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Abstrakt

Plzi rodu Radix hraji vyznamnou roli v pfenosu mnoha druhii motolic, mezi kterymi jsou
velmi zavazni parazité zvitat i ¢lovéka. Taxonomicka situace rodu Radix je nejasna z divodu
velké tvarové variability ulity v ramci jednotlivych druhd. Pravé tvar ulity byl hlavnim
znakem, na zakladé kterého byly popisovany nové druhy. Po nastupu molekularni taxonomie
byla validita nékterych druhi zpochybnéna. Tato prace vyuziva pii uréovani plzi rodu Radix
jak metody moderni — fylogeneticka analyza zalozena na genovych sekvencich, tak ptistupy
tradiéni — determinace dle konchologickych znakli a anatomie pohlavni soustavy. Pro
fylogenetickou analyzu byly pouzity dva geny. Mitochondrialni pro 16S rDNA a jaderny pro
ITS2 IDNA. Vysledkem molekularné fylogenetické analyzy bylo rozdé€leni sledovanych plzt
rodu Radix na 5 oddélenych druhii (R. auricularia, R. labiata, R. lagotis, R. peregra a R.
ampla). Vramci determinace dle morfometrie ulity bylo sledovano 11 pomérovych
parametrd, dle kterych bylo mozné spravné urcit vSechny sledované plze a zatadit je do
druhu, pfedem ur¢eného dle molekularnich metod. Pfi determinaci dle morfologie pohlavni
soustavy byl sledovan tvar a ulozeni kopula¢ni burzy, a tvar a délka jejiho duktu. Dle téchto
kritérii byl spolehlivé odlisitelny R. auricularia od druhti R. labiata, R. lagotis, R. peregra a
R. ampla. Podobné znaky pohlavni soustavy byly pozorovany u dvojice R. labiata - R. ampla
a u dvojice R. lagotis a R. peregra. V ramci parazitologické ¢asti byla sledovana vnimavost
plzi uréenych dle molekularnich metod k ndkazam motolicemi Fascioloides magna a
Trichobilharzia regenti. Jak nalezy z volné piirody, tak experimentalni pokusy oznacily za
potencialniho mezihostitele F. magna druhy R. labiata a R. lagotis. Pro T. regenti byl jako

mezihostitel potvrzen druh R. peregra.

Kli¢ova slova: Radix, taxonomie, analyza DNA, ITS2, 16S, morfologie, hostitelska specifita,

Fascioloides magna, Trichobilharzia



Abstract

Snails of the genus Radix play an important role in the transmission of many species of
trematodes which can represent dangerous parasites of animals and humans. Taxonomical
situation within the genus Radix is unclear. It is caused by morphological plasticity of the
shells of particular species. In the past the shell shape was the most frequently used
determination criterion for new species description. Due to new data brought by molecular
taxonomy, validity of some species became doubtful. In our contribution, modern methods
(phylogenetic analysis based on gene sequences) and classical approaches (determination by
conchological features and anatomy of reproductive organs) were used for determination of
snails belonging to the genus Radix. For phylogenetic analysis two genes were characterized
(mitochondrial 16S rDNA and nuclear ITS2 rDNA); in the samples 5 species of the genus
Radix (R. auricularia, R. labiata, R. lagotis, R. peregra a R. ampla) were confirmed. A
thorough morphological determination was based on 11 conchological characters which
allowed to identify all selected snails; conchological and molecular identifications were in
agreement. For determination by means of reproductive organ morphology, shape and
position of bursa copulatrix and its duct were used. According to these criteria, R. auricularia
was distinguishable from R. labiata, R. lagotis, R. peregra and R. ampla. Similar characters
were observed in the pairs of R. labiata - R. ampla and R. lagotis - R. peregra. In the
parasitological part of this work, susceptibility of mollusks to the infections by Fascioloides
magna and Trichobilharzia regenti was determined. Based on the experimental infections and
observations in the field, a potential to transmit F. magna via R. lagotis and R. labiata was
confirmed. Radix peregra was proved as the intermediate host of T. regenti.

Key words: Radix, taxonomy, DNA analysis, 1TS2, 16S, morphology, host specificity,

Fascioloides magna, Trichobilharzia
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1. UVOD

Plzi rodu Radix (Lymnaeidae; Basommatophora; Pulmonata), jsou mezihostiteli fady motolic
(Trematoda; Digenea). Tato skupina paraziti zahrnuje vyznamné patogeny zvirat a lidi.
Nejvyznamnéjsi skupinou paraziti z humanniho a veterinarniho hlediska, ktera je ptenasena plzi rodu
Radix, je bezesporu ¢eled” Fasciolidae. Jeji zastupci plisobi obrovské ekonomické ztraty v chovech
domacich zvitat a ohrozuji zdravi miliont lidi po celém svété. Taxonomie rodu Radix je nejednotna,
ulity je vSak vysoce variabilni v z&vislosti na prostiedi, v némz plz zije, a to i mezi jedinci jednoho
druhu (Correa a kol. 2010, Lozek 1956, Pfenninger 2006). V nékterych pracich se autofi zabyvali
determinaci podle morfologie vnitfnich organii (pifevdzné pohlavni soustavy), (Hubendick 1951,
Jackiewicz, 2000, Gloer 2002). Nastup molekularni taxonomie vSak zpochybnil validitu nékterych

druhovych nazvu.

Vétsina praci fesi problematiku taxonomie plzii rodu Radix pouze z jednoho thlu pohledu. Napitiklad
v nékterych stéZejnich molekularné taxonomickych studiich chybi fotky zpracovavanych plzi nebo
jejich morfologické charakteristiky. Casto neni zdtivodnéno pfifazeni druhového ndzvu k sekvencim
genu studovanych plzii. Naopak pii morfologickych studiich zase chybi potvrzeni molekularnimi
metodami - nutné ale jen v nékterych pfipadech. Komplexni prace sice existuji (Puslednik 2006),
nicméné nefesi situaci na uzemi Evropy, kde takova studie doposud chybi. Dokonalé zpracovani
vnitiniho ¢lenéni rodu a schopnost rozeznavat jednotlivé druhy je velmi dilezité pti sledovani Sifeni
nepivodnich patogenti na nova tzemi. Nalezeni vhodného mezihostitele je jedna z podminek pro
uspésné Sifeni parazita v nové lokalité. Typickym piikladem je Fascioloides magna a jeji zavle¢eni na
evropsky kontinent. Pivodné severoamericky druh se na uzemi Evropy uspésné adaptoval na mistni
plze, zejména G. truncatula. Nicmén¢ na nékterych lokalitach s vysokou prevalenci ndkazy F. magna
u sparkaté zvéte je vyskyt G. truncatula sporadicky. Je tedy otazkou, zda neni mozny pienos F. magna

pfes jiného plze, napiiklad R. labiata, ktery se na téchto lokalitach hojné vyskytuje.



Cile prace

Tato prace by méla zmapovat druhové slozeni rodu Radix na uzemi CR pomoci jak molekularnich
metod, tak klasickych postupi zalozenych pfevazné na sledovadni morfologie ulity a pohlavni
soustavy. Dale by méla ovéfit pfenos F. magna plzi rodu Radix, a to jak sbéry a vySetfenim plzt
z volné piirody, tak i experimentalnimi nakazami provadénymi v laboratofi. Okrajové se tato prace
bude zabyvat pifenosem nékterych motolic rodu Trichobilharzia, které jsou v zajmu parazitologd

zejména diky schopnosti zptisobovat neptijemnou kozni vyrazku, tzv. cerkariovou dermatitidu.

1) Sbér plzii rodu Radix na tizemi CR s diirazem na lokality s vyskytem motolice Fascioloides
magna, z divodu ovéfeni moznosti pfenosu této motolice plzi rodu Radix

2) Vypracovani fylogenetické analyzy rodu Radix sekvenaci dvou gent: ITS2 (jaderna oblast
rDNA) a 16S (mitochondrialni rDNA), pro zji§téni druhového zastoupeni na izemi CR.

3) Determinace plzti dle morfologie pohlavni soustavy a nové sledovanych konchologickych
znakid. Nasledna konfrontace vysledkt s vysledky molekularnich metod.

4) Sledovani vnimavosti vybranych druht rodu Radix k nakaze motolicemi Fascioloides magna

a Trichobilharzia regenti.



2. LITERARNi PREHLED

2. 1. Plzi rodu Radix

2. 1.1 Obecna charakteristika

Plzi rodu Radix (Lymnacidae; Hygrophila; Basommatophora; Pulmonata) jsou bé&znymi
zastupci malakofauny stojatych i tekoucich vod s celosvétovym rozsitenim (Hubendick 1951,
Strong a kol. 2008). Jedna se o plze se Sirokou nohou a kratkou hlavou, na niz jsou tykadla
trojihelnikovitého tvaru. Jeden par oc€i se nachidzi na vnitini strané baze tykadel
(Basommatophora). Dychaji plicemi (Pulmonata), dychaci otvor je ulozen na pravé strané
téla. Ulita je pravotociva s velkym ustim a riiznym poctem zavitl, z nichz posledni prevlada.
Jeji tvar podléhd znacné variabilité. Ta je pozorovana jak mezi jednotlivymi druhy, tak i
v ramci druhti (Hubendick 1951, Lozek 1956, Pfenninger a kol. 2006, Correa a kol. 2010).
Zastupci tohoto rodu jsou hermafroditi. A¢koliv je rod Radix celosvétové rozsiteny, bude se

tato kapitola zabyvat pouze druhy vyskytujicimi se na uzemi Evropy.

2. 1. 2. Problematika taxonomie plzi rodu Radix
Rod Radix (Monfort, 1810) je mnoha autory povazovan jen jako podrod rodu Lymnaea

(Lamarck, 1799) (Ulicny 1892, Lozek 1956, Ward a kol. 1997, Jackiewicz 2000,
Waullschleger a kol. 2002). Piesvédc¢ivé diikazy o samostatnosti rodu Radix pfinaseji vysledky
praci vyuzivajicich molekularnich metod (napt. Bargues a kol. 2001), viz niZe. Soucasna
taxonomicka situace uvnité rodu Radix je Castecné nejasnd. Nazor taxonomu na validitu
jednotlivych druhli neni jednotny a objevuji se €asté synonymizace. Tento stav je pievazné
zpiisoben velkou tvarovou variabilitou ulity. Pravé podle jeji morfologie byli zastupci rodu
Radix casto uréovani (napi. Uliény 1982, Lozek 1956, Jackiewicz 2000, Gloer 2002). Pozdéji
byl tento zplisob ur€ovani zpochybnén vysledky molekuldrné taxonomickych studii (Bargues
a kol. 2001, Remigio 2002, Pfenninger a kol. 2006). Proto dnes existuje n¢kolik paralelnich

systému nomenklatury, coz je hlavnim diivodem obtizné orientace v taxonomii tohoto rodu.
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2. 1. 3. Vyvoj nomenklatury rodu Radix

Nazory na pojmenovani druhii na uzemi Evropy se vyvijely. Uli€ny (1892) zahrnul zastupce
nynéj$iho rodu Radix pod rod Limnaea (pozn.: jde o staré oznaceni nyné&jSiho Lymnaea).
Jednotlivé zastupce urcoval dle zbarveni téla, plasté, morfologie ulity a charakteru oblasti
vyskytu. U nékterych zastupcti uvadi i varianty, které vyclenil na zaklad¢ tvarovych odlisnosti
ulity. Jsou to: Limnaea auricularia (L. auricularia var. minor), Limnaea ampla (L. ampla var.
monnardi), Limnaea ovata (L. ovata var. ampullacea), Limnaea lagotis, Limnaea peregra
(var. ambigua, var. curta, var. producta). Hubendick (1951) uréoval plze dle morfologie
ulity, tvaru téla, plasté, raduly a pohlavni soustavy. Rozd¢lil nynéjsi rod Radix dle odlisné
anatomie kopulacni burzy a jejiho duktu na dva druhy: Lymnaea auricularia a L. peregra. V
tomto rozdéleni byla L. peregra dale rozdélena na zaklad¢ tvarovych odliSnosti ulity na
varianty peregra, lagotis, ovata a ampla. Takto uréeni jedinci (v8echny varianty) pochazeli
pfevazné ze Skandinavie. Cast svoji prace vénoval detailnimu popisu anatomie pohlavni
soustavy a morfologie ulity exemplait pochazejicich pifevazné z muzejnich sbirek s velmi
Sirokym arealem ptivodu, viz tab. 2.1. V tomto vy¢tu druhti uvadi L. auricularia, L. lagotis, L.

ovata a L. peregra jako samostatné druhy. L. ampla zde neni uvedena.

Tab.2.1: PGvod vybranych plzii rodu Lymnaea pouzitych pii sledovani morfologickych
parametrti Z muzejnich sbirek. (Hubendick 1951)

Plz Zemé
L. lagotis Rusko, Mongolsko, Tibet, Cina
L. auricularia Mongolsko, Cina, Tibet, Svédsko
L. peregra Némecko, Italie, Velka Britanie, Rusko, Kamcatka
L. ovata Velka Britanie, Francie, Norsko, Island, Fajerské ostrovy, Rusko

Lozek (1956) plze determinoval dle morfologie ulity a charakteru lokality vyskytu. Rozlisil
dva druhy: Lymnaea auricularia a Lymnaea peregra. Oznaceni peregra, ampla, lagotis a
ovata uvadi jako tvarové varianty druhu L. peregra. Nazvy pro jednotlivé zéastupce zni tedy
takto: L. auricularia, L. peregra peregra, L. peregra ampla, L. peregra lagotis a L. peregra
ovata. Jackiewicz (2000) determinovala jednotlivé zastupce dle morfologie ulity, anatomie
pohlavnich organti a charakteru lokalit vyskytu. Uvadi dva druhy, kde oznaceni Radix
figuruje jako poddruh: Lymnaea (Radix) auricularia a Lymnaea (Radix) peregra. Lymnaea

(Radix) peregra je vjeji praci dale ¢lenéna na morfologické formy: Jednotlivé formy
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Lymnaea (Radix) peregra rozdélila dle morfologickych odlisnosti ulity. Znaky pohlavni
soustavy shledala u vSech forem Lymnaea (Radix) peregra identickymi, viz kapitola???.
Bargues a kol. (2001) sledovali druhovou variabilitu rodu Radix v Evropé pomoci sekvenace
genu kodujiciho ITS-2 (internal transcribed spacer 2) (oblast jaderné rDNA). Pouzivaji ve své
praci rodovy nazev Radix. Rozhodli tak na zaklad¢ vyskytu konzervované oblasti ohrani¢ené
dvéma variabilnimi Gseky v sekvencich ITS-2, kterou se odlisuje rod Radix od ostatnich rodt
Celedi Lymnaeidae. Vysledkem jejich molekularné taxonomické studie bylo rozliSeni rodu na
6 raznych druht, pfi¢emz nékteré z nich dale rozlisuji na nékolik genotypt. Radix auricularia
(5 genotypit), R. lagotis (2 genotypy), R. peregra (=R. ovata; =R. balthica) (3 genotypy), R.
ampla (1 genotyp), R. labiata (2 genotypy) a Radix sp. (1 genotyp). Remigio (2002) se
zaméfil na sekvenovani genu kodujiciho 16S (mitochondridlni rDNA). V jeho praci jsou
uvadény druhy R. auricularia, R. ovata a R. peregra a Radix sp. z Rumunska. Gloer (2002)
rozlisil jednotlivé zastupce dle morfologie pohlavni soustavy morfologie ulity, pigmentace
plasté a charakteru lokality vyskytu. Uvadi ve své praci tyto druhy: R. ampla, R. auricularia,
R. balthica, R. labiata a R. lagotis. Pfenninger a kol. (2006) pfisli s myslenkou nefadit
zastupce rodu Radix do druhi, ale spise do skupin definovanych daty molekularné
taxonomickych analyz, tzv. MOTU (Molecularly defined Operational Taxonomic Units).
Fylogenetickou analyzu zpracovali na zakladé dat ziskanych sekvenovanim
mitochondrialniho genu pro cytochrom ¢ oxidazu I (COI). Vysledkem jeho prace je rozdéleni
rodu Radix na5 skupin (MOTU 1 —5). Correa a kol. (2010) prezentuji vysledky zalozené na
sekvenaci tfi raznych gend (pro ITS-1, ITS-2 a 16S). Ve své praci uvadi jako validni druhy
ulozené do databaze NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) R. labiata, R. peregra, R. ampla,
R. lagotis, R. auricularia a R. ovata, nicméné pitimo v praci sekvenovali pouze druh R.
peregra. Ostatni uvadéné druhy ve vyctu jsou vysledkem sekvenace jinymi autory (Bargues a

kol. 2001, Remigio 2002, Jouet a kol. 2008).

2. 1. 4. Nejasnosti kolem druhii R. ovata, R. peregra, R. labiata, R. balthica

Tyto 4 druhy jsou co do validity nejvice diskutovany. Nazev R. peregra sensu Bargues a kol.
2001 je v soucasné zahranic¢ni literatuie (Bargues a kol. 2001, Gloer 2002, Correa a kol. 2010)
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pouzivan pro plze ptivodem ze severni Casti Evropy. Zaroven se paralelné jako R. peregra
oznacuji plzi b&zné se vyskytujici na tizemi Ceské republiky. Jedinci z obou oblasti se viak
lisi dle vysledki molekularnich studii (Bargues a kol. 2001, Remigio 2002), proto je druhy
jmenovany oznacovan jako R. labiata (Kruglov a Starobogatov 1983, citovano z Pfenninger a
kol. 2006), toto oznaceni vSak neni ¢eskymi malakology akceptovano (Beran 2002, Jutickova
2008). Radix ovata je nekterymi autory pokladan za synonymum R. peregra sensu Bargues
2001 (Bargues a kol. 2001). N&ktefi autoii (Ward a kol. 1997, Wullschleger a kol. 2002)
uvadéji R. ovata a R. peregra jako dva samostatné druhy, podrobnosti viz box A. R. balthica
je synonymem pro R. ovata (Bargues a kol. 2001), nicméné se v Soucasné literatuie

setkdvame s obéma nazvy.
Box A
Potvrzeni validity druhu R. peregra a R. ovata dle laboratornich experimentii

Ward a kol. (1997), potvrdili R. ovata a R. peregra (pozn.: v originale oznaceni Lymnaea
ovata a L. peregra) jako dva samostatné druhy pomoci elektroforézy Etyt proteinti: glycerol-3-
fosfat dehydrogenazy (GPD), glukoza fosfat isomerazy (GPI), izocitrat dehydrogenazy (IDH)
a manoza fosfat izomerazy (MPI). Tvrzeni o samostatnosti druhti R. ovata a R. peregra
podpotili vysledky sledovani nakazy obou druhd motolici Diplostomum phoxini. Zatimco R.
ovata vykazovala 10% gigantismus oproti nenakaZzenym kontroldm, nakaZeny R. peregra
nevykazoval zndmky gigantismu, ale m¢l vyssi umrtnost. Déle sledovali vliv kolisadni hladiny
v nadrzi na produkci vajicek obou druhii. Radix ovata vykazoval 30% pokles produkce
vajicek pfi snizeni hladiny v chovné nadrzi oproti kontrolni skuping, zatimco u R. peregra byl
pokles jen 10 %. Stejny nazor, Ze R. ovata a R. peregra jsou samostatnymi druhy, zastavaji
Waullschleger a kol. (2002). Vysledky jejich laboratornich experimenti ukazaly, ze R. ovata
rostl za stejnych laboratornich podminek pomaleji nez R. peregra, a také pozd¢ji zapocal svoji
reprodukéni aktivitu. Domnivaji se, ze R. ovata inklinuje v zivotnim cyklu k reprodukci
jedenkrat za zivot, zatimco L. peregra produkuje vajicka kontinudlné€ po cely zivot. Tvar ulity
obou druhli konvergoval v laboratornich podminkéch jiz po dvou generacich, a proto na
zakladée konchologickych znakt je nebylo moZzné rozliSit. Oddé€leni téchto sympatrickych plzi
do dvou samostatnych druhit podpofil i fakt, Ze v laboratornich podminkach mezi nimi
existovala reprodukéni bariéra (Wullschleger, nepublikovano, citovano z Wullschleger a kol.
(2002).
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2. 1. 5. Zpiisoby determinace

2. 1. 5. 1. Determinace dle morfologie ulity

Hlavnimi uvadénymi determinac¢nimi znaky jsou vyska ulity, §itka ulity, vySka tusti a Sitka
usti (viz obr. 2.2 ), ale pfesna cisla pomért vySe uvedenych znakl jsou dostupna jen pro
nekteré druhy (Hubendick 1951, Lozek 1956, Jackiewicz 2000, Gloer 2002); charakteristiky
se V ostatnich ptipadech omezuji pouze na slovni popis ulity. Ukazuje se vsak, ze na zaklad¢
téchto znaku nelze rozlisit R. auricularia od R. peregra, a R.lagotis od R. labiata (nazvy dle
Bargues a kol. 2001) (Hunova 2008)

Obr. 2.2: Hlavni morfologické znaky ulity

VUL

VUS

SuL

Vysvétlivky: V - vrchol, S — ev, Z — zavit, K — kotou¢, PA — patro, DKC — dolni konec civky,
P — pistél, U — Gsti, O — obusti, VUL — vy3ka ulity, VUS — vyska Gsti, SUS — siika usti, SUL —

Sitka ulity. (autor: Leontovy¢, nepublikovano)

14



2. 1. 5. 2 Determinace dle morfologie pohlavni soustavy

Determinaci dle morfologie pohlavni soustavy se zabyvali zejména Hubendick (1951),
Jackiewicz (1988, 2000), Gloer (2002), Hunova (2008) Vinarski (2009). Hlavnimi
determina¢nimi znaky jsou pomér délky falotéky a preaputium (samdéi Cast), délka duktu
kopula¢ni burzy a jeji tvar (sami¢i cast) obr. 2.3. Sledovani téchto znakti vSak vyzaduje
znacnou zkuSenost a sledovany jedinec nesmi byt nakazen vyvojovymi stadii motolic

(Lafferty 1993).

