 2010)
v obdobi 1997-2007 ovSem zjistil, ze mira preziti perlorodek (M. margaritifera) chovanych
v zajeti v ruznych typech kleci a jinych systémi, je velmi nizka. Jeden z divodu vysoké
umrtnosti a nizké Gspésnosti odchovu mize byt absence laboratorni faze péce o juvenilni
jedince, ktera byla pouzita napfiklad ve studii Hrusky (1992). Bylo zjisténo, ze pocatecni rust
a preziti jsou nejdulezitéjsi ve fazi Cerstvé excystovanych mlzd, minimalni celkova délka
lastury kolem 1mm je povazovana za prahovou velikost pro pfeziti prvni zimy
(Gum et al. 2011).

Vysledky studie Taeuberta et al. (2010) naznacuji, ze peclivy vybér a management
vhodnych hostitelskych rybich kment je nezbytny pro udrzitelnou ochranu populaci mlzi.
Prestoze rast glochidii mize byt ovlivnén pocateéni mirou infekce, velikosti ryb a aktivitou
ryb, a také fyziologickymi obrannymi mechanismy hostitele, v experimentu dokazali, ze
vhodnost hostitele, a to pfedevSim na individualni Urovni mé nejvétsi dopad na vyvoj

glochidii. S dulezitosti hodnoceni a vybéru vhodnych hostiteli souhlasi i Douda (2015a),
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ktery dokazal, ze toto muZze ovlivnit nejen kvantitativni efektivitu produkce mlad’at, ale také
vitalitu mladat, kdy optimalizace vybéru hostitelskych druhti ryb pouzivanych pro
metamorfozu glochidii mize vést ke zlepSeni vyzivového stavu a ristu mlad’at sladkovodnich
mlzi béhem raného postparazitarniho stadia, s o¢ekavanym zvysSenim kvality mlad’at.

Prestoze se chov sladkovodnich mlzi v Evropé zaméfuje predev§im na ochranu, pro
nekteré asijské zemé slouzi mlzi jako zdroj potravy (Sicuro et al. 2010). Produkce vétSiny
chovanych mékkysu je siln€ zavisla na populacich z volné prirody. Pfesunuti celého Zivotniho
cyklu druhu do lihni muze zajistit nezavislost na voln€ zijicich populacich a umoziuje
dlouhodobé genetické zlepSovani jedinct prostfednictvim selektivniho chovu. Prehled
vysledkd soucasnych Slechtitelskych programi v literatuie ukazuje, ze selektivni Slechténi s
kontrolou ptibuzenské plemenitby je pravdépodobné nejlepsi strategii pro genetické zlepSeni
vétsSiny chovanych mékkysa. Praimémou rychlost rastu lze zlepSit o 10 % za generaci a
odolnost vici chorobam o 15 % na generaci, u hlavnich chovanych druhii provadénim
individualni nebo rodinné selekce (Hollenbeck & Johnston 2018).

Schopnost detekce hostitelské ryby, muze vyrazné zvysit Sance mlze na UspésSné
rozmnozeni se (Jokela & Palokangas 1993). V piipadé sladkovodnich mlzi je vzhledem
k jejich komplikovanému zivotnimu cyklu hostitelska specifita klicovym faktorem pro preziti
a podrobnéjsi informace jsou zasadni pro uspéch jakychkoliv budoucich opatfeni vénovanych
jejich ochrané (Ferreira-Rodriguez et al. 2019). Kromé toho ziskané informace o
mechanismech detekce hostitele mtzou byt také uzitecné pro budouci ochranu sladkovodnich
mlzl a jejich nejvhodnéjsich hostitelskych druhi ryb (Dias et al. 2020), mohou slouzit jako
faktor pfi vybéru vhodné rybi osadky a nebo vyuzit v produkcnich chovech pii volbé
hostitelskych druhd.
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3.1.1 Zivotni cyklus mlzd

Sladkovodni mlzi vykazuji sezonnost, hlavni jsou zmény v rychlosti metabolismu ve
spojitosti s teplotou a reprodukcnimi cykly (Mcmahon & Bogan 2001). Mlzi jsou prevazné
gonochoristé s nepfimym vyvojem, ale vyskytuji se i1 hermafrodité svyvojem pfimym
(Gosling 2015; Williams et al. 2014). Vyvoj sladkovodnich mlzi muZze probihat tfemi
riaznymi zplisoby, pomoci larvy zvané veliger — napiiklad u druhu Dreissena polymorpha
(Pallas, 1771), vypousténim plné vyvinutych mladych jedinc z marsupii (viviparie) jako u
celedi Sphaeriidae, nebo pomoci parazitické larvy typické pro fad Unionoida (Obrazek 1). V
zavislosti na druhu mohou byt glochidia v marsupiich pied uvolnénim uchovavana po dobu
nékolika tydna az nékolika mésict (Bauer & Wachtler 2001).

Glochidia musi pfijit do kontaktu s hostitelskou rybou brzy po uvolnéni z
marsupii. Pokud jsou glochidia uchovavan v laboratornich podminkach v suspenzi déle nez 3
dny, pocet infekcnich glochidii rychle klesa. Doba preziti glochidia se mize pohybovat od
nékolika hodin az do nékolika dni (Bauer & Wachtler 2001; Barnhart et al. 2008).

Glochidium se musi pfichytit k rybé& (zfidka i k obojzivelnikovi), aby mohlo projit
metamorfozou a pokracovat ve svém vyvoji. Glochidia se miizou pfichytit na zabry nebo na
kazi hostitele, pfichyceni na ktzi a ploutve je ¢astéjsi u trojahelnikovitych glochidii s hacky u
Unionia a Hyriidae, zatimco mens$i glochidia bez hacka, Casté u Margaritiferidae a Cast
Ambleminae, se prichytavaji na zabry (Barnhart et al. 2008).

Po pfichyceni glochidia tkan ryby vytvofi cystu, ktera poskytuje mechanickou ochranu
a ziviny od hostitele po celou dobu larvalniho vyvoje. Metamorféza vyzaduje uplnou
reorganizaci télnich struktur parazitické larvy, hlavnimi prvky je zména larvalniho adduktoru
na par definitivnich adduktorq, tvorba plaste, traviciho a nervového systému, sekrece lastur a
vnik pohyblivé nohy (Bauer & Wachtler 2001; Modesto et al. 2018; Wood 1974).

Délka trvani larvalniho stadia je ovlivnéna nékolika faktory jako je teplota vody a
velikost glochidia, a miZe trvat od 3 dnd az do 10 mésict (Bauer & Wachtler 2001).

Uvolnéni z hostitele zaCina otevienim epitelarni cysty, po opusténi cysty vétsina druhd
migruje do substratu, kde vyroste do velikosti 1-2 cm, nez se pfesune na povrch substratu.
Velkou umrtnost (40-95 %) téchto juvenilnich jedinca zptsobuje pravdépodobné nevhodnost
stanovist a nepfiznivé podminky v misté opusténi hostitele a pravdépodobné i predace

(Bauer & Wachtler 2001).
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Rust jedince ovliviiuje mnoho faktori jako mnozstvi potravy, teplota, mnozstvi
kysliku i hustota populace (Gosling 2015). Mnozstvi potravy a velikost jedince maji vliv i na
mnozstvi produkovanych glochidii, s rastem téchto faktori roste i mnozstvi glochidii (Bauer

& Wachtler 2001).

Fish host

Glochidium

Obrazek 1 Vyvoj sladkovodniho mize pres stadium glochidie (Modesto et al. 2018)
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3.2 Mizi jako parazité

3.2.1 Interakce parazit-hostitel

Parazité jsou vSudypifitomné slozky piirodnich ekosystémi. Voda je obzvlasté
vhodnym médiem pro podporu a pohyb ektoparazitii. Ustiedni role ryb ve vodnich potravnich
sitich z nich ¢ini idealni mezihostitele pro nepifimo prenasené infekce. V dusledku toho
pouzivaji paraziti ryby jako hostitele (Barber & Rushbrook 2008). Vztahy mezi hostitelem a
parazitem jsou Casto charakterizovany rychlym vyvojem adaptaci paraziti k vyuziti jejich
hostitele a protiadaptaci v hostiteli, aby se zabranilo nakladim zptsobenych parazitismem
(Reichard et al. 2010).

Existuji razné strategie ke zvySeni pravdépodobnosti infekce hostitele: (1) Vysoka
plodnost diky velkému poctu a malému vzristu glochidii. Tato strategie je spojena s velmi
vysokou mortalitou glochidii a je bézna napiiklad u Margaritiferidae. (2) Synchronizace
reprodukce tak, aby odpovidala dostupnosti a vyskytu hostitele. (3) Uvoliovani glochidii v
malém mnozstvi, kdyz mlz olfaktoricky vyciti pfitomnost hostitelské ryby, jak je znamo u
nékterych Anodontinae. (4) Prildkani ryb uvolnénim glochidii s konglutinaty, které
napodobuji potravu ryb (jako jsou cCervi, pijavice nebo larvy hmyzu). Tato strategie se
vyskytuje u Unionidae a Hyriidae (Bauer et Wachtler 2001). U nékterych paraziti se vyvinuly
adaptace, aby se zabranilo imunitni reakci specifickych hostitelt, protoze adaptace na
imunitni systém hostitele je naroCna. Muze to vést az k extrémné vysokému stupni
specializace (Lohmus & Bjorklund 2015).

