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Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyva poznatky krevnich parazitd ryb a paryb. V tomto pripadé
zejména rejnoka Amblyraja radiata. Krevni natéry ryb a paryb pro tuto studii byly ziskany ze
Svalbardu, kterym se zabyvam v Gvodu. V teoretické Casti popisuji rozdéleni paryb, dale
popisuji obecné parasitismus. V dalSim popisu zmifuji krevni parazity, motolice a hlistice které
se také mohou objevovat v krvi obratlovcl. Mezi krevni parazity patfi i Haemogregarina
delagei, ktery je jedinym parazitem nalezenym na krevnich roztérech rejnoka A. radiata, a
Desseria myoxocephali u vranky Myoxocephalus scorpius. Na Svalbardu jsou A. radiata
infikovany H. delagei s vysokou prevalenci (90 %).

V praktické Casti jsem se zabyvala v8emi kroky vedoucimi k ziskani ¢asti sekvence genu
pro 18S rRNA. Vyizolovanou DNA z krve rejnoki jsem pridala do nékolika rdiznych smési
PCR, ktere se liSily pouZitou polymerazou, pufrem nebo primery. Velikost ziskanych PCR
produktl jsem posoudila pomoci agar6zové elektorofézy, izolovala je pomoci komeréniho typu
(Expin Combo, GeneAll) a zaslala na pfimé sekvenovani firmé Seqme nebo pouZila pro
molekularni klonovani. Uspésné zaklonované useky DNA jsem izolovala z kompetentnich
bunék pomoci kitu (Hybrid-Q Plasmid, GeneAll) a nechala opét sekvenovat v servisni firmé
Seqme. Sekvence toho parazita jsou nejbliZze k Desseria myoxocephali a nasvédCuji hypotéze,

Ze Haemogregarina neni monofyletickym rodem.
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Abstract

This Bachelor’s thesis is about blood parasites of fish and chondrichthyes. In this case
especially thorny skate Amblyraja radiata. Blood smears of fish and chondrichthyes for this
thesis were obtained from Svalbard, which I deal with at the beginning. In the theoretical part,
the division of the chondrichthyes as well as parasitism in general are descibed. In the followinf
description I mentioned blood parasites, trematodes and nematodes, which can also appear in
the blood of the vertebrates. The blood parasites aslo includes Haemogregarina delagei, which
is the only parasite found on blood smears of thorny skate Amblyraja radiata and Desseria
myoxocephali on fish Myoxocephalus scorpius. A. radiata are infected by H.delagei in high
prevalence (90 %) on Svalbard.

In the practical part, | have dealt with all the steps to gain part of the gene 18S rRNA.
Isolated DNA from ray blood was added in several different mixtures PCR products, which
were different by polymerase buffer or primers. | obtained the size of the PCR products by
agarose electrophoresis, isolated by commercial type (Expin Combo, GeneAll) and sent to the
Segme company for a direct sequencing, or I used it for molecular cloning. I isolated well-
cloned DNA segments from competent cells by using a kit (Hybrid-Q Plasmid, GeneAll) and
sequenced in the Seqme service company again.Obtained sequencies are similar to Desseria

myoxocephali, and it reflects the hypothesis, that Haemogregarina is not monophyletic genus.
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1. Uvod

1.1. Svalbard

Svalbard je souostrovi, které se nachazi v Severnim ledovém ocednu rozprostirajici se mezi
$ifky a mezi 10° a 34° vychodni délky. Skupina ostrov(i se sklada z nejvétsino

74° a 81° severni §

Spicberky, Ngrdausthandet, Barestssya, Endegya, Prins Karls Fgrland, Bjernoda, Kvitga,
Kongsga, Svenskgya a Wihelmgya (Hisdal, 1998). Celkova rozloha ostrovil je 62 050 km?
(Adam Grydehgj, 2012). Ze 60 % jsou Spicberky pokryty snéznymi planémi nebo ledovci, které

~ v

pozvolna ustupuji. 30 % je pokryto neplodnou pldou (skalami, sutinami, Fickami. (Land et al.,

2009). Méné nez 10 % tvofri vegetace. Stala populace na Svalbardu je asi okolo 3000 obyvatel,

ktefi Ziji na zapadnim pobfezi Spicberk (Grydehgj, 2012). Hlavnim méstem je Longyearbyen
(Land et al., 2009).
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Obr. 1 Mapa Svalbardu (pfevzato z wikipedie: URL 1)



Podnebi je ovliviiovano Severnim Atlantikem, Golfskym proudem se zpadni pobrezi
otepluje. V letnich mésicich se teplota pohybuje kolem 5 °C s vyskytem mlhy, v zimnim obdobi
teplota klesd k -12 °C, prevlada tma a silny vitr (Hagen, 1993).

Je zde nékolik hlavnich zdroji odtoku sladké vody do more. Tani ledovc, tani snéhu
a vodopady v lété. Tento pritok sladké vody je nejvyssi v letnich mésicich. Svalbard je 8-9
mésicl v roce pokryt ledem. Ke zménam dochézi v zavislosti na letnim tani (Hisdal, 1998).

Fjordy se tvofi zaplavenim ledovcovych udoli. VySka vody ve fjordech se pohybuje
v zavislosti na rocnim obdobi (Prominska, 2013).

Lidé zde jsou zaméfeny hlavné na lov, rybareni, védecky prizkum, primyslovou tézbu
uhli a turismus. Specialné potapéni je velmi fascinujici kvili Siroké $kale druhd podmofrské
ZivoCiSné FiSe. Souostrovi Svalbard je pravdépodobné nejlépe chranénéa prirodni rezervace na
svété. Nasli bychom zde i nékolik narodnich park(, kam je v urcitych obdobi prisny zékaz
vstupu (Hisdal, 1998).

Zivot rostlin a Zivo&ichli musi byt pFizplisobeny k extrémnim Zivotnim podminkam jako
jsou nizké teploty a neobvyklé svételné podminky. Dal$imi dilezitymi ekologickymi faktory
jsou snéhové podminky na pevniné, rozsah a variace morského ledu (Hisdal, 1998). | pres drsné
prirodni podminky zde Ziji r(izné druhy rostlin. Kofeny pronikaji do zemg, kde absorbuji vodu
a Ziviny. Vyznamnou plochu tvofi mechy a lisejniky. Na horskych svazich, které jsou pokryty
snéhem roste mnoho druh( bylin, pryskyiniky, dryadka, vrba polarni a jiné (Renning, 1996).

Mezi savci bychom zde mohli vidét soba Spicberského, liSku a introdukovaného hraboSe
v lidskych sidlech (Hisdal, 1998). Ve Spicberkéch se jich vyskytuje asi 36 druhdl ptakd. V lété
dochézi k migraci mnoha morskych ptak(l. Mo¥sti praci pFilétaji do Arktidy pouze na letni
obdobi od Cervna do zari. Vétsina arktickych ptakd se Zivi huiackem nebo polarni treskou
(Weslawski, 2013). Vyznamnym zdrojem Zivin i pro suchozemské organismy jsou morsti
Zivogichové, zejména ryby. Zije zde néco pfes 150 druhl ryb. Z moFskych savcll zde Ziji
velryby, delfini, tuleni, mroZi nebo ledni medvédi, kvili kterym je tfeba dodrZovat urcita
bezpeCnostni opatieni. Nejvétsi arktickou parybou je Zralok gronsky (Weslawski, 2013). Ve
vodach se vyskytuji tresky, napf. - Gadus morhua, Boreogadus saida a Zraloci, rejnoci, jejichz
kostry jsou chrupav¢ité. Rejnoci jsou prizplisobeni Zivotu na dné. Ve svalbarskych vodach bylo
zaznamenano 4-5 druhl rejnokd, kam patfi i velmi bézny druh Amblyraja radiata (Dolgov,
2002).



2. Paryby - Chondrichthyes

Paryby (Chondrichthyes) jsou pfevdZzné mofisti ZivoCichové, jejichZ skupina je tvofena
Elasmobranchii (Zraloky a rejnoky) a Holocephali (chimérami). Elasmobranchii jsou
dominantni Zijici skupinou z paryb, tvofi asi 96 %, zbylé 4 % vypliuji Holocephali (Hamlett,
1999). Celkové je znamo 1193 druhll paryb z ¢ehoZz 48,7 % jsou povazovany za hlubinné.
Vétsinovou Cast tvori Zraloci (278 druh(), rejnoci (258 druh(l) a chiméry (46 druh() (Yopak,
2007). Skupina jako celek nemé& kosti, ale jejich kostra se sklada z mékkych, pruznych
chrupavek lemovanych tvrdou tk&ni (Dean et al. 2005).

Zijici paryby zaujimaji rozmanitost od pobfezni vody, Gtesd, otevienych oceand, hluboké
a vyskytuji se ve vodach od tropl aZz po Arktidu a Antarktidu. VétSinu Zivota travi 200 m
hluboko pod vodou (Yopak et al., 2007).

Vsechny paryby maji par hrudnich a bfi$nich ploutvi na obou ¢astech téla, 4-7 parl
Zabernich Stérbin na bocich nebo ze spoda hlavy. Paryby jsou ale také schopné dychat skrz
nozdry, které se nachézeji v horni ¢asti vSech rejnoki a nékterych Zralokd. Tyto otvory jim
umoZiuji odpocivat na dné oceanu a Cerpat okyslicenou vodu. Nemaji ovsem plice ani plynovy
méchyr. Na zakladé specializovanych smyslovych organli na hlavé, dokazi paryby rozpoznat
zmény elektrickych proud( (Hamlett, 1999). Velikosti mozku u paryb jsou rozdilné (Yopak et
al., 2007). Maji mnoho smyslovych senzorli a jejich chovani je pFizplisobené k Zivotu
v hlubokych prostfednich k preziti (Merrett and Haedrich, 1997). Ve srovnani s ostatnimi
parybami maji hlubinné typy Zralokli a Chiméry prdmérné nizsi velikost mozku vhledem
k velikosti jejich téla (Kotrschal et al., 1998).

Reprodukce je u vsech druhli podobna. Na rozdil od ryb, maji vSechny paryby vnitini
oplodnéni (fertilizaci). K oplodnéni doch&zi pres samci parové organy — klaspery. Potomci se
lihnou z vajeCnych kapsuli (Hamlett, 1999). Oproti rybdm maji paryby malou plodnost
a dopivaji pozdé. Reprodukce mezi Zraloky a rejnoky mize byt odlisna (Garcia, Lucifora and
Myers, 2008).

Az na par vyjimek sladkovodnich rejnoki a Zralokl je drtiva vétSina paryb morského
plvodu (Heinicke, 2009).

2.1. Elasmobranchii

Zraloci a rejnoci maji odlidnou kostru téla, oviem maji nékolik b&Znych spole¢nych

vlastnosti. Télo Zraloka mlZe byt rozdéleno na hlavu (od éenichu po Zabry), trup (od pletence



ramenniho k otvoru) a ocas. U rejnok( se trup a ocas funkéné dopliuji a k pohybu slouzi prsni
ploutve, které sjednocuji prsni ¢ast s hlavou a trupem (Hamlett, 1999).