Obr.2.3: Pohlavni soustava R. auricularia (Jackiewicz 2000, upraveno)

Vysvétlivky: pht = falotéka, prp = preaputium, bc = kopulaéni burza, dbc = duktus kopulaéni
burzy
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Tab. 2.4: Hlavni znaky pouzivané pro determinaci dle morfologie pohlavni soustavy.

Nazev plze Prp/pht Duktus kopulaé¢ni | Kopulaéni burza
burzy
R. auricularia prp=pht dlouhy, tenky
prp>pht dlouhy tenky kulovita
dlouhy, tenky kulovita
prp=pht dlouhy tenky kulovita
R. labiata prp>pht
kratky tlusty vejcita
R. balthica prp=pht Kratky, tlusty hruskovita
dlouhy tenky kulovita
R. peregra prp>pht velmi kratky az hruskovita
dlouhy
prp=pht kratky hruskovita
R. lagotis kratky tlusty hruskovita
variabilni dlouhy variabilni
tenky,kratky tenky
L. ovata prp>pht velmi kratky az
dlouhy
L. ampla prp<pht kratky
Vysvétlivky:
Gloer 2002 | Hunova 2008 | Hubendick 1951 | Jackiewicz 2000 | Vinarski 2009

pht = falotéka prp = preaputium
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2.1. 5. 3. Determinace dle molekularnich analyz
Tato metoda je povazovana za nezbytnou soucast determinace plzi rodu Radix (Pfenninger a
kol. 2006).

Pomoci sekvenovani genu kodujici ITS-2 (internal transcribed spacer 2, oblast jaderné rDNA)
byl rod Radix rozdélen na 6 riznych druhti (Bargues a kol. 2001) (viz vyse). Mezidruhové
vztahy jsou znazornény na obr. 2.5. Vysledné sekvence jsou ulozeny v databazi NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Tento gen byl vybran pro svou znac¢nou variabilitu, a je tudiz
vhodnym nastrojem pro sledovani mezidruhovych vztahi (Almeyda-Artigas a kol. 2000,
Dvorak a kol. 2002). Galba truncatula a rod Radix byly oznaéeny dle délky sekvenci (370—
406 pari bazi) jako bazalni skupiny Celedi Lymnaeidae (délka genu pro ITS-2 v pribéhu
fylogeneze narista). Kromé validity R. auricularia, R. labiata, R. lagotis a R. peregra byla
potvrzena i validita druhu R. ampla. Ptifazeni druhovych nazvi k jednotlivym sekvencim
bylo provedeno po osobni komunikaci s Dr. Falknerem, a to bez blizsi specifikace (Bargues a
kol. 2001)

Obr. 2.5: Mezidruhové vztahy rodu Radix (metoda neighbour joining), (Bargues a kol. 2001,

upraveno)

R. aunicularia GT1
R. aurnicularia G12
100 R. aunculana GT3
D i, R. auricularia GT4
2 R. aunicularia GTS
——  Radix sp.
;2- R. fagotis GT1
R. lagotis GT2
R. peregraGT1
2 R. peregra GT2
100} 5 peregraGT3
— R.ampia
Radix labiata GT1
| E[ Radix labéafa GT2
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Pfenninger a kol. (2006) sekvenovanim mitochondrialniho genu pro cytochrom ¢ oxidazu |
(COI) rozdélili rod Radix do 5 skupin (viz vys$e). Mitochondrialni geny jsou ¢asto vyuzivany
pii studiich genetického toku. Jsou pfenaSeny po matetské linii, bez moznosti rekombinace
alel. U jednotlivych skupin urcenych dle molekuldrnich analyz nabylo mozné nalézt
konchologicky znak, ktery by studované jedince v jednotlivych skupinach spolehlivé odd¢lil.
Tvarova variabilita byla kontinualni napfi¢ vSemi skupinami a zavisla na charakteru lokality
vyskytu.

Remigio (2002) sekvenovanim genu kodujiciho 16S (mitochondrialni rDNA) oznacil rod
Radix jako parafyleticky taxon. Zkoumani jedinci pochazeli ze tfi kontinentt (Asie, Evropa,
S. Amerika). Jako evropské druhy byly uvedeny R. auricularia, R. ovata a R. peregra a R.
sp. Rumunsko, pficemz Radix sp. Rumunsko byl vice pfibuzny asijskym druhim (R.
quadrasi, R. luteola, R. sp. Filipiny) a jednomu severoamerickému druhu Radix sp. Kanada.
Radix sp. Rumunsko a Radix sp. Kanada se 1i§i pouze v substituci jedné baze. Vysledné
sekvence byly uloZeny v databazi NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Mezidruhové vztahy
jsou znazornény na obr. 2.6. Pfifazeni druhovych nazvl k jednotlivym sekvencim nebylo

vysvétleno.

Obr. 2.6: Mezidruhové vztahy rodu Radix (metoda maximum likelihood) (Remigio 2002,

upraveno)

95

R. auricularia
R. ovala

R. peregra

97 R. quadrasi

R. luteola

R. sp. Ph
R.sp.Ca, Ro

Vysvétlivky: Ph — Filipiny, Ca — Kanada, Ro — Rumunsko

Huilova (2008) sekvenovanim genu pro ITS-2potvrdila vyskyt 4 druh@i na uzemi CR: R.
labiata, R. lagotis, R. peregra a R. auricularia. Nazvoslovi pouzila dle Barguesové a kol.
(2001).

Feldmeyer a kol. (2010) osekvenovali kompletni mitochondrialni genom R. balthica. Jednalo

se o prvni kompletni genomovou sekvenci plze ¢eledi Lymnaeidae. Cela sekvence byla
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tvofena 13993 nukleotidy a obsahovala celkem 37 gent (13 gend kodujicich proteiny, 2 geny
pro TRNA a 22 genti pro tRNA). Vysledné sekvence jsou ulozeny v databazi NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Jakykoliv morfologicky popis nebo fotografie analyzovanych

plzt chybi.
2.1.5.4. Charakter lokalit vyskytu jednotlivych druhi

Soucasti malakologickych praci jsou ¢asto uvadény typické lokality vyskytu pro jednotlivé
druhy plzi rodu Radix (Ulicny 1892, Lozek 1956, Jackiewicz 2000, Beran 2002). Ackoliv se
nejednd o pfimé determinacni kritérium, je vhodné tyto informace uvést. Souhrn lokalit

vyskytu pro jednotlivé druhy rodu Radix je uveden v Tab. 2.7

Tab. 2.7: Charakter lokality vyskytu plzt rodu Radix dle riznych autort.

Druh plze Charakter lokality vyskytu

R. auricularia Stojaté vody s bahnitym dnem, vyjime¢né pomalu tekouci
Stojaté vody, tin¢, ramena fek, vyjimecné klidné useky fek
Stojaté vody, rybniky, ramena fek

Rybniky, piskovny, ramena fek, pomalu tekouci vody

R.ampla Stojaté vody, klidna mista fek
Tekouci vody, vétsi feky a regulacni nadrze, vyjimecné potoky
Jezera s bahnitym nebo pis€itym dnem, tekouci vody

Velké a pomalu tekouci Gizivné vodni toky

R. ovata Stojaté vody, klidna mista fek

(pravdépodobné R. ¥ pytoky Feky vatsi stojaté vody
peregra sensu Bargues

a kol. 2001) Stojaté 1 tekouci vody, ramena fek s mnozstvim vodni vegetace
Stojaté a pomalu tekouci vody, kanaly luznich lesi
R. peregra Ptikopy, kaluze

(R. labiata sensu Potoky, prameny, taiiky, moéaly, periodické kaluze
Bargues a kol. 2001) Y, P Y Ys Y, p

Potoky, kaluze, odvodné strouhy,
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Pramenisté, struzky s Zivinami chudou, dobte okyslicenou vodou

R. lagotis Stojaté vody s kamenitym dnem (lomy)
Lucéni ptikopy, tiné, fi€ni ramena, potoky, velké prameny

Stojaté i tekouci vody

Vysvétlivky:

Uli¢ny (1892) | Lozek (1956) | Jackiewicz (2000) | Beran (2002)

2. 2. Plzi rodu Radix v roli mezihostiteli motolic

P1zi rodu Radix mohou slouzit jako mezihostitelé celé fady motolic (Digenea, Trematoda).
Nasledujici kapitola se bude zabyvat rodem Trichobilharzia (Schistosomatidae, Digenea,
Trematoda) a celedi Fasciolidae (Digenea, Trematoda). Zastupci téchto skupin jsou

vyznamnymi parazity z hlediska humanni a veterinarni mediciny.

2. 2. 1. Rod Trichobilharzia

Obecna charakteristika

Rod Trichobilharzia je nejpocetnéj$im rodem c¢eledi Schistosomatidae. Zahrnuje pies 40
druhi s celosvétovym rozsitenim (Horak a kol. 2002, Jouet a kol. 2010). Tento oddil se bude
zabyvat pouze druhy vyskytujicimi se na uzemi Evropy (Tab. 2.8). Gonochoristi¢ti ¢ervi
nitkovitého tvaru parazituji vyhradné v ptacich. Jsou lokalizovani v cévach kolem vnitinich
organli (visceralni druhy) nebo v nazélni sliznici (nazélni druhy), kde se zivi krvi. Pro rod
Trichobilharzia, stejné jako pro celou ¢eled” Schistosomatidae, je typicky dvouhostitelsky
cyklus. Cely sloZity proces za¢ind vylou€enim vajicka oplodnénou samici do krevniho fecisté.
Odtud se dostava pasivni pasazi tkanémi do stieva a nasledné je spolu s vykaly vylouc¢eno do
vngjSiho prostiedi. Diky zméné osmotického tlaku a svételnych podminek se z n¢j béhem
n¢kolika minut az hodin lihne prvni obrvené larvalni stadium - miracidium (visceralni druhy).
V piipadé nazalnich druhti (T. regenti) se miracidium lihne jiz v nosni dutiné a do volného
prostieni se dostava dychacimi otvory (Horak a kol. 1998). Ve vnéjsim prostiedi miracidia

vyhledévaji vhodného mezihostitelského plze. Energii Cerpaji ze zésob glykogenu. Pokud
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nenalezne vhodného mezihostitele, tak po nékolika hodinach hyne. Miracidia se orientuji
pomoci fototaxe, a geotaxe. Dulezity atraktant pro miracidium jsou exkrecné sekrecni
produkty plze makromolekularniho charakteru, tzv. MAGs (miracidia-attracting
glycoproteins). Po kontaktu s vhodnym mezihostitelem miracidium pronika do télni dutiny a
méni se na dal$i larvalni stadium - matefskou sporocystu. Ta po Case zacne produkovat
dcefiné sporocysty. V nich se vyviji tfeti larvalni stddium — cerkérie. Ty jsou vyluovany plzi
do volného prostredi, kde aktivné vyhledavaji konecného hostitele. Stejné jako miracidia maji
omezeny Cas na nalezeni hostitele, pfi kterém vykazuji pozitivni fototaxi a negativni geotaxi.
Po vyhleddni konec¢ného hostitele penetruji kiizi pomoci lytickych enzymi, méni se na
schistosomulum a prodélavaji slozitou migraci té¢lem hostitele az do mista konec¢né lokalizace.
RozliSuji se dvé rozdilné cesty migrace. Visceralni druhy migruji krevnim feciStém, zatimco
druhy nazdlni migruji nervovou soustavou. Po dosazeni konecné lokalizace schistosomulum
dospiva v adultniho jedince a hleda jedince opa¢ného pohlavi, se kterym kopuluje. To je

mozné pouze v piipad¢, ze se definitivni hostitel nakazil cerkdriomi obou pohlavi.

Tab. 2.8: Vybrani zastupci rodu Trichobilharzia na izemi Evropy. (Horak a kol. 2002,
Rudolfova a kol. 2007)

Druh Definitivni hostitel | Mezihostitel
T. regenti Horak, Kolarova et Dvorak, 1998 Anseriformes Lymnaeidae
T. szidati Neuhaus, 1952 Anseriformes Lymnaeidae
T. franki Miiller et Kimmig, 1994 Anseriformes Lymnaeidae
T. filiformis Mcmullen et Beaver, 1945 Anseriformes neznamy

T. salmanticensis Simon —Martin et Simon- | Anseriformes Lymnaeidae
Vicente, 1999

T. kossarewi Skrjabin et Zakharov, 1920 Anseriformes neznamy

T. kowalewski Mcmullen et Beaver, 1945 Anseriformes neznamy

(pozn. Ve starsi literatuie se objevuje druh T. ocellata. Ta byla v ptipad¢ evropskych izolatt
dle molekularnich analyz synonymizovana s druhem T. szidati (Rudolfova a kol. 2005).

Vysvétlivky: ‘ nazalni ’ visceralni | CR (Rudolfova a kol. |
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Vyznam rodu Trichobilharzia

Motolice rodu Trichobilharzia jsou vyznamnymi parazity z hlediska humanni mediciny, a to
pro svou schopnost zptisobovat cerkariovou dermatitidu. Jednéd se o silnou imunitni reakei,
spusténou pii opakovaném priuniku cerkarii do kize ndhodného hostitele (napi. Clovek)
(Kolatova 2007). Cerkariova dermatitida jako takova pfimo neohrozuje zdravi napadeného
jedince, nicméné se jedna o velmi nepifijemnou nakazu, doprovazenou vyrazkou a silnym
svédénim, které muze trvat az n€kolik dni (Hordk a kol. 2002). V nékterych ptipadech
nakazy savce vSak mize dochéazet k uniku schistosomul z kiize a jejich nésledné tkéanové
migraci (Hordk a kol. 2008). Schistosomuly visceralnich druht byly naptiklad nalézany
Vv plicich experimentalné nakazenych zvitat (mysi) (Chanova a kol. 2007). Migrace nazalnich
druhii nervovou soustavou mtize zptisobovat neuropatogenni zmény, vedouci az k do¢asnému

ochrnuti konc¢etin (Hradkova a Horak 2002).

Plzi rodu Radix jako mezihostitelé motolic rodu Trichobilharzia
Rod Trichobilharzia vyuziva jako mezihostitele Siroké spektrum vodnich plzi (Horak a kol.
2002). Priklady kompatibilnich dvojic mezihostitel parazit jsou v tab. 2.9).

Tab. 2.9: Vybrani zastupci rodu Radix jako mezihostitelé motolic rodu Trichobilharzia na

uzemi Evropy.

Parazit Plz
R. auricularia | R. labiata R. lagotis R. peregra

(=R.ovata=
R. balthica).

T. regenti nepotvrzeno potvrzeno
1)

T. franki Potvrzeno (3) | nepotvrzeno nepotvrzeno potvrzeno
3)

T. nepotvrzeno nepotvrzeno nepotvrzeno potvrzeno

salmanticensis 4)

Vysvétlivky: 1 - Joulet a kol. 2008, 2 - Vostry 2010, 3 — Jouet a kol.2010, 4 - Simon-Martin &
Simon-Vicente, 1999 -

o
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2.2. 2. Celed’ Fasciolidae
Obecna charakteristika

Celed’ Fasciolidae (Digenea, Trematoda) je pomémé malo pocetnd skupina motolic
s celosvétovym rozsifenim. Zahrnuje 6 rodd (Mas-Coma a kol. 2009) viz tab. 2. 10 Jeji
zastupci patii mezi nejvetsi z celé skupiny Trematoda. Maji dorzoventralng zplostélé télo
pokryté otrnénym tegumentem se dvéma dobie vyvinutymi piisavkami. Jsou to vyhradné
parazité traviciho traktu savci a podle mista lokalizace se dé€li na jaterni a stfevni druhy.
V obou ptipadech se zivi krvi. Hermafroditicti jedinci produkuji obrovské mnoZstvi vajec,
ktera se s trusem dostavaji do vnéjSiho prostiedi. Miracidium se lihne po nékolika tydnech a
po proniknuti do mezihostitelského plze se méni na matetskou sporocystu. Ta produkuje
matetské redie, které davaji vzniknout dcefinym rediim. V téch se tvofi cerkarie. Ty se po
uvolnéni do volného prostiedi encystuji do podoby metacerkarie (vétSinou na vodni vegetaci).
Po pozieni definitivnim hostitelem prodé€lavaji sloZitou tkanovou migraci, kterd konci

usidlenim parazita v misté¢ kone¢né lokalizace.