Infekce glochidii mize negativné ovliviiovat hostitelskou rybu. Je dokazano ze u
infikovanych jedinct je zvySeny standardni metabolismus a zvySené hladiny hematokritu
(Filipsson et al. 2017). Mohou se objevit vét§i energetické naklady vynalozené na pohyb
(Slavik et al. 2017) a negativné muze byt ovlivnéna i rychlost a tispésnost ziskavani potravy
(Osterling et al. 2014).

Vsechny tyto negativni vlivy muzou mit vliv na rastovy potencial, snizeni
konkurenceschopnosti a vystaveni zvySenému riziku predace (Osterling et al. 2014). Jak
dokazuje pokus Chowdhuryho et al. (2021) mize mit infekce glochidii vliv na rust hostitele.
Rychlost rastu sledovali u juvenilnich pstruhi obecnych (Salmo trutta lacustris Linnaeus,
1758) infikovanymi glochidiemi druhu M. margaritifera. Infekce glochidii zpomalila rist

hostitelské ryby o 11 % béhem 45tydenniho experimentu.
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Snizeni rychlosti rastu pii i po infekci glochidii potvrzuje Ooue et al. (2017), ktery
tuto problematiku zkoumal na druzich Margaritifera laevis (Haas, 1910) a hostitelské rybé
Oncorhynchus masou masou (Brevoort, 1856).

Jak ale dokazuji nékteré vyzkumy (Taeubert et al. 2012) jednou z nejvétSich vyhod
z parazitického stadia nemusi byt vyrazny rust ani zisk energie z hostitelské ryby, ale
rozptyleni juvenilnich jedinch pomoci hostitelské ryby. Toto tvrzeni naznaCuje napiiklad to,
ze zkoumané larvy Unio crassus Philipsson, 1788 nevykazaly vyrazny rast (<15 %) béhem
parazitarniho stadia. Pozorované rozdily v rychlosti vyvoje a nacCasovani excystace na
raznych vhodnych hostitelskych druzich tak pravdépodobné zvysi Sance na uspésné Sifeni a
preziti v nepfiznivych podminkéch. Intenzita osidleni glochidii byva nejvétsi na bentickych
rybach, coz muze byt disledkem vyssi Cetnosti setkani, ale prevalenci a intenzitu glochidii
pravdépodobné ovliviiyji 1 dalsi faktory, jako je velikost hostitele (Klunzinger et al. 2012).

Nékteré druhy mlzi vykazuji pozoruhodné adaptace na vztah s rodem Rhodeus, coz
naznacuje, ze mohou mit spoleCnou evoluci. Rhodeus amarus (Bloch, 1782), je sladkovodni
druh ryby, ktery je obligatnim parazitem mlzt, kladoucich sva vaji¢ka do zaberni dutiny mlze
(Reichard et al. 2010). Jednou z adaptaci mlzi je predCasna ejekce, ktera probiha stazenim
svall a vypusténim proudu vody, coz uvolni jikry a embrya horavek. K tomuto chovani maze
dochazet bud’ bezprostfedné po tieni, nebo po urcitém Case, obvykle ale béhem prvniho tydne
inkubace jiker (Reichard et al. 2006).

Jak ale Reichard et al. (2010) pozdéji publikoval, odolnost vii¢i parazitismu horavek
na mlzich je prokazana pouze v oblastech dlouhodobé sympatrie. V oblastech stfedni Evropy,
kde je momentalné druh R. amarus. povazovan za invazni, puvodni mlzi zadnou takovou
odolnost nemaji. Oproti tomu se, ale R. amarus dokaze vyhnout infekci glochidii bez ohledu
na dobu trvani sympatrie. OvSem studie Doudy et al. (2017) naznacuje, ze v Evropé invazivni
druh Sinanodonta woodiana (Lea, 1834) snadno a ve vysokych hustotach parazituje na druhu

R. amarus.
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3.2.2 Obranné mechanismy ryb

U ryb byly popsany tfi hlavni typy mechanismu pro snizeni pravdépodobnosti rozvoje
parazitarni infekce. Tyto mechanismy zahrnuji zpisoby chovani, které omezuji kontakt mezi
hostiteli a parazity, fyzické bariéry pro invazivni stadia a imunitni systém ryby (Lohmus &
Bjorklund 2015).

Mikheev a Pasternak (2006) tvrdi, ze individualni chovani pfi vyhybani se parazitim
neni pfili§ ucinné, protoze ryby nejsou obvykle schopny lokalizovat parazity na dalku.
Vizualni ani chemické podnéty z paraziti nemély vliv na antiparazitni chovani ryb. Popsané
reakce na vyhybani se mistu mohou byt Uc¢inné jako individualni obranné mechanismy proti
parazitim pouze tehdy, kdyz je velikost mista s vysokou koncentraci parazitii relativné mala
(priblizné nékolik délek téla hostitelské ryby). OvSem pravé Mikheev et al. (2013) dokazali,
ze se ryby dokazi mistim s vyskytem parazitd aktivné vyhybat, pfiCemz ryby ve skupinach
byly ve vyhybani se parazitim uspésn€js$i a mély méné paraziti, nez ryby pohybujici se
samostatné.

Ve studii Wengstrom et al. (2016) bylo zji§téno, ze rychlost plavani béhem testu byla
vyS$Si u ryb infikovanych glochidii, coz naznacuje, ze zamoreni glochidii neni nahodné a ze
chovani hostitelské ryby muaze ovlivnit pravdépodobnost zamoteni glochidii. Vysoka aktivita
ryb by mohla zvysit jejich expozici glochidiim.

Dle Horkého et al. (2019) je jednim zobrannych mechanismii ryb zména
v termoregulaci, ktera muze poskodit parazita. Jako model byl pouzit pstruh potocni (Salmo
trutta) experimentaln€ infikovany glochidii ohrozené perlorodky ticni (M. margaritifera).
Bylo zjisténo, ze preference teplot u napadenych ryb se lisila a byla bud nad, nebo pod
teplotou preferovanou neinfikovanymi jedinci. Napadené ryby také upfednostiiovaly rizné
teploty napfic lokalitami, zatimco nenapadené ryby si udrzovaly své tepelné preference bez
ohledu na prostredi.

V momentu, kdy se ryba neubrdni pfed parazity pomoci chovani, nastava obrana
imunitnim systémem. Imunitni systém ryb je soubor bunécnych a humoralnich slozek, jejichz
funkci je obrana organismu proti cizorodym objektim. Je rozdélena na nespecifickou, jinak
také nazyvanou vrozenou, a specifickou neboli ziskanou imunitu. Tyto dvé slozky imunity
navzajem spolupracuji na odstranéni ciziho objektu nebo na spusténi obrannych mechanismi.
Aktivace specifického obranného systému zavisi na pfitomnosti antigenu, ktery spusti

kaskadovitou reakci zptsobujici zvyseni koncentrace protilatek v krvi (Urbinati et al. 2019).
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Mezi Casti nespecifické imunity patii predevsim hlen, obranné buriky (granulocyty,
monocyty, makrofagové a NK buiky) a humoralni komponenty, které tvoii antimikrobialni
enzymy a nespecifické mediatory (Urbinati et al. 2019).

Zakladni mechanismy ziskané rezistence hostitelskych ryb vuci glochidiim nejsou
plné pochopeny, ale doba a rozsah tvorby cyst se li§i u ryb, které se jiz s infekci setkaly, od
jedinct, ktefi jesté infekci vystaveni nebyli, a tyto rozdily mohou pfispivat k ziskané
rezistenci. Nékolik studii zjistilo, ze dfive infikované hostitelské ryby si mohou vyvinout
specifické protilatky proti glochidiim. Ziskana imunita u ryb proti specifickému parazitovi
muze pretrvavat mésice i roky. V nékterych pfipadech muze zistat i trvale. Pfi pokusu s
glochidii Lampsilis reeveiana (Lea, 1852) a hostitelem druhu Micropterus salmoides
(Lacépede, 1802) klesla uspéSnost metamorfozy pii reinfekci z 67,9 % na 38,1 %, a az na
28 % pii treti reinfekci (Dodd et al. 2006).

Rezistence vaci glochidiim ovSem nemusi vzniknout pouze na jeden konkrétni druh,
ale mize vzniknout i pfedchozi infekci glochidii jiného druhu mlze, jak je dokazano na
pokusu Donroviche et al. (2017), kdy byla uspéSnost metamorfozy glochidii Anatina anatina
(Spengler, 1802) vyrazné ovlivnéna predchozim vystavenim rybich hostiteld glochidiim
druhu S. woodiana. Usp&§nost metamorfozy zde klesla o 42,1 a 45,4% ve srovnani s kontrolni

skupinou.
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3.2.3 Mechanismy detekce a nalezeni rybiho hostitele

Nalezeni vhodného hostitele je nejkriti¢téjsi fazi zivotniho cyklu mlze. Piedpoklada
se, ze evropské druhy mlzi uvoliuji své larvy vice ¢i méné pasivné, prestoze u nékterych
severoamerickych skebli byly prokazany adaptace na nalezeni hostitele (Jokela & Palokangas,
1993). Mezi nejméné specializované adaptace fadime napiiklad synchronizaci nacasovani
reprodukce tak, aby odpovidala dostupnosti hostitele, coz je Casto spojeno s migraci ryb
(naptiklad losost). Tuto adaptaci vykazuje napiiklad druh Utterbackiana implicata
(Say, 1829) na rybi hostitelsky druh Alosa pseudoharengus (Wilson, 1811) (Kat 1984).