Vnéjsi povrch vétsiny Zralokd a rejnokd je pokryt vroubkovanou kizi (vroubky nejsou
VEtSi nez 2 mm) nebo Supinami, ackoliv néktefi Zraloci a rejnoci maji hladky brisni povrch.
Vsichni Zraloci maji ocasni ploutev, zatimco rejnokim tato ploutev chybi. Vétsina Zralokl ma
dvé hrbetni ploutve (néktefi Zraloci maji jen jednu hfbetni ploutev). Rejnoci mohou mit dvé
hrbetni ploutve, jednu, nebo viibec Zadnou. Na hlavé se nachazeji o¢i, nozdry, priduchy, Zabry
a endolymfatické péry (na zadni ¢asti hlavy za o€ima, které komunikuji s vnitfnim uchem). OCi
jsou velké a dobre vyvinuté u vétsiny Zralok( a rejnokl a jsou chranény vicky. Stejné jako
mnoho dal$ich no¢nich savcd maji vnitfek oka pokryt membranou, ktery odrazi svétlo zpét do
oka pro lepsi vidéni v Seru. Nozdry jsou velmi dobfe vyvinuty, dokaZzi diky nim detekovat malé
koncentrace latek (napfiklad krev) z velké vzdalenosti (to plati i pro rejnoky). Voda se
pohybuje prfes nosni dutinu, ¢imZ se mohou Zraloci a rejnoci pohybovat. Néktefi rejnoci
a zraloci se pohybuji také zplisobem pumpovani vody do Ust skrz Zabry, coz jim také napomaha
Cerpat vodu skrz nozdry (Hamlett, 1999).

Jejich zuby tvofi nékolik fad. Zuby Elasmobranchii jsou zakotvené v pojivové tkani
pokryvajici chrupavky celisti (James 1953).

Endoskeleton Elasmobranchii se sklada z hyalinu (sklovitd bezbarvi hmota) a vapencové
chrupavky. ChrupavCitd kostra embrya Elasmobranchii vytrvava do dospélosti a neni
preménéna v kosti jako je tomu u obratlovcl (Hamlett, 1999). Ackoliv vétSina Zralok( a chimér

maji obecné valcovity tvar téla, néktefi Zraloci a zbytek Elasmobranchii jsou dorsoventralné
zplostélé (Heinicke, 2009).

2.2. Chiméry - Holocephali

Chiméry jsou charakteristicky dlouhym tzkym télem a velkou hlavou. Délka dospélého
jedince se v priiméru pohybuje mezi 60 cm az 1 m (vCetné ocasu). Jejich povrch je v dospélosti
zcela Supinaty (Didier et al., 2012).

VSichni Chiméry maji 2 hfbetni ploutve a jednu ocasni, prsni a panevni ploutve jsou v paru.
Z&bry jsou koncertované pod neurockraniem a ukryty pod priklopkou. Od Zralokd a rejnokd se
li8i v poCtu Zaber (maji 4 pary Zabernich Stérbin). Voda prochazi pfed dutinu Gstni pres nékolik
interbranialnich prostord do malé spole¢né pabranchialni komory, které jsou ohraniGeny
pfiklopkou. Chiméry maji 6 zubnich desek ve tfech parech. Jeden par se nachazi v horni Celisti

a zbylé dva v dolni Celisti. Nemaji Zadny Zaludek. Jsou sexudIné dimorfni, coZz znamena,
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Ze rozdil neni pouze v pohlavnich organech, ale také ve velikosti téla, zbarveni, tvaru a jiném
(Didier et al., 2012).

2.3. Paryby v Arktidé

Paryby Gspésné kolonizuji jak v arktickém, tak mimo arktickém mofském prostredi
(Nelson, 2006). Rejnoci jsou nejpocetn&jsi skupinou z paryb v Arktidé. Celed Rajidae je
dominantou ve studenych vodach v arktickém prostfedi. Celosvétové existuje néco okolo
150-220 druhll (Stehmann and Burkel et al.1990). Vyskyt rejnokl je kosmopolitni, ovsem
nejveétsi zastoupeni maji v mélko hlubokych vodach, v polarnich a mirnych oblastech.

Zraloci se v Arktidé nachazeji velmi zfidka (Yopak et al., 2007). Norské mofe, Barentsovo
more a Beringovo mofre jsou nejvice bohaté regiony na druhy paryb. Jsou soucasti Arktidy,
ktera se vyznacuje atlantickymi a pacifickymi vodami (Mecklenburg et al., 2002). Paryby jsou
dobre prizplisobené k Zivotu v arktickém oceanu a prilehlych vodach, ackoliv mnoho druh( se

zde objevilo pouze zfidka nebo zde byly nalezeny pouze jednou (Garcia et al., 2008).

2.4. Somniosus microcephalus - Zralok gronsky

Zralok gronsky méa mohutné télo valcovitého tvaru, které se zuZuje smérem k ocasu
a Sirokou hlavu se zaoblenym rypcem. Nozdry se nachazi blize ke Spicce Cenichu. OCi jsou
malé (Yano et al., 2004). Prsni ploutve jsou malé a zakulacené pred nimiZz se nachazi
5 zabernich otvor(. Zralok ma dvé malé hibetni ploutve. Prvni lezi pFiblizné v poloviné téla,
druha je vzadu za bfisni ploutvi. Ocasni ploutev ma v zadni hrané mnoho zafez(, je velika
a Siroka (MacNeil, 2012).
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Obr. 2 Zralok gronsky (pFevzato z OTlibrary: URL2)

Zuby jsou v horni i dolni Celisti, v horni jsou zuby §tihlé a kuZelovité, ve spodni jsou zuby
Siroké a jejich $picky jsou nasSikmo dopfedu. Barva téla mize byt bud' tmavé $eda, tmavohnéda
témér az Cerné mramorovana nebo olivové zelena s kovovym odleskem. Tmavé aZz Cerné
zbarveni mdzeme spatfit podél okrajd prsnich a ocasnich ploutvi (MacNeil, 2012).

Nachézi se zejména ve velkych hloubk&ch 200-600 m, maximalné v hloubce 1 200 m,
tudiz je prizplisoben Zivotu ve velmi chladném prostiedi, nejéastéji nad bahnitym dnem. Jeho
¢ich je velmi dobfe vyvinuty, ktery ho rychle navadi ke kofisti, naproti tomu zrak jen slabg,
protoZe ve velkych hloubkach je malo svétla (Nielsen, 2013).

Maximalni délka Zraloka gronského mliZze presahovat vice nez 7 m (Compagno, 1984).
Vzhledem k jejich délce mlize jejich vaha dosahovat az 6000 kg (Compgano, 2001). Tim se
fadi mezi nejvétsi drave Zraloky (Leclers, 2012).

Zralok gronsky je vejcozivorody. Samicka rodi potomky v zimé a jeji mladata jsou pfi
porodu dlouha kolem 40-70 cm (Hussey, 2014).

Jejich potrava je velmi pestra, Zivi se rybami napfiklad lososem, a dokonce i rejnokem
Amblyraja radiata (Donovan 1808), bezobratlymi (korySi a mékkysi) a mnoha dalSimi
zivo€ichy (MacNeil, 2012). Potrava Zralokd, ktefi Ziji na Svalbardu se sklada z 82 % z ryb
(Leclers, 2012).

Zralok gronsky se zdrzuje spise v chladngjsich mistech na severu Atlantiku od Bilého mofe
Islandu a vychodniho pobfezi Gronska na jih az po severni ¢ast Severniho more (Gallant, 2006).

Teplota vody, ve které se pohybuje ma 12 °C az - 1,5 °C (Skomal and Benz, 2004).
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Podle védeckych odhadl se Zralok gronsky mize doziva nejméné 272, mnohdy az 400 let
(Nielsen, 2016).

2.5. Amblyraja radiata — rejnok hvézdnaty

Amblyraja radiata patfi do tfidy Chondrichtyes, Celedi Rajidae a rodu Amblyraja (Smith,
2011).

Obr. 3 (pfevzato z Elasmodiver: URL 3)

Rod Amblyraja se vyznacuje zplostélym télem. Pocet zub( se mirné lisi podle dané oblasti,
ale pohybuje se mezi 36-46 v horni i dolni Fade. Jednou z nejvyznamnéjSich charakteristik je
fada velkych napadnych trn( podél stfedni osy na hbetni ploutvi a ocasu. Ve stfedové fadé se
jich nachézi od 1-19. Nékdy lze trny nalézt i nad o¢ima. (Lynghammar, 2014). Dorsalni povrch
je zbarven do hnédé barvy, prilezitostné mizeme objevit tmavé hnédé skvrny. Ventralni povrch
je bily pfilezitostné s lehce nahnédlymi skvrnami. Bilé skvrny jsou také nékdy prezentovany
vedle kazdého oka nebo v zadnich stranach téla (Smith, 2011).

Velikost je rozdilné podle mista vyskytu. Mladi jedinci dosahuji délky priblizné 10 cm.
Nejvétsi byly nalezeny v zalivu Maine, kde dosahuje vice neZz 100 cm. Zde se také doZivaji
véku aZz 16 let. V jinych oblastech, kde dosahuji délky kolem 88 cm se doZivaji 10 let samecci,

11 let samicky (Sulkowski, 2005).
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Amblyraja radiata se vyskytuje jak ve vychodnim, tak i zapadnim Atlantském oceanu.
Ve vychodnim Atlantiku se vyskytuje na Svalbardu, v Grénsku, Islandu, Lamansském prilivu
veetné severni Casti Severniho more a zapadni ¢asti Baltského more. V zapadnim Atlantiku od
Gronska ke Kanadé, Jizni Karoliné a USA. (Smith, 2011).
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Obr. 4 Vyskyt rejnoka Amblyraja radiata ve svété (pfevzato ze iucnredlist: URL 4)

Zdrzuji se v mélkych pobfeznich vodach pfi teploté 1,4-14 °C a hloubkach 18-1400 m.
Nejhojnéji se vyskytuji v hloubkach pod 110 m s teplotami 2-10 °C (Chevolot, 2007).

Rozmanitost potravy se lisi v zavislosti na stari a velikosti. U jednotlivcl kolem 40 cm
se potrava sklada prevazné z mnohostétinatcl, jedinci, ktefi pfesahuji 70 cm se Zivi hlavné
rybami, a to treskami nebo sledi. DalSi potravu tvori korysi, krevety, sasanky (Ebert, 2007).