Tab. 2. 10: Celed Fasciolidae, jeji zastupci, definitivni hostitelé a mezihostitelé (Lotfy a kol.
2008, Mas-Coma a kol. 2009)

Rod Druh Definitivni hostitel mezihostitel

Fasciolopsis F. buski Prasata, €lovék, opice Planorbidae
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Parafasciolopsis P. fasciolaemorpha prezvykavci Planorbarius
corneuss

Protofasciola P. robusta Sloni neznamy

Vysvétlivky:

jaterni | stfevni

Vyznam celedi Fasciolidae

Zastupci ¢eledi Fasciolidae mohou byt velmi zavaznymi patogeny ¢lovéka i zvifat. Diky své
velikosti, slozité tkanové migraci a mistu parazitace zplisobuji vazné zdravotni komplikace a
v nékterych ptipadech 1 smrt svého hostitele (Lotfy a kol. 2008). Napadena zvifata ztraceji na
vaze, snizuje se jejich plodnost a produkce mléka (Genicot a kol. 1991). Diky témto faktorim
se fadi mezi nejvyznamngjsi parazity z ekonomického hlediska. Na tuzemi Ceské republiky se

vyskytuji dva zastupci této ¢eledi: Fasciola hepatica a Fascioloides magna.

Fasciola hepatica

Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) je vysoce patogenni parazit s celosvétovym rozsifenim.
Jedna se o pomérné velkého parazita. Dospélci dosahujici délky 3cm a Sifky 1,3cm parazituji
ve zluCovych kanalcich mnoha druhti savct vcetné cElovéka. Pocet infikovanych lidi se
odhaduje na 2,4 milionti (Rim a kol. 1994). V nékterych hyperendemickych oblastech Bolivie
dosahuje prevalence az 68 % (Esteban a kol. 1999). Na uzemi Ceské republiky nejsou piipady
lidské nakazy hlaseny, nicméné nakazy domacich zvifat se vyskytuji (Zmuda a Chroust
2001). Na naSem uzemi slouzi jako mezihostitel plz Galba truncatula z ¢eledi Lymnaeidae.
Nicméné byl potvrzen mozny pienos pies plze rodu Radix, kteti se téz bézné vyskytuji na
nasem uzemi (Caron a kol. 2007, Relf a kol. 2009, Vignoles a kol. 2002).

Fascioloides magna

Fascioloides magna (Bassi, 1875), (Fasciolidae; Digenea; Trematoda) je vysoce patogenni
parazit volné zijicich i domacich ptezvykavci. Dospéli jedinci dosahuji délky 4-10 cm a jsou
2-3,5 cm Siroci. Lokalizovani jsou v jaternim parenchymu, kde tvoii pseudocysty. Plivodnim
aredlem vyskytu je Severni Amerika, odkud byla vroce 1865 zavleCena do Italie spolu

s jelencem virzinskym (Odocoileus virginianus). Odtud se Sifila po celé Evropé, véetné
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byvalého Ceskoslovenska (Erhardova-Kotrla 1971). Prvni nalez na uzemi CR byl zaznamenéan
v roce 1930 (Ullrich 1930, citovano z Novobilsky a kol. 2006). V ptivodnim arealu vyskytu
vyuzivala jako mezihostitele Siroké spektrum plza Celedi Lymnaeidae: L. caperata, L.
modicella (Laursen and Stromberg 1993), L. bulimoides techella (Sinitsin 1933), Lymnaea
parva a L. palustris nuttalliana (Swales 1935). Na tizemi Evropy se Gspésné adaptovala na
plze Galba truncatula. Tento plz je také uvadén jako nejcastéjsi mezihostitel F. magna na
tizemi CR (Erhardova-Kotrla 1971, Faltynkova a kol. 2006). Dal§im moznym mezihostitelem

na nasem tzemi jsou uvadéni néktefi zastupci rodu Radix.

PlZi rodu Radix jako ,,nahradni“ mezihostitelé motolic ¢eledi Fasciolidae

Celkova globalizace spoleCnosti a zmény klimatu maji za nasledek Sifeni infekénich a
parazitarnich onemocnéni na nové lokality. Takto se rozSifujici ndkazy se oznacuji jako
»emerging diseases™ (EDs) (Daszak a kol. 2000). Mezi EDs patii n¢které¢ helmintdzy (napf.
schistosomoza, onchocerkédza, loadza, lymfatické filariozy) (Patz a kol. 2000). Na uzemi
Evropy jsou mezi EDs mimo jiné fazeny cerkariova dermatitida (Horak a Kolafova 2011),
fascioloza (Mas-Coma 2004) a fascioloid6za (Novobilsky a kol. 2007). Pro uspésné Siteni
vySe zminovanych ndkaz na nova tzemi hraje klicovou roli pfitomnost vhodného
definitivniho hostitele a mezihostitele. Pravé plzi rodu Radix mohou piebirat funkci
standardnich mezihostiteld (Erhardova-Kotrla 1971, Vignoles a kol. 2002, Faltynkové a kol.
2006, Caron a kol. 2007, Relf a kol. 2009) (podrobnosti viz box B). Typickym piikladem je
situace na nékterych lokalitach v Irsku, kde je pozorovana u ovci nakaza F. hepatica. Na
rozdil od plzi rodu Radix se na téchto lokalitach nevyskytuje G. truncatula diky nizkému pH
vody (Relf a kol. 2009). Z tohoto hlediska je studium vnimavosti plzti rodu Radix velmi

dilezité.

Box B

Vnimavost plzi rodu Radix k nakazam Fasciola hepatica a Fascioloides magna

Caron a kol. (2007) provadeli experimentalni nakazy plzi R. labiata a R. balthica (sensu
Bargues a kol. 2001). Oba druhy byly determinovany pomoci sekvence ITS2 regionu. Nakaza

byla provedena dvéma miracidii. Jako kontrolni skupina byla pouzita G. truncatula.
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Uspésnost nédkazy u R. labiata byla 45 %, u R. balthica 6,25%. Metacerkarie schopné
infikovat kone¢ného hostitele (potkan) produkoval pouze druh R. labiata. Relf a kol. (2009)
sledovali nakazu F. hepatica u plzi z volné piirody v Irsku. Plze ziskali béhem tii sbéra
Vv bieznu, dubnu a kvétnu. Dle ITS2 sekvence je urcili jako R. peregra (sensu Bargues a kol.
2001). V jednotlivych mésicich zjistili nakazu 10,3%, 60,4% a 61,1%, kterou detekovali
pomoci PCR. Vignoles a kol. (2002) uvadi jako mozného mezihostitele R. ovata (sensu Gloer
& Meier-Brook, 1994). Infikovali 100 plzd, kazdého dvéma miracidii. Vysledna prevalence
byla 36,5 %. Plzi vyluCovali pln¢ vyvinuté cerkarie. Erhardova-Kotrla (1971) zkoumala
vnimavost plzi R. peregra peregra a R. peregra ovata (pozn. patrné se jednalo o R. labiata a
R. peregra sensu Bargues a kol. 2001). U obou druhti potvrdila tispésnou nakazu, nicméné
nakazeni plzi neprodukovali cerkéarie. Faltynkova a kol. (2006) uvadi jako mozného
mezihostitele R. peregra (pozn. patrné se jednalo o R. labiata sensu Bargues a kol. 2001).
Toto tvrzeni zakladaji na nélezech infikovanych plzi z volné ptirody na dvou ceskych
lokalitach (obora Sedlisté, vojensky prostor Obecnice). Prevalence byla 0,12 % a 2,78 %.
Dale provadéli experimentalni nakazy stejnych plzid, kde vysledna prevalence dosahla 18 %.

Vyvoj parazita dosahl stadia plné vyvinuté cerkarie.
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3. MATERIAL A METODIKA

3. 1. Sbér, vySetieni a fixace plzi

Sbér plzi

Sbér plzt probihal v obdobi od srpna 2009 do ¢ervna 2011 na stojatych 1 tekoucich vodach po
celé Ceské republice s diirazem na lokality s vyskytem F. magna (viz kapitola 4). Dale byl
ziskan material ze Slovenska, Ukrajiny a Islandu (jedna lokalita z kazdé zemé). Sbér byl cilen
prevazné na plze rodu Radix se zaméfenim na nakazy motolicemi rodu Trichobilharzia a
Celedi Fasciolidae. Piilezitostné byly sbirany druhy Galba truncatula (z divodu ziskani
metacerkarii na zavedeni Zivotniho cyklu F. magna). Sbér probihal za pomoci cedniku nebo
ruén€¢ zvodni vegetace a potopenych predmétii. Poté byli plzi pfevezeni v plastovych

nadobach s minimem vody do laboratofe k dalSimu vySetieni.
VySsetieni a fixace

P1zi byli v laboratofi rozdéleni podle lokalit do sklenic s vodou v zavislosti na velikosti po 1 —
10 jedincich a nékolik hodin vystaveni svételnému zafeni ze stolnich lamp (vyplouvaci
metoda, NaSincova 1992). Béhem této doby probihala prubézné kontrola na pFitomnost
cerkarii motolic. Pti podezieni na cerkarie z ¢eledi Schistosomatidae nebo Fasciolidae byly
cerkarie dale pozorovany pod svételnym mikroskopem (Olympus CX21). V ptipadé
pozitivniho nélezu cerkarii motolic zuvedenych celedi byli plzi z naddoby s cerkériemi
rozdéleni do samostatnych nadob. Tak byl identifikovan vylucujici plz. V prib&éhu nékolika
nasledujicich dni byly odebirany cerkarie, které¢ byly uchovavany v 96 % etanolu pro pozdéjsi
determinaci pomoci molekularnich technik. Né&ktefi nakaZeni plzi byli uchovéni naZivo pro
experimentalni ndkazu definitivnich hostitelt. Z kazdé lokality bylo vy¢lenéno maximaln¢ 20
plza, kteti byli usmrceni v plastovych nadobkéach s 96 % etanolem, ktery byl dale nafedén na
kone¢nou koncentraci 70%. Zbytek byl vypustén zpét do ptirody. Material fixovany etanolem

byl uchovavan pii pokojové teploté.
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3. 2. Molekularni analyza
Izolace DNA

DNA byla izolovana z fixovanych plzi (70 % etanol). V nékolika ptipadech byla
izolovana z cerstvé usmrcenych plza. Pouzita byla tkan ze zadni ¢asti nohy a predni Casti
plasté kvuli minimalizaci kontaminace obsahem stfeva nebo vyvojovymi stadii motolic.
Samotna izolace probihala podle protokolu komeréné dodavaného kitu (QIAamp® DNA Mini
Kit, QIAGEN). Koncentrace ziskané DNA byla méfena na spektrofotometru ND-1000

(NanoDrop™ a uchovéna v eluénim pufru pii teplots — 20°C.
PCR

Pro molekularni analyzu byly vybrany dva geny, a to pro ITS-2 (jaderna oblast rDNA) a 16S
(segment velké podjednotky mitochondrialni rDNA). Pro gen kédujici ITS-2 byly pouzity
primery ITS-2 RIXO a ITS-2 NEWS (Generi Biotech), (Tab. 3. 1). Pro gen kodujici 16S byly
pouzity primery 16Sfor a 16Srev (Generi Biotech), (Tab. 3. 2).

Tab. 3. 1: Pouzité primery pro gen kodujici ITS-2. (Almeyda-Artigas a kol. 2000)

Nazev primeru | Sekvence primeru

ITS-2 RIXO 5-TGTGTCGATGAAGAACGCAG-3’

ITS-2NEWS | 5'-TTCTATGCTTAAATTCAGGGG-3’

Tab. 3. 2: Pouzité primery pro gen kodujici 16S. (Simon a kol. 1991).

Nazev primeru | Sekvence primeru

16Sfor 5'-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3"

16Srev 5-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3'

PCR reakce probihala v celkovém objemu reak¢éni smési 25 pl. (Tab. 3. 3)
Tab. 3. 3: Reakéni smés pro PCR
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10X Sahara reaction buffer (Bioline) 2,5 ul

Sahara DNA polymerase 4u/ul (Bioline) | 0,3 ul

50 mM MgCl; (Bioline) 1 ul

2,5 mM dNTP (Bioline) 2 ul

10 mM primer forward (tabulka a., b.) 0,5 ul

10mM primer reverse (tabulka a., b.) 0,5 ul

DNA templat 50 ng

H,0O deionizovana, autoklavovana Zbytek do celkového objemu 25 ul

Vlastni PCR probihala na piistroji My Cycler™ Thermal Cycler (Bio-Rad). Pro kazdy
gen byl pouzit jiny protokol.

Protokol pro ITS-2: jeden cyklus 94°C, 10 min; 30 cyklia: 94°C, 30 s, 50°C, 30 s;
72°C, 1 min; jeden cyklus 72°C 7 min. Po skonceni reakce byla naprogramovana konstantni
teplota 4°C.

Protokol pro 16S: jeden cyklus 95°C, 10 min; 50°C, 2 min; 72°C, 1,5 min; 4 cykly
93°C, 15 s; 50°C, 15 s; 72°C, 1,5 min; 25 cykla 93°C, 5 s; 50°C, 8 s; 72°C, 1 min; jeden
cyklus 72°C. Po skonc¢eni reakce byla naprogramovana konstantni teplota 4°C.

Vysledek PCR byl vyhodnocen pomoci gelové elektroforézy.
Gelova elektroforéza a purifikace PCR

Pro gelovou elektroforézu byla pouzita vanicka (Cleaver Scientific Ltd) se zdrojem (Hoefer
PS300 — B). Do 1 % agardzového gelu byla pro kazdy vzorek napipetovana smés: 10 ul PCR
produktu, 2 pl 5x DNA loading buffer, tri-colour (Bioline), 0,5 pl SYBR® Green |
(Invitrogen). Jako marker byl pouzit Hypperladder IV (Bioline) s piimési 0,5 pl SYBR®
Green I (Invitrogen). Celé reakce probihala pfi napéti 120 V. Vysledek byl vyhodnocen pod
UV lampou a vyfotografovan. V piipadé¢ prokazani jednoho jasn¢ oddéleného signalu,
probihala néslednd purifikace piimo ze zbylych 15 pl pivodni PCR reakce. Pfi prikazu
vicenasobného signalu bylo nutné produkt o pozadované velikosti vytiznout skalpelem, a ten
poté purifikovat. Pfiméd purifikace produkti PCR reakce probihala pomoci komeréné
dodavaného kitu MinElute® PCR Purification Kit (Qiagen), z gelu pomoci MinElute gel

extraction kit (Qiagen). Koncentrace vysledného produktu byla métfena na spektrofotometru
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ND-1000 (NanoDrop®). Purifikovany PCR produkt byl uskladnén v -20°C pro pozd&jsi

sekvenadni reakci.

Piiprava vzorki na sekvenacni reakci

Smés na sekvenacni reakci byla pfipravena do celkového objemu 14 pl. Skladala se z 50 ng
templatu, 0,3 pul 10 mM primeru (Tab. 3. 1. a 3. 2) a deionizované autoklavované vody
doplnéné do pozadovaného objemu. Takto piipraveny vzorek byl odesldan do sekvenacni

laboratote PfF UK v Praze.

Vyhodnoceni vysledkii sekvena¢ni reakce

Sekvenacni reakci byla pro kazdou sekvenci ziskdna dvé cteni. Tyto sekvence byly
upraveny v programu Chromas ze softwarového baliku DNASTAR®™ (Lasergene). Byly
sefiznuty sekvence primert a opraveny chyby pii Cteni. Takto upravené sekvence byly

srovnany s databazi NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) pro ptedbézné zjisténi druhu.

Ze vSech opravenych sekvenci byl pro kazdy gen vytvofen alignment pomoci
programu BioEdit Sequence Alignment Editor, verze 7.0.9.0 (Hall 1999). Alignment musel
byt ruéné upraven. Fylogenetické stromy byly vytvofeny pomoci programu PAUP 4.0b10
(Swofford 1998) metodou Neighbor-joining (distance LogDet) v bootstrapingu s 1000
opakovanim a upraveny v programu FigTree 1.3.1. (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/),

Finalni grafické upravy byly provedeny v programu Adobe®Photoshop 7.0.1 CE (Adobe)

3. 3. Determinace dle morfologickych znakii
Pitva

Cast plzii byla determinovana dle morfologickych znaki pohlavni soustavy. Sledovano bylo
umisténi kopulacni burzy v plaStové dutiné, tvar kopulacni burzy, a délka a tvar duktu
kopulacni burzy. Z kazdé lokality bylo pitvano 3 - 5 nejvétsSich jedinct. T¢lo plze bylo z ulity
vyjmuto pinzetou. Piedni ¢ast plasté a ¢ast nohy bylo uchovana v 96% etanolu pro pozdéjsi
molekularni analyzu. Plzi byli pitvani v Petriho misce pod stereolupou (NOVEX RZ-
RANGE). Nejprve byla odstfizena piedni ¢ast plasté, pod niz je uloZen corpus pyriforme
kryty vazivovou blanou (Obr.3. 4.). Po odstranéni vazivové blany bylo mozno pozorovat tvar

a ulozeni kopula¢ni burzy a jejiho duktu. Vysledky byly zhodnoceny a slovné zaznamenany,

30


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

nékteré¢ byly vyfotografovany. T¢€lo bylo uschovano v 96% etanolu pro ptipadnou pozdéjsi

analyzu. Ulity plzii byly oznaceny a uchovany pro pozd¢jsi uréeni.

Obr. 3. 4: sledované znaky samici ¢asti pohlavni soustavy R. auricularia

Vysvétlivky: BC — kopula¢ni burza, DBC — duktus kopulaéni burzy

Determinace dle morfologie ulity

Pro ziskani konchologickych parametrii pro néslednou determinaci byly pofizeny detailni
fotografie kazdé prométované ulity pomoci digitalniho fotoaparitu (Canon EOS 550D)
upevnéného v posuvném stojanu s objektivy CanonMP — E 65mm a Canon EF 50mm.
Kone¢na fotografie byla vytvofena zvice dil¢ich snimkd slozenych pomoci softwaru

Heliconfocus (HeliconSoft) pro dosazeni celkové ostrosti fotografie.

Standardizace polohy ulity pri foceni

Aby metoda méteni ulit dle fotografii méla vypovidaci hodnotu a mohla byt bézné vyuzivana,
bylo tfeba definovat piesnou polohu ulity. Pro tento tcel byla sestrojena tzv. standardiza¢ni
komdtrka (Obr. 3. 5). Ta byla vyrobena ze skla s pfesn¢ definovanymi ryskami, které byly
naznaceny diamantovym hrotem. V této komurce byla ulita polohovéna a poté sniména z Sesti

pohledd.

Obr. 3. 5: Standardiza¢ni komurka
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Ulita byla do komurky upevnéna pomoci kousku modeliny timto zptisobem: Pii pohledu
shora protinala jedna ryska na dn¢ komirky ulitu v jejim vrcholu a v nejvzdalenéj$im bodé

obusti. Zaroven byla druhym jmenovanym bodem vedena te¢na kolma na prvni piimku (Obr.

3.6).