Mezi dalsi adaptace patfi napiiklad modifikace glochidialnich konglutinata tak, aby se
podobaly potravé ryb (Cervi, pijavice a dalsi). Nejzajimavejsim prikladem je pravdépodobné
Cyprogenia aberti (Conrad, 1850), ktera vytvafi Cervené Cervovité konglutinaty, které pri
ozirani rybou zpusobi uvolnéni glochidii, které se pak prichytavaji na zabry ryby, kde probiha
metamorfoza (Kat 1984). Konglutinaty druhu Hamiota perovalis (Conrad, 1834) pfipominaji
tvarem a zbarvenim drobné rybky a po uvolnéni mize zlstat hmota prichycena pomoci
slizového vlakna k télu samice. Poté se hmota trhavé pohybuje v proudu vody, coz mize také
pfipominat pohyb ryby (Haag et al. 1995).

Za adaptaci k nalezeni hostitele miizeme povazovat i rizné modifikace plasté u mlza,
coz je znamé predevSim u rodG Lampsilis a Quadrula, kdy tato modifikace plasté ma
evokovat nespecifickou potravu pro rybiho hostitele, a po dotyku ryby jsou vypustény
glochidi (Sietman et al. 2012). Pozoruhodna strategie se vyskytuje u rodu Epioplasma, jehoz
jedinci zachyti hostitelskou rybu a vypusti glochidia pfimo na hostitelskou rybu pfedtim, nez
ji uvolni (Barnhart et al. 2008).

V experimentu Jokely a Palokangase (1993) s druhem Anodonta pisconalis (dle
Riccardi et al. (2020) se ale pravdépodobné jednalo o druh A. Anatina) dokazuji, ze je druh
schopny identifikovat pfitomnost ryby a uzpuasobit tomu uvolfiovani glochidii. Zaroven
prokazali, Ze mlzi reaguji i na riazné podnéty jako napfiiklad na vodu pochazejici z akvaria
s rybami, pohyb (simulovan dfevénou navnadou), fyzicky kontakt s potencionalnim
hostitelem (dotyk Stétcem na sifon mlze) a zastinéni jedince (zastinéni akvaria na 3 x 5

sekund).
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Nespecifické reakce mohou byt zaddouci v nezndmém prostiedi, ale schopnost
detekovat rybu muze vyrazné zvySit reprodukcéni Uspéch mlze. Vzhledem k Siroké Skale
hostitelti jsou ale reakce na nespecifické podméty dostacujici. I kdyz pokus Schneidera et al.
(2018) na druhu Unio crassus Philipsson, 1788 statisticky nepotvrdil vliv pfitomnosti
hostitele na uvoliovani glochidii, bylo pozorovano, ze 80 % mlzii bez pfitomnosti hostitele

vypustilo glochidia pozdé&ji, nez jedinci u kterych byla ptitomna hostitelska ryba.
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3.2.4 Hostitelska specifita

Hostitelska specificita je Casto chapana jako pocet hostitelskych druht, vyuzivanych
parazitem, nebo jako fylogeneticka rozmanitost vyuzivanych druhd. Parazit ovSem miize na
jedné lokalit€ vyuzivat velmi malo hostitelskych druht. Tito hostitelé mohou byt nahrazeni
zcela jinymi druhy v jiné lokalite; stejné tak muze jiny parazit vyuzivat mnoho hostitelskych
druhtl v jedné lokaliteé, pfiCemz druh téchto hostitelli zistava stejny v celém geografickém
rozsahu parazita (Krasnov et al. 2011).

Vyzkumy v oblasti hostitelské specifity naznacuji, ze hostitelska specifita neni ve
skuteCnosti zpisobena druhovou pfislusnosti, ale je spise geograficky plastickym rysem, ktery
se muze liit napfic riznymi populacemi stejného druhu. Hostitelska specifita mize byt navic
Castené  zavisla na fylogenetickych vztazich mezi jednotlivymi  populacemi
(Douda et al. 2014).

Mlzi vyskytujici se ve specifickych biotopech s relativné homogenni rybi faunou
byvaji specialisty na hostitele, zatimco druhy z rozmanitéjSich a druhové bohatsSich biotoptu
jsou hostitelskymi generalisty (Bauer 2001). Predpoklada se tedy, Zze hostitelsky
generalisticka strategie je vyhodna v méné piedvidatelnych prostiedich s riznorodym
a variabilnim rybim spoleCenstvim, kde je Sance preziti glochidii zvySena jejich schopnosti
vyuzivat Sirokou skalu druhti ryb. Zaroven ale muze byt hostitelsky generalismus nakladny,
protoze generalistiCti parazité jsou Casto méné schopni efektivné vyuzivat své hostitele
(Leggett et al. 2013). Drivé€jsi studie dokumentuji, ze glochidia generalistickych mlzi jsou
produkovany v nizSich poc¢tech nez u hostitelskych specialistd, ackoli jsou veétsi
a v pokrocilejsim stadiu vyvoje. Je pozoruhodné, ze nerostou na svych hostitelskych rybach a
oddélyji se diive nez glochidia specialisth — mozna diive, nez mize byt zahajena hostitelska
specificka imunitni odpoveéd’ (Bauer 2001; Douda et al. 2017).

U paraziti vyuzivajicich n€kolik hostiteld muze kazdy hostitelsky druh vyzadovat
odlisnou adaptaci a kazdy mize vyvinout odli$né protiadaptace. V disledku toho muze byt
zadouci pro parazita, ktery uspesné dokonc¢i vyvoj na konkrétnim hostiteli, aby produkoval
potomstvo, které ma tendenci vyuzivat stejny hostitelsky druh, coz muze vést k vyvoji rodoveé

specifickych linii (Reichard et al. 2010).
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Zatimco u Margaritiferidae je hostitelska specifita pomémé vysoka a zahrnuje jen
nékolik blizce pfibuznych druhl ryb, u vétsiny Unionidae je hostitelska specifita nizsi a
mnoho druhd vyuziva Siroké spektrum hostitelt, vCetn€ exotickych druht ryb, ale i
obojzivelnikt (Bauer & Wachtler 2001). Napfiklad A. anatina je povazovana za lokalniho
generalistu, dokaze jako hostitelskou rybu vyuzit jakykoliv druh ryby ptavodni pro jeji areal,
ale na vé€tSin€ invazivnich a neptivodnich druht nedokaze dokoncit vyvoj. Na rozdil od tohoto
druhu mizeme za ,,globalniho generalistu povazovat napiiklad druh S. woodiana, ktera je
schopna vyvoj dokoncit na velmi Sirokém mnozstvi druhd, jak pivodnich, tak i nepiivodnich
v jejim arealu vyskytu (Douda 2015b).

Snizeni po¢tu vhodnych hostitelt je hrozba pro fadu druhti. Pokles poctu dospélych
jedinci s vysokou hostitelskou specifitou v dasledku nepfitomnosti hostitela je typicky
napiiklad pro druh Margaritifera auricularia (Spengler, 1793), ktery je jednim
z nejvzacnéjsich druht velkych sladkovodnich mlz v Evropé€. Dostupnost vhodného hostitele
muze také byt ovlivnéna sniZzenou rychlosti reprodukce hostitele, protoze se glochidie nejlépe
vyviji na juvenilnich jedincich, protoze starSi ryby jsou rezistentn&jsi diky ziskané imunité.
Tuto imunitu mize zvySovat 1 predchozi infekce glochidiemi jinych druht
(Bauer & Wachtler 2001).

Tradi¢ni experimentalni metody urCovani vhodnosti hostitele jsou zalozeny predevsim
na kvantifikaci podilu uspéSné transformovanych glochidii ziskanych z hostitelskych ryb
(rychlost transformace) nebo vyhodnoceni pritomnosti encystovanych glochidii. Tento
kvantitativni pfistup je zalozen na predpokladu, Ze metamorfovani juvenilni mlzi z riznych
hostiteld maji srovnatelnou zivotaschopnost, tj. rychlost transformace dostatecné
charakterizuje fyziologickou kvalitu hostitele. Nicmén¢ nekolik dikazii naznacuje, Ze tento
predpoklad nemusi byt vzdy pravdivy. Nedavné poznatky poskytuji udaje o uloze rybich
hostitelt pii poskytovani nutri¢nich zdroji vyvijejicim se glochidiim, coz Ize dokumentovat
posuny v izotopovych pomérech, travenim hostitelské rybi tkané glochidii, a dokonce

i podstatnym ristem glochidii nékterych druhti béhem metamorfozy (Douda 2015a).
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4 Metodika

V této kapitole je popsana dvojice laboratornich experimentt, jejichz cilem bylo
zjisténi, zda jsou dospéli jedinci a larvalni stadia druhu Anodonta anatina schopni

identifikovat pfitomnost potencionalné hostitelského jedince ve vodé a reagovat na ni.