Jejich schopnost reprodukce trva téméf cely rok (na rozdil od jinych chrupavcitych).
Jedina studie byla provedena v zalivu Maine. Na vrcholu rozmnozZovani jsou bud' v kvétnu nebo
v fijnu. Velikost vajeCnych pouzder zavisi na velikosti rejnoka. K lihnuti dochazi, kdyz embryo
dosahuje priblizné 10 cm. Pocet vyvinutych vajicek se pohybuje v rozmezi od 2-88. Jakmile
jsou vajiCka vyzrala, zacnou se uvolfiovat z vajeCniku. Dostanou se do horni €asti vejcovodu
auzaviou se se Zloutkem a bilkem do pouzdra. Pouzdra jsou svétle hnédd a maji
charakteristické rohy. Typicky se nachazi 1 oplodnéné vajicko v 1 pouzdfe. Samice Casto
ukryva sva vajicka do pise€nych nebo bahnitych mist. Kdyz se mladata lihnou z pouzder, jsou
pIné vyvinuta a podobna vzhledem dospélym jedincdm (Sulkowski, 2005). Dospélymi se
stavaji az po 5-6 letech (Chevolot, 2007). Vaje¢na pouzdra jsou nékdy potravou dravych plzi
nebo Zralokl (Sulikowski, 2005).
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3. Parazitismus

Parazitismus je jednou z nejvice rozSifenych Zivotnich strategii a v evoluci hraje velmi
dalezitou roli. Paraziti jsou pdvodci sedmi z celkového poctu deseti nejvyznamnéjsi infekénich
onemocnéni. Parazit je organismus, ktery ziskava Ziviny z jednoho €i vice hostiteld, kterym
obvykle néjak Skodi, ale zabit je nemusi. Parazitickému zplisobu Zivota se prizplsobily viry,
bakterie, jednobunécna eukaryota a mnohobunécné organismy. OvSem parazitologie se zabyva
zejména parazity eukaryotického typu: prvoky, cervy aclenovci. U Zivotniho cyklu
rozdélujeme parazity na jedno hostitelské a vice hostitelské. U mezihostitelll k Zadnému
mnoZeni nedochazi nebo je nepohlavni a u definitivni hostitele je mnoZeni pohlavni. Podle

vyskytu parazita v hostiteli jej mizeme délit na endoparazity (parazitujici uvnitf téla hostitele)

Ny

4. Krevni paraziti

Trypanosomatida je fad, do kterého patfi paraziti bic¢ikovci s jednim bi¢ikem, patfici do
tfidy Kinetoplastea a kmene Euglenozoa. Pod tento Fad spadaji dva dUleZité rody Leishmania
a Trypanosoma. Jednd se o parazity v krevnim feCisti, ktefi maji nékteré spolecné znaky
(aerobmi prostfedi, nadbytek Zivin a kontakt s imunitnimi bufikami hostitele) (RySavy et al.,
1988).

5. Trematoda

Kromé jednobunéénych parazitl probihaji v krvi obratlovcd i ¢asti vyvojovych cykld
nékterych helmit(. Jsou to motolice ¢eledi Sanguinicolidae a Schostosomatidae (Rysavy,
1988).

5.1. Sanguinicolidae

Sanguinicola je motolice, ktery napadd krevni obéh ryb (jejich tepny, cévy, Zabry...),
posléze i organy. Je zndmo nékolik druhll — S. davis, S. klamathensis, S. idahoensis. Dospély
jedinec S. davis je 8,5mm dlouhy a 0,21mm Siroky. S. kalathensis je dlouhy asi 2,6 mm a Siroky
0,91 mm. Télo je vietenovitého tvaru, mirné zplostélé. Podél kazdé strany se nachézeji ostny
(Wales, 1958).
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V Zivotnim cyklu larvy po penetraci migruji do krevniho ob&hového systému ryb
a vyzravaji zde v dospélé, ktefi poté uvoliuji sva vajicka do krve 30 dni po projeveni (Kirk et
al., 1993). V krevnich obéhu vajitka zplsobuji ucpani cév, tim zhorsuji proudéni krve. Pokud
jsou vajicka ve velkém mnoZstvi, mohou se tvofit krevni sraZeniny, privodit tromb6zu a nahlou
smrt. Vajicka se dale usazuji v cévach ledvin, kde mohou naruSovat jejich funkci (Davies et al.,
1953). Miracidium se lihne ve vodé a pronika do mékkySe pomoci penetracnich Zlaz. Béhem
priniku a kratce po ném se pfeméni ve sporocystu. Cerkarie se vyvijeji ze dvou generaci
sporocyst a béhem 1dne pfimo infikuji hostitele (Kirk et al., 1993).

Jednotlivd Zaberni vldkna ryb jsou poskozena, bleda nebo se vyskytuji svétlé skvrny na
mnoha mistech a ledviny byvaji oteklé (Davis et al., 1953).

5.2. Schistosomatidae

Schistosomdza je tropické onemocnéni zplisobeno motolicemi rodu Schistosoma. PlZi jsou
mezihostiteli. VajiCka, kterd jsou ve tkdnich mohou vést k zanétlivym a obstrukénim chorobam
mocového Ustroji (Gryssels et al., 2006).

Dospélé schistosomy jsou bili nebo nasedli ¢ervi o velikosti 7-20 mm s valcovitym télem
(Gryssels et al., 2006).

Samice produkuji stovky aZ tisice vajicek denné. V kazdém vajicku je larva, ktera vylu€uje
proteolytické enzymy, které pomahaji vajicka prenést do mocového meéchyre. Larva si
vyhledava plze, penetruji do téla a dochazi k asexudlnimu mnoZeni. Pfes dvé generace
sporocyst se vyvinou konecna stadia cerkarie, ktera opousti mezihostitele. Cerkarie zacinaji
opoustét plZe po 4-6 tydnech. Infekéni cerkérie se ve vodé zdrZzuje maximalné 72 hodin a hleda
definitivniho hostitele. KdyZ naleznou hostitele, cerkéarie migruji v krvi pfes plice a jatra
a pfeméni se v mladé Cervy. Cervi se dostavaji z mezenteria do stolice anebo z pletence
mocového méchyre do moce. (Gryssels et al., 2006).

Zivotnost dospélé schistosomy je 3-5 let, nékdy se miize doZivat az 30 let (Gryssels et al.,
2006).

Vyskytuji se v Africe, na Arabském poloostrové a v Jizni Americe.Schistosoma japoncium
je rozsifena v jihovychodni a vychodni Asii Toky (mirné tekouci), rybniky a jezera jsou
pFirozenym zdrojem infekce (Gryssels et al., 2006).
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6. Nematoda

V krvi obratlovcl probihaji i ¢asti vyvojovych cykll helmitl Fillaridae (Rysavy, 1988).

6.1. Fillaridae

Filarie jsou maly aZ stiedné velky Gervi, ktefi se vyskytuji v podkozi rliznych savcl (Volf,
Horék, 2007). Jejich tvar téla je dlouhy a nitovity, s rudimentélni ustni kapsulou (RySavy,
1988). Lakaji mezihostitelsky dvoukFidly hmyz, ktery se nakazi vajicky nebo larvami parazita.
Jsou schopny vyvolat kozni léze (Volf, Horak, 2007). Mezi hostitele se fadi savci, ptaci, plazi
a obojzivelnici (RySavy, 1988).

Parafilaria bovicola je parazit, ktery osidluje podkozi rliznych savci v Evropé a v Africe.
Po expozici sluneénymi paprsky se kozni léze v misté lokalizace dospélcli oteviraji a krvaceji.
S krvi jsou vyplavovany vajicka, kterymi se nakazi mouchy rodu Musca béhem sani (\Volf,
Horék, 2007). Loa Loa neboli vlasovec olni je tenkd vldskovitd hlistice. Dosahuje délky
3-5 cm. Patfi k parazitim, ktefi napadaji ¢lovéka, unichZ cizopasi v podkoZnim pojivu,
v nékterych organech anebo ¢asto pod o¢ni spojivkou. Ovadi rodu Chrysops jsou mezihostitel,
ve kterych dochézi k vyvoji infekéni larev. DalSim pfikladem je vlasovec mizni Wuchereria
bancrofti. Hlistice dosahuje délky 4-10 cm (samicky vétsi nez samecci). V dospélém stadiu jsou
stoCeny v klubi¢ka a cizopasi v miznim systéemu clovéka (mizni uzliny, mizni ganglia).
Onemocnéni se projevuje chylurii nebo hematochylurii, coz je nalez kapicek mizy nebo krvi
v moc€i. Mezihostiteli jsou komafFi z rodu Aedes, Anopheles, Culex a Mansonia (RySavy, 1988).

7. Kinetoplastida

7.1. Leishmania

Leishmania je rod, ktery vyvolava celou Sk&lu parazitdrniho onemocnéni. VétSina
bicikovcll jsou extracelularni paraziti, tito vSak tvori vyjimku a jsou intracelularni paraziti.
Paraziti zplsobuji nemoc zvanou leishmanidsa a jsou prenaseni krevsajicim hmyzem. (Milon,
2009).

Leishmanie jsou paraziti neutrofild, dendritickych bunék a makrofagll. Jsou schopny
infikovat i fibroblasty, ve kterych se ale dale uz nemnozi (Murray, 2005). Leishmanidza je

onemocnéni vyvolané leishmaniemi. Toto onemocnéni je znamé témér u vsech savcl. (Volf,

17



Horék et al., 2007). U lidi leishmanie zplsobuji onemocnéni kozni (Leischmania tropica,
L. mexicana), nebo postupuje do sliznic — mukokutanni (L. brasiliensis), aZz po organové —
visceralni (L. donovani), kde napadaji mizni uzliny, jatra, slezinu a kostni dfef (RySavy et al.,
1988). Lokalizace parazita je dana jeho vlastnostmi a imunitnim systémem a genetickou
vybavou hostitele. (\VVolf, Horék et al., 2007).

Mezi kozni formy onemocnéni se fadi ,,suchy vied“ (L. tropica), ,,vIhky vied“ (L. major)
a L. mexica. K mikokutanni patfi onemocnéni zplisobené L. brasiliensis, které za¢ina jako kozni
onemocnéni. Plvodcem nejznaméjsi nakazy vnitfnich organl je onemocéni zvané , kala-azar*
(Cerna nemoc) zplisobené L. donovani (Volf, Horéak et al., 2007).

Zivotni cyklus leishmanii ma dvé stadia v Zivotnim cyklu. Prvni stadium je promastigotni,
ktereé je charakteristické velmi kratkym bicikem a je infek&ni pro ¢lovéka. K jeho vyvoji dochazi
v pfenaseCi. Druhé stadium je amastigotni, které je ddleZitéj$i z hlediska patogenity. V tomto
pfipadé je bezbicikaté a intracelularni. Vlastni pfenos je uskutecriovan diky krevsajicimu hmyzu
— Phlebotomus a Lutzomyia (Gossage, 2003).

Leishmanie se vyskytuji asi v 88 zemich. Rocné se touto smrtelnou nemoci nakazi néco
kolem 2 miliénd lidi. 90 % kozni leishmanidzy se vyskytuje v Afghénistanu, Pakistanu, Syrii,
Saudské Arabii, Alzirsku, Iranu, Brazilii a Peru. 90 % visceralni leishmaniézi se vyskytuje

v Indii, Bangladési, Nepalu, Sudanu a Brazilii (Murray, 2005).

7.2. Trypanosoma

Druhy rodu Trypanosoma parazituje u viech obratlovcl (Ry3avy et al., 1988). Zivotni
cyklus je obvykle mezi krevsajicim hmyzem (Diptera a Heteroptera) a obratlovcem. Hlavni ¢ast
vyvoje parazita probihd v pfenaseci (Volf, Horék et al., 2007). RozmnoZuji se binarnim délenim
(Rysavy et al., 1988), dochazi zde také k diferenciaci parazita (Volf, Horak et al., 2007).
Trypanosomy jsou rozdéleny do dvou skupin — Stercoraria a Salivaria (Ry3avy et al., 1988).

Stercoraria

Vyvojové stadium u prenaSeCi je ukoneno v zadni Casti traviciho traktu. K prenosu
dochazi vykaly. Jejich kinetoplast je relativné veliky (RySavy et al., 1988). Nejvyznamné;jsi
trypanosoma je T. cruzi, kterd mimo ¢lovéka napada také stovky druhli domacich i divokych
savcl. Jeji vyskyt je zejména v subtropickém a tropickém pasmu Jizni a Stfedni Ameriky (\Volf,
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Horék et al., 2007). U lidi T. cruzi zplsobuje onemocnéni, které se nazyva Chagasova choroba.
Nejzavaznéjsi formou tohoto onemocnéni je srdecni selhani (v pfipadé, Ze se parazit vyviji
v srdeCni svaloving) anebo ztrata nervové kontroly zaZivaci trubice (v pfipadé, Ze parazit
napadne nervovy systém). PrenaSeCem je plostice Celedi Reduviidae (RySavy et al., 1988).
Parazit se v jejich stfevé mnoZi do epigmastigotd, dale jsou preménény v rektu na infekéni
trypomastigoty. Trypomastigoti, ktefi jsou v krevnim Fecisti se dale nedéli, ale zahajuji ndkazu
ostatnich bunék (Volf, Horék et al., 2007).