Obr. 3. 6: Horni pohled na ulitu R. labiata pfi standardizaci
polohy pied focenim

Pti pohledu zleva splynuly naznacené svislé rysky na protilehlych strandch komiirky, pficemz
vodorovna protinala ulitu v jejim vrcholu a v nejvzdalenéjsim bodé obusti (Obr. 3. 7). Pti

pohledu zprava byl postup stejny (Obr. 3. 8)
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Obr. 3. 7: Pohled zleva na ulitu R. labiata pti ~ Obr. 3. 8: Pohled zprava na ulitu R. labiata

standardizaci polohy pfed focenim pfi standardizaci polohy pfed focenim

Pti pohledu na vrchol kolmice na protilehlych stranach splynuly a prinik kolmic byl pfesné

ve stiedu vrcholu (Obr. 3. 9)

Obr. 3. 9: Pohled na vrchol ulity na ulitu R. labiata pfti

standardizaci polohy pted focenim

Nastaveni ulity pfi pohledu smérem k Usti bylo nejvice problematické. Plocha tsti (na obr. 7
oznacena jako a), nebyla soubézné s rovinou celé ulity (na obr. 7 oznacena jako b), nybrz s ni

svirala ostry tihel a (Obr. 3. 10).
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Obr. 3. 10: Uhel roviny ulity a plochy usti. R labiata pi standardizaci

polohy pfed focenim

Vysvétlivky: a — rovina Gsti, b — rovina ulity, ¢ — thel roviny ulity a

plochy usti

Spravného nastaveni ulity bylo docileno tak, zZe pti pohledu smérem k Gsti byla cela komiirka
(nikoliv ulita) nakldnéna tak dlouho, nez plocha usti splynula v ptimku, kterd musela byt

vodorovné se dnem komurky (Obr. 3. 11 a 3.12)

Obr. 3. 11: Ulita R. labiata pted naklonénim Obr. 3. 12: Ulita R. labiata po naklonéni

standardiza¢ni komurky standardiza¢ni komirky

3. 3. 4. Promérovani fotografii

Fotografie byly proméfovany pomoci programu Quick Photo Micro 2.2. (Promicra).
Sledovany byly nésledujici znaky: Vyska ulity, Sitka ulity, vyska usti, Sitka usti, Sitka
ptedposledniho §vu, §itka posledniho §vu, vyska kotouce k poslednimu $vu, vySka kotouce,

plocha obrysu ulity a plocha usti (Obr. 3. 13).
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Obr. 3. 13: Ulita R. labiata a Oznaceni sledovanych znaku

Vysvétlivky: VUL — vyska ulity, SUL — §itka ulity, VUS — vyska tsti, SUS —
Sitka Gisti, SSEV1 — gitka 2. $vu, SSEV2 — sitka 3. $vu, VVRCH — vzdélenost od
vrcholu k 3. §vu, VZAV — vzdalenost od vrcholu k 4. $vu, SUL — plocha obrysu
ulity, OUL — obvod obrysu ulity, SUS — plocha tsti, OUS — obvod tsti, SVRCH
— plocha obrysu prvnich dvou zaviti (Zlut€), OVRCH - obvod obrysu prvnich

dvou zavith (Zlut¢)

Po zméteni sledovanych znakl bylo nutné upravit naméfené hodnoty na redlnou velikost. Pfi
foceni ulit byl na stejné nastaveni fotoaparatu vyfocen ,,objektivni mikrometr, ktery byl poté
zméten programem Quick Photo Micro 2.2. (Promicra). Nasledné byl vypocitan koeficient
pro pievod namétfenych hodnot na hodnoty realné. Statistické zpracovani bylo provedeno

Mgr. Alenou Cernikovou, Ph.D (Ustav aplikaci matematiky a vypoéetni techniky, P¥F UK,
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Praha) v programu R verze 2.10.1. Pro zji§téni, zda se jednotlivé druhy od sebe lisi ve
sledovanych parametrech, byla pouzita analyza rozptylu - ANOVA, Vv piipadé, Ze nebyla
splnéna podminka shody rozptylu nebo normalniho rozdéleni, byl pouzit Kruskall-Wallis test.
Shoda rozptylu byla ovéiena Bartlettovym testem, normalni rozdéleni bylo ovéteno Shapiro-
Wilk testem. Vzijemné odliSeni konkrétnich druhii dle jednotlivych parametri bylo
provedeno Tukey-Cramerovym parovym porovnani. Pro rozliSeni jednotlivych druhti pomoci
vSech sledovanych znakl byla pouzita diskriminacni analyza, kterou byly vypocitany tzv.
klasifika¢ni proménné, dle kterych probihalo zpétné zatazovani do skupin pfedem urcenych

molekularnimi metodami.

3. 4. Experimentalni nakazy plzi
Z diivodu studia kompatibility parazit — mezihostitel byla testovana vnimavost tfech druhil

plzi rodu Radix na dva druhy motolic (Tab. 3. 14). Nazvoslovi v této kapitole je pouzito dle
Bargues a kol. (2001) Jako kontrolni skupina byli pouziti vnimavi mezihostitelé pro dané

motolice. Pro F. magna to byla Pseudosuccinea columella a pro T. regenti to byl R. lagotis.

Tab. 3. 14: Testovani vnimavosti plzti rodu Radix. k] - testovano, % - netestovano

Fascioloides magna | Trichobilharzia regenti
R. lagotis | »
R. labiata | ®
R. peregra A i
R. natalensis ¥ ®

Plzi zahrnuti do infekénich pokusi pochazeli z chovi PiF UK (R. lagotis), z akvaria od
chovatele akvarijnich rybek (R. natalensis) nebo z volné piirody (R. labiata, R. peregra). U
plz z volné ptirody bylo tieba pfed samotnym infekénim pokusem vyloucit ndkazu jinymi
motolicemi, jez by mé¢la za nasledek zkresleni vysledného pokusu. Proto na lokalité s vyskytem
daného plZze byly sbirany spolu s dospélci 1 snliSky vajicek. Plzi vylihnuti v laboratofi byli
nasledné zatfazeni do infekénich pokust. Plzi byli chovani ve sklenénych akvariich
S molitanovym filtrem. Krmeni byli hlavkovym saldtem. Pro infekéni pokusy byli vybirdni plZi
ve velikosti 3 — 5 mm. Umisténi byli po jednom do nakazovacich komirek. Ke kazdému plzi
bylo pfiddno 4 - 6 miracidii. Takto byli plZi vystaveni nakaze minimalné 5 hodin, a poté
piremisténi do spolecné nadoby. Po Sesti az osmi tydnech byli plzi pomoci pitvy vySetfovani na

pfitomnost vyvojovych stadii motolic.
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Ziskavani miracidii pro infek¢ni pokusy

Miracidia T. regenti byla ziskana z experimentaln¢ nakazenych kachen (viz nize) z chovi PfF
UK. Nakazené kachny byly po 21 dnech usmrceny a byla jim odebrana nosni sliznice, ktera
byla umisténa do Petriho misek a zalita vodou. Béhem hodiny se zacala lihnout miracidia.
Vajicka F. magna byla ziskéana pitvou jater infikované volné zijici zvéte a ulozena v nadobkach
svodou do teploty 4°C. Pro lihnuti miracidii byly vajicka umisténa do inkubatoru

S termostatem nastavenym na 30°C. Prvni miracida se zacala lihnout po 14 ti dnech.

3. 5. Experimentalni nalazy kachen
V piipadé nalezu infikovaného plze motolicemi Celedi Schistosomatidae bylo nutné

provést experimentalni nakazu definitivniho hostitele — kachny domaci (Anas platyrhynchos f.
domestica) z divodu ziskani dospélych jedinc. Ti jsou nezbytni v ptipadé popisu nového
druhu. Paralelné probihala determinace cerkarii pomoci molekularnich technik (jedind metoda
pro spolehlivé druhové rozliSeni cerkarii rodu Trichobilharzia (Dvoiéak a kol. 2001, Jouet a kol.
2010).

Kachny staré 6 — 8 dni byly nakazovany stovkami cerkarii vylou¢enymi infikovanym
plzem. Ptéci byli fixovani tak, ze méli nohy ponotené po dobu 60 min. ve vodé2s cerkariemi.
N¢kdy byla na plovacich blanach pozorovana kozni reakce na proniknuvsi cerkarie. Poté byly
kachny umistény do kleci s pravidelnym svételnym rezimem (12 hodin svétlo a 12 hodin tma).
15. - 21. den po ndkaze byl sbirdn trus. Dvanact hodin pfed sbérem trusu nemély kachny
pfistup k vodé, aby trus neobsahoval tekutou sloZzku a v ptipadé uspésné infekce se miracidia
nevylihla uz v kleci. Trus byl resuspendovan ve vodé a pomoci svétla byla miracidia
koncentrovana do horni ¢asti nadoby. Kachny byly po 19, 20 nebo 21 dnech usmrceny a byla
provedena pitva, pii niz byli hleddni dospélci. ProhliZzeny byly plice, cévy kolem tenkého
stteva a nosni sliznice. Pitva byla provedena i pfi negativnim nalezu miracidii v pfipadé, ze by

se jednalo o unisexualni infekci.

3. 6. Determinace cerkarii molekularnimi analyzami
Izolace DNA

Dna byla izolovana z cerkdrii uchovavanych v 96% etanolu. PouZzito bylo 100 — 200 cerkarii.
Izolace probihala podle protokolu komeréné dodavaného kitu (QIAamp® DNA Mini Kit,
QIAGEN). Ziskana DNA byla uchovana v EB puftru pii teploté — 20°C.
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PCR

Pro molekularni analyzu byl vybran mitochondridlni gen pro cytochromoxidazu I (COI).
Tento gen byl zvolen pro relativné kratkou sekvenci (1225 bp) (Lockyer a kol. 2003), a proto
nebylo nutné klonovani genu do bakteridlniho plasmidu. Byly pouzity primery

Cox1 Schisto 5" a Cox1 Schisto 3" (Generi Biotech),(Tab. 3. 15)

Tab. 3. 15: pouzité primery pro gen kodujici COI (Lockyer a kol., 2003)

Nazev primeru | Sekvence primeru

Cox1 Schisto 5" | 5'- TAATGCATMGGAAAAAAACA -3’

Cox1 Schisto 3" | 5'- TCTTTRGATCATAAGCG - 3’

PCR reakce probihala v celkovém objemu reakéni smési 25 pl. (Tabulka 3. 16)

Tabulka 3. 16: Reakéni smés pro PCR

10X Sahara reaction buffer (Bioline) 2,5 ul
Sahara DNA polymerase 4u/ul (Bioline) 0,3 ul
50 mM MgCl; (Bioline) 1 ul
2,5 mM dNTP (Bioline) 2 ul

10 mM primer Cox1_Schisto 5" (tabulka 3. 15) | 0,5 pl

10mM primer Cox1_Schisto 3" (tabulka 3. 15.) | 0,5 pl

DNA templat 50 ng

H20 deionizovana, autokldvovana Zbytek do celkového objemu 25 pl

Vlastni PCR probihala na pfistroji My Cycler™ Thermal Cycler (Bio-rad). Pro amplifikaci byl
pouzit nasledujici protokol: jeden cyklus 94°C, 8 min; 40 cykla: 94°C, 30 s, 52°C, 30 s; 68°C,
2 min; jeden cyklus 68°C 7 min. Po skonceni reakce byla naprogramovana konstantni teplota

4°C.
3. 6. 3. Gelova elektroforéza, purifikace PCR a priprava na sekven¢ni reakci

Postup byl shodny s postupem v kapitole 3. 2. 3.2 3. 2. 4.
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4. VYSLEDKY

4. 1. Sbér vodnich plzia
Plzi rodu Radix byli sbirani v obdobi od srpna 2009 do ¢ervna 2011. Celkem bylo sebrano

3397 plza Radix spp. z 59 lokalit (Ceska republika - 56, Slovenska republika - 1, Island - 1,
Ukrajina - 1) a 860 plzi Galba truncatula z 5 lokalit (Ceska republika). Poloha a charakter

lokality, poc¢ty sebranych a determinovanych plzi jsou znazornény v Tab. 4. 1 a na obr. 4. 2

Tab. 4. 1: Seznam lokalit, poCty sebranych a determinovanych plza R. auricularia, R. labiata,

R. lagotis, R. peregra, R. ampla

Radix sp. Pocet G.
sekvenovanych | truncatula
Oznaceni | Nazev GPS soutadnice | Pocet ITS-2 | 16S | Pocet
lokality ) sebranych/ sebranych
lokality ** Fhx
pitvanych*
1 Jevany 49°58'3.829"N, | 56/4 4 4 0
14°50'50.023"E
12 Mnichovka 49°57'48.468"N, | 186/4 4 4 200
14°42'38.619"E
13 Bohumilsky | 49°57°31.35"'N | 18/5 4 5 0
p. 14°50"1.92"'E
14 Cerné 49°5723.346"N, | 8/3 2 2 0
Vodérady 14°49'13.09"E
17 Lipissky 49°48'11.02"N, | 167/4 3 2 0
potok 14°922.469"E
19 Trnova 49°47'55.410"N, | 98/2 2 2 0
14°9'55.682"E
20 Trnovsky 49°47'44.939"N | 1/1 1 1 0
potok 14°920.421"E
21 Hlubossky 49°45.128'N, 50/3 3 4 0
potok 14°01.100'E
23 Vsenorsky 49°54'43.294"N | 13/2 2 0 0
potok 14°19'40.294"E
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29 Boleticky 48°49'48.405"N, | 23/4 20
potok 14°1320.669"E
48 Okor 50°9'50.389"N, | 121/4 0
14°1523.26"E
24 Cernolice 49°55'5.526"N, | 232/2 0
(tanka) 14°18'45.675"E
26 Luznice 48°5829.089"N, | 1/1 0
14°51'35.219"E
32 Velky Osek 50°7'4.947"N, 3/3 0
15°10'33.575"E
34 Obecnice 49°42'40.623"N, | 329/3 350
13°57'49.906"E
35 Kozeluzka 49°50'8.583"N, | 128/0 0
13°42'16.769"E
40 Privétice 49°50'17.791"N, | 6/0 0
13°36'26.006"E
56 Praha 50°52.181"N, 113/0 0

14°27'47.433"E

r.

12°42'40.757"E

3 Velky 49°46'8.482"N, | 24/4 0
Jemnicky r. 12°45'5.564"E
4 Bezdékovsky | 49°45'17.717"N, | 12/3 0
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6 Novomlynsky | 49°42'58.683"N, | 47/2
. 12°41'1.021"E
7 Mochov 49°43'22.894"N, | 2/1
12°42'57.747"E
8 Luzné 49°43'5.878"N, | 40/3
12°44'8.747"E
9 Doly 49°44'0.579"N, | 4/4
12°44'19.716"E
10 LiS¢ir. 49°44'7.845"N, | 63/4
12°46'37.482"E
16 Voznice 49°49'5.63"N, | 214/5
14°13'1.716"E
22 Trhové 49°43'3.715"N | 63/3
Dusniky 14°0'59.893"E
28 Vikovskyr. | 49°8'54.551"N | 8/4
14°43'42.555"E
30 0. n. Trnavka | 49°30'54.334"N, | 5/3
15°11'41.496"E
U Ustrasinsky r. | 49°22'44.72"N, | 9/5
15°9'59.026"E
33 Kozelska tiit | 50°15'14.135"N, | 48/0
14°32'46.489"E
36 Katez 49°49'12.916"N, | 28/0
13°47'0.225"E
37 Dolejsi r. 49°48'47.557"N, | 14/0
13°46'50.553"E
38 Trnovskyr. | 49°47'24.048"N, | 52/0
13°38'54.889"E
39 Novy . 49°47'6.419"N, | 11/0
13°35'16.526"E
41 Piivétice 49°50'15.981"N, | 1/0
13°36'27.634"E
42 Téchafovice | 49°36'2.287"N, | 82/0
14°2'53.899"E
43 Hofejany 49°35'20.504"N, | 48/0

14°1'4.034"E
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44 Hor¢apsko 49°34'52.959"N, | 7/0 3 3 0
13°58'32.291"E

46 Tochovice 49°35'44.096"N, | 28/0 3 3 0
13°59'26.442"E
47 Cépskyr. 49°50'18.902"N, | 2/0 2 2 0
13°46'50.459"E
49 Otin 49°7'57.538"N, | 83/ 1 0 0
15°3'54.734"E
50 Slapy 49°45'25.124"N, | 18/0 3 3 0
14°25'47.684"E
51 Estany de 42°35'19.47" 9/0 2 3 0
Ratera N 0° 59'37.17"
E
53 Gabéikovo 47°54'48.525"N, | 17/0 3 3 0
17°27'13.166"E
55 rybnik Labut’ | 50°2'3.096"N, 2/0 1 1 0
14°27'30.152"E
60 Island 64°06'23.89" N, | 50/0 3 0 0
21°46' 10.13" W
63 Obecnice ( 49°43'4 980"N 226/0 1 0 0
vojensky 13°55'32.047"E
prostor
45 Bieznice 49°33'26.408"N, | 3/0 2 2 0
13°57'15.104"E
52 Dnépr 0°26'52.199"N, | 12/8 3 3 0
(Kyjev) 30°3020.434"E
Celkem 3397/95 142 135 860

Vysvétlivky: * pitvy za G€elem determinace,** Internal Transcribed Spacer 2 (oblast jederné
DNA), *** segment velké podjednotky mitochondrialni rDNA

potok tirika, kaluz, rybnik, jezero  feka
pamenisté prikop
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Obr. 4. 2: Orienta¢ni vyznaceni oblasti, ve kterych byly provadény sbéry na vybranych
lokalitach.

P ©
Usti nod Labern

Cefke Bud e}o'h( e
L4 ®
L

Vysvétlivky:

R. auricularia - R. lagotis R. peregra -

4. 2. VySetfovani plzi na pritomnost vyvojovych stadii motolic

Celkem bylo vySetfeno 3385 plzi rodu Radix (nebyli vysetiovani jedinci z Ukrajiny, ktefi jiz
byli fixovani etanolem) a 860 jedincti G. truncatula. Nejcastéji byly nalézany xifidiocerkarie
a cerkarie echinostomnich motolic. Na dvou lokalitich byli nalezeni plzi s nakazou
motolicemi celedi Notocotylidae (Okof, Botanicka zahrada Praha). Na jedné lokalité byla

zaznamenéna nakaza Sanguinicola inermis (Revnice).
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Nakazy motolicemi rodu Trichobilharzia

Motolice rodu Trichobilharzia byly nalezeny v deviti plzich ze tii lokalit. Dle molekularnich

metod byly cerkarie urceny jako Trichobilharzia franki. Nalezy jsou zaznamenany v Tab. 4. 3

Tab. 4. 3: Infekce z piirodnich lokalit R. auriculariax infikovani motolici T. franki

Cislo Nazev Druh plze GPS soutadnice | Pocet Pocet Prevalence
lokality | lokality vySettovanych | infikovanych | (%)
plza (Radix sp.) | plza
16 Voznice | R. auricularia | 49°49'5.63"N, 214 4 1,9
14°13'1.716"E
55 rybnik | R. auricularia | 50°2'3.096"N, |1 1 100
Labut 14°27'30.152"E
49 Otin R. auricularia | 49°7'57.538"N, 83 1 1,2
15°3'54.734"E
22 Trhové | R. auricularia | 49°43'3.715"N 63 3 47
Dusniky 14°0'59.893"E
Celkem 361 9 25

Nakazy motolici Fascioloides magna

Nékazy motolici F. magna byly zaznamendny celkem ze tfi lokalit. Nadkazy byly potvrzeny u

plz R. labiata a G. truncatula. Plzi byli vySetfovani pitevné ve spolupraci s Janem

Pankracem a Monikou Kostakovou. Vysledky jsou zaznamenany v Tab. 4. 4 a Tab. 4. 5.

Nalezena vyvojova stadia byla uréena dle sekvenace ITS-2 oblasti Veronikou Sieglovou.

V ptipadé vySetfeni na nakazu F. magna se neosvéd¢ila vyplouvaci metoda (viz kapitola 3. 1).