4.1 Intenzita vypousténi glochidii v zavislosti na pritomnosti hostitele

Byla studovana intenzita vypousténi glochidii druhem Anodonta anatina v zavislosti

na pritomnosti signald riznych potencionalné hostitelskych druhi ryb.
4.1.1 Experimentalni druhy

4.1.1.1 Anodonta anatina (Linnaeus, 1758)

A. anatina je vhodnym modelovym organismem pro testovani biogeografickych
hypotéz tykajicich se evropskych sladkovodnich ekosystému, zejména diky svému vyskytu na
veétsiné uzemi kontinentu. Vyskytuje se v Evropé a v Asii od Portugalska pies Turecko
a zasahuje az na vychod na Sibif (jezero Bajkal). A. anatina je generalistou, ktery obyva
lokality od malych tokd po velké feky, jezera a nadrze (Froufe et al. 2014).

Reprodukéni cyklus trva 10 mésict, produkce spermii a vajicek vrcholi na zacatku jara
a vypousténi probiha synchronné mezi pohlavimi. Zrani vaji¢ek nastava postupné béhem
dubna az zari a zrala glochidia 1ze identifikovat na zakladé barvy marsupia, kterd se meéni od
bézové az po oranzovohnédou v dob¢, kdy jsou pritomna zrald glochidia. V jednom jedinci se
mohou naraz vyskytovat jak zrala glochidia, tak i vajicka. VétSinou se prevazné vyskytuje
pouze jedna forma. Je produkovano velké mnozstvi glochidii, kterd jsou postupné vypousténa
od zafi do brezna. Nejvétsi mnozstvi glochidii je vypusténych v prabéhu 2 — 3 tydna v bieznu
(Hinzmann et al. 2013).

Dle pokusu Hubera a Geista (2019b) lze pozorovat rozdil mezi vhodnosti hostitelsky
druht ryb na zakladé mnozstvi encystovanych parazitickych larev druhu A. anatina. Nejvys§si
uspesnost metamorfozy, a tim padem nejvhodnéj§im hostitelem, byly druhy Perca fluviatilis
Linnaeus, 1758, Ctenopharyngodon idella (Valenciennes, 1844), Leuciscus idus (Linnaeus,
1758), S. trutta a Leucaspius delineatus (Heckel, 1843). Naopak jako nevhodni hostitel¢ byly
identifikovany druhy Gasterosteus aculeatus Linnaeus, 1758, Gobio gobio (Linnaeus, 1758),
Rutilus rutilus (Linnaeus, 1758) a Pseudorasbora parva (Temminck & Schlegel, 1846). Pii
pokusu Doudy et al. (2013) byl prokazan uspésny vyvoj glochidii na 16 ze 17 pouzitych
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pavodnich druh@ ryb z Ceské republiky a Spanélska (pouze udruhu Tinca tinca byla
uspesnost metamorfozy 0,1 %), ve srovnani s vyvojem pouze na 2 (Oncorhynchus mykiss

Walbaum, 1792 a Rhodeus amarus) z 10 testovanych neptivodnich druha ryb.

4.1.1.2 Perca fluviatilis Linnaeus, 1758

P. fluviatilis je jednou z nejrozsifené€jSich sladkovodnich ryb na severni polokouli.
Larvalni faze je kratka a trva jen nékolik tydnl, pozdéjsi stadia nemigruji na velké
vzdalenosti, a proto se P. fluviatilis bézné pouziva jako indikatorovy druh pfi monitorovani
zivotniho prostredi (Olsson et al. 2011).

Studie Jokely et al. (1991) zabyvajici se rozdily v citlivosti riznych hostitelskych
druhti na glochidia bylo zaznamenano, ze druh P. fluviatilis byl nejnachylnéjsi k infekci
glochidii mlze A. anatina v porovnani s druhy Esox lucius (Linnaeus, 1758), Gymnocephalus
cernua (Linnaeus, 1758) a Rutilus rutilus. V experimentu (Huber & Geist 2019a) byl druh
také hodnocen jako nejvhodnéjsi hostitelsky druh pro A. anodonta i A. cygnea.

V pokusu Doudy et al. (2013) byla GspéSnost metamorfozy na tomto druhu 57,1 %,

coz byl druhy nejvyssi zaznamenany vysledek po druhu Scardinius erythrophthalmus.

4.1.1.3 Pseudorasbora parva (Temminck & Schlegel, 1846)

Ma se za to, ze druh P. parva byl zavleCen nahodou v zasilce Cinskych kaprt, poprvé
byl objeven v Evropé na rybi farmé v Rumunsku v roce 1961. V dusledku nahodného
zavleCeni se nyni vyskytuje ve vychodni, stfedni i zdpadni Evropé (Gozlan et al. 2010).

Druh P. parva je povazovan za nevhodného hostitele pro glochidia A. cygnea
(pramérny pocet 0,5 excystovanych glochidii na rybu) (Huber & Geist 2017). V dal§im
pokusu Hubera a Geista (2019a), s druhem A. anatina byl druh P. parva také zatazen jako
nevhodny hostitel. Pfestoze pocCateCni mira zamotreni byla vysoka, tento druh vykazoval
velkou ztratu glochidii. Metamorf6zou proslo pouze 0,3 juvenild na 1 gram ryby, pro srovnani
na nejvhodné&jsim hostiteli P. fluviatilis bylo dosazeno vyvinu 19,9 juvenild/gram ryby. I

v pokusu Doudy et al. (2013) byla tispeSnost metamorfézy na tomto druhu pouze 0,4 %.
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4.1.1.4 Rhodeus amarus (Bloch, 1782)

Ve stiedni Evropé€ se R. amarus dokéaze témét uplné vyhnout glochidialnim infekcim
puvodnich druhtt mlzi, ackoliv v oblasti Ruska a Dalného vychodu je Casta pfitomnost
glochidii na dospélcich 1 embryich Rhodeus spp., napiiklad Rhodeus ocellatus (Kner, 1866) z
jizni a vychodni Ciny se ziejmé& &aste¢né umi vyhnout glochidiim S. woodiana
(Reichard et al. 2010). Pii pokusu Hubera a Geista (2019a) byl R. amarus jedinym z 10
testovanych druha ryb, u kterého nedoSlo k encystaci glochidii mlze A. anatina. OvSem
v experimentu Doudy et al. (2013) byla uspesSnost metamorfézy na tomto druhu 7,6 %, coz

dokazuje, ze jsou na tomto druhu glochidia schopna metamorfozy, i kdyz s nizkou Gspé$nosti.

4.1.1.5 Scardinius erythrophthalmus (Linnaeus, 1758)

Dle Doudy et al. (2012) patii tento druh mezi primarni hostitele pro druh U. crassus,
kdy uspesnost metamorfézy glochidii na tomto druhu byla 74,7 % (70,4 — 85,0). Pfi pokusu
s druhem A. anatina byla GspéSnost metamorfoézy na tomto druhu 65,5 % a zaroven mlad’ata
pochazejici ze S. erythrophthalmus a R. rutilus vykazovala vys$si hodnoty fluorescencni
aktivity a vyssi rustovy pfirtstek (Douda 2015a). I v pfedchozim pokusu Doudy et al. (2013)
byla zaznamenana vysoka uspesnost (73,4 %) metamorfozy A. anatina na tomto druhu.

Dle pozorovani Blazka a Gelnara (2006) se glochidia rodu Anodonta vyskytuji jak na
ploutvich, tak na zabrach a téle u druhu S. erythrophthalmus, na rozdil naptiklad od druht P.
fluviatis a R. rutilus, kde se nej¢asté]i glochidia vyskytuji na ploutvich.
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4.1.2 Experiment 1

4.1.2.1 Priprava pred experimentem a péce o mlze

K experimentu bylo potieba pifedem ziskat dospé€lé samice A. anodonta, odlov byl
proveden 23. 11. 2021 viece a slepych ramenech Labe pobliz obce Libotenice
(50.4853489 N, 14.2335067 E). Jednotlivi mlzi byli uréeni do druhu, nasledn€¢ pomoci
specialnich klesti pro pootevieni a fixaci pozice lastur byli prohlédnuti a na zakladé barvy
marsupia (Hinzmann et al. 2013), bylo urceno, zda jsou v jedinci pfitomna zrala glochidia.
Jedinci jinych druht, samci a mlzi bez zralych glochidii byly navraceni do feky na misté
odlovu. Celkové bylo nalezeno 119 jedinct hledaného druhu, z toho bylo 69 identifikovano
jako jedinci bez zralych glochidii a 50 jako samice se zralymi glochidii.

Jedinci byli po prevozu zmista odlovu pifes noc ponechani v nadrzich se
vzduchovanim, aby se aklimatizovali. Nasledujici den bylo 40 vybranych jedinci pfesunuto
do experimentalnich nadrzi, pred pfesunem byl kazdy jedinec ociStén a byla zmétfena délka
lastury.

Byl ustanoven denni plan péCe obsahujici zaznamenani aktivity jednotlivych mlza,
meéfteni teploty v 6 vybranych nadrzich, doplnéni 1 litru vody do kazdé experimentalni nadrze,
kontrolu funk¢nosti filtrd a krmeni mlzi pomoci 1 nl/ml zivé kultury fasy Ettlia spp., jejiz
peéstovani probihalo paralelné ve fotobioreaktoru. Kontrola probihala kazdy experimentalni

den a kazdy druhy den mezi jednotlivymi opakovanimi.