Salivaria

Rozdil oproti Stercoraria je vyvoj v pfenaSeCi, ktery je ukoncen v predni Casti traviciho
traktu. Pfenos je vétSinou uskutecfovan bodanim a sdnim krve. Kinetoplast je pomérné maly
Nebezpecnymi druhy pro ¢lovéka jsou dva druhy trypanosom — T. gambiense a T. rhodesiense.
Patfi mezi plidovce tzv. africké spavé nemoci. Toto onemocnéni se projevuje prijmy, anémif,
horeckami, Upadkem sil a jinymi pfiznaky. Nejdfive se trypanosomy zdrZuji v lymfatickém
systému, pozdgji vniknou do krve a tkani. Ve druhém meésici onemocnéni se objevuji psychické
poruchy anervové priznaky. Pribéh nakazy T. rhodesiense je rychly (2-4 meésice),
v neléCitelnych pfipadech konci smrti. Nakaza T. gambiense trva i nékolik let. Zvifata jsou
napadany druhem T. brucei. PfenaSeCem jsou africké bodalky rodu Glossina. K vyvoji
trypanosém téchto prenasecl dochazi ve stfedni Casti stieva, které pronikaji ze slinnych Zlaz pri
sani (RySavy et al., 1988).

Rybi trypanosomy

Rybi trypanosomy jsou rozSifeny ve sladkovodnich rybach a pfenaSeny pijavkami
(vektor). Trypanosomy se vyskytuji u rlznych druhl ryb av riznych lokalitach. Vyskyt
trypanosom u ryb je bézny a nepatogenni (Overath, 1999).

8. Apicomplexa

Kmen Apicomplexa, (zndmy také pod ndzvem Sporozoa) tvori velkou a rliznorodou
skupinu jednobunéénych prvokd (Morrison, 2009). VSichni vytrusovi jsou adaptovani na Zivot
uvniti bunék hostiteld, na povrch malokdy. Nazev kmene se odviji od apikalniho komplexu,
coZ je soubor organel-polarni kruh, mikronemy, roptrie, subpelikularni fibrily (tubuly) a konoid
(Rysavy et al., 1988), ktera vnikaji do bunék hostitele Castecné, Ci plné (sporozoiti, merozoiti).

K opakované tvorbé apikalniho komplexu dochazi pfi rdstu a rozmnoZovani parazita (\Volf,
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Horék et al., 2007). Mnoho druhli je patogennich jak pro ¢lovéka, tak i pro doméaci zvifata
(Morrison, 2009).

ApikéaIni komplex je tvofen skeletarnimi Gtvary-konoidem a polarnim prstencem
a dvéma typy sekrecnich Zlaz-kyjovitymi rhoptriemi a vlaskovitymi mikronémy. V burice také
mliZeme vidét volné rozptylené kulovita denzni granula. Kromé béznych bunéénych organel
bunka jeSté obsahuje apikoplast, jehoZ pFitomnost je pro Zivot organismu nezbytna. Zoiti
apikomplex se pohybuji pomoci klouzavého pohybu prostfednictvim aktin-myozinovym
komplexem, ktery je navazany na substrat. Klouzajici zoiti jsou schopni aktivniho vyhledavani
cilové bunky hostitele, coz vede k CasteCnému zavrtéani se zoitu do hostitelské buriky (u vétsiny
gregagin) nebo k uplnému uzavieni (Volf, Horék et al., 2007).
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Obr. 5 (Zivotni cyklus kmene Apicomplexa a jeho rod(i Plasmodium a Toxoplasma (Morrissette and Sibley, 2002).

Z hlediska Zivotniho cyklu délime rozmnoZovani do 3 fazi: merogonie, gamogonie,
sporogonie. Typickym pfikladem je sporozoit, ktery vnikne do hostitelské buriky, roste a stane
se merontem, dale dochdzi k déleni jadra. Béhem merogonie dochédzi k nepohlavnimu
rozmnozZovani a mnohojaderny meront se rozdéli na jednojaderné merozoity, ktefi vniknou do
dalSich hostitelskych bunék. BEhem gamogonie se vznikla vnitrobuné¢né stadia nejdfive meéni
v nezrala sexualni stadia (sam¢i a sami¢i gametocyty) a nasledné ve zrala sexualni stadia, samci
mikrgamety a samici makrogamety. Mikrogamety vétSinou maji 1-3 bi¢iky. Zygota se obaluje
silnym obalem atim se proméruje v oocystu. Uvnitf oocysty se nékdy mize tvofit dalSi

obal — sporocysta. Také tam dochazi k mei6ze a bunéénému déleni. Produktem déleni jsou
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sporozoiti (Volf, Horék et al., 2007). Kmen Apikomplexa je tvofen ¢tyfmi velkymi skupinami

organism(: gregariny, hemosporidiemi, kryptosporidiemi a kokcidiemi (Morrison, 2009).

8.1. Malarie

vy,

Plivodcem maléarie jsou prvoci rodu Plasmodium (Cowman, 2006).

Mezihostitelem plasmodii jsou plazi, ptaci nebo savci, definitivnim hostitelem je potom
koméar Anopheles. U lidi nejzavaznéjsi formu malarie zplsobuje Plasmodium falciparum.
Malarii se ro¢né nakazi 300 milionu lidi a 1-2 miliony lidi mu podlehnou. Vyskyt tohoto

onemocnéni je zejména v tropickém pasmu (Asie, Afrika).

Confirmed malaria cases per 1,000 population

B ->50 B 150 0-1 no malaria

Obr. 6 Mapa zobrazujici rozsifeni malarie po svéteé ( prevzato z WHO World Malaria Report, Abarca: URL 5).

PrenaSecem je komar Anopheles (je znamo asi 60 druh(i) a prenaseji jen samice (Cowman,
2006). Komafi jsou nejvic aktivni po setméni, béhem noci anebo za svitani (Mglle, 2000).

Onemocnéni komara je vyvolané plasmodiem, ktery se mnoZi a preziva ve slinnych
Zlazach komara. Parazit koméra se musi nejprve rozmnoZit, coz trva kolem 1 tydne. Po sani
komarem se Plasmodium dostava do krve (sporozoity se dostavaji do téla), pozdéji do jater
(Cowman, 2006). Zde zaCina exoerytrocytarni merogonie (Volf, Horak et al.,2007), kde napada
buriky a dale se mnoZzi (Cowman, 2006). Sporozoit se proméni v meront. Merozoiti zlistavaji
v jaternich burkach, kde se mnoZzi a pak napadaji ¢ervené krvinky (Volf, Horak et al.,2007),

nebo hned po pomnoZeni opusti jatra a napadaji Cervené krvinky (Cowman, 2006). Po
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proniknuti do erytrocyt(i se merozoiti méni na meronty. Meront se dale vyviji a roste, dochazi
k déleni jeho jadra. Z merontu se stavaji merozoiti (Volf, Horék et al.,2007), ¢imz dochazi ke
zvétSeni krvinek a k jejich prasknuti. Za pfiznaky malarie jsou zodpovédné toxiny, které jsou
uvoliiovany do krve béhem prasknuti krvinek (Cowman, 2006). Uvolnénim merozoit je
spustén malaricky zachvat Po urcité dobé od zaCatku infekce nékdy nedochazi k rozmnozeni
merontl, ale k proméné merontd na gametocyty (Volf, Horék et al.,2007). Sanim krve od
nakazeného dochazi dale k nakazeni dalich komar( malarii (Cowman, 2006).

Onemocnéni se projevuje mezi 10-28 dny od nakazy. Mezi pfiznaky malarie patfi horecka,
zimnice, kieGe, poceni, Unava, bolest hlavy a bolesti kloubd, zvraceni, nevolnost. Typické je,
Ze se kazdych 40-60 hodin parazit uvolfiuje do krve, coz vyvolava malaricky zachvat (prudké
zhorSeni stavu, silna anemie anebo rozpad Cervenych krvinek). Stav se vétSinou po nékolika
hodinach zlepsi, ale poté se po par dnech zase opakuje (Cowman, 2006).

Trombocytopénie (snizené mnoZstvi trombocytl v krvi) je nejcéastéjSi laboratorni
abnormalita (60 %), nasleduje hyperbilirubinémie (zvySeni bilirubinu) 40 % a anemie (snizeni
koncentrace hemoglobinu v krvi) 30 % (Trampus, 2003).

Proti malérii se Ize chrénit bud chemoprofylaxi (uzivani antimalarik) anebo profylaxi
(ochrana pfed sanim). Léky se poZzivaji pfed vstupem do malarické oblasti, béhem pobytu, a i po
vraceni. U téchto Iékl je velmi dilezité dodrzet pfesnou hodinu podani. UZiva se artemisin,

nebo chlorochin/promachin nebo samostatny chlorochin.

8.2. Haemogregarina

Rod Haemogregarina byl popsan v roce 1885, kdy byl nalezen druh Haemogregarina
stepanowi parazitujici v krvi vodni Zelvy Emys orbicularis. Od roku 1885 bylo popsano vice
nez 300 druh( rodu Haemogregarina a témér 100 druhd ze tfech dalSich rod haemogregarin.
(Desser et al., 1993).

H. curvata byla pozorovéana u Clinus cottoides (viz. obr. €. 7) a Parrablenius cornutus,
Zijici v tropickych vodach. VyznaCuje se zejména tim, Ze ma vyrazné zakfivené gamonty,
poznamenal Hayes et al., (2006).

Zivotni cykly Haemogregarin — parazit(i ryb je heteroxenni (=vyzadujici vice neZ jednoho
hostitele pro dokonceni Zivotniho cyklu) ikdyZ v nékterych pfipadech dochazi k pfimému
prenosu (Khan, 1972).
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Obr. 7 Zivotni cyklus Haemogregarina curvata-rybi hostitel (A-Clinus cottoides), pijavei hostitel (B — dospély
Zeylanicobdella arugamensis); C — L: Jednotliva stadia v periferni krvi ryby. M-R: Jednotliva stadia u pijavek; C
— maly intraerytrocytarni trofozoity; D — vétSi trofozoity; E — Intraerytrocytarni meronty; F — Extracelularni
meronty; G-H — Extracelularni merozoity; | — Stadia intraerytrocyarnich pregamont; J — Nezralé gamonty; K —
meronty mezihostitele; L — Starsi intraerytrocytarni gamonty; M — Nezrald oocysta; N — rozvyjejici se oocysta; O
- Volné sporozoity; P — Meronty; Q — Prvni generace merozoitd; R — druha generace merozoit(

(Hayes et al., 2011)

V téchto cyklech je infekce v rybach pravdépodobné zahajena bud' sporozoity, (pfipadné
merozoity uvolnénymi ze sporozoit(l), které jsou inukolovany pfimo do krevniho Fecisté od
kousnutim infikovanym bezobratlym hostitelem nebo pozfenim bezobratlého infikovaného
hostitele s potravou. Neni zndmo jak se sporozoiti nebo merozoiti, které nejsou primo injek¢né
vpraveny, dostavaji do krevniho obéhu (Khan, 1972).