Tab. 4. 4: Infekce z ptirodnich lokalit R. labiata motolici F. magna

Cislo Nazev lokality GPS souradnice Pocet pitvanych | Pocet Prevalence
lokality plza (Radix sp.) | infikovanych | (%)
plza
62 Sedlisté (obora) | 49°32'27.708"N 155 1 0,6
13°38'40.347"E
63 Obecnice 49°43'4,980"N 226 1 0,4
(vojensky 13°55'32.047"E
prostor)
Celkem 381 2 0,5
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Tab. 4. 5: Infekce z piirodnich lokalit G. truncatula motolici F. magna

Cislo Nazev lokality | GPS soutradnice | Pocet pitvanych Pocet Prevalence
lokality plzi infikovanych
176 (%)
plzi
62 Sedlisté(obora) | 49°327227.708"N | 30 1 3,3
13°38'40.347"E
34 Obecnice 49°42'40.623"N, | 24* 20 83
(obora) 13°57'49.906"E
celkem 54 21 38

Vysvétlivky: * Tito plzi byli nejprve vysetfovani vyplouvaci metodou, vysledek byl negativni.
4. 3. Determinace plzi

4. 3. 1. Molekularni analyza

V ramci molekularni analyzy byly sekvenovany dva geny, a to pro ITS2 a 16S. Celkem bylo
osekvenovano 151 plzi rodu Radix z 57 lokalit. Sekvence ITS2 byly ziskany ze 142 plzi a
sekvence 16S ze 135 plzi. Na zaklad¢ ziskanych sekvenci byl pro kazdy gen sestaven jeden
fylogeneticky strom (Obr.4. 6 a 4. 7). Oba fylogenetické stromy rozdé€lily analyzované plze
do 5 skupin. Ke kazdé skupiné byla pfitazena sekvence z databaze NCBI dle Barguesové a
kol. 2001, s nazvy R. auricularia, R. labiata, R. peregra, R. lagotis a R. ampla®. Analyzy
peregra, R. lagotis a R. ampla si byly navzajem blizké. V ramci obou stromt byly
pozorovany i rozdily. Analyza sekvenci genu pro ITS2 ukazala vétsi piibuznost R. ampla a R.
peregra. Analyza sekvenci genu pro 16S ukazala vétsi piibuznost R. ampla a R. lagotis. Dale
bylo zjisténo rozdiln¢ druhové zatfazeni nékterych jedinci v ramci jednotlivych strom.
Jedinci s oznacenim 51.2, 51.3, 53.2 a 53.3 byli dle sekvenci ITS2 uréeni jako R. peregra. Dle
16S byli jedinci 51.2 a 51.3 uréeni jako R. auricularia a jedinci 53.2 a 53.3 jako R. lagotis
(vizObr.4.6a4.7)

! Jednotlivym skupinam ve stromu pro 16S byly pfifazeny sekvence izolat (Remigio 2002): R. sp. Rumunsko (R.
auricularia sensu Bargues a kol. 2001), R. sp. Kanada (R. auricularia sensu Bargues a kol. 2001), R. peregra (R.
labiata sensu Bargues a kol. 2001) a R. auricularia (R. lagotis sensu Bargues a kol. 2001). Databdze NCBI
neobsahuje sekvenci 16S pro R. ampla. Nicméné pro prehlednost bylo déale uzivano nazvoslovi dle Bargues a
kol. (2001) pro oba dva geny.
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Obr. 4. 6: Fylogeneticky strom pro gen ITS2, znazornujici mezidruhové vzahy rodu Radix
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Vysvétlivky: BB - oznageni rozdilného umisténi plzii 53.2 a 53.3 v obou fylogenetickych stromech

- ozna&eni rozdilného umisténi plzi 51.2 a 51.3 v obou fylogenetickych stromech. Cisla jednotlivych
vétvi oznacuji procentualni vérohodnost vétveni odhadnuté pomoci bootstrapingu s 1000 opakovanim
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Obr. 4. 7: Fylogeneticky strom pro gen 16S, znazornujici mezidruhové vzahy rodu Radix
vytvoien metodou Neighbour — joining
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Vysvétlivky: _ — oznaceni rozdilného umisténi plzi 53.2 a 53.3 v obou fylogenetickych stromech

- oznadeni rozdilného umisténi plzit 51.2 a 51.3 v obou fylogenetickych stromech. Cisla jednotlivych
vétvi oznacuji procentualni vérohodnost vétveni odhadnuté pomoci bootstrapingu s 1000 opakovanim
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4. 3. 2. Pitvy pohlavni soustavy

Celkem bylo vypitvano 95 plzi z 31 lokalit. Sledované znaky (umisténi a tvar kopulacni
burzy, tvar duktu kopulacni burzy) se podatilo najit u 51 jedinct z 19 lokalit. V prub&hu prace
bylo od determinace dle morfologie pohlavni soustavy upusténo z diivodu casté destrukce
pohlavni soustavy vyvojovymi stadii motolic. Divodem bylo i zjisténi heterogenity

sledovanych znaku u jedinci stejného druhu (viz obr. 4. 8 a 4. 9).
R. labiata

Celkem bylo pitvano 43 jedinch ze 13 lokalit. U 24 (56%) byly nalezeny hledané
determinacni znaky. U 11 (26%) jedinct byla v disledku ndkazy vyvojovymi stadii motolic
znicena pohlavni soustava, u 8 (19%) se nepodafilo determina¢ni znaky nalézt. V ramci
tohoto druhu byla pozorovana variabilita ve tvaru kopulac¢ni burzy. Kopulacni burza byla
uloZena v pravé Casti plastové dutiny (obr. 4. 10). Tvar kopula¢ni burzy plynule piechazel od
kulovité (4 jedinci, 17%), ptes hruskovitou (8 jedincl, 33%) az po protahlou (12 jedinct,
50%). Tvarova variabilita byla pozorovana také u duktu kopulaéni burzy. Ten byl kratky a
silny (20 jedinci, 83%), nebo kratky a tenky (4 jedinci, 17%), viz Obr. 4. 8 a Obr. 4. 9.

Obr. 4. 8: Kopula¢ni burza a jeji duktus u Obr.4. 9: Kopulaéni burza a jeji

R. labiata duktus u R. labiata

Vysvétlivky pro Obr. 4. 8 a 4. 9: BC — kopula¢ni burza, DBC — duktus kopula¢ni burzy,

konturami jsou zvyraznény sledované znaky
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Obr. 4. 10: Dorzalni pohled na ulozeni kopula¢ni burzy u R. labiata pii pitvé (autor:
Leontovy¢ nepublikovano)

Vysvétlivky: O - kopulaéni burza, ptferusovanou Carou je naznaceno otevieni plastové

dutiny pfi pitvé

R. auricularia

Celkem bylo pitvano 45 jedinct z 12 lokalit. U 30 (67%) byly nalezeny hledané determinacni
znaky. U 5 (11%) jedinci byla v disledku ndkazy vyvojovymi stadii motolic zniCena
pohlavni soustava, u 10 (22%) se nepodafilo determinacni znaky nalézt. V ramci tohoto
druhu byla pozorovdna minimalni variabilita ve tvaru kopulacni burzy. Kopula¢ni burza byla
kulovita (28 jedinct, 93%) (viz Obr. 4. 12), nebo protahla (2 jedinci, 7%) Kopula¢ni burza
byla ulozena Vv levé ¢asti plastové dutiny (obr.4. 11). Duktus kopulaéni burzy byl u vSech

jedinct dlouhy a tenky (viz obr.4. 11).

49



Obr. 4. 11: Dorzélni pohled na Obr. 4.12: Kopulac¢ni burza a jeji duktus
ulozeni kopula¢ni burzy R. R. auricularia

auricularia pii pitvé

(autor:Leontovy¢,nepublikovano)

Vysvétlivky: @ - kopulaéni burza, Vysvétlivky: BC — kopula¢ni
burza, pferusovanou ¢arou je naznaceno DBC - duktus kopula¢ni
burzy otevieni plastove dutiny pii pitve konturami

jsou zvyraznény sledované znaky
R. lagotis
Celkem bylo pitvano 16 jedinct ze 3 lokalit. U 5 jedincti z jedné lokality (31 %) byly

nalezeny hledané determinaéni znaky. U 11 (69%) se nepodafilo determina¢ni znaky
nalézt. Kopula¢ni burza byla ovalna a jeji duktus byl sttedné dlouhy a tenky (Obr. 4.14)
Kopulac¢ni burza byla ulozena Vv prostiedni ¢asti plastové dutiny, ale posunuta lehce

k pravé stran¢ (Obr. 4. 13)

50



Obr. 4. 13: Dorzalni pohled na Obr. 4.14: Kopulaéni burza a jeji duktus
ulozeni kopulaéni burzy R. lagotis R. lagotis

pii pitve

(autor:Leontovy¢,nepublikovano)

Vysvétlivky: @ - kopulaéni burza, Vysvétlivky: BC — kopula¢ni
burza, pferuSovanou ¢arou je naznaceno DBC - duktus kopulaéni
burzy otevieni plastové dutiny pii pitveé konturami jsou

zvyraznény sledované znaky

R. peregra

Celkem bylo pitvano 10 jedincti ze 2 lokalit. U 1 jedince z jedné lokality (10 %) byly
nalezeny hledané determinacni znaky. U 5 (50%) jedincii byla v disledku ndkazy
vyvojovymi stadii motolic zni¢ena pohlavni soustava. U 4 (40 %) se nepodatilo
determinacni znaky nalézt. Kopulacni burza byla kulovita a jeji duktus byl stfedné

dlouhy a tenky (Obr. 4. 16). Kopula¢ni burza byla ulozena v pravé ¢asti plastové dutiny
(obr. 4. 15).
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Obr. 4. 15: Dorzalni pohled na ulozeni Obr. 4.16: Kopulac¢ni burza a jeji duktus
kopulacni burzy R. peregra pfti pitvé R. peregra
(autor:Leontovy¢,nepublikovano)

Vysvétlivky: Q- kopula¢ni burza, Vysvétlivky: BC — kopula¢ni burza,
preruSovanou ¢arou je naznaceno DBC - duktus kopulacni burzy
otevfeni plastové dutiny pii pitveé konturami jsou zvyraznény sledované
znaky

R. ampla

Celkem bylo pitvano 7 jedinct z 1 lokality. U 1 jedince (14 %) byly nalezeny hledané
determinacni znaky. U 4 jedinct (57 %) byla v disledku ndkazy vyvojovymi stadii motolic
zni¢ena pohlavni soustava. U 2 jedinct (29 %) se nepodatilo determinacni znaky nalézt.
Kopulacni burza byla kulovitd a jeji duktus byl kratky silny a viditelné¢ oddéloval kopulaéni
burzu od vaginy (Obr. 4. 18). Kopula¢ni burza byla ulozena V pravé &asti plastové dutiny
(Obr.4. 17).
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Obr.4. 17 Dorzalni pohled na ulozeni Obr. 4. 18: Kopula¢ni burza a jeji duktus
kopulac¢ni burzy R. ampla pfi pitvé R. ampla
(autor: Leontovy¢, nepublikovéano)

Vysvétlivky: @ . kopula¢ni burza, Vysvétlivky: BC — kopulac¢ni burza,
pferusovanou ¢arou je nazna¢eno DBC - duktus kopulaéni burzy
otevieni plastové dutiny pfi pitve konturami jsou zvyraznény sledované
znaky

4. 3. 3. Morfometrie ulity

Cilem morfometrické analyzy mélo byt nalezeni determinacnich znaki, které by umoznily
zpétné zafazeni studovanych plzti do skupin urcenych pomoci molekularnich technik.
Z dtivodu casové narocnosti celého procesu byl analyzovan jeden exemplar z kazdé lokality
(vyjimkou byl druh R. ampla, kde byly k dispozici jedinci pouze z 1 lokality — analyzovani
byli 3 jedinci). Celkem bylo prométeno 54 ulit z 51 lokalit. Pro kazdou ulitu byla ziskana
fotografie z 6 pohledt, kazda pohled se skladal v priméru z 6 fotografii (viz kapitola 3. 3).
Celkem tedy bylo potfizeno 1944 fotografii. Data byla ziskana pro vSech 5 druhti (viz ptiloha
8. 7 — 8. 9) analyzovanych molekularné - R. auricularia (22 jedinct), R. labiata (20 jedinct),
R. lagotis (3 jedinci), R. peregra (6 jedincti) a R. ampla (3 jedinci). Celkem bylo sledovano 14
parametri (viz kapitola 3. 3) Hodnoty jednotlivych méteni viz ptiloha 8. 5

Pro statistické zpracovani byly pouzity pomérové hodnoty jednotlivych parametrii, které byly

zpracovany v programu R verze 2.10.1. (http://www.r-project.org/) Mgr. Alenou Cernikovou,
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Ph.D. Pro statistickou analyzu bylo pouzito 11 pomérovych hodnot (SUS/SUL, VZAV/VUL,
OUS/OUL, SSEVI/SUL, SUS/VUS, VVRCH/SZAV, VVRCH/VZAV, SUS/VUL,
VUS/VUL, SUS/SUL, SUL/VUL), které nebyly zavislé na velikosti ulity.

4. 3. 3. 1.Deskriptivni statistika

V ramci deskriptivni statistiky byly pro jednotlivé sledované znaky ziskany tyto hodnoty:
primér hodnot, smérodatnd odchylka, minimum, dolni kvartil, medidn, horni kvartil,
maximum. (viz pfiloha 8. 1). Souhrn primért hodnot pro jednotlivé druhy viz Tab. 4. 19 Tyto
hodnoty jsou vyneseny v grafech, které znazorfiuji odliSnosti druhti dle jednotlivych
sledovanych parametri (Obr 4. 20 — 4. 30). Vysledky ukazuji, Ze nejpodobnéjsimi druhy dle
vétsiny sledovanych znakt jsou dvojice R. labiata - R. lagotis, a dvojice R. auricularia - R.
peregra. Vyjimku tvoii pomér SUS/SUL, kde si jsou podobné druhy R. lagotis - R. peregra
(viz Obr. 4. 20). Radix ampla byla dobie odlisitelna ve v§ech pomérech, s vyjimkou poméru

VVRCH/VZAV, kde viak byla pozorovana homogenita v ramci viech péti druhdi (Obr. 4. 28).

Tab. 4. 19: Priméry pomérti méfenych hodnot_jednotlivych parametri pti determinaci plzi

rodu Radix

Priméry poméri

Sus/ VZAV/ ous/ SSEV1/ Sus/ VVRCH/ VVRCH/ Sus/ Vus/ Sus/ SuL/
Druh plze SUL | VvuL ouL SUL VUS SZAV VZAV VUL VUL SuL VUL
R.ampla 0,800 0,137 0,873 0,123 0,890 0,533 0,433 0,793 0,890 0,930 0,850
R.auricularia 0,688 0,240 0,795 0,186 0,739 0,704 0,375 0,569 0,769 0,815 0,698
R.labiata 0,478 0,390 0,644 0,381 0,716 0,765 0,442 0,429 0,600 0,725 0,592
R.lagotis 0,587 0,350 0,697 0,310 0,730 0,750 0,403 0,463 0,637 0,767 0,607
R.peregra 0,622 0,260 0,773 0,242 0,763 0,613 0,392 0,575 0,750 0,810 0,712

Vysvétlivky: VUL — vyska ulity, SUL — itka ulity, VUS — vyska usti, SUS — Sitka usti,
SSEV1 — sitka 2. Svu, VVRCH - vzdalenost od vrcholu k 3. svu, VZAV — vzdalenost od

vrcholu k 4. $svu, SUL — plocha obrysu ulity, OUL — obvod obrysu ulity, SUS — plocha tsti,
OUS — obvod tsti
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Obr.4. 20: Znazornéni rozdili mezi jednotlivymi druhy plzi rodu Radix dle poméru plocha

usti /plocha obrysu ulity
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Obr. 4. 21: Znazornéni rozdili mezi jednotlivymi druhy plzi rodu Radix dle poméru obvod

usti/obvod obrysu ulity
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Obr.4. 22: Znazornéni rozdil mezi jednotlivymi druhy plzt rodu Radix dle poméru Sitka

druhého $vu/sitka ulity
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Obr. 4. 23: Znazornéni rozdili mezi jednotlivymi druhy plzt rodu Radix dle poméru Siika
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Obr. 4. 24: Znazornéni rozdili mezi jednotlivymi druhy plzi rodu Radix dle poméru Sitka
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Obr. 4. 25: Znazornéni rozdili mezi jednotlivymi druhy plzi rodu Radix dle poméru Sitka
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Obr. 4. 26: Znazornéni rozdili mezi jednotlivymi druhy plzti rodu Radix dle poméru

usti/vyska usti
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Obr. 4. 27: Znazornéni rozdild mezi jednotlivymi druhy plzt rodu Radix dle poméru vyska

usti/vyska ulity
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Obr. 4. 28: Znazornéni rozdild mezi jednotlivymi druhy plzi rodu Radix dle poméru

vzdalenost od vrcholu k 3. §vu / vzdalenost od vrcholu k 4. §vu
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Obr. 4. 29: Znazornéni rozdilid mezi jednotlivymi druhy plzi rodu Radix dle poméru

vzdalenost od vrcholu k 4. §vu / vyska ulity
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Obr.4. 30: Znazornéni rozdild mezi jednotlivymi druhy plzd rodu Radix dle poméru

vzdalenost od vrcholu k 4. $vu / Sitka 2. Svu
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4. 3. 3. 2. Analyza rozptylu

Vysledkem analyzy rozptylu mélo byt zjisténi, zda se jednotlivé druhy mezi sebou vyznamné
li8i ve sledovanych znacich. Pro znaky, které mély normalni rozdéleni, a byla splnéna
podminka shody rozptylu, byla pouzita metoda ANOVA, v ostatnich pfipadech byl pouzit
Kruskall-Wallis test. Vysledky ukazaly, Ze jednotlivé druhy se mezi sebou vyznamné lisi
vzhledem ke vSem sledovanym proménnym, proto bylo pouzito Tukey-Cramerovo parové
porovnani pro rozliSeni konkrétnich druhti. Ukazalo se, Ze pro kaZzdou dvojici druhtli 1ze najit

alespon jednu sledovanou proménnou, ve které se tyto dva druhy vyznamné lisi.

4. 3. 3. 3. Diskrimina¢ni analyza

Diskriminaéni analyza meéla ovéfit pouZzitelnost sledovanych znakd pro zpétné zatazeni
jednotlivych plzi do druhti uréenych dle molekularnich metod. V rdmci jednotlivych druhii,
byl vypocitan pro kazdy sledovany pomér koecicient (viz tab pfiloha 8. 2) Pomoci koeficientti
vSech parametri byly vypocitany klasifika¢ni proménné (Klasp). Pro zatazeni plze je nutné

vypocitat klasifikaéni proménnou pro kazdy druh, tedy 5 klasifika¢nich proménnych. P1Z je
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zatazen do druhu, jejhoz klasifikacni proménnd nabude nejvyssi hodnoty (ptiklad viz ptiloha
8. 2). Ze vsech 54 analyzovanych plzi se podafilo vSechny zaradit do druht, které byly
uspéSnost byla 86%. Hodnoty pro jednotlivé plze jsou shrnuty v ptfiloze 8. 3. Pomoci
diskriminacnich funkci (viz pftiloha 8. 4) byl sestrojen ,scatter-plot“(Obr. 4. 31), ktery
graficky znazorfiuje odliSnosti jednotlivych druhl. Ze ,scatter-plotu® je patrné, ze ve
sledovanych znacich se daji velmi dobfe odlisit druhy: R. ampla, R. auricularia, R. lagotis a
R. labiata. Radix peregra vykazuje nejvétsi rozptyl, nicméné i tento druh se podafilo

spolehlivé odlisit (viz vyse).