4.1.2.2 Popis nddrzi

V pokusu byl pouzit recirkulacni systém obsahujici 40 samostatnych nadrzi o
rozmérech 30 x 15 x 40 cm (Sitka x hloubka x vy$ka). Primarni nadrz mély koénické dno, u
dna byla umisténa odtokova hadice, ktera pres filtracni sitku s vedla vodu do sekundarni
nadrze, kde bylo umisténo Cerpadlo. V sekundéarni nadrzi o rozmérech 14 x 14 x 21 cm (Sirka
x hloubka x vySka) bylo umisténo Cerpadlo, které hadici ustilo zpét do primarni nadrze, ve
které byl umistén mlz. V sekundarni nadrzi byla umisténa hadice napojena na odtokovou

trubici, ktera zajistovala odtok prebytecné vody a zabrafiovala preteCeni nadrzi.
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4.1.2.3 Priprava rybiho signdlu

Pfiprava rybiho signalu probihala v samostatnych nadrzich o obsahu 81, v kazdé nadrzi
bylo vzduchovani a byla opatfena vikem. Z vybranych druht ryb (P. fluviatilis, P. parva,
R. amarus a S. erythrophthalmus) byli z chovnych nadrzi odloveni jedinci (1 — 3 jedinci od
jednotlivych druhti), nasledné byli zvazeni a presunuti do externich nadrzi s mnozstvim vody
urCenym na zakladé hmotnosti experimentalnich ryb jednoho druhu (5 grami ryby na 1 litr
vody). Vzdy bylo pouzito tolik jedinct, aby finalni hmotnost dosahovala alespon 20 gramu.
Ryby v té€chto nadrzich byly ponechany 23,5 hodiny (vyjimku tvofilo prvni opakovani, kde
byly ryby v nadrzich pouze 16,5 hodiny), nasledné byly pomoci €isté akvarijni sitky odloveny
a umistény zpét do chovnych nadrzi. Béhem pobytu mimo chovné nadrze nebyly ryby
krmeny, aby se zabranilo kontaminaci rybiho signalu.

Schéma pro pridavani rybiho signalu bylo navrzeno tak, aby se u kazdého jednotlivce
vyskytlo vSech 5 variant signalu (4 druhy ryb + 1 kontrolni bez ryb), pro 6. opakovani bylo

pouzito stejné schéma jako u 1. opakovani.

4.1.2.4 Samotny experiment

Pokus se skladal ze 6 opakovani, pti¢emz kazdé opakovani probihalo 3 experimentalni
dny. Prvnim experimentalnim dnem jednotlivych opakovéani byly dny 1. 12. 2021, 7. 12.
2021, 15. 12. 2021, 21. 12. 2021, 6. 1. 2022 a 13. 1. 2022. Prvni den opakovani byl
povazovan za kontrolni den, kdy probéhl pfedem urceny denni plan péce, a navic byly
vycistény filtracni sitky ve vSech nadrzich. V tento den také zacala ptiprava rybiho signalu.

Druhy den experimentu probéhla vyména sitek a nasledné misto doplnéni vody bylo
do jednotlivych nadrzi pridavano 500 ml rybiho signalu na zakladé stanoveného schématu.
Z pouzitych filtracnich site€k byly glochidia vyplachnuta do Petriho misky pomoci tlakového
rozpraSovace s vodu. Nasledné byla glochidia vyfocena pomoci mikroskopové kamery (Dino-
Lite Edge 3.0 Digital microscope) a z potizenych fotografii bylo pomoci programu ImageJ
spocitano mnozstvi glochidii. Mnozstvi glochidii vypusténych za 24 hodin bez pfitomnosti

rybich signala pak bylo povazovano jako referen¢ni hodnota pro jednotlivé mlze.
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Treti den opakovani probehla vymeéna filtra¢nich siték a z nich pocitani vypusténych
glochidii — na zakladé tohoto mnozstvi glochidii bylo urCeno, zda se jednalo o reakci na
pfitomnost rybich signalt. Jako reakce na rybi signal bylo povazovano, pokud se mnozstvi
vypusténych glochidii alespofi zdvojnasobilo oproti referenénimu mnozstvi, pokud bylo
referencni niz§i nez 30, bylo za reakci povazovano mnozstvi alespon o 30 vy$si nez referencni

mnozstvi.
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4.2 Reaktivita glochidii na pritomnost rybich chemickych signali

Byla studovana reaktivita parazitickych larev (glochidii) druhu A. anatina na
ptitomnost rybich chemickych signalti z kozniho slizu riznych druht ryb. Testovany byly
reakce na kozni sliz tfi rGznych rybich druhd: Perca fluviatilis, Pseudorasbora parva a

Scardinius erythrophtalmus a tyto reakce byly porovnany s reakci na referencni signal (NaCl).
4.2.1 Experiment 2

4.2.1.1 Priprava pred experimentem

K experimentu byly pouzity dospélé samice A. anodonta odlovené 02. 03. 2022 ve
slepém ramenu Labe pobliz obce Libotenice (50.4853489N, 14.2335067E). Jednotlivi mlzi
byli uréeni do druhu, nasledné pomoci klesti byli pootevieni a na zakladé barvy marsupia
(Hinzmann et al. 2013) bylo urceno, zda jsou v jedinci pfitomna zrald glochidia. Bylo ziskano
6 jedinci obsahujicich zrala glochidia. Mlzi byli po pfevozu premisténi do nadrzi se
vzduchovanim a byli zde ponechani az do dne experimentu, ktery se konal 08. 03. 2022.

V den experimentu byly vybrany 3 samice, kterym byla nafiznuta marsupia a pomoci
proudu vody z injekéni stfikacky byla extrahovana glochidia.

U glochidii jednotlivych samic byl proveden test zivotaschopnosti pomoci chloridu
sodného (Wang et al. 2007). Zivotaschopnost glochidii od jednotlivych samic dosahovala 90—
100 %. Nasledné byla ziskana glochidia smichana a pfiblizné 4 hodiny ponechéna v nadobé

s odstatou vodou pfi nizké teploté (11-13 °C) az do doby experimentu.

4.2.1.2 Odbeér kozniho slizu

K odbéru kozniho slizu byla pouzita upravena verze metody Fernandeze-Alacida et al.
(2018). Jedinec byl odloven z chovné nadrze a pfenesen do nadrze s odstatou vodou, poté byl
pfendan do nadrze obsahujici neletalni davku slouceniny Tricaine methanesulfonate
(Rao et al. 2015), kde byl po dobu 2-3 minut ponechéan, nez byl kompletné¢ uspan. Nasledné
byl oplachnut v nadrzi s Cistou vodou a zvazen. Potom byl jedinec pfenesen na platovy tac a
byla zmétfena celkova délka, délka téla a vyska v nejvySsim bodé téla. Celkova télesna
hmotnost ryb k extrakci jednoho vzorku byla 17-25g, bylo pouzito 1-3 jedinct v zavislosti na

celkové hmotnosti téla.
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Odbér probihal pomoci absorpcniho materialu — kulatého filtru ze sklenénych vlaken
(Whatman GF/F), ke stéru byla vzdy pouzita pouze jedna strana filtru. Filtrem byly setfeny
ob¢ dorzalni ¢asti ryby 5 x (Obrazek 2). Po odbéru byl filtr vlozen do Petriho misky a bylo
pridano nékolik kapek Cisté vody, aby se zabranilo vyschnuti. Vzorek byl oznaen druhem
ryby a Cislem odbéru a nasledné byl skladovan v chladu (5°C).

Opatrné setfit mucus
5x z kaidé strany ryby

Anestetizovana ryba

= @i ¥

Q Tricaine % Uskladnéni v

Mista kterym se : : chladu (6 °C)
vyhnout Petriho miska

v - A

Obrazek 2 Schéma odbéru kozZniho slizu z ryby. Upraveno (Ferndndez-Alacid et al. 2018)

Celkove byly odebrany 3 vzorky od kazdého ze tfi pouzitych druhii, navic byly
vytvoreny 3 vzorky filtru obsahujici pouze odstatou vodu jako negativni kontrola a tfi dalsi
vzorky obsahujici referencéni signal. Byla pouzita destilovana voda s NaCl o koncentraci
20mg/ml. Z kazdého filtru byl ze stfedu (misto s nejvetsi koncentrace kozniho slizu) vystiizen

Stverec o plose 1cm? ktery byl poté rozstiihan na 9 &tvercl o hrané 3,33mm.
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4.2.1.3 Hodnocent reaktivity glochidii

Hodnoceni reakci glochidii probihalo v mikrotitracni desticce, kdy byl do jamky
prenesen 1 maly ¢tverec (hrana 3,33mm) se vzorkem tak, aby strana pouzita k odbéru kozniho
slizu sméfovala vzhiru. Do jamky bylo pfidano 100 ul vody obsahujici glochidia (6—63
glochidii vjamce, praimémé 25,53). Thned po pfidani glochidii bylo spusténo nahravani
60sekundového videa. Video bylo pojmenovano pomoci oznaceni druhu nebo kontroly (Sc,
Pr, Sp, Cp a Cn) a pismen A, B a C oznacuyjici ¢islo vzorku, a Cislem opakovani (1-6)
napiiklad ScBS5 oznacujici vzorek Scardinius, odbér B, opakovani 5.

Videa byla pozd¢ji analyzovana tak, ze byl spocitan pocet otevienych a zavienych
glochidii v 0. sekundé videa a byl porovnan s poCtem otevienych a zavienych glochidii

spocitanych v 60. sekundé videa.