V rybach se sporozoiti amerozoiti nasledné uvnitf cytoplazmy déli merogonii
(schizogonii). Meronty se vyskytuji v leukocytech a erytrocytech v periferni krvi a v dalSich
burikdch hostitelll v nékterych organech jako jsou napfiklad slezina a ledviny, popfipadé
v endotelovych bunkach (Khan, 1972).

U nékterych druhli makromeronty mohou produkovat malé mnozstvi velkych merozoit(,
zatimco mikromeronty vytvareji velké mnozstvi malych merozoitd. Nékteré merozoity nakonec

napadnout erytroblasty nebo erytrocyty a stanou se gamonty (Khan, 1972).
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Haemogregariny mohou byt rozdéleny do dvou typ(l podle toho, zda podstoupi déleni
v Cervenych krvink&ch bezprostfedné pfed vytvorenim gamont. Ti, ktefi takovémuto déleni
podstoupi, jsou oznaCovany jako "schizo-haemogregariny” (Henry, 1912). Gamonty vzniklé
z takového déleni jsou obvykle sparované nebo se vyskytuji v nasobcich dvou uvnitf
hostitelskych bunék a jsou Casto nediferencované. Gamonty, které se samostatné vyskytuji
v burikach Cervenych krvinek hostitele mohou byt relativné nediferencované (monomorfni)
nebo mohou vykazovat vyrazny pohlavni dimorfismus. Nékteré monomorfni a dimorfni
gamonty maji skrvnity povrch a byly popséany jako "rovignensis group™ (Laird, 1952).

Gamonty jsou infek&ni pro bezobratlé (definitivni) hostitele. Vstupuji do bezobratlych
(napriklad pijavic), kdyz se Zivi rybi krvi. Uvnitf lumen stfeva bezobratlych, na stfevnim
povrchu, nebo ve stfevnim epitelu tohoto hostitele, mohou gamonty projevovat pohlavni
dimorfismus, ktery nemusel byt zaznamenany v obratlovci nebo tato diferenciace mize byt
napaditéjsi (Khan, 1972).

PFi samotném sexualnim mnoZeni se v sam¢im mikrogamontu tvori obvykle 4 bicikaté
mikrogamety, zatimco sami¢im makrogamonty se vyvine jedinou makrogametu. Poté nasleduje
oplodnéni, coz vede k tvorbé zygoty, ze které se stava oocysta. Oocysta je obklopena pruznou
membranou a produkuje 8 nebo vice sporozoitl, které se mohou dale mnoZit merogonii.
Sporozoity nebo merozoity, které jsou vzniklé ze sporozoitli jsou povazovany za infekéni pro
ryby (Davies, 1995). Siddall and Desser (1993) rozeznavali 2 vyvoje sporogonii produkujici
16-32 malych sporozoitl v Haemogregrina myoxocephali a merogonie produkujici 4 vétsi
merozoity ve slepém stfevé Myoxocephalus scorpius.

Mezi nejzndméjsi druhy haemogregin patfi napfiklad Haemogregarina bigemina, které je
prenasena stejnonoZci a infikuje slizouny. Vyvoj parazita je podobny jako u ostatnich druhd.
Pribéh trva 28 dni aobsahuje faze nezralych a zralych oocyst, sporozoitli a merozoit(.
(Laveran and Mesnil, 1901).

DalSim znamym druhem je h. koppiensis, ktery infikoval v Jizni Africe v roce 2003
Amblyrhynchotes honckenii. Vektorem je v tomto pripadé opét stejnonozec. Z krevnich natér(
byly odhaleny neobvyklé etapy merigonii, které zahrnovali malé, zaoblené pravdépodobné
intraerytrocytarni merozoiti v kruzich obklopujici jadro hostitele. Buriky hostiteld byly vétsi ve
srovnani s normalnimi erytrocyty (Smit and Davies, 2005). K hadim haemogregarinam na
Floridé patfi H. sauritus aH. guttata (Teleford et al.,2002; Teleford et al.,2004).
H. crocodilinorum byla popsana z krve americkych aligator(i (Aligator mississippiensis). Jejich
gametocyty se vyskytuji v erytrocytech a erytrocytarni schystozonty obsahuji kolem

8 merozoitd. Gametogony a sporogony byly objeveny ve stfevu pijavky (Placobdella
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multineata) (Khan, 1980). Curtis et al., tvrdil, Ze tento vektor také pfenasi na 2 druhy H.
triatomae a H. balistapi jeStérek z Kostariky (2012). Dvé zelvy Emys orbicularis a Mauremys
caspica, zkoumany v iranu, byly nakazeny druhem H. stepanowi. Prevalence u téchto Zelv
timto druhem v této lokalité byla 75 % aZ 100 %. Predpoklada se, Ze merozoity jsou prenaseny
na Zelvy pijavkami (Javanbakht, Shafiri, 2014). Prvni identifikace H. sachai byla na farmach
ve Skotsku. Ryby mély zvyseny pocet erytroblastl, neutrofild a monocytl a snizeny pocet
trombocytll a lymfocytl (Kirmse, 1978). Neméné znamym druhem je H. simondi, kterou
mizeme nalézt jak v neutrofilech, tak i lymfocytech ryby (Solena solena), ktera je znama také
pod ndzvem mofsky jazyk (Laveran and Mesnil, 1901).

Haemogregariny jsou paraziti Gervovitého tvaru uvnitf cirkulujicich erytrocytl nebo
leukocytll. V Zivotnim cyklu maji dva hostitele. Zatimco merogonie a gamogonie probihaji
v mezihostitelich obratlovcl, sexudlni stadia, sporogonie a dale merogonie probihaji
v pijavicich nebo jinych bezobratlych, ktefi jsou tedy definitivnimi hostiteli (Davies, 1995).

Haemogregariny Casto infikuji rejnoky. Prevalence Haemogregarina delagei u rejnok( se
rlzné lisi podle sezénny dosahuje 77 % az 91 %. Prevalence infekce H. delagei u rejnokd
v Passamaquoddy Bay byla vyssi nez u rejnoki v severnim Atlantiku, coZ autofi vysvétluji
rlznymi hostitelskymi druhy. (Siddall, Desser, 2001).

Prevalence ze 75 % tohoto parazita byla zjisténa v Newfoundlandskych vodach prevazné
u rejnokll hvézdnatych. Geografické rozdily ve vyskytu H. delagei popisuji i jini autofi (Khan
et al. 1980).

Merogonie byla pozorovéana v krvi rejnokli vyhradné v listopadu (Khan, 1972). Béhem
pozorovani bylo zjisténo, Ze k prenosu H. delagei dochazi na konci rozmnoZovani rejnoki
Amblyraja radiata a to na podzim. TakZze prevalence gamontl je maximalni v zimnich mésicich
(Khan, 1972).

Haemogregariny rdiznych druhl jsou prenaseny infikovanymi stejnonoZci nebo pijavkami
v zavisloti na geografické poloze. Zatimco pijavky byly zaznamendny na severni Casti
polokoule, na jihu jsou vektorem stejnonozci (Davies 1995). Rlizna vyvojova stadia H. delagei
se naSla ve tkanich pijavic Oxytonostoma typica (Siddall and Desser, 1993), dale je také mozné
je najit v jejich slinnych Zlazach (Khan et al. 1980).

Haemogregariny velmi €asto napadaji ryby v mofském prostfedi, zahrnujici pfimorské
okraje, Utesy a otevieny ocean v Evropé, Severni Americe, Australii a Novém Zélandu. AvSak
Casto se také objevuji v rybach z poloslané vody nebo ve sladkovodnich fekach a v jezerech
(Davies, 1995). Mimo to, haemogregariny byly jesté dale objeveny v krvi ryb z extrémnich
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vodnich prostfedich jako je Antarktida a Severni ledovy ocedn a v hlubinach v Severnim
Atlantiku (Khan et al., 1992; Davies and Merrett, 2000).

Pram |

Obr. 8 Vyvojova stadia Haemogregarina delagei (2000x): 1-2: Trofozoity nachazejici se smérem k polarnimu
konci hostitelské buriky; 3-5: Délici se parazit s odliSnym po€tem chromatinu; 6-7: ,,Pupeny* objevujici se na
povrchu schizont(l; 8: Schizont se 7 merozoity; 9: Schizont s 10 merozoity; 10-11: Buiiky dvojnasobné
infikované schizonty; 12-13: Prekurzory gametocyt(l; 14-15: Gametocyty (Khan, 1972).

V hematologickych postupech, specialné u krevnich natér(i z ryb, byly objeveny vsechny
druhy apikomplex v bunik&ch Cervene fady. Zdalo se, Ze nékteré hemogregariny byly vyvinuty
v leukocytech nebo burikach Cervené fady. Ostatni hemogregariny a hematozoa napadaly
organy jako jsou jatra, ledviny, slezina nebo v retikuloendotelidlni systém (Davies
and Johnston, 2000). V krevnich natérech se hemogregariny objevovaly hlavné v zaoblenych
nebo Cervikovitych tvarech intracelularnich organisml a zejména v erytrocytech mohly byt
nékteré rozdéleny binarnim délenim (Davies, 1995).

Tito paraziti jsou sledovani pomoci krevnich natérl. Krevni preparaty jsou barveny

metodou Giemsa Romanovsky, May Grunwald Giemsa a Leischman. Nynéjsi digitalni

fotoaparaty pripevnéné k modernim mikroskoplim mohou nahrat presné obrazy malych
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organism( a detekce je mnohem jednodus$si nez dfive. Krevni natéry jsou sledovany pod
objektivem 100x (Davies, 1995).
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9. Material a metody

9.1. Material

Vzorky rybi krve, které jsem vySetfovala, byly ziskany z Centra polarni ekologie

Pfirodovédecké fakulty JihoCeské Univerzity. VVSechny vzorky byly odebrany na Svalbardu

v roce 2015. VVzorky jsem dostala jiz vyizolované z rejnoka Ambylara radiata. Byly zhotoveny

2 a vice krevnich roztér(i od kazdé ryby a paryby. Postupné byly vzorky zpracované pomoci

molekularnich metod.

Tab. 1 Seznam paryb a ryb, které byly vySetfovany

Ryby a paryby Pocet odebranych vzorki
Amblyraja radiata 27
Boreogadus saida 3

Gadus morhua 19
Pollachius virens 3

Gymnocanthus tricuspis 27
Myoxocephalus scorpius 69
Melanogrammus aeglefinus 1
Anarhichas minor 1
Hippoglossoides platessoides 2
Sebastes mentella 1
Lumpenus lampetaeformis 2
Triglops sp. 1
Mallotus villosus 1

9.2. Metody

9.2.1. Mikroskopicka diagnostika

VSechny roztéry byly nafixovany 100 % methanolem a poté obarveny pomoci zfedéného

roztoku Giemsa — Romanowski (Penta) v pomeéru 1:5 30 minut. Giemsovo barvivo je roztok,

u kterého dochazi ke zbarveni bunék do modra. Fixovana sklicka byla po obarveni oplachnuta

pod tekouci vlaznou vodou po dobu 30 sekund. Nasledné se sklicka nechala zaschnout pfi




pokojove teploté. Obarvené vzorky byly prohlizeny mikroskopem Olympus CX21LED,

imerznim objektivem pfi zvétSeni 100x.