Obr. 4. 31: ,,Scatter-plot™ prvnich dvou diskrimina¢nich funkei, znazornujici rozliseni druhd

R. ampla, R. auricularia, R. lagotis, R. labiata, a R. peregra.
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Vysledky statistické analyzy ukazaly, Ze dle sledovanych jedenacti znakli je mozné s vysokou
pravdépodobnosti zatadit plze do druhtl, a tim padem se jevi jako vyznamné determinaéni

znaky.

4. 3. 4. Experimentalni nakazy plza

Z divodu zjisténi vnimavosti vybranych druhti rodu Radix Kk infekcim jednotlivymi
motolicemi byly provadény experimentalni ndkazy. V rdmci pokust byly pouzity druhy R.
lagotis (chovy PiF UK), R. labiata (Mnichovka), R. peregra (Okof), R. natalensis (od
chovatele akvarijnich rybek). Nakazy byly provadény motolicemi F. magna a T. regenti.
Pocty plzii urcenych k nakaze byly omezené, proto nebyla mozna unifikace jednotlivych
experimentl. Ty mély pouze potvrdit nebo vyvratit kompatibilitu dvojice parazit -
mezihostitel. Schopnost miracidii infikovat mezihostitele byla ovétena infekcemi vnimavych
mezihostiteli v rdmci zavedenych laboratornich cykli, které provadéli Jan Pankrac (F.
magna) a Vladimir Skala (T. regenti), tzn. kazdé experimentalni infekci byli nakaZeni
stejnymi miracidii i vnimavi plzi v laboratornich cyklech (vzdy uspésné€). Experimentalni

nakazy plzt jsou shrnuty v tabulkéch 4. 32 a 4. 33

Tab. 4. 32: Experimentalni nakazy plz rodu Radix motolici F. magna

Experimentalné exponovani plzi
Druh plze Pocet plzi v Pocet Pocet Pocet Pocet Pocet
experimentu miracidii dnti zivych uspesné redii
na infekce plzi nakazenyc | v jednom
jednoho h plzt plzi
plze
R. lagotis 72 8-10 57 30 (42 %) 0 0
R. peregra 41 5-6 40 11 (28 %) 0 0
R. natalensis 20 8-10 57 12 0 0




Tab. 4. 33: Experimentalni nakazy plz rodu Radix motolici T. regenti

Experimentalné exponovani plzi

Druh plze Pocet plzti v Pocet Pocet dnii Pocet Pocet
experimentu miracidii na infekce zivych uspésné
jednoho plze plzt nakazenych
plzt

Motolici F. magna se podafilo usp&$né infikovat R. lagotis, redie vSak byly nedostate¢né
vyvinuté a bez pritomnosti cerkarii. Dale byla pozorovana spé$na nakaza R. labiata, kde

byly v rediich patrné zarodky budoucich cerkarii (Obr. 4. 34)

Obr. 4. 34: Redie z experimentalné nakazeného plze R. labiata (zvétseno 40X)

Vysvétlivky: PH — farynx, PP — porodni por, ZC — zarodky cerkarii, ST - stfevo

4. 3. 5. Experimentalni nakazy kachen

Experimentalni ndkazy probihaly za ucelem pozorovani morfologie dospé€lcti, pokud by se
jednalo o novy druh ptacich schistosom. Nicméné molekularni analyzy probihajici béhem
prepatentni doby, urCily vSechny cerkarie jako T. franki. Celkem byly nakazeny 4 kachny

schistosomnimi cerkariemi z plzu ze 3 lokalit. Vysledky jsou shrnuty v Tab. 4. 35
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Tab. 4. 35: Vysledky pitev experimentaln¢ nakazenych kachen cerkariemi z plzi z volné

ptirody
Plz R. auricularia R. auricularia R. auricularia R. auricularia
Nazev lokality Voznice, Brdy Voznice, Brdy Trhové Dusniky, Rybnik Labut’,
Brdy Praha
Cislo lokality 16 16 22 55
Nalez po pitveé Dospélci v cévach Dospélci v cévach |  Dospélei v cévach negativni
kolem tenkého stieva, kolem tenkého kolem tenkého stieva
vajicka ve sténé stieva | stfeva, vajicka ve (pouze samci)
(Obr. 4. 36a 4. 37) sténé stieva
Druh motolice T. franki T. franki T. franki T. franki

(sekvenace
col
z cerkarii)

Obr. 4. 36: Dospély samec T. franki (zvétseno 55X)
130x)

Obr.4. 37: Vejce T. franki (zvétseno

Vysvétlivky: OS — ustni piisavka, IT — stievo, VS vesicula seminalis, A — acetabulum, CG —
canalis gynaecophorus, T - testes
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5. DISKUSE

5. 1. Sbéry a vySetreni plzi z prirody

P1zi byli sbirani na rtiznych typech lokalit. Vyskyt n€kterych druhti byl pomérné silné zavisly
na charakteru lokality a vétSinou se shodoval s popisy uvadénymi v literatuie (Uli¢ny 1825,
Lozek 1951, Jackiewicz 2000, Beran 2002). Napiiklad R. auricularia nebyl nikdy nalezen
Vv rychleji proudici vod€. Naopak R. peregra byl zaznamenan v potoce S pomérné silnym
proudem. Rozdilny charakter lokality vyskytu miZzeme pozorovat také u druhi R. labiata a R.
lagotis. Nalezy R. labiata byly vazané na mens$i potoky, lesni tiné a prameni$té, Casto se
semiakvatickym charakterem. Na takovychto lokalitaich nebyl R. lagotis zaznamenan. Radix
lagotis byl pozorovan na dvou lokalitach, které se svym charakterem podobaly lokalitam
vyhovujicim R. auricularia. Lozek (1951) uvadi pro R. lagotis, mimo jiné, potoky a velké
prameny, tedy lokality, na kterych byl v ramci této prace nachazen druh R. labiata. Je ale
mozné, ze jedinci uvadéni Lozkem na téchto lokalitach byli ve skute¢nosti R. labiata. Radix
ampla byla v této praci obdrzena z Dnépru (hlavni tok), tedy z velkého vodniho toku, coz je
Casto uvadeéna typicka lokalita (Lozek 1951, Jackiewicz 2000, Beran 2002). Nicméné ti sami
autofi uvadéji jako moznou lokalitu vyskytu stojaté vody a ramena fek, tady mista, kde se
muzeme setkat s drunem R. auricularia. Z vySe uvedeného vyplyva, Ze charakter lokality
vyskytu neni zvlast’ spolehlivym determinacnim kritériem, ale mize v nékterych ptipadech

slouzit jako jedno z voditek pfi druhové determinaci plza rodu Radix.

V ramci vySetfovani plzh z pfirody byla zjisténa nizka prevalence ndkazy motolicemi celedi
Schistosomatidae. Celkem bylo nalezeno 9 plzi vylu€ujicich schistosomni cerkarie
z celkového poctu 3385, prevalence tedy byla 0,27 %. Tyto vysledky se témét shoduji
s vysledky Holické (2009), ktera pozorovala nakazu ptac¢imi motolicemi u 14 plzi rodu Radix
z celkovych 5929 (prevalence 0,24 %). Oproti tomu Hufiova (2008-) na tizemi CR neuvadi
vySetiovanych plzi (1568). Nizké prevalence (0,007 — 3 %) jsou také hlaSeny na tGzemi
Evropy (Loy and Hass 2001, Jouet a kol. 2008, Skirnisson a kol. 2009). V literatufe se v§ak
muzeme setkat i s udaji 0 prevalencich v fadech desitek procent (Beer & Voronin 2007,
Valdovinos & Balboa 2008, Skirnisson o kol. 2009), nicméné jedna se o ojedinélé piipady,
které mohou byt zplsobené aktualnimi pfiznivymi podminkami pro pifenos a vyvoj

trichobilharzii. V ramci této prace byli plzi sbirdni také na lokalitach, jako jsou lesni strouhy,
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pramenisté, ponorny potok v krasové jeskyni, tedy mistech, kde je pravdépodobnost vyskytu
ptacich motolic velmi maléd z divodu silného proudéni vody (pfekazka pii nakazeni plza
miracidiem a konecného hostitele cerkarii) nebo absence vyskytu definitivnich hostitela.
Proto by bylo v publikacich vhodné uvadét i dopliujici informaci o prevalenci na lokalitach,
kde je redlnd moznost se s ptac¢imi motolicemi setkat, tzn. stojatd nebo mirné tekouci voda,
bez nadmérné eutrofizace, dostatek mezihostitel a definitivnich hostiteld. Pokud by byly
V ramci této prace uvazovany pouze lokality splitujici tato kritéria, prevalence by tak stoupla
témet na dvojnasobek (0,47%), jelikoZz by nebyli uvazovani plzi z lokalit nevhodnych pro
pfenos ptacich schistosom.

Ve vSech ptipadech nalezenych infikovanych plza se jednalo o druh R. auricularia s nakazou
T. franki. Trichobilharzia regenti, ktera se vyskytuje na naSem tzemi (Horak a kol. 1998),
nebyla nalezena. Pfi¢inou muze byt malé mnozstvi vySetfenych plza R. lagotis (116 jedinct
ze 2 lokalit), ktefi slouzi jako mezihostitelé. Trichobilharzia regenti mize infikovat i druh R.
labiata (Vostry 2010), ktery byl hojné sbiran a vySetfovan, nicméné tento druh se vétSinou
vyskytoval na lokalitdch, které byly pro pta¢i schistosomy nevhodné z vySe uvedenych
divodi. Velmi casté byly nalezy xifidiocerkarii a echinostomnich cerkarii. Redie
echinostomnich motolic jsou oproti sporocystam schistosom zvyhodnéné dravym zptisobem
zivota, coz muze byt také diivodem celkové nizké prevalence trichobilharzii, které mohou byt
témito rediemi likvidovany. Nicméné byl nalezen jeden plz se smiSenou infekci
echinostomnimi cerkariemi a T. franki. Vyvoj nakazy vsak nemohl byt sledovan, nebot
infikovany plz rychle uhynul. Da se ptedpokladat, ze by vyvoj nakazy dopadl ve prospéch
redii echinostomni motolice, jak ve své praci uvadi Podhorsky (2006). PlZi nakaZeni
Fascioloides magna byli zaznamenani na tfech lokalitach. Byli nalezeni infikovani plzi R.
labiata a G. truncatula. Ve vsech piipadech se jednalo o lokality s vysokou prevalenci F.
magna u volné Zijici sparkaté zvére (Kasny, Gstni sdéleni). Zatimco celkova prevalence u G.
truncatula byla 38 %, u rodu Radix byla pouze 0,5 %. Ve dvou piipadech na stejné lokalité
zili jak plzi Galba truncatula, tak plzi rodu Radix. Na lokalité, kde se vyskytovala G.
truncatula v hojném poctu (v fadu stovek) a byla u ni zjisténa prevalence 83 %, nebyl zadny
z nalezenych plzti R. labiata infikovany. Naopak na lokalitach, kde byl vyskyt plzi G.
truncatula sporadicky nebo nebyl viilbec zaznamenan, byla infekce plze R. labiata potvrzena.
Z vyse uvedeného tedy lze usuzovat, Ze pokud ma F. magna k dispozici dostatek standardnich
mezihostiteld, neinfikuje mezihostitele nahradni. Tento vysledek vSak nelze srovnat
s vysledky jinych praci, nebot’ jedina publikace, tykajici se infekce plze rodu Radix z volné

ptirody motolici F. magna (Faltynkova a kol. 2006), neuvadi Cetnost standardnich hostitelii na
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dané lokalité. Dulezitym poznatkem je také to, Ze v pfipad¢ vySetfovani plzli na vyvojova
stadia motolice F. magna je vyplouvaci metoda (detaily viz kapitola 3. 1) nevhodna. Zatimco
touto metodou bylo 350 jedincu G. truncatula ozna¢eno za negativni, po umisténi do akvaria
za ucelem chovu byly po n€kolika tydnech pozorovany na skle metacerkarie. Kontrolni pitva
24 plza ukazala 83% prevalenci. Toto by mohl byt divod, pro¢ infikovani plzi rodu Radix
unikaji pozornosti parazitologti. Ackoli neni vyplouvaci metoda optimalnim feSenim pfi

vysetieni plzii na vyvojova stadia motolic (Kolafova a kol. 2010), je pfesto Casto pouzivana.

5. 2. Experimentalni infekce plZzi rodu Radix
Do experimentalnich pokust byly zahrnuty 4 druhy plza (R. lagotis, R. labiata, R. peregra a

R. natalensis), ktefi byli vystaveni infekci F. magna (vSichni vySe uvedeni) a T. regenti (R.
peregra). R. natalensis je vyznamnym mezihostitelem F. gigantica a jeho zapojeni do
infek¢nich pokustt mélo ovétit kompatibilitu s F. magna. Nejvétsim problémem bylo ziskat
plze, kteti mohli byt v infek¢énich pokusech pouziti. Hlavnim ptedpokladem bylo vylouceni
nakazy vyvojovymi stadii motolic, proto plzi z odchyti nepfipadali v uvahu z davodu
zdlouhavého vySetfovani. Proto byly sbirdny snlsky vajec z jedné lokality a vylihnuvsi se
jedinci byli experimentalné infikovani. Pocty plzii v pokusech byly proto omezené, coz se
negativné odrazilo na mnozstvi informaci, které dané pokusy mohly poskytnout. Napiiklad
nemohla byt pouzita negativni kontrola, tudiz nemohla byt sledovana mortalita
nestandardnich mezihostitel po ndkaze F. magna. Jedinym relevantnim udajem, ktery byl
vysledkem této casti prace, bylo zjiSténi, zda je konkrétni druh mozno nakazit danym

parazitem.
Infekce motolici F. magna

Vysledky nakaz R. peregra a R. natalensis byly negativni. Nicméné R. natalensis byl nakazen
pouze v poctu 24 jedinct, tudiz na zaklade¢ tohoto pokusu nelze jeho kompatibilitu s F. magna
vyloudit. Podafilo se infikovat druhy R. lagotis a R. labiata. Pitvy vSak prokazaly malou
uspésnost nakazy - R. lagotis 1,4 % a R. labiata 1 %. Pozorovany byly jen malo vyvinuté
redie se zarodky cerkarii, coz bylo patrné zptsobeno kratkou dobou infekce - 44 dni u R.
lagotis a 35 dni u R. labiata. Faltynkova a kol. (2006) pozorovali plné¢ vyvinuté cerkarie u R.
labiata az po 119 dnech po nakazeni a u G. truncatula jiz po 60 dnech. Druh R. peregra se
nakazit nepodaftilo, ackoliv Erhardova-Kotrla (1971) ve své praci tento druh uspésné nakazila,
avsak nejpokrocilej$i vyvojové stadium, které pozorovala, byla matefska redie. Z vyse

uvedeného je zifejmé, ze ani jeden z plzl neni pro F. magna vhodnym mezihostitelem. Zatim
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nebyla publikovana prace, ve které by se podafilo dovést vyvojovy cyklus F. magna v plzi
rodu Radix do stadia schopného infikovat definitivniho hostitele, coz je podminka pro

potvrzeni plzi rodu Radix jako mezihostiteli tohoto zavazného patogena.

Infekce motolici T. regenti

Infekéni pokus, kdy byli nakazovani plzi R. peregra motolici T. regenti, mél pozitivni
vysledek. Nakazeni plzi vyluCovali po 32 dnech plné€ vyvinuté cerkarie. Tento vysledek se
shoduje s vysledkem Jouet a kol. (2008), ktefi zaznamenali nakazu R. peregra motolici T.

regenti z volné piirody.

5. 3. Determinace dle molekularnich metod
Molekularné fylogenetickd analyza byla zaloZena na sekvenci dvou genti, jaderného pro ITS2

a mitochondridlniho pro 16S. Findlnim vystupem bylo vytvofeni dvou fylogenetickych
stromll. Stromy pro oba geny se shodovaly v rozdé€leni sledovanych plzti do 5 jasné
je ve shod¢ s vysledky Barguesové a kol. 2001, Remigia 2002 a Huiiové (2008). Ve stromé
pro 16S je patrna vétsi vnitrodruhova variabilita druhtt R. labiata a R. auricularia, coz je
zpusobeno castéjSimi substitucemi v jednotlivych sekvencich. Strom pro ITS2 vykazuje vétsi
vnitrodruhovou homogenitu. Stejny trend u obou genti popisuje i Puslednik (2006) u
lymnaeidnich plzi rodu Austropeplea, ktery ma k plzim rodu Radix z fylogenetického

hlediska velmi blizko. Nicméné mezi obéma stromy byly pozorovany i rozdily.

1) Jednotlivé stromy se neshodovaly v interpretaci piibuzenskych vztahti druht R. ampla, R.
lagotis a R. peregra. Analyza genu pro 16S oznacila za piibuzngjsi R. ampla a R. lagotis,
pro ITS2 byli oznaceny jako piibuznéjsi R. lagotis a R. peregra. Srovnani s dostupnou
literaturou je pomérné slozité. V piipadé genu pro 16S nejsou dostupna data pro R. ampla.
Vysledky analyzy genu pro ITS2 (Bargues a kol. 2001) nedokézou vzdjemnou piibuznost
téchto tii druhta rozlisit. Jakési voditko pii feSeni tohoto problému ndm mulze poskytnout
prace Correai a kol. (2010), ktefi oznacili za piibuzné&jsi druhy R. ampla a R. lagotis, a to
dle kombinovaného stromu sestrojen¢ho na zaklad¢ sekvenci 16S, ITS1 a ITS2. Nicméné
pro tfi nami analyzované druhy (R. ampla, R. lagotis a R. peregra) m¢l sekvence vSech tii

gentll pouze pro R. peregra.
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2) Fylogenetické stromy se neshodovaly v zafazeni 4 jedincti do druhu. Plzi s 0znacenim
51.2, 51.3, 53.2 a 53.3 byli dle sekvenci ITS2 uréeni jako R. peregra. Dle 16S byli jedinci
51.2 a 51.3 urceni jako R. auricularia a jedinci 53.2 a 53.3 jako R. lagotis. Toto situace je
v molekularni fylogenetice nestandardni, nicméné vysledek byl potvrzen opakovanou
sekvenaci, tudiz je zdména vzorkid vyloucena. Pro tuto situaci se hleda vysvétleni jen velmi
obtizn¢. Dlivodem by mohlo byt kiizeni druhti R. peregra s R. lagotis, ptipadné sR.
auricularia. Pokud by potomci ziskali mitochondrialni gen pro 16S (dédi se jen po mateiské
linii) od jednoho piedka a jaderny gen pro ITS2 od druhého, byla by tato situace vysvétlena.
Tento fakt by vysvétloval také nelogické pfifazeni nazvu R. auricularia k sekvencim 16S
ulozenym v NCBI (Remigio 2002), které dle ITS2 nalezi R. lagotis. Ackoliv si jsou nékteré
druhy rodu Radix tvarem ulity velmi podobné, zaména R. auricularia s R. lagotis je
nepravdépodobnd. OvSem v piipadé, Ze by Remigio pracoval s plzi, jako byl v naSem ptipadé
jedinec s oznaCenim 53.3 (viz ptiloha 8. 6), bylo by oznaceni tohoto jedince jako R.
auricularia pochopitelné. Nicmén¢ je nutné podotknout, Ze jedinci, pro které se neshodovalo

zatazeni ve fylogenetickych stromech nepochézeji z CR.