32



4.2.2 Stanoveni koncentrace proteinu v koznim slizu vybranych druhu ryb

Bylo odebrano 5 vzorka od kazdého pouzitého druhu ryb a jeden kontrolni vzorek
obsahujici pouze sklenény filtr namoceny ve fyziologickém roztoku (0,9% NaCl). Odbér
kozniho slizu pro stanoveni mnozstvi proteinu probehl stejnym postupem, jako je popsano
v pfedchozi podkapitole 4.2.1.2 Odbér kozniho slizu, az do bodu, kdy byl ze vzorku vystfizen
1 cm? (jedinym rozdilem byla absence kroku pfidani vody k filtru). Po vystiizeni &tverce
z filtru byl tento vzorek rozstfihan na malé Casti a vlozen do mikrozkumavky o objemu 2 ml.
Do mikrozkumavky bylo pfidano 0,5 ml fyziologického roztoku, nasledné byl kazdy vzorek
dikladné protiepan po dobu 2 minut pomoci Vortexu znacky MS2 Minishaker IKA®.

Dale byl proveden jeden odbér cistého kozniho slizu z jednoho anestetizovaného
jedince druhu S. erythrophthalmus, kdy pomoci plastové stérky (Kumari et al. 2019) byl
z jedince a z povrchu na kterém byl odbér proveden, setfen Cisty kozni sliz a pfenesen do
mikrozkumavky, timto zptisobem se povedlo odebrat 0,5 ml vzorku.

Vsechny vzorky byly ponechany 60 minut pfi nizké teplot¢ 5 °C, aby se uvolnilo
z filtru co nejvétsi mnozstvi kozniho slizu. Poté byly vzorky opét promichany pomoci
Vortexu a umistény do centrifugy na 5 minut (3 000 ot/min). Ze vzorkl poté bylo odebrano
0,5 ml tekutiny bez casti filtru. Tento vzorek byl prenesen do novych mikrozkumavek
o objemu 0,5 ml, ke kterym byly pfidany veskeré dalsi chemické slouceniny dle navodu. Ke
stanoveni mnozstvi proteini byl pouzit kit Sigma TP0300, byl pouzit postup stanoveni
proteinti bez srazeni (bylo pouzité pouze polovicni mnozstvi vech sloucenin, protoze vstupni

vzorek byl poloviéni oproti mnozstvi uvedeného v navodu ke kitu — 0,5 ml namisto 1 ml).
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Po pfipraveni vSech vzorkl, vCetné standartnich vzorkl dle navodu bylo 200 ul vzorku
preneseno do mikrotitra¢ni desticky a byla zaznamenana poloha vzorkii a standardnich
roztoki v mikrotitracni desti¢ce. Kazdy vzorek i roztok byl pouzit 3x. Byl pouzit
Spektrofotometr Infinite M200 Tecan (software Magellan™ Tecan) hodnoty byly odecitany
pii vinové délce 750 nm. Pomoci standardizovanych koncentraci proteinu byla urcena
kalibracni kiivka a jeji rovnice (Obrazek 3), jejiz pomoci bylo stanoveno primérné mnozstvi

proteinu v jednotlivych vzorcich.

Kalibraéni krivka

. konc. -142 + 795x + -1064x02 + 776x*3 R =1
400 -
300 ®
¢
2 200 o
I
100 ®
L ]
0 - s
0,2500 0,5000 0,7500 1,0000
Koncentrace

Obrazek 3 Kalibracni kifivka a rovnice kalibracni krivky
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S Vysledky

5.1 Intenzita vypousténi glochidii v zavislosti na pritomnosti hostitele

Ze 40 pouzitych jedinct v prub€hu experimentu reagovalo alespori jednou 28 jedincd,
8 jedinct nevykazalo zadnou reakci a v prib&hu experimentu nikdy neuvolnili vice nez 20
glochidii, 3 jedinci v pribéhu experimentu alespoii jednou vypustili vice néz 50 glochidii, ale
nevykazali reakci na pfitomnost rybiho signalu. Z celkového poctu byly v prabéhu
experimentu nahrazeni 3 jedinci, a to z divodu thynu, toto zapficinilo jednu chybgjici
kontrolu v 5. opakovani. Jelikoz jedinec uhynul v pribéhu opakovani, nebylo jiz mozné jej
nahradit.

Z celkového poctu 239 testovani bylo 47 testovani kontrolnich bez pfitomnosti rybiho
signalu a 192 testovani s pfitomnosti rybiho signalu, z tohoto poctu bylo zaznamenano celkem
50 reakci na rybi signal. Jako reakce na rybi signal bylo povazovano, pokud se mnozstvi
vypusténych glochidii alesponi zdvojnasobilo oproti referencnimu mnozstvi. Pokud bylo
referenéni mnozstvi nizsi nez 30 bylo za reakci povazovano mnozstvi alesponi o 30 vyS$si nez
referencni mnozstvi.

Z celkového poctu 50 zaznamenanych reakci bylo 18 na druh P. fluviatilis, 13 reakci
na druh R. amarus, 12 reakci na druh P. parva a 7 reakci na signaly druhu
S. erythrophthalmus. Nevyskytla se zadnad reakce na pfidani vody bez pfitomnosti rybich
signala (kontrola) (Obrazek 4).

Pomeér reakci na jednotlivé druhy

Scardinius Rhodeus Perca Pseudorashora Kontrola

60
50
40
30
20
10

m Reakce mBezreakce

Obrdzek 4 Pomér reakci na jednotlivé rybi druhy
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V experimentu se nevyskytl zadny jedinec, ktery by reagoval v ramci vSech
opakovani, ale vyskytli se 2 jedinci, ktefi reagovali na vSechny pouzité rybi druhy.
Z celkového poctu 28 reagujicich jedinci reagovalo pouze na jeden druh ryby 11 jedinct,
nejcastéji reagovali pouze na druh P. fluviatilis (6 ptipadi), reakce pouze na druh R. amarus
nastala u 3 pfipadt a u druht P. parva a S. erythrophthalmus jedenkrat pro kazdy druh

Pomoci Fisherova testu byla zhodnocena zavislost mezi reakci a pfidanim signalu
(p=0,0183), tento vysledek ndm umoznuje zamitnout nulovou hypotézu, o nezavislosti dvou
proménnych, ale neukazuje, zda néktery z pouzitych druhii neovliviiuje reakci vice nez
ostatni. Za timto ucelem bylo provedeno parové porovnani. Kvuli zpusobu, jakym jsou
hodnoty p koncipovany, nemiizeme pfi tomto vypocétu oCekavat, Ze budou mit stejnou chybu
(5 %). Ve skuteCnosti je pravdépodobnost chyby pro vice p hodnot mnohem vys§i nez 5 % v
zavislosti na poctu p hodnot, které vypocitame, ztohoto divodu je potieba vypocitat
upravenou hodnotu p.

Statisticky vyznamné rozdily (upravena hodnota p < 0,05) byly pozorovany mezi
v§emi vzorky ryb ve srovnani s kontrolou (Obrazek 5), statisticky vyznamny rozdil byl i
mezi reakcemi na druhy P. fluviatilis a S. erythrophthalmus.

Jelikoz jsou upravené hodnoty p ve vSech ptipadech porovnani mezi kontrolou a rybim
druhem nizsi, nez zvolena hladina vyznamnosti 0,05 mizeme zamitnout nulovou hypotézu o

nezavislosti vypousteéni glochidii na pfitomnosti chemosenzorického signalu.

Porovnavané druhy Hodnota p [Upravend hodnota p
Scardinius : Rhodeus 0,176865116 0,10601713
Scardinius : Perca 0,037488998
Scardinius : Pseudorasbora | 0,12022204
Scardinius : Kontrola 0,088017224
Rhodeus :Perca 0,096052073 0,086356676
Rhodeus : Pseudorasbora | 2,718281828 2,718281828
Rhodeus : Kontrola 8,43797E-08
Perca : Pseudorasbora 0,135748871 0,096303519
Perca : Kontrola 0,001399191
Pseudorasbora : Kontrola | 0,000740632

Obrazek 5 Vysledné hodnoty vypoctu Fisherova exaktniho testu, vyznacené
modrou barvou jsou upravené hodnoty p < 0,05

0,096303519
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5.2 Reaktivita glochidii na piitomnost rybich chemickych signalu

Pro porovnani reakci byla vytvofena kontingen¢ni tabulka (Obréazek 6 a 7) a nasledné
bylo provedeno parové srovnani jednotlivych druht a kontrol. Hodnoty p byly zkorigovany
pomoci metody Benjaminiho a Hochberga (1995). Nasledovalo testovani pomoci Peasonova
chi-kvadratu, které prokazalo signifikantni rozdil mezi jednotlivymi skupinami (p < 2,2e-16),
nasledné byly vysledky porovnany pomoci parového porovnani, jehoz vysledky muzeme
vidét na Obrazku 8.

Muzeme pozorovat, ze vSechny druhy ryb a pozitivni kontrola byly vyznamné odli§né
od negativni kontroly (CN), navic test detekoval vyznamné rozdily mezi Perca fluviatilis (Pc)
a pozitivni kontrolou (CP), P. fluviatilis a Pseudorasbora parva (Ps), P. fluviatilis a
Scardinius erythrophthalmus (Sc).

Na zaklad¢ téchto vysledk(i mizeme zamitnout Ho, a mizeme fici, ze reakce glochidii
je ovlivnéna pritomnosti chemosenzorickych signali pochazejicich z kozniho slizu ryb.