9.2.2. Molekularni diagnostika

DNA byla vyextrahovana pomoci fenol — chloroformu. Jiz takto vyizolovanou DNA jsem
ziskala od Skolitele specialisty. Vzorky byly zakonzervovany v TNES pufru (10 mM Tris, 125
mM NaCl, 10mM EDTA-2Na, 0,5 % SDS - sodium dodecyl sulfat, 4 M mocoviny, Asahida
et. al., 1996).

U mikroskopicky vysetfenych rejnokl (Amblyraja radiata), ktefi vysli pozitivné, byla
provedena polymerazova fetézova reakce (PCR).

Reakénich smési PCR bylo namichano nékolik riizné nakombinovanych druhd. Prvni byla
pro 28 vzorki (27 + negativni kontrola H20) a obsahovala 2,5 pl 10x Taq Buffer complete
(15mM MgCls, Top-Bio), jiz pfedem zfedéného 2 pul dNTP (10mM dATP, 10 mM dCTP, 10
mM dGTP, 10 mM dTTP, Top-Bio); 120 pIPCR H20 + 20 pl roztoku dNTP,1 pl 5' primeru
Des233F a 1 pl 3' primeru Des2200R (60 pl PCR H20 + 20 ul roztoku), 1pl Tag-Purple DNA
polymerézy (1 U/ ul, Top-Bio); 16,5 pul PCR H20 a 1 pl templatové DNA. Objem pro 1 vzorek
¢inil 24 pl. Celkovy objem pro tuto reakci byl 720 pl (28 vzorkd + rezerva).

Dalsi smési byly pFipravovany pro 6 vzorkl (Tab. ¢. 2) z nichZ jeden slouZil i jako
pozitivni kontrola a negativni kontrola byla opét H>O. Pro vybér vhodné kombinace reakéni
smési byly vybrény nejvice pozitivni vzorky rejnoka A. radiata. Reakce mély nékolik
proménnych — pufry, polymerazy a kombinace primer(. Ve smésich doslo ke stfidani primerd
a polymeraz, k zjisténi nejvhodngéjsi kombinace.

Tab. 2 Vybér vhodné kombinace reakeni smési

Poradi vzorku a kontroly Cislo vySetFovaného vzorku
1 C315
2 C272
3 C232
4 C177
5 C183
6 C291
Negativni kontrola (KO-) H20
Pozitivni kontrola (KO+) C183

29




1. smés

Prvni reak¢éni smés obsahovala 2,5 pl Taq Buffer complete, 2 pl namichaného dNTP, 1 pl
zfedéného 5' primeru Eribl a 3' primeru Erib10, 1 pl Tag-Purple DNA polymerazy, 16,5 pl
H>0 a 1 pl templatové DNA.

2. Smes

Druha reakéni smés obsahovala 2,5 pl Taq Buffer complete, 2 pl namichaného dNTP,
1 pl zfedéného 5' primeru Des233F a 3' primeru Des2200R, 1 pl Tag-Purple DNA polymerazy,
16,5 pl H2O a 1 pl templatové DNA.

3. sSmés

Treti reakni smés obsahovala 2,5 pl Blue Taq Buffer (25 mM MgClz, Top-Bio), 2 pl
namichaného dNTP, 1 pl zfedéného 5' primeru Eribl a 3' primeru Erib10, 1 pl Blood Taq
pomerazy (1 U/ ul, Top-Bio); 16,5 pl H20 a 1 pl templatové DNA.

4. smeés

Ctvrta reakéni smés obsahovala 2,5 pl Blue Taq Buffer, 2 pl namichaného dNTP, 1 pl
zfedéného 5' primeru Des233F a 3' primeru Des2200R, 1 pl Blood Taqg polymerazy, 16,5 pl
H>0 a 1 pl templatové DNA.

Celkovy objem pro kazdou z téchto reakci Cinil 192 pl.

Dalsi priprava vzorkd pro PCR byla svyuzitim Plain PP Master Mixu (MgCl
v koncentraci vhodnou pro vétSinu PCR reakci, Top-Bio). Opét byla tato smés pFipravovana
pro 6 stejnych vzork( jako pro predchozi PCR (s negativni i pozitivni kontrolou). Obsahem této
smeési bylo 12,5 pl Plain PP Master Mix, 1 pl 5' primeru EimF, 1 pl 3' primeru EimR 9,5 ul
PCR H20 a nakonec 1 pl templatové DNA. Celkovy objem pro 8 vzork( byl 200 pl.
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Tab. 3 PouZité primery

Primer Smér Sekvence Zdroj/citace
Des233F 5 GCTCATTAHAACAGTTATAGTTTR | poskytnuty Martinem
Kostkou
Dess2200R 3 CACAGACCTGTTATTGCCT Poskytnuty Martinem
Kostkou
Eribl 5' ACCTGGTTGATCCTGCCAG Barta et al. (1997)
Erib10 3 CTTCCGCAGGTTCACCTACGG Barta et al. (1997)
EimF 5 GAA ACT GCG AAT GGC TCATT | Kvicerova et al. (2008)
EimR 3 CTT GCG CCT ACT AGG CAT TC | Kvicerova et al. (2008)
M13F 5' GTAAAACGACGGCCAGT Univerzalni sekvenacni
primer
M13R 3 CAGGAAACAGCTATGAC Univerzalni sekvenacni
primer
Tab. 4 Protokol amplifikace
5 primer 3 primer Modifikace PCR Amplifikacni program Pocet
(v zavorce opakujici se cykly) cykli
Des233F Des2200R 94 °C/10 min (94 °C/1 min, 54 °C/1 min, 35
72 °C/2 min) 72 °C/15 min, 4 °Cleo
Reakce pro
SMEsi
Des233F Des2200R | Postupna PCR — 2 | 95 °C/3 min (95 °C/40 sek, 52 °C/40 sek, 30
72 °C/80 sek) 72 °C/10 min, 4 °C/oo
Eribl Erib10 Postupna PCR — 1 | 95 °C/3 min (95 °C/50sek, 48 °C/50 sek, 30
72 °C/110 sek) 72 °C/10 min, 4 °Cloo
Dalsi reakce
EimF EimR 94 °C/1 min (94 °C/15 sek, 55-68 °C/15 | 25-35
sek, 72 °C/1 min), 72 °C/15 min, 4 °C/eo

V dalSim kroku jsem si znovu pfipravila smési 2. a 4. bez templatové DNA a pfidala jsem

je ke smésim 1. a 3., které byly po amplifikaci (pro primery Eribl a Erib10) a obsahovaly

templatovou DNA. Tuto smés jsem dala do cycleru (Bio RAD T 100 Therma) a pouZila stejny

program jako pro primery 5' Des233F a 3' Des2200R. VeSkera pfiprava byla provadéna na ledu.
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Elektroforéza

V dalSim kroku byla pouZita separacni metoda agarézova elektroforéza (ELFO). Nejprve
byl pFipraven 1 % agar6zovy gel a to smichanim 1g agar6za Serva a 50ml 1x TBE (Tris-boréat-
EDTA) pufru déle byla tato smés zahfivana v mikroviné troubé, dokud se agar6za zcela
nerozpustila (roztok musi byt Ciry). Po zchladnuti pod tekouci vodou nasledovalo pridani
barviva GoodView (Beijing SBS Genetech, Cina) v koncentraci 0,04 %.

pro vizualizaci DNA v gelu v objemu 4 pl. Agarézovy gel byl pfipravovan i v mensim
objemu (0,5 g a 0,25 g agaru). Namichany gel byl rozlit do vanicky, do nichz se vloZil hieben.
Diky hiebenu zlstaly v gelu komdrky, do kterych se pipetovaly vzorky PCR. Po ztuhnuti gelu
(asi po 20 minutach) byly naneseny jednotlivé vzorky do jamek. Na prvni pozici byl vlozen
ladder 100bp DNA nebo 1k ladderu na posouzeni délky PCR produktd. P¥i pipetovani vzorku
s Blood Tag polymerazou musel byt vzorek smichan s barvickou Purple Loading Dye 6x
koncentrovanym (Dye 1- pink/red, Dye 2 blue, Neb), kvili zvyseni hustoty a viditelnosti
vzorku. Vzorky byly pipetovany v rlizném mnozstvi. Poté mohla byt elektroforéza spusténa.
Na zacéatku byl zdroj spustén na 110 V (5 minut), poté snizen na 90 V (30 minut). Vysledky
elektroforézy byly kontrolovany prostfednictvim UV transilumindtoru a dokumentovany
v zafizeni Gel Logic 112 (Carestream Health, USA). Vzorky, které vysly pozitivné, byly

vyfiznuty skalpelem a preneseny do zkumavky.

Izolace produktu

Z vyriznutého gelu nésledovala izolace PCR produktu pomoci kitu GeneAll Expin Combo.
Po pridani 300 ul pufru GB do agarozdvého blocku byly jednotlivé vzorky zahraty v termostatu
(AccuBlock, Labnet) na 50 °C po dobu 10 minut, aby doSlo k GpInému rozpusténi. Poté bylo
pfidano 100 pl isopropanolu ke vzorku a zvortexovano. Vzorky byly pfendany do kolonek
a zcentrifugovany (centrifuge 5424) po dobu 1 minuty/12 000 otacek. Dale byl k vzorkim
pridan Buffer NW v mnozstvi 700 pl a centrifugovan po dobu 30 sekund. Kvdli velkému
mnozstvi, bylo odstfedovano 2x, aby doSlo k Uplnému odstranéné bufferu. Kolonky byly
nasledné prendany do 1,5 ml zkumavek. Na membranu kolonek bylo aplikovano 30 pl H20

a opét zcentrifugovano na 1 minutu.
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Klonovani

Po izolaci nasledovalo klonovani s kompetentnimi bufikami Escherichia coli (kmen
TOP10), u kterych po styku s koncentrovanym roztokem chloridu vapenatého dojde k naruseni
bunky. E. coli byly napipetovany zastfihnutou Spickou (¢im je prostor pro burniku uZzsi, tim vice
se nici). Klonovani probihalo za pomoci TOPO TA Cloning kitu. Do zkumavky se 4 pl PCR
produktu byl pfidan 1 pl roztoku Salt a 1 pl TOPO vektoru, vSe promichdme Spickou. Reakce
je opét michana na ledu. Poté jsme nechaly 5 minut inkubovat pfi pokojove teploté (22-23 °C).
Ke kompetentnim buikdm bylo pfimichany 2 pl smési, ¢imZ se bunky stavaji geneticky
modifikovanymi. Musi do sebe zakomponovat vektor, pokud k tomu nedojde, nepfeziji. Poté
byly buriky inkubované na ledu po dobu 10 minut a presunuty do pfedem pfipravené vodni
lazné se 42 °C na 30 sekund. To burikdm zpUsobilo teplotni Sok. Po zahréti zaénou burky
opravovat diry v bunécné sténé, pfivedou bunku k Zivotu a vrati ji do normalu. Po vodni lazni
bunky ihned vratime na led. Po pridani 250 ul SOC (Super Optimal broth with Catabolite
repression) media se daly zkumavky trepat na 1 hodinu.

Kontrolni PCR

Byl namichan produkt PCR mastermix. Zkumavky byly fadné popsany a nasledné do nich
bylo napipetovano 1,25 pl 10x Taqg Bufferu complete, 1 pl dNTP, 0,5 pl M13F 5' primeru,
0,5 pl M13R 3' primeru, 0,5 pl polymerazy a 7,25 ul H20.