Rozdilné vysledky obou stromtl naznacuji, ze fylogeneticka analyza by méla byt zalozena na

datech ziskanych z vice gentll a idealné kombinovat geny jaderné a mitochondridlni DNA.

5. 4. Determinace dle morfologie pohlavni soustavy
Pti determinaci dle morfologie pohlavni soustavy byly vybrany tyto znaky: tvar a ulozeni

kopulaéni burzy, délka a tloustka duktu kopula¢ni burzy. Zna¢na variabilita byla pozorovéana

ve tvaru kopulacni burzy.

R. labiata — Kopulaé¢ni burza byla podlouhlé nebo téméf pravidelné kulovita, ulozena v pravé
casti plastové dutiny. Tvarovd variabilita kopulacni burzy je patrné zpisobena fazi
reprodukéniho cyklu plze, ve které byl jedinec pitvan (Dr. L. Jufickova, ustni sdéleni).
Variabilita byla pozorovana i u duktu kopula¢ni burzy R. labiata. Byly nalezeny 2 odlisné

varianty:

1) Duktus tenci, zfeteln¢ odd€lujici kopulacni burzu od vaginy. Popis se shoduje
s popisem pro R. labiata (Gloer 2002), také se ale shoduje s popisem pro R. peregra
(Hubendick 1951), nicméné toto srovnani nema velkou vypovidaci hodnotu, jelikoZ
autor pod oznaCenim R. peregra uvadi tvarové formy lagotis, peregra, ampla a ovata,
(dle molekularni analyzy provedené v této praci se s nejvyssi pravdépodobnosti jednalo

o samostatné druhy). U téchto forem sice popisuje ur¢itou variabilitu anatomickych
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znak(l, nicméné piesné neuvadi (s vyjimkou formy ampla), k jaké formé& nélezi které

anatomické znaky.

2) Duktus kratky a silny, splyva s kopulacni burzou v jeden tutvar. Popis se shoduje
spopisem pro R. labiata (Huiiova 2008, Jackiewicz 2000%), a pro R. peregra
(Hubendick 1951), stejna situace viz vySe. Dale se shoduje s popisem pro R. balthica
(Gloer 2002)

Z vyse uvedeného vyplyva, ze ve vétsSin€ pripadt se vysledky pitev této prace shoduji
s vysledky uvadénymi v literatufe, uvazime-li, ze R. peregra (Hubendick 1951) mohl
byt R. labiata. Vyjimku tvofi vysledky Gloera (2002), ktery pro kazdou variantu
popsanou V této diplomové préaci uvadi jiny druh. Mize to byt zplsobeno tim, Ze ve
skutecnosti pracoval s plzi jednoho druhu, ale z diivodu variability jim pfitadil rizné
nazvy (R. labiata a R. balthica). Druhda moznost je, Zze Gloer (2002) skutecné
analyzoval odli$né druhy, které maji shodné anatomické znaky jako druh R. labiata
analyzovany v této praci, a tudiz by nebylo mozné druhy R. balthica a R. labiata dle

morfologie pohlavni soustavy od sebe rozlisit.

R. lagotis — Kopula¢ni burza byla ovalna, ulozena ve stfedni Casti plastové dutiny a jeji
duktus byl tenky a dlouhy. Tento popis se shoduje s popisem pro R. lagotis* a R. peregra*
(Hubendick 1951), nicméné tentyz autor uvadi pro R. lagotis* z jiné lokality duktus kratky a
tlusty. Srovnani s vysledky Hubendicka (1951) je tedy kontroverzni, jelikoz jedinci (oznaceni
hvézdickou) u kterych byla Hubendickem popsdna morfologie pohlavni soustavy, pochazeli
z muzejnich sbirek a nazvy k témto plztim pfifadili neznami autofi. S pfihlédnutim na fakt, ze
jedinci pochazeli z riznych lokalit Asie a Evropy, je pravdépodobné, ze se ve skutecnosti
jednalo o odlisné druhy. Morfologie znakti pohlavni soustavy R. lagotis je dobfe porovnatelna
s vysledky Hunové (2008). Jedinci analyzovani vramci této prace pochdzeli ze stejné
populace jako jedinci analyzovani Hunovou (chovy PfF UK) a méli shodnou sekvenci genu
pro ITS2. Zatimco Hunova uvadi duktus kopulaéni burzy relativné kratky a silny, v této praci
byl pozorovan duktus dlouhy a tenky. Vysvétleni mize byt i to, ze R. lagotis vykazuje

podobnou variabilitu jako R. labiata (viz vyse). Sledovany znak se v ramci této prace podatilo

®V origindle pouziva Jackiewicz (2000) ozna&eni R. peregra, nicméné v tomto p¥ipadé se jedna o synonymum
pro R. labiata
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nalézt jen u jednoho jedince, tudiz ptipadné variabilita nemohla byt zaznamendna. Také se

mohlo jednat o defektniho jedince

R. peregra — Kopulac¢ni burza byla kulovita, ulozena v pravé ¢asti plastové dutiny, s delSim
tenkym duktem. Tento popis odpovida popisu R. lagotis* a R. peregra* (Hubendick 1951). |
v piipadé téchto plzl (oznaceni hvézdickou) se jednalo o jedince z muzejnich sbirek a plati
stejna situace, viz vyse. Hunova (2008) ve své praci popisuje stejné znaky pohlavni soustavy
pro R. peregra, navic uvadi i sekvenci genu pro ITS2, kterd se shoduje se sekvencemi plzl

analyzovanych v této praci.

R. ampla — Kopula¢ni burza byla kulovita, ulozena v pravé ¢asti plastové dutiny, s kratkym
silnym duktem. Tento popis se shoduje s popisem pro R. ovata* (muzejni sbirky, viz vyse) a
R. peregra forma ampla (Hubendick 1951). Jediny dostupny popis pohlavni soustavy R.
ampla jako samostatného druhu (Vinarski a kol. 2009) se neshoduje s popisem R. ampla
V této praci pouze tvarem kopulacni burzy. V této praci byla pozorovana kulovita kopulacni
burza, Vinarski (2009) uvadi kopulacni burzu zna¢né protahlou. Tvar kopula¢ni burzy vSak

muze byt variabilni i v rdmci jednoho druhu (viz vyse).

R. auricularia — kopula¢ni burza kulovita, ulozena v levé ¢asti plastové dutiny, s velmi
dlouhym a tenkym duktem. Tento popis se shoduje s popisem pro R. auricularia (Hubendick
1951, Jackiewicz 2000, Gloer 2002 a Hutniova 2008).

Analyza morfologie pohlavni soustavy dokazala odlisit vS§echny druhy (R. auricularia, R.
labiata, R. lagotis, R. peregra a R. ampla) sledované v ramci této prace. Nicméné u druhu R.
lagotis, R. peregra a R. ampla byly vysledky zalozeny pouze na sledovani malého poctu
jedinct, tudiz mohla byt piehlédnuta vnitrodruhova variabilita sledovanych znakt. Jak
z vysledku této prace, tak z dostupné literatury (Hubendick 1951, Jackiewicz 2000, Gloer
2002 a Hunova 2008) vyplyva, ze nejlépe odlisitelny druh v ramci rodu Radix je R.
auricularia. Vsichni autofi, ktefi se zabyvali determinaci plzii rodu Radix, dle morfologie

pohlavnich orgéan, se v popisu kopulacni burzy a jejiho duktu shoduji.

5. 5. Determinace dle morfometrie ulity
Pro urceni plzti rodu Radix dle morfometrie ulity bylo vybrano 11 pomérnych hodnot (viz

kapitola 3. 3) meétenych z fotografii pomoci softwaru. Pfedpokladem bylo, aby ulity pfi

pofizovani snimki byly vzdy ve stejné pozici. Za timto UCelem byla sestrojena
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standardizaéni komurka“, kterd zaruGila vzdy stejnou polohu ulity pii fotografovani’.
Pomoci statistické analyzy byly pro kazdy druh ziskany koeficienty, s jejichz pomoci byl
sestaven determinacéni vzorec. Po dosazeni sledovanych parametra libovolného plze, ktery byl
pfedem urcen molekularnimi metodami, byl plz zafazen do odpovidajiciho taxonu
s primérnou pravdépodobnosti 99%. Spravné zarazeni dle morfologie ulity se podafilo i u
plza, ktefi na prvni pohled byli zcela odlisni (viz pfiloha 8. 6). Nicméné diky nizkym poctim
promé&fenych ulit u druhtt R. ampla, R. lagotis a R. peregra nemusela byt zachycena
vnitrodruhova variabilita, proto by bylo vhodné celé hodnoceni zopakovat se statisticky

vyznamnym poctem plzl vySe zminénych druhti.

V dostupné literatuie nalezneme pouze 2 prace, ve kterych autofi uvadeji presné hodnoty
parametri ulity. Hubendick (1951) sledoval variabilitu tvaru ulity u druhu R. peregra.
V ramci tohoto druhu uvadi 4 tvarové formy: peregra (pravdépodobné R. labiata sensu
Bargues a kol. 2001), lagotis, ovata (pravdépodobné R. peregra sensu Bargues a kol. 2001)
aampla. U jednotlivych forem sleduje 2 pomérové parametry: Sifka ulity/vyska ulity a vyska
usti/vyska ulity. Dle jeho vysledkl neni zfejmé, které formy od sebe lze odlisit a které ne.
V grafickém znazornéni piekryvl jednotlivych forem uvadi pouze lokalitu, odkud sledovani
jedinci pochdzi, nikoliv do jaké formy nalezi. Huiiovd (2008) sledovala 3 pomérové
parametry: vyska ulity/vyska usti, vyska ulity/Sitka Gsti a Sitka ulity/Sitka asti u druht
R.auricularia, R. lagotis, R. labiata a R. peregra. Ve své praci uvadi, ze neni mozné rozeznat
R. peregra a R. auricularia dle pomért vyska ulity/vyska usti, vyska ulity/Sifka ulity a Sika
ulity/sifka usti. Dale nelze rozeznat R. labiata a R. lagotis dle poméru vyska ulity/Sitka ulity a
Sitka ulity/Sitka usti. Vysledky této diplomové prace se shoduji s tvrzenim obou autord, tedy
uvedené znaky (vySka ulity/vyska usti, vySka ulity/Sitka Usti a Sitka ulity/Sitka 0sti) nejsou
dostacujici pro spolehlivé rozliSeni jednotlivych druhti plzi rodu Radix (viz jednotlivé grafy
poméru v kapitole 4. 3. 3. 1.). Morfometrickou analyzu je tedy nutné zalozit na vét§im poctu

znaku.

Pokud bychom pro determinaci plzii sledovanych v této praci dle morfometrie ulity aplikovali
postupy, které uvadeji klasické urcovaci klice (Uliény 1892, Lozek 1951, Gloer 2002), zjistili
bychom, ze pomoci téchto postupi neni mozné plze rodu Radix jednozna¢né urcit. Tyto klice

jsou pouzitelné pouze pro jedince, ktefi jsou ,,standardem‘ v ramci druhu, a i tak spravné

3 [y v/ , , ° s . o v % . v s o T vz N o
Pti pofizeni snimkd stejné ulity v prabéhu nékolika mésicl se parametry lisili v fadu mikrometra

72



zatazeni vyzaduje velkou davku zkusenosti. Jakékoli tvarové odchylky sledovanych jedinct
nejsou schopny tyto klice pokryt a vysledkem muze byt Casto nespravné urceni plze.
Ptikladem jsou nékteii zastupci druhu R. peregra (lokalita 48 a 53), kteti dle urcovaciho klice
(Lozek 1951) byli uréeni jako R. auricularia nebo R. ampla. Dal$im piikladem je chybné
urceni R. lagotis (lokalita 32 a 56), ktefi byli dle uréovaciho klice (Lozek 1951) uréeni jako R.

labiata.

Jak se zda, navrzena metoda determinace dle uvedenych 11 znakt (viz kapitola 3. 3) by mohla
nutné podotknout, ze byla zatim testovana pouze na omezeném vzorku plzl a zlistava proto
otazkou, zda by byla pouzitelna i pro jiné spektrum plzti; dalsi vyzkum a ovéfeni této metody

je proto zadouci.

v

Zavérem tedy je, ze molekularné fylogeneticka analyza se zda jako nejspolehlivéj$i metoda

determinace plzt rodu Radix, nicméné je dulezité, aby byla davana do souvislosti s ostatnimi

piistupy.
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6. ZAVER

Cilem této prace bylo zmapovat druhové slozeni plzd rodu Radix na uzemi CR, srovnat
ruzné piistupy k determinaci, a to dle molekularnich metod a hodnocenim morfologie
ulity a pohlavni soustavy. Uvedené¢ srovnani mélo napomoci definovat nové
morfometrické znaky, dle kterych by bylo mozné rozliSit jednotlivé druhy. DalSim
ukolem bylo zjistit mezihostitelskou specifitu identifikovanych plzi rodu Radix, a to

pro infekce motolicemi Fascioloides magna a Trichobilharzia regenti.
V ramci diplomové prace se podafilo:

. Vypracovat fylogenetickou analyzu zejména Ceskych zastupci rodu Radix pomoci
sekvenci genti pro ITS2 a 16S a potvrdit vyskyt 4 druhti rodu Radix na uzemi CR (R.
auricularia, R. lagotis, R. labiata a R. peregra). Identifikovany byly kompletni
sekvence gend ITS2 a 16S pro druhy R.auricularia, R. lagotis, R. labiata R. peregra a
R. ampla

2. Zdokumentovat samici ¢ast pohlavni soustavy (kopulacni burza a jeji duktus) u
plz R.auricularia, R. lagotis, R. labiata, R. peregra a R. ampla, urcenych dle
molekularnich metod. Poftidit fotografie vSech vySe uvedenych druhli, pomoci nové
metody a nalézt 11 konchologickych znaki, vyuzitelnych pro odliSeni zminénych

druhd.

3. Potvrdit nakazu R. labiata motolici F. magna ve volné ptirod¢ a experimentalné
nakazit touto motolici R. labiata a R. lagotis a potvrdit tak moznost pfenosu motolice F.

magna témito plzi. Potvrdit ptenos T. regenti drunem R. peregra.

Ackoliv se taxonomickou situaci plzd rodu Radix v minulosti zabyvalo mnoho autord,
stale jesté neni zcela prehledna. Na poli taxonomie rodu Radix se stfetdva mnoho nazort
a pfistupl. Pouziti molekularnich metod k druhové determinaci se jevi jako velmi vhodny
vhodné a spolehlivé kritérium, nicméné je tfeba ho brat jen jako soucast komplexniho piistupu k
determinaci a davat ho do souvislosti s ostatnimi pfistupy. V ramci této prace byla navrzena
nova metoda determinace dle konchologickych znaki. Pokud by se potvrdila jeji pouzitelnost
pro béznou praxi, mohla by byt Siroce vyuzivanou v malakologii. Vysledky této prace
poukazuji na moznost pienosu motolice F. magna nékterymi plzi rodu Radix, av§ak moZnost
dokonceni jejich vyvoje v plzich do stadia cerkarii by jest€é méla byt ovéfena dal§imi

experimenty.
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8. PRILOHY
Priloha 8.1.: Hodnoty jednotlivych parametrti ulity plzi rodu Radix pouzitych pro jejich
druhové zatazeni

SUS/SUL
Primér
Pocet hodnot
Druh plze méfenych plzi pméri Smérodatna odchylka Minimum Dolni kvartil | Medién Horni kvartil Maximum
R. ampla 3 0,800 0,010 0,79 0,80 0,80 0,81 0,81
R. auricularia 22 0,688 0,039 0,61 0,67 0,70 0,71 0,76
R. labiata 20 0,478 0,027 0,43 0,46 0,48 0,50 0,52
R. lagotis 3 0,587 0,023 0,56 0,58 0,60 0,60 0,60
R. peregra 6 0,622 0,061 0,56 0,58 0,61 0,64 0,73
VZAV/VUL
Priamér
Pocet hodnot
Druh plze méienych plzi pméri Smérodatna odchylka Minimum Dolni kvartil Median Horni kvartil Maximum
R. ampla 3 0,137 0,042 0,09 0,12 0,15 0,16 0,17
R. auricularia 22 0,240 0,031 0,16 0,22 0,24 0,26 0,29
R. labiata 20 0,390 0,032 0,34 0,37 0,39 0,41 0,47
R. lagotis 3 0,350 0,026 0,32 0,34 0,36 0,37 0,37
R. peregra 6 0,260 0,046 0,18 0,25 0,27 0,29 0,31
OuUS/OUL
Priamér
Pocet hodnot
Druh plze méienych plzi pméri Smérodatna odchylka Minimum Dolni kvartil Median Horni kvartil Maximum
R. ampla 3 0,873 0,006 0,87 0,87 0,87 0,88 0,88
R. auricularia 22 0,795 0,025 0,74 0,78 0,80 0,81 0,85
R. labiata 20 0,644 0,027 0,58 0,63 0,65 0,66 0,69
R. lagotis 3 0,697 0,015 0,68 0,69 0,70 0,71 0,71
R. peregra 6 0,773 0,038 0,74 0,75 0,77 0,79 0,84
SSEV1/SUL
Primér
Pocet hodnot
Druh plze méfenych plzi pméri Smérodatna odchylka Minimum Dolni kvartil Median Horni kvartil Maximum
R. ampla 3 0,123 0,029 0,09 0,12 0,14 0,14 0,14
R. auricularia 22 0,186 0,033 0,10 0,17 0,18 0,20 0,25
R. labiata 20 0,381 0,027 0,33 0,37 0,38 0,40 0,44
R. lagotis 3 0,310 0,010 0,30 0,31 0,31 0,32 0,32
R. peregra 6 0,242 0,072 0,16 0,19 0,23 0,28 0,35
Sus/vus
Primér
Pocet hodnot
Druh plze méfenych plzi pméri Smérodatna odchylka Minimum Dolni kvartil Median Horni kvartil Maximum
R. ampla 3 0,890 0,010 0,88 0,89 0,89 0,90 0,90
R. auricularia 22 0,739 0,048 0,66 0,70 0,75 0,77 0,83
R. labiata 20 0,716 0,039 0,62 0,70 0,72 0,75 0,78
R. lagotis 3 0,730 0,066 0,66 0,70 0,74 0,77 0,79
R. peregra 6 0,763 0,059 0,70 0,73 0,74 0,80 0,85
VVRCH/SZAV
Primér
Pocet hodnot
Druh plze méfenych plzi pméri Smérodatna odchylka Minimum Dolni kvartil | Medién Horni kvartil Maximum
R. ampla 3 0,533 0,006 0,53 0,53 0,53 0,54 0,54
R. auricularia 22 0,704 0,082 0,51 0,64 0,71 0,76 0,88
R. labiata 20 0,765 0,064 0,66 0,72 0,77 0,80 0,93
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R. lagotis 3 0,750 0,100 0,65 0,70 0,75 0,80 0,85
R. peregra 6 0,613 0,058 0,55 0,58 0,61 0,64 0,71
VVRCH/NVZAV
Primér
Pocet hodnot
Druh plze méfenych plzi pméri Smérodatna odchylka Minimum Dolni kvartil | Median Horni kvartil Maximum
R. ampla 3 0,433 0,046 0,38 0,42 0,46 0,46 0,46
R. auricularia 22 0,375 0,047 0,27 0,36 0,38 0,41 0,50
R. labiata 20 0,442 0,027 0,40 0,42 0,45 0,46 0,49
R. lagotis 3 0,403 0,075 0,33 0,37 0,40 0,44 0,48
R. peregra 6 0,392 0,047 0,34 0,36 0,38 0,43 0,45
Sus/VUL
Priamér
Pocet hodnot
Druh plze méfenych plzi pméri Smérodatni odchylka Minimum Dolni kvartil | Medién Horni kvartil Maximum
R. ampla 3 0,793 0,006 0,79 0,79 0,79 0,80 0,80
R. auricularia 22 0,569 0,050 0,46 0,54 0,58 0,60 0,67
R. labiata 20 0,429 0,025 0,38 0,42 0,43 0,44 0,47
R. lagotis 3 0,463 0,029 0,43 0,46 0,48 0,48 0,48
R. peregra 6 0,575 0,085 0,50 0,53 0,55 0,60 0,73
VUS/VUL
Primér
Pocet hodnot
Druh plze méienych plzi pméri Smérodatna odchylka Minimum Dolni kvartil Median Horni kvartil Maximum
R. ampla 3 0,890 0,010 0,88 0,89 0,89 0,90 0,90
R. auricularia 22 0,769 0,032 0,71 0,75 0,77 0,78 0,86
R. labiata 20 0,600 0,033 0,53 0,59 0,61 0,62 0,65
R. lagotis 3 0,637 0,023 0,61 0,63 0,65 0,65 0,65
R. peregra 6 0,750 0,056 0,71 0,72 0,74 0,74 0,86
Sus/SuL
Primér
Pocet hodnot
Druh plze méfenych plzi pméri Smérodatna odchylka Minimum Dolni kvartil Median Horni kvartil Maximum
R. ampla 3 0,930 0,026 0,91 0,92 0,92 0,94 0,96
R. auricularia 22 0,815 0,043 0,70 0,79 0,82 0,83 0,91
R. labiata 20 0,725 0,030 0,66 0,70 0,72 0,75 0,77
R. lagotis 3 0,767 0,012 0,76 0,76 0,76 0,77 0,78
R. peregra 6 0,810 0,037 0,76 0,79 0,81 0,84 0,86
SUL/VUL
Primér
Pocet hodnot
Druh plze méfenych plzi pméri Smérodatna odchylka Minimum Dolni kvartil | Medién Horni kvartil Maximum
R. ampla 3 0,850 0,020 0,83 0,84 0,85 0,86 0,87
R. auricularia 22 0,698 0,059 0,58 0,67 0,71 0,73 0,81
R. labiata 20 0,592 0,027 0,53 0,58 0,60 0,61 0,64
R. lagotis 3 0,607 0,032 0,57 0,60 0,62 0,63 0,63
R. peregra 6 0,712 0,088 0,62 0,66 0,71 0,72 0,87