Proportion of glochidia that closed after 60s

Ps Se

o CN cP Pc

g—--- cN[cp]Pcps | sc
oteviené | 23 |135| 83 |146|189
uzavrené (495 (424|467 (450|462

‘g Obrazek 7 Kontingencni tabulka uvadéjici vysledné

° mnoZstvi otevienych a uzavi‘enych glochidii po 60s

Obrazek 6 Grafické zndzornéni poctu reagujicich glochidii po 60 s.
CN-negativni kontrola, CP-pozitivni kontrola, Pc-Perca fluviatilis,
Ps-Pseudorasbora parva, Sc- Scardinius erythrophthalmus

CN CP Pc Ps
+ CP < 2e-16 - - -
+ Pc 2.7e-08 0.00028 - -
+ Ps < 2e-16 0.94539 0.00016 -
+ Sc < 2e-16 0.08095 2.7e-08 0.09076

Obrazek 8 Vysledky parového porovnani pro jednotlivé skupiny.



5.1.1 Stanoveni koncentrace proteinu v koznim slizu vybranych druhu ryb

Hodnoty koncentrace proteint (Obrazek 9) vypocitané pomoci ziskané kalibracni
kiivky (Obrazek 3) byly porovnany pomoci ANOVA a nebyl zaznamenan zadny signifikantni
rozdil (p = 0,37, Obrazek 10) v mnozstvi proteinu mezi jednotlivymi druhy.

Vypocitana Vysledné¢ mnozstvi
Vzorek Priumér koncentrace ug proteinu/mm? | proteinu (ug) v jedné
pg/ml jamce
Perca 1 0,3169 34,737 0,434 4,8169
Perca 2 0,4333 82,278 1,028 11,4097
Perca 3 0,4925 105,199 1,315 14,5950
Perca 4 0,399 68,903 0,861 9,5561
Perca 5 0,4232 78,385 0,98 10,8769
Scardinius 1 0,3361 43,083 0,539 5,9823
Scardinius 2 0,355 51,07 0,638 7,0811
Scardinius 3 0,4078 72,34 0,904 10,0334
Scardinius 4 0,4159 75,525 0,944 10,4774
Scardinius 5 0,3601 53,198 0,665 7,3808
Pseudorasbora 1 0,4572 91,514 1,144 12,6971
Pseudorasbora 2 0,414 74,792 0,935 10,3775
Pseudorasbora 3 0,4357 83,229 1,04 11,5428
Pseudorasbora 4 0,3905 65,494 0,819 9,0900
Pseudorasbora 5 0,3684 56,58 0,707 7,8469
Kozniho sliz Scl 336,135 672,27
Kozniho sliz Sc2 320,163 640,33

Obrdzek 9 Uvadi priiméry ziskanych hodnot ze spektrofotometru a vypocty koncentraci proteinii pro jednotlivé vzorky.
Posledni sloupec uvddi priblizné mnoZstvi proteinu na ctverci 3,33%3,33 mm, ktery byl vklddan do jamky v predchozi Cdasti

Ppri experimentu.

0.e-

species
‘ Perca

' Pseudorasbora

- Scardinius

protein_mma2
3

0.5-

1 1 1
Perca Pseudorasbora Secardinius

species

Obrazek 10 Graficky vysledek ANOVA pro hodnoceni mnozstvi proteinu na mm? pro jednotlivé druhy ryb.
proj Ly ry
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6 Diskuse

6.1 Intenzita vypousténi glochidii v zavislosti na pritomnosti hostitele

Vysledky dokazuji, ze mlzi druhu Anatina anodonta jsou schopni rozpoznat dle signalt
ptitomnost ryby a na zakladé tohoto signalu dokazou ovlivnit vypousténi glochidii. Nejvyssi
pocet reakci a to 18 bylo zaznamenano v pfitomnosti signalti druhu Perca fluviatilis, coz je
pro druh A. anodonta nejvhodnéjsi hostitel z pouzitych druhti, ovSem na druhy vhodny
hostitelsky druh, kterym je Scardinius erythrophthalmus, bylo pozorovano nejméné reakci, a
to pouze v 7 piipadech. U obou pouzitych nevhodnych hostitelskych rybich druha
Rhodeus amarus a Pseudorasbora parva byla pozorovana stfedni pocet reakci (12 a 13).

Podobné vysledky uvadi i dalsi studie, naptiklad Jokely a Palokangase (1993), ktefi
pozorovali, ze mlz dokaze reagovat na pritomnost rybich signala ve vodé, a poté vypousti
vice glochidii nez v kontrolnim prostredi, ale zaroven druh reaguje i na nespecifické podnéty,
jako je naptiklad stin nebo pohyb ve vod€. Dalsi vyzkum provedeny na druzich Villosa
nebulosa (Conrad, 1834) a Villosa vibex (Conrad, 1834) potvrzuje, ze mlzi v pfitomnosti ryb
vypousti veétsi mnozstvi glochidii, zatimco jedinci bez rybich signalt sice glochidia vypousti,
ale pouze v nizkém poctu.

Naopak vyzkum Schneidera et al. (2018) na Unio crassus tvrdi, ze vliv na vypousténi
glochidii ma teplota, nikoliv pfitomnost hostitele, pfestoze mlzi v pfitomnosti hostitele
vypousti glochidia dfive. V nasem pokusu nebyl prokazan vliv teploty na mnozstvi reakci
(p = 0,9286). OvSem pokus Schneidera et al. (2018) se zameétfoval na druh, u kterého
vypousténi glochidii nastava az na jafe a témeéf nevypousti glochidia v prabéhu zimy
(Schneider et al. 2018), proto u tohoto druhu miZze mit teplota vétsi vliv na vypousténi
glochidii nez u nami testovaného druhu, ktery je schopen postupné uvoliiovat glochidia
v prubéhu zimy (Hinzmann et al. 2013).

Rozdilné vysledky mohou byt zapfi¢inény riznou metodikou porovnavani reakci, ale
také to muze byt zpisobeno tim, ze experimenty probihaly na odliSnych druzich mlzi, a je
mozné, ze na vypusténi glochidii maji vliv rizné faktory, pfipadné mtze mit na vypousténi
glochidii vliv i vzajemna kombinace rtiznych faktorti. Nabizi se tedy otazka, zda se mize
jednat o adaptaci nékterych druhd, ktera by zvySovala pravdépodobnost, Ze glochidia

naleznou hostitele, a tim zvySila pravdépodobnost tispé$né reprodukce.
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Osm jedinct v prub&hu experimentu nevypustilo vibec zadné nebo velmi maly pocet
glochidii, coz muze znacit naptiklad to, ze jedinec nemél zrala glochidia, nebyl v optimalni
kondici nebo naptiklad vypustil vSechna zrala glochidia v priabéhu aklimatizace — napfiklad v
disledku zmény teploty nebo teplotniho Soku (Hastie & Young 2003). Toto bude predmétem
dalsiho stanoveni v ramci pitev jedinct pro pfipravovany védecky ¢lanek.

Jedenact jedinct reagovalo pouze na jeden druh, coz mize indikovat, Ze néktefi jedinci
mohou citlivéji reagovat na druh ryby, na kterém dany jedinec proSel metamorfézou
(Reichard et al. 2010), nebo napfiklad to, ze urcité druhy ryb mohou vytvaret siln€jsi nebo
CasteCné odlisné signaly ve vod¢, na které mlz reaguje.

Vysledky také mohly ovlivnit dalsi faktory, napfiklad pivod jedinctd, kdy, pokud by
byli pouziti jedinci z riznych populaci, bylo by mozné, ze by zde existovaly rozdily v poctu
reakci mezi odliSnymi populacemi. Zarovei hodnoceni, zda jedinec reagoval, by bylo
optimalnéjsi stanovit jednotlivé pro kazdého jedince zvlast, prestoze se porovnavalo mnozstvi
vypusténych glochidii v pfitomnosti rybiho signalu s poctem glochidii vypusténych za
predchozich 24 hodin. Bylo by vhodné sledovat primérmé mnozstvi vypusténych glochidii za
delsi Casové obdobi, aby bylo stanoveni pramérného denniho vypousténého mnozstvi
presnéjsi.

Pfi zpracovani dat zarover nebylo brano v potaz, o kolikaté opakovani se jedna, coz by
mohlo ovlivnit interpretaci vysledka. Teoreticky by pozdéjsi opakovani mohla byt ovlivnéna
zmensujici se zasobou glochidii, a tudiz by mlzi vypoustéli larvy méné anebo v mens§im
poctu. To je ovSem vrozporu snaSim pozorovanim, kdy nejvys§i pocet reakci byl
zaznamenan v prubéhu 5. opakovani. Citlivost jedinct na signal vS§ak mohla byt ovlivnéna i
dlouhym pobytem jedinct ve vodé s velmi nizkou nebo zadnou mirou signalti od ryb, a proto
se mohli mlzi s postupem experimentu stavat citlivéjsimi na mnozstvi signalu ve vode.

Dalsi vyzkumy zabyvajici se touto problematikou by se mohly zaméfit na zjisténi, na
jaké konkrétni slozky kozniho slizu ryb mlzi reaguji, a zda reakci typu vypusténi glochidii
ovliviiuje pouze jeden faktor (napfiklad pfitomnost ryby) nebo musi nastat specificka
kombinace vice faktord (napfiiklad pfitomnost ryby a vhodna teplota), aby byla spusténa
reakce mlze.