Izolace plasmidu

Izolace plasmidu se provadéla pomoci kitu (GeneAll Hybrid — Q Plasmid 200 p). Po
odebrani 750 pl kultury, ktera byla zcentrifugovana na 5 min na 10 000 otacek. Roztok byl vylit
nejvice jak byl mozné a na spodu z(lstaly usazené buriky. Mikrozkumavky byly znovu naplnény
stejnym mnoZstvim a stoceny stejnym zplsobem, pak bylo médium opét vylito. Poté bylo
pfidano dobrfe promichaného 150 ul Bufferu S1, 250 pl Bufferu S2 se kterym se musi pracovat
rychle (je to zasada, ktera dokaze snadno poleptat), maximalné 5 minut (pracujeme maximalné
s 5 vzorky, aby nebyla velkad €asova prodleva). Nasledné bylo pfidano 350 pl Bufferu G3,
promich&no a sto€eno na 10 minut pfi stejnych otadCkach. Poté byl zbytek prelit do kolonek
s filtrem (zbytek nesklepavame), stocen na 30 sekund a prebytek byl vylit. Pak bylo pFidano
500 ul Buffru AW, ktery byl pfidan na kolonky s filtrem a sto¢en na 30 sekund, prebytek byl
vylit a bylo pridano 700 pl Bufferu PW, opét stoceno na 30 sekund (2x kvili vétSimu mnozstvi),
prebytek vylit a pak bylo opatrné napipetovano 50 pl H20 na membranu. Po poslednim kroku
nasledovala centrifugace po dobu 1 minuty. VytéZzek byl v sedimentu zkumavky.
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Ockovani na Petriho misky

Pro kazdy vzorek byly pFipraveny 2 misky s LB agarem. Na 1. misku bylo naneseno 50 pul
vzorku, na 2. misku 250 pl vzorku (kvdli velkému mnozstvi vzorku, které se nevsakovalo do
agaru byl pomér upraven na 100 pl a 200 pl). Vzorek byl opatrné rozetfen sterilni hokejkou,
aby doslo k Gplnému vsaknuti do agaru. Misky byly uloZeny do termostatu pfes noc, ve kterém
byla teplota 37 °C.

Dalsi den byly misky prohlidnuty a zkontrolovany kvili narlistu kolonii a nasledné
zakrouzkovany podle uvazeni pro vhodny vybér. Do kazdé 1,5 pl zkumavky bylo
rozpipetovano 30 pl H20. Nasledovalo vypichnuti zakrouzkovanych kolonii pomoci Spicky
z plotny, které byly spolu se Spickou pfeneseny do zkumavky s H20. Zkumavky se daly tfepat
po dobu 10 minut pri teploté 37 °C.

Mezitim byl namichan produkt PCR mastermix. Do kazdého stripu bylo rozdéleno 11 pl
PCR produktu a 2 pl buné¢né suspenze z trepacky (v tomto kroku byla pouZita ta Spicka, ktera
zlistala ve zkumavce a byla vytfepana. Pro tyto vzorky byl na cycleru nastaven program
SCREEN pro celkové mnozstvi 13 ul. PfebyteCna suspenze byla uloZena do ledni¢ky pro
pozdgéjsi pouZiti.

Po provedeni PCR screeningu byl namnoZzen plasmid. Plasmid byl izolovan
prostfednictvim. 750 pl bylo promichano pipetou a pfevedeno do eppendorfky. Poté se dalo
stoCit na 5 minut pfi 10 000/otackach. Roztok byl vylit. Zkumavky byly znovu naplnény 750 pl,
stoCeny stejnym zplisobem a opét vylity. Nasledovala izolace.

Spektofotometrie

Poslednim krokem bylo méfeni koncentrace DNA spektrofotometrem. V kazdé
mikrozkumavce bylo 95ul H2O, 5 ul vzorku (+ 1 blanc — kontrola). VVzorek byl promichén
a méren ve spektofotometru na program Photometic o A 260 nm.
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Tab. 5 Vzorky mérené spektrofotometrem

Kad Cislo ABS Vzorky na
hostitele vzorku osekvenovani

C 315 11 368 A9
A 10

1) 380 All

A1l2

1K 398 A 13

Ald

3H 425 A 15

A 16

C 232 3CH 381 A 17
A 18

31 362 A 19

A 20

Vzorky s primery byly dale poslany na sekvenaci firmé Seqme. KaZzda eppendorfka

obsahovala mnozstvi 3,5 pl H20 a 1,5 pl vzorku.

Zpracovani sekvenci, fylogeneticka analyza

Po amplifikaCni reakci s nové navrzenymi primery (Des 223F + Des 2200R), zaklonovani
PCR produktl do kompetentnich bunék, byly ziskany 2 sekvence. Obé sekvence pochazeji
z jednoho jedince (C186), na kterém bylo mikroskopicky zjisténo 26 jedincl parazita. Jedna se
o rejnoka Amblyraja radiata s kddem F644. Vysledné sekvence byly porovnany s databazi
GenBank pomoci BLAST (Basic Local Alingment Search Tool) se sekvencemi z databéaze

NCBI (National Center of Biotechnology Information).
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10.Vysledky

Pozitivita krevnich parazitl byla identifikovana na krevnich roztérech 30 vzorkd
z celkového poctu 157. V tabulce €.1 je mozné vyhledat prehled vySetfovanych ryb/paryb
apoCet vySetfovanych vzorkl mikroskopem. Paraziti se vyskytovali zejména u rejnoka
Amblyraja radiata. Pozitivita byla také nalezena u Myoxocephalus scorpius, ale v mnohem
mensi mife. Vyhradné se jednalo o parazity vnitrobunécné, které se nachazeji uvnitf
erytrocytarnich bunék.

Z celkového poctu vysetienych 21 rejnokll Amblyraja radiata jich bylo 19 pozitivnich. Na
kazdém z roztérd se nachazelo od 1 az po 79 parazitd (prlmér 24). Procentudlni zastoupeni
vyskytujicich se parazitd dosahuje na 90 %.

Dale byly pozitivni vzorky ryb Myoxocephalus scorpius, a to konkrétné u 11 ryb (prdmér
3,6) z celkového poctu 68 krevnich roztérll. Procentualni zastoupeni u vyskytujicich se parazitd
dosahuje na 16 %.

Vzdy se pocet parazitll vztahuje k jednomu jedinci obarvenému a nasledné prohlizenému
na krevnimu roztéru.

U ostatnich roztér(i nebyl Zadny parazit prokazan.

Tab. 6 Intenzita infekce u vzorku

Kdéd hostitele Nazev hostitele Pocet nalezenych parazit(
F 456 Amblyraja radiata 12
F 524 A. radiata 15
F 525 A. radiata 33
F 526 A. radiata 1
F 537 A. radiata 37
F 538 A. radiata 2
F 559 A. radiata 17
F 596 A. radiata 23
F 607 A. radiata 32
F 608 A. radiata 23
F 609 A. radiata 39
F 637 A. radiata 35
F 642 A. radiata 50
F 643 A. radiata 79
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F 644 A. radiata 26
F 647 A. radiata 14
F 649 A. radiata 4
F 652 A. radiata 1
F654 A. radiata 13
F 80 Myoxocephalus scorpius 13
F 82 M. scorpius 2
F 101 M. scorpius 3
F117 M. scorpius 1
F 118 M. scorpius 2
F 183 M. scorpius 1
F 185 M. scorpius 1
F 374 M. scorpius 6
F 599 M. scorpius 1
F 602 M. scorpius 2
F 623 M. scorpius 7

*

@ =8

Obr. 9 A a Bmikroskopicky nalez gamont(i haemogregarin na krevnim natéru Amblyraja radiata

V erytrocytarnich burikach infikovanych ryb/paryb se nachazely gamonty zaobleny do

¢ervovitého tvaru. Nékdy se tvary gamont(l nepatrné lisily (nékteré byly na konci vice zaoblené,

jiné zase na konci tvorily Spicku, nebo byly gamonty vice kulate, jindy se tfeba vice zuZovaly
uprostfed €i na koncich). Vétsinou byly gamonty nalezeny blize k jadru, v jinych pFipadech

byly zase vytlatovany ven z buriky. Bud' obepinaly jadro, nebo se odklanély smérem od jadra

erytrocytu. Erytrocytarni buriky infikované parazitem nijak nezménily sv(ij tvar a zachovaly si

stejnou velikost jako erytrocyty neinfikované.
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NaméFené rozméry gamontd hemogregarin z jedince F560 Amblyraja radiata. Rozméry
gamontd se lisi délkou, a to od nejmensich 4,9 um do nejvétsich 7,5 um (prlmér = 6,9;
median: 7,3), dale také mély gamonty rozliSnou Sifku, a to od nejmensich 16,1 um
k nejvétsim 21,9 um (prdmér = 18,6; median: 18).
19,8 x 7,3 um
16,1 x 7,5 um
20,3 x4,9 um
219 x7,2 ym
179 x 7,4 um
18,2 x 6,9 um
16,8 X 6,6 um
17,8 x 7,5 um
17,2 x 7,4 um
20,4 x6,4 um
Na zakladé morfologie a rozmér(i parazita v napadené burice byl parazit identifikovan jako
Haemogregarina delagei.

Izolace DNA produktu

Nejdrive byla provedena amplifikacni reakce PCR s pouzitim nékolika rlznych kombinaci
primerdl (Des233F, Des2200R, Eribl, Erib 10, EimF, EimR). Pfi snaze ziskat sekvenci
pozitivnich vysledkd rlznymi kombinacemi primert, amplifikaénimi reakcemi, zaklonovanim
PCR produktli do kompetentnich bunék, byly ziskany dvé sekvence (pomoci klonovani, kdy
pro tuto reakci byly pouzity primery Des233F + Des2200R).

Obé sekvence pochazeji ze vzorku DNA C186, cozZ je jedinec F644 rejnoka Amblyraja
radiata. Osekvenovany byly 2 klony, vysledné sekvence (bez primer(l) maji délku 1360
a 1361 bp.

Tab. 7 Vysledek porovnani sekvenci s databazi GenBank pomoci BLASTu (uvedena procenta
plati pro Pairwise Identity)

HQ224957 Dactylosoma ranarum 91,1 %

HQ224958 Dactylosoma ranarum 91,1 %

HQ224961 Babesiosoma stableri 90,9 %

KF992714 Hemolivia sp. ex 90,2 %
Rhinochlemmys pulcherrima

38




Doslo k porovnani ziskané sekvence s databazi GenBank pomoci BLASTu a nasledné byla

potvrzena pfitomnost parazita.

Tab. 8 Identita shody mezi sekvencemi vyjadfend v procentech

C 1386 Amblyraja radiata do...
136 Amblyraja radiata do...
E398 Myoxocephalus scorp...

HQ224357
HQ224353
HO224961 2

135 Amblyr...

96.234%

94.021%

C136 Amblyr... E398 Myoxo...