Vysvétlivky: VUL — vyska ulity, SUL — §itka ulity, VUS — vyska usti, SUS — §iika tsti,

SSEV1 —

%

SIr

OUS — obvod 1sti
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ka 2. $vu, VVRCH — vzdalenost od vrcholu k 3. §vu, VZAV — vzdalenost od
vrcholu k 4. $vu, SUL — plocha obrysu ulity, OUL — obvod obrysu ulity, SUS — plocha usti,




Priloha 8.2.: Piiklad zatazeni plze dle klasifikacnich koeficientl

Jako ptiklad pouziti klasifikacnich proménnych budiz zafazeni plze s oznafenim 12.2.
Nejprve je tieba ziskat poméry jednotlivych hodnot rozméra ulity (viz kapitola 3. 3), ty jsou
znazornény v Tab. 8. 2. Dale je tieba znat hodnoty jednotlivych koeficientii potfebnych pro
vypocitani klasifikacni proménné, které byly pro jednotlivé druhy stanovené statistickou

analyzou a jsou pevné dané (viz Tab. 8. 1). Pfedpis pro vypocet klasifikaéni proménné pro R.

ampla zni: Klasp = - 14211.27 - 2219.53*SUS/SUL + 2336.43*VZAV/VUL +
1190.97*OUS/OUL + 1055,74*SSEV1/SUL + 16706,19*SUS/VUS +
1236,52*VVRCH/SZAV -  176,08*VVRCH/VZAV -  37804,26*SUS/VUL  +

23894,65*VUS/VUL + 11969,96*SUS/SUL + 12764,61*SUL/VUL. Do tohoto vzorce
dosadime jednotlivé hodnoty parametri testovaného plze. Vyslednd hodnota klasifika¢ni
proménné pro R. ampla je tedy 14137,99. Stejnym zplUsobem vypocitame klasifikacni
proménné pro dal$idruhy, ty jsou nasledujici: R. auricularia = 14154,74, R. labiata =
14174,23, R. lagotis = 14170,45, R. peregra = 14167,57. Testovany plZ je zafazen do druhu,
jehoz klasifikaéni proménna nabyva nevyssi hodnoty. Nami testovany plz tedy patii do druhu

R. labiata.

Tab.8. 1: Koeficienty pro vypocet Klasp pro jednotlivé druhy plzi rodu Radix

R.ampla R.auricularia R.labiata R.lagotis R.peregra
constant -14211,27 -14666,78 -14050,51 -14171,98 -14620,55
SUS/SUL -2219,53 -2180,73 -2249,49 -2089,78 -2291,66
VZAV/VUL 2336,43 2202,82 2079,57 2193,14 2214,63
OUS/OUL 1190,97 1373,69 1175,04 1340,69 1307,36
SSEV1/SUL 1055,74 1167,95 1347,43 1226,91 1194,26
SUS/VUS 16706,19 17045,40 16522,80 16591,31 16868,45
VVRCH/SZAV 1236,52 1343,71 1310,17 1291,23 1298,93
VVRCH/VZAV -176,08 -363,80 -322,33 -316,73 -287,56
SUS/VUL -37804,26 -38754,60 -37909,55 -38130,12 -38664,67
VUS/VUL 23894,65 24177,61 23484,05 23451,15 24002,25
SuUS/SUL 11969,96 12158,61 12109,20 12117,05 12330,21
SUL/VUL 12764,61 13104,93 13156,95 13157,70 13311,07

Tab.8. 2: Namétené hodnoty jednotlivych peremetri plze s ozna¢enim 12.2

Oznate | SUS/S VZAV/V | ous/o SSEvI/S | SUS/V | VWRCH/SZ | VVRCHIVZ | Sus/v VUS/V Sus/S SuL/v

ni UL UL UL UL us AV AV UL UL UL UL
pomér

]

Hodnot | 0,52 0,37 0,67 0,33 0,68 0,71 0,41 0,45 0,65 0,70 0,64
y

pomér

i

Priloha 8.3.: Pravdépodobnosti zafazeni jednotlivych plzi do druhti pomoci klasifika¢nich proménnych

Druh plze Oznaceni plZe R.ampla | R.auricularia |R.Iabiata R.lagotis | R.peregra
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R. labiata 20.2 0,000 0,000

R. labiata 2.1 0,000 0,000

R. labiata 14 0,000 0,000

R. labiata 24.3 0,000 0,000

R. labiata 12.2 0,000 0,000

R. labiata 29.2 0,000 0,000

R. labiata 40.1 0,000 0,000

R. labiata 14.2 0,000 0,000

R. labiata 54.1 0,000 0,000

R. labiata 185 0,000 0,000

R. labiata 55 0,000 0,000

R. labiata 42.3 0,000 0,000

R. labiata 19.1 0,000 0,000

R. labiata 46.1 0,000 0,000

R. labiata 21.3 0,000 0,000

R. labiata 34.1 0,000 0,000

R. labiata 23.1 0,000 0,000

R. labiata 17.2 0,000 0,000

R. labiata 38.1 0,000 0,000

R. labiata 35.2 0,000 0,000

R. lagotis 32.2 0,000 0,000 0,000

R. lagotis 56.1 0,000 0,000 0,000

R. lagotis chl 0,000

R. ampla 52.2 0,000 0,000 0,000
R. ampla 52.3 0,000 0,000 0,000
R. ampla 52.1 0,000 0,000 0,000
R. auricularia 7.1 0,000 0,000 0,000 0,000
R. auricularia 41.1 0,000 0,000 0,000 0,006
R. auricularia 9.4 0,000 0,000 0,000 0,000
R. auricularia 3.1 0,000 0,000 0,000 0,001
R. auricularia 44.1 0,000 0,000 0,000 0,000
R. auricularia 6.1 0,000 0,000 0,000 0,000
R. auricularia 57 0,000 0,000 0,000 0,000
R. auricularia 8.2 0,000 0,000 0,000 0,046
R. auricularia 39.1 0,000 0,000 0,000 0,022
R. auricularia 30.1 0,000 0,000 0,000 0,000
R. auricularia 10.1 0,000 0,000 0,000 0,000
R. auricularia 22.2 0,000 0,000 0,000 0,001
R. auricularia 37.1 0,000 0,000 0,000 0,000
R. auricularia 28.1 0,000 0,000 0,000 0,002
R. auricularia 53.1 0,000 0,000 0,000 0,000
R. auricularia 45.1 0,000 0,000 0,000 0,000
R. auricularia 4.3 0,000 0,000 0,000 0,000
R. auricularia 43.1 0,000 0,000 0,000 0,000
R. auricularia 47.1 0,000 0,000 0,000 0,001
R. auricularia 36.1 0,000 0,000 0,000 0,000
R. auricularia 49.1 0,000 0,000 0,000 0,000
R. auricularia 33.2 0,000 0,000 0,000

R. peregra 50.1 0,000 0,005 0,000 0,000

R. peregra 60.1 0,000 0,000 0,058 0,005

R. peregra 51.2 0,000 0,000 0,000 0,000

R. peregra 48.1 0,000 0,087 0,000 0,000

R. peregra 588 0,026 0,000 0,000 0,000

R. peregra 53.2 0,000 0,141 0,000 0,000

Vysvétlivky: R.labiata R.lagotis R.ampla ['R.auricularia R.peregra -

Piiloha 8.4.: Hodnoty diskriminaénich funkci
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Diskrimina¢ni funkce
Poméry hodnot | LD1 LD2 LD3 LD4
SUS/SUL -6,58 | -11,94 | -44,28 -17,69
VZAV/VUL | -1540 | 24,67 | -5,45 -40,36
OUS/OUL | -20,86 | -25,37 | 1,07 -34,30
SSEV1/SUL | 24,31 |-2487| 6,30 26,70
SUS/VUS -63,46 | -28,11 | 50,34 49,32
VVRCH/SZAV | -3,27 |-1590| 3,80 22,66
VVRCH/VZAV| 3,04 | 30,36 | -0,66 -27,02
SUS/VUL | 100,04 | 9551 | -157,45 | 44,01
VUS/VUL | -86,50 | -7,96 | 89,23 94,52
SUS/SUL -6,67 |-16,71| 75,08 -69,94
SUL/VUL 7,62 |-42,28| 82,88 -87,51

Vysvétlivky: VUL — vyska ulity, SUL — $itka ulity, VUS — vyska usti, SUS — sitka usti,
SSEV1 — sitka 2. $vu, VVRCH - vzdélenost od vrcholu k 3. §vu, VZAV — vzdalenost od
vrcholu k 4. svu, SUL — plocha obrysu ulity, OUL — obvod obrysu ulity, SUS — plocha tsti,
OUS — obvod tsti
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Priloha 8. 5 Vysledky méieni morfometrickych parametri ulit

SuL/
VZAV ous/ SSEV1 Sus/ Sus/ VVRCH/ VUs/ | SUS/ | vuL
oznaleni plze | SUL | SUS/SUL | SUS SVRCH [ OVRCH | /VUL |0OuUs |OUL [ouL |SuL $SEV2 | VUS | 8§8EV1 | vZAV | SUL | SUS | VUL | vus | VWRCH | vZAV [ VUL | VUL | SUL | VULVUL
R. labiata 20.2a 32,40 045 14,71 2,48 665| 041] 1426| 063] 22,80 0,44 1,11 ] 0,73 239| 370]| 548 386 042 527 1,65 045] 911 o058] 0,70 0,60
2.1 55,19 0,50 [ 2746 3,75 827 | 040] 1956 0,65] 30,04 0,41 1,40 | 0,75 283 | 480 692 531 [ 044] 7,10 2,19 0,46 | 11,98 | 059] 0,77 0,58
1.4a 69,68 0,51 | 35,60 3,18 805| 035[ 2266 0,69 32,84 0,35 1,13 | 0,74 286 | 454| 817 6,05[ 047 ] 813 2,06 0,45 | 12,98 | 0,63 ] 0,74 0,63
24.3a 65,08 0,45 | 29,60 5,50 9,70 | 047] 19,85| 0,60 ] 33,08 0,39 161 ] 0,76 305| 6,24| 780 549 041 7,18 2,49 0,40 [ 13,23 054] 0,70 0,59
12.2 86,35 052 | 44,65 1,88 583 | 037] 2497 067 ] 3699 0,33 1,48 | 0,68 306| 532| 923]| 647[ 045] 9,46 2,17 0,41 | 14,47 065] 0,70 0,64
29.2 106,37 051 | 5434 4,08 932 036| 2767 069] 40,36 0,36 1,80 | 0,71 349 | 577| 962 7,39 047]10,36 2,32 0,40 | 15,89 | 0,65] 0,77 0,61
40.1 123,24 0,44 | 53,86 7,33 1231 039 2830] 0,64 44,20 0,39 213 ] 0,70 423 | 6981080 7,47 0421072 3,44 0,49 [ 17,69 061 ] 0,69 0,61
14.2 129,82 0,46 | 59,64 7,56 1220 036 29,40 | 064 46,20 0,37 1,95 | 0,62 39 | 6,77[1080] 7,08 0,38]11,50 3,13 0,46 | 18,67 | 0,62 ] 0,66 0,58
134,60 0,45 [ 60,08 9,82 29,91 | 062 4826 0,41 219 [ 071 441 7831078 | 7,94 0421114 3,51 0,45 | 18,77
54.1 13,39 42 0,59 | 0,74 0,57
13.5 148,74 051 7551 3,89 845| 038]| 3244 066]| 48,79 0,38 2,24 0,72 436 727|1161| 866 0,45]( 12,02 3,37 0,46 | 19,37 | 062] 0,75 0,60
55 154,78 047 | 7248 6,76 11,92 034 3246 ] 066 | 4945 0,37 204 071 429 6,78 |1155| 8,68 0441217 2,96 0,44 [1985| 061] 0,75 0,58
42.3 162,49 0,50 [ 80,62 9,03 1326 [ 037 3309] 064 5157 0,34 216 0,72 423 7601246 8,84 0431233 3,39 0452051 [ 060] 0,71 0,61
19.1 184,47 0,46 | 84,68 9,59 1414 039 3538] 065 54,18 0,38 2,30 | 0,68 495 | 8541314 9,12 0,42 13,33 3,70 0,43 ]21,65]| 062] 0,69 0,61
46.1 197,00 0,49 | 97,39 10,97 1514 [ 039 3801] 066 57,27 0,40 231 0,67 505| 9121274 9,63 | 041 [ 14,40 3,92 0432339 062] 0,76 0,54
21.3 210,40 0,48 [ 100,67 13,88 1627 o041 36,86] 062 5964 0,36 249 075 510 | 9,87 ]14,1]1005]| 0421342 4,12 0422385 [ 056] 0,71 0,59
34.1 255,62 0,49 | 124,41 13,97 16,19 036 4187] 066 6333 0,37 261 0,75 578 | 9,07]1542]11,40| 046 15,20 4,14 0,46 | 24,99 | 061] 0,74 0,62
23.1 246,18 0,46 | 113,27 18,85 1872 o042 3932] 062 63,75 0,40 291 0,78 6,00 | 10,60 | 15,16 | 10,97 | 0,43 | 14,13 5,04 0,48 [ 25,33 056 ] 0,72 0,60
17.2 228,68 0,43 [ 98,92 18,65 18,78 [ 043 | 37,07| 058 6342 0,41 292 072 558 | 11,12 ]1367 | 9,84 | 0,38 13,59 5,17 0,47 [ 2577 053] 0,72 0,53
38.1 357,41 0,48 | 171,68 19,96 1941 037 49,70] 065 76,13 0,38 2,89 | 0,66 6,64 | 1155|17,49 12,58 | 0,41 | 19,05 4,81 0,42 |30,83] 062] 0,72 0,57
35.2 409,48 0,49 [ 201,49 19,83 2050 | 040| 52553| 064]| 81,67 0,38 325| 0,75 716 | 12,86 18,80 | 14,23 | 0,44 | 19,08 5,09 0,40 [ 32,52 059] 0,76 0,58
R. lagotis 32.2 27,89 0,60 | 16,82 1,64 533 032]| 1544 071]| 21,77 0,32 0,73 | 0,66 160 283| 493| 377| 043]| 5,68 1,36 048 | 872 065] 0,76 0,57
56.1 67,50 056 | 37,83 2,43 6,92 037] 22,30[ 068] 32,90 0,30 1,01 | 0,79 240 4,78| 802 626 048] 7,88 1,57 0,33]12,92] 061] 0,78 0,62
chl 181,37 0,60 [ 108,58 8,27 1273 036 3830] 0,70 54,58 0,31 1,90 | 0,74 417 7861358 10,32 | 0,48 [ 14,03 3,12 0,40 [ 21,58 [ 065] 0,76 0,63
R. ampla 52.2 392,83 0,81 [ 319,80 0,82 426 009 6512] 088 73,62 0,09 0,36 | 0,89 193] 221]2055]1981]| 080]2217 1,02 0,46 [ 2474 | 090 ] 096 0,83
52.3 447,84 0,79 | 353,26 2,69 767 015] 69,40 | 087 ] 79,40 0,14 0,74 | 0,88 324| 38622522081 0,79 | 23,52 1,76 0,46 | 26,36 | 0,89 ] 0,92 0,85
52.1 573,51 0,80 [ 456,47 3,83 90| 017] 79,00 | 087 ] 90,95 0,14 1,21 | 0,90 367| 51226142376 0,79 | 26,52 1,95 0,38 [ 30,00 [ 0,88 ] 0,91 0,87
R. auricularia | 7.1a 25,44 062 | 1587 0,65 342| 029] 1515[ 074 20,38 0,25 0,57 [ 0,66 1,17 236 471] 3580 046 580 0,91 0,38 | 819 071] 0,81 0,58
41.1a 40,11 0,69 | 27,80 0,68 367 021] 1994 080 24,95 0,24 0,69 0,70 141 210| 594 | 526]| 052| 7,48 0,84 0,40 | 10,12 ] 0,74] 0,89 0,59
9.4a 46,16 0,70 [ 32,21 0,62 339 023] 21,30| 080 2651 0,18 0,33 [ 0,72 122 237 679] 571 056 7,95 0,76 0,32 10,20 0,78 ] 0,84 0,67
3.1a 70,27 0,71 | 49,73 1,12 456 | 022 26,74 081 32,84 0,20 0,57 | 0,78 164 | 273 827| 754 061 9,67 1,02 0,37 | 12,28] 0,79] 0,91 0,67
44.1 95,40 0,61 | 57,95 2,18 6,33 028] 2945 0,76 | 38,66 0,23 0,95 | 0