Otazkou také zastava, zda se v pribéhu cCasu méni citlivost mlze na nespecifické
signaly zpusobené pritomnosti ryb. Je mozné, ze mlzi z oblasti s velmi malou populaci ryb
budou reagovat odlisné od jedinci pochazejicich z oblasti s velkou koncentraci ryb (tzn.

i vy$s§i koncentraci rybich signalti ve vode).
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6.2 Reaktivita glochidii na pritomnost rybich chemickych signalu

Vysledky dokazuji, ze reakce glochidii je ovlivnéna pfitomnosti kozniho slizu a ze
glochidia reaguji odliSnou mirou na rizné testované druhy. Statisticky vyznamny rozdil byl
mezi reakcemi na Perca fluviatilis a pozitivni kontrolou (p < 0,001), v tomto ptipadé byla
tedy reakce na pfitomnost kozniho slizu ryby nizsi nez na referencni signal (NaCl), stejné tak
v porovnani tohoto druhu s druhem Scardinius erythrophthalmus (p < 0,001) i s druhem
Pseudorasbora parva (p < 0,001). Mizeme tedy fici, ze reakce na nejvhodngjsi hostitelsky
druh byla viibec nejmensi z pozorovanych reakci (s vyjimkou negativni kontroly).

Nase vysledky jsou podobné, jako v pozorovani Henleyho a Nevese (2001), ktefti
pozorovali rozdil v reakcich glochidii druha Villosa iris a Lampsilis fasciola na rybi druhy
Micropterus dolomie a Cyprinus carpio. V obou ptipadech byla reakce vyssi na nehostitelsky
druh (C. carpio) nez na hostitelsky druh (M. dolomie). Jak ale sami naznacuji, vyssi reakce na
druh C. carpio mohla byt zptisobena kontaminaci vzorku kozniho slizu krvi ryby. Jejich
vyzkum také dokazuje, ze odlisna reakce na kozni sliz mize byt zapfi¢inéna i druhem
glochidii, protoze v obou pripadech méla V. iris vétsi reakci nez druhy experimentalni druh.

Pti experimentu byl pozorovan mirné odlisny pribéh reakci mezi glochidii reagujicimi
na kozni sliz a glochidii v pfitomnosti solného roztoku. Glochidia v pfitomnosti kozniho slizu
maji vétsi tendenci opakované se otevirat a zavirat (,,klapou™), naopak glochidia v solném
roztoku zareaguji vétSinou pouze zavienim. Podobnad reakce na kozni sliz (resp. roztok
kozniho slizu) byla pozorovéana i dle Woodové (1974), kdy glochidia reagovala na pfidani
kozniho slizu rychlym , klapanim* v pribéhu prvnich 15-20 sekund.

Byla zvolena pon¢kud neobvykld metoda odbéru kozniho slizu pomoci sklenéného
filtru, protoze castéj$i metody, jako je naptiklad stér kozniho slizu pomoci sterilniho
podlozniho sklicka (Fernandez-Alacid et al. 2018) nebo pomoci plastové stérky (Kumari et al.
2019), vyzaduji k ziskani dostate€ného mnozstvi kozniho slizu velké druhy ryb, které v této
studii nebyly k dispozici. Pfestoze v ptipadé pfidani Cistého kozniho slizu by mohl byt vyssi
pocet reakci, tento experiment se zaméroval pfedev§im na rozdil mezi mnozstvim reakci na

jednotlivé druhy.
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Ackoliv se jednalo o neobvyklou metodu odbéru kozniho slizu, ukéazala se pro tento
pokus jako vhodna, protoze mnozstvi kozniho slizu pfitomného na sklenéném filtru bylo
dostatecné k vyvolani reakce u glochidii. Zarover tento typ odbéru umoznil 1 odebrani vzorku
od druhu Perca fluviatilis, u kterého bylo mozné pozorovat mens§i mnozstvi kozniho slizu

oproti ostatnim pouzitym druhiim.
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6.2.1 Stanoveni koncentrace proteinu v koznim slizu vybranych druhu ryb

Vysledky stanoveni obsahu proteinu v koznim slizu neprokazaly zadny statisticky
vyznamny rozdil (p = 0,37) mezi obsahem proteind a druhem ryby, ze které kozni sliz
pochazel. Prestoze jsou rozdily v mnozstvi a slozeni kozniho slizu druhové specifické
(Kumari et al. 2019), vysledky diplomové prace neprokazaly zadny vyznamny rozdil mezi
pouzitymi druhy.

Vysledna koncentrace proteind z kozniho slizu ziskaného pfimym stérem z ryby byla
0,656 mg/ml, coz piiblizné odpovida experimentim (Ghafoori et al. 2014; Henley & Neves
2001; Roberts & Powell 2005), ale je v ptimém rozporu s vysledky experimentu Kumariho et
al. (2019), ktery uvadi obsah proteini v koznim slizu 100,79-378,00 mg/ml u rGznych
druht ryb.

43



6.3 Rozdily v reakcich dospélcu a glochidii

Pii porovnani reakci dospélci a glochidii byl zaznamenan na velmi zajimavy fakt,
kterym je naprosto opa¢na mira reakce na dva vhodné hostitelské druhy. Zatimco dospélé
samice mlzi vypoustély glochidia nejvice v pfitomnosti chemosenzorickych signalt
pochazejicich od druhu Perca fluviatilis, glochidia vykazovala nejmensi miru reakce na tento
druh. Zatimco glochidia nejvice reagovala na kozni sliz pochazejici z druhu Scardinius
erythrophthalmus, u dospé€lct byla pozorovana nejmensi mira reakce pravé na tento druh.

Vysvétleni této ,,neshody* mezi dospélci a larvalnim stadiem muze byt nékolik. Je
mozné, ze dospélé samice reaguji obecné na pritomnost hostitelské ryby danou ptitomnosti
signala ve vodé, glochidia mohou reagovat pouze na konkrétni signal. Zatimco povaha latek,
na které dospélci reaguji, nam zatim neni znama, dle Henleyho a Nevese (2001) glochidia
reaguji predev§im na pfitomnost fibrinogenu. Toto by mohlo zapfiCinit i razné vysledky
reakci na jednotlivé rybi druhy, pfestoZe jsme hodnotili koncentraci proteinu, ve které nebyl
prokazan rozdil, jiz jsme se nezaméfovaly na mnozstvi jednotlivych proteinti. Proto by mohla
odlisna reakce glochidii byt zptsobena praveé odlisSnym obsahem zminéného fibrinogenu.

Jednim z moznych vysvétleni maze byt pfitomnost specifickych protilatek (pfipadné
slou€enin) v koznim slizu nékterych ryb, predevsim P. fluviatilis, které mohou snizovat miru
reakce glochidii.

Do jisté miry by 1 rozdily v reakcich na kozni sliz mohly souviset s tim, ze glochidia se
na rybach Cast&ji vyskytuji na urcitych mistech téla. Zatimco u druhu Perca fluviatilis Castéji
nachazime glochidia na ploutvich, u druhu Scardinius erythrophthalmus lze nalézt glochidia
po celém téle, ploutvich 1 zabrach (Blazek & Gelnar 2006). Pfi tomto experimentu byl ziskan
kozni sliz pouze z téla ryb, nikoliv z ploutvi. Pokud by mél kozni sliz mirn€ odlisSné slozeni na
raznych Castech t€la, mohlo by toto Casteéné vysvétlovat, proc reakce na P. fluviatilis byla tak

mirna.
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7 Zavér

Cilem diplomové prace bylo vyhodnotit schopnost dospélych jedinci a larvalniho
stadia mlzh identifikovat pfitomnost a vhodnost hostitelské ryby.

V literarni Casti byly shrnuty obecné poznatky, predevsim o vztahu hostitel—parazit
mezi mlzi a rybami. Experimentalni ¢ast prace prokazala, ze dospéli jedinci druhu Anodonta
anatina jsou schopni ovlivnit miru vypousténi glochidii v zavislosti na detekci pfitomnosti
ryby, ovSem schopnost rozpoznat vhodné a nevhodné druhy ryb pro vyvoj glochidii
prokazana nebyla. Presto je nutné vyzdvihnout, ze na nejvhodné§i hostitelsky druh byl
opravdu zaznamenan nejvyssi pocet reakci.

Druha  Cast  experimentu  prokazala  vliv  chemosenzorickych  signala
pochazejicich z kozniho slizu riznych druhii ryb na mnozstvi reagujicich glochidii, ptiCemz
mnozstvi obsazenych proteinti nehralo vyznam v mife reakce.

Ze ziskanych poznatki muzeme fict, Ze je vhodné provést dal§i experimenty,
predevsim v oblasti rozpoznavani piitomnosti ryby u dospélych mlzi, a pfipadné se zaméfit
na porovnani miry reakce na jednotlivé druhy ryb. Dals8i vyzkum by také mohl zodpovedét
otazku, zda rizné druhy mlzi reaguji na odlisné druhy ryb jinym zptisobem nebo zdali je
zvySené mnozstvi reakci na urcity druh shodné pro odli§né populace stejného druhu.

Tyto a dalsi vyzkumy umoZzni porozumét mechanismim, které ovliviiuji
pravdépodobnost kontaktu a pfichyceni glochidii na hostitelské ryby a mohou byt limitujicim
faktorem pro uspésnou reprodukci mlzi. To lze vyuzit pfi ochrané populaci ohrozenych

druhu, ale také i pfi umélych odchovech.
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