HQ224957  HQ224958  HQ2249612
96.234% 94,021% 94,064% 93,928%
95,404% 95,447% 95,333%
96,043% 95,938%

95, 404% 95,000%
94, 064% 95,447% 96, 043%
93,928% 95,333% 95,938%

Tab. 9 Identita vyjadfena v poctu odliSnych bazi

C186 Amblyr... C186 Amblyr... E398 Myoxo... HOQ224957  HQ274958  HQ2249517
C186 Amblyraja radiata do. .. 45 71 73 71
136 Amblyraja radiata do... 55 57 55
E358 Myoxocephalus scorp... : 47 49 47
HQ224357 71 55 47
HQ224353 73 57 49
HQZ224961 2 71 55 47

2 klony Haemogregarina delagei z rejnoka Amblyraja radiata je na spoleCné vétvi
s Desseria myoxocephali z vranky Myoxocephalus scorpius, dale s HQ224957 Dactylosoma
ranarum, HQ224958 Dactylosoma ranarum as HQ224961 Babesiosoma stebleri. Protoze
ostatni haemogregariny (H. stepanowi a H. balli) vySly na jiné vétvi, je otazkou, zda je
haemogregarina monofyleticky rod.
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Fylogeneticka analyza

Desseria myoxocephali ex. Myoxocephalus scorpius (E398)

Haemogregarina cf. delagei ex. Amblyraja radiata (C186) clone 2
Haemogregarina cf. delagei ex. Amblyraja radiata (C186) clone 1

HQ224958 Dactylosoma ranarum
HQ224957 Dactylosoma ranarum
HQ224961 Babesiosoma stableri

—® KF992697 Haemogregarina stepanowi
%QQQ@SQ Haemogregarina balli
KF257929 Haemogregarina stepanowi
AY620232 Hepatozoon felis

| {EAY%BTT Hepatozoon sp.

DQ439543 Hepatozoon canis
KJ461939 Karyolysus sp.
KJ461941 Karyolysus sp.
KR069084 Hepatozoon fitzsimonsi
KP881349 Hemolivia stellata
g5ir KF992713  Hemolivia sp.
92|71 KR0OB9083 Hemolivia parvula
99| KF992705 Hemolivia mauritanica
91 KF992698 Hemolivia mauritanica
HQ224960 Hepatozoon magna
AF130361 Hepatozoon catesbianae
HQ224963 Hepatozoon cf. clamatae
HQ224954 Hepatozoon cf. catesbianae
AF297085 Hepatozoon sp.
9,%\{600626 Hepatozoon cf. erhardovae
AY600625 Hepatozoon cf. erhardovae
9\ EF157822 Hepatozoon ayorgbor
AB181504 Hepatozoon sp.
— DQ096836 Adelina grylli
L {DQ462457 Ascogregarina culicis

DQ462454 Ascogregarina taiwanensis

AF108862 Cryptosporidium felis
1 +[AF108865 Cryptosporidium parvum
i 9L AF112574 Cryptosporidium meleagridis

Obr. 10 Fylogeneticka rekonstrukce na zékladé srovnavani sekvenci 18S rDNA metodou maximalni
vérohodnosti. PFistupova &isla sekvenci (NCBI databaze) jsou uvedena pred nazvy taxontl. Sekvence Desseria
myoxocephali pochazi z PospiSilova (2015). Ascogregarina spp. a Cryptosporidium spp. slouzi jako outgroup.

Bootstrapové podpory jsou zobrazeny u jednotlivych uzll, pokud byly vy3si nez 70 %. Uzel zvyraznény cernym
bodem dosahoval 100 %.
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11.Diskuse

Prevalence Haemogregarina delagei mlze byt ovlivnéna geografickym vyskytem
a hostitelskymi druhy téchto parazitl. Vétsi vyskyt se prokazal v Passamaquoddy Bay, mensi
pak urejnokl v severnim Atlantiku, coz ale autofi vysvétluji rznymi hostitelskymi druhy
(Khan et al, 1980). Nejvétsi prevalence (75 %) H. delagei byl zaznamenén
v Newfoundlandskych vodach, prevazné u rejnokdl Amblyraja radiata (Khan et al., 1980).
Mimo to ale byli tito paraziti objeveni i v extrémnich vodnich prostfedich jako je Antarktida,
Jizni ocean a Severni ledovy ocean, tudiz vyskyt na Svalbardu neni vylou¢en (Khan et al., 1992;
Davies and Merrett, 2000).

Ve vzorcich krve byly nalezeny haemogregariny, které rejnoky casto infikuji. Prevalence
Haemogregarina delagei u rejnokd se riizné lisi podle sezény a dosahuje az 90 %. Prevaha
infekce H. delagei u rejnokd se lisi podle rliznych hostitelskych druh(. (Siddall, Desser, 2001).
Prevalence H. delagei u téchto zkoumanych rejnokll A. radiata ze Svalbardu, které jsem
vySetfovala, je 90, 48 % a shoduje se s vysledkem prevalence u Siddalla a Dessera (2001).

Rod Haemogregarina je charakterizovan intraerytrocytarni merogonii v rybim/parybim
hostiteli (Barta, 2000; Davies and Smit, 2001). Merogonie agamogonie probihaji
v mezihostitelich obratlovc(i a sporogonie a merogonie probihaji v bezobratlych (napriklad
v pijavce) definitivnim hostiteli (Davies, 1995). Vzhledem ktomu, Ze jsem merogonii
nepozorovala, je mozné, Ze se objevuje v krvi rejnokll jen vyhradné v nékterych mésicich.
Napfiklad Khan (1972) pozoroval merogonii v krvi rejnokd vyhradné jen v listopadu. Béhem
pozorovani merogonie bylo zjisténo, Ze k prenosu H. delagei dochazi na konci rozmnozovani
rejnokd, coZ je na podzim (Khan, 1972). To by vysvétlovalo absenci merogonie u zkoumanych
vzorkl, jelikoz vzorky krve byly odebirany na Svalbardu v letnich mésicich.

PFi mikroskopické diagnostice roztérdi bylo na jednom z nich nalezeno 79 jedincli parazita,
coz byl vzorek s nejvétsim poctem parazita nalezenych u A. radiata. Otazkou je, zda se v téchto
vysledcich opravdu jednad o parazita H. delagei, protoze v bufikdch byly nalezeny pouze
gamonty (chybi merogonie). Podle obrazku €. 8, kde jsou zndzornénd vyvojova stadia
Haemogregarina delagei pod mikroskopem, mizeme porovnat obrazek ¢. 9, kde jsou
zndzornéni pozorovani paraziti mikroskopem. Zatimco uobrazku ¢. 8 mizeme sledovat
schizonty, merozoity a gametocyty (Khan, 1971), v pfipadé obrazku €. 9 vidime pouze gamonty
uvnitF erytrocytd. V obou pfipadech se na krevnich natérech objevuji zaoblené nebo cervikovité
tvary intracelularnich organism0 stejné tak, jak popisoval Haemogregarine delagei i Daviess
(1995).
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Rodové zarazeni parazita Haemogregarina bigemina bylo v nékterych pfipadech taktéz
zpochybriovano (Laveran and Mesnil, 1901). Ve svém typovém hostiteli a jinych rybach H.
bigemina podstoupil intraerytrocytarnim binarnimu déleni, a nakonec se vytvofily zralé
sparované gamonty (Davies et al., 1995). Intraleukocytarni faze je sice také vykazovana, ale ne
u téchto typ0l hostitelli (Davies et al., 2004). Nékteré haemogregariny jsou prenaseny pijavkami
(Davies et al., 2004). Ovsem tam, kde byla studovana rybi populace nakazena parazitem H.
bigemina, tam krouzkovci nalezeni nebyli. Krevsajici larvy stejnonozctl ¢eledi Gnathiidae se
vyskytovaly na téchto rybach, a tudiz mohly byt snadno infikovany (Davies, 2004). Je zndmo,
Ze infekci Ize detekovat i u velmi mladych pfibfeznich ryb méfici pod 4 cm (Laird et al., 1953).
Podle Daviese a Johnstona (1987) vertikéalni nebo fek&lné-oralni pfenos byl u takto malych ryb
vyloucen (Davies et al., 2004). Vektorem jsou tedy pijavky nebo larvy stejnonoZce, které se
chovaji stejné jako klistata (Smit, 2003).

Nalezené haemogregariny v rejnocich byly molekuladrné charakterizovany. Byly
vyzkouseny rlizné kombinace primer(l, protoze Zadné specifické primery pro rybi/parybi
haemogregariy neexistuji. Jednim z problém( mohlo byt to, Ze pouzité primery byly navrzené
pro plazi Ci ptaci haemogregariny, proto nékdy nesedély na parybi. Primery Des233F
a Des2200R se osvédcily pro PCR nejvice a pomoci molekularniho klonovani se podafilo ziskat
dvé sekvence. Lze je tedy doporucit pro dalSi praci s timto materialem.

Z fylogenetické analyzy vyplyva, Ze Haemogergarina delagei je nejvice pribuzna
k Desseria myoxocephali — hostitelem vranka Myoxocephalus scorpius, jelikoZ k ni vysla jako
sestreska skupina. Dale také k Dactylosoma ranarum (hostitelem Z&ba) a Babesiosoma stableri
(hostitelem pijavka Batracobdella picta). Ostatni haemogregariny (H. stepanowi — hostitelem
pijavka, H. balli hostitelem pijavka) jsou na jiné vétvi. Podle naSi analyzy je roh
haemogregarina polyleticky. Dlvodem pribuznosti mize byt také vektor, kterym je v téchto
pfipadech pijavka. Jinde haemogregarina podporuje dfive vyslovenou hypotézu, Ze
haemogregariny jsou polyfyletické. Tento Ukaz by mél byt zrevidovany.

Budoucim cilem by mélo byt molekularné-fylogenetické srovnani H. delagei z rliznych
lokalit a hostitelll, zda jsou vSichni zastupci stejného druhu. Déle je také dilezité se zaméfFit
v oblasti vyzkumu na pfenaSece téchto parazitl. Bylo by dobré potvrdit pfenos pijavkami jak
molekularné, tak i mikroskopicky. Podobné jako haemogregariny i popis ostatnich rodu z této
skupiny je zaloZen na podrobnostech jejich Zivotniho cyklu a morfologii. ProtoZe pribyvaji

Udaje o jejich genetické strukture, Ceka tuto skupinu vyrazna revize, kterad by zahrnovala data.
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12.Zavéry

Celkem bylo vysetfeno na krevnich parazitech 157 jedincl z ryb a paryb. Material byl
odebréan v roce 2015 na souostrovi Svalbard.

e Celkem bylo pouze 30 pozitivnich krevnich natér(i, ato urejnoka Amblyraja
radiata a ryby Myoxocephalus scorpius.

e U krevnich natérli z rejnoka Amblyraja radiata bylo nalezeno 19 pozitivnich
jedincd, prevalance 90 %. U vranky Myoxocephalus scorpius bylo nalezeno
11 pozitivnich jedincl parazita, prevalence 16 %.

e Ve viech pfipadech se jednalo o intracelularni zastupce skupiny Apicomplexa,
konkrétné druhu Haemogregarina delagei (Adeleorina).

e Vhodnymi a UspéSnymu primery pro tuto metodu, se kterymi jsem pracovala byly
Des233F, Des2200R v kombinace s Eribl a Erib10.

o Castetna shoda byla nalezena s parazity skupiny Adeleorina.
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14.Seznam zkratek

BLAST Basic Local Alingment Search Tool

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP deoxynukleotid

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina a jeji soli

ELFO Elektoforéza

NCBI National Center of Biotechnology Information

PCR Polymerédzova fetézova reakce

RNA Ribonukleova kyselina

SDS sodium dodecyl sulfat

SOC Super Optimal broth with Catabolite repression

TBE tris borat edta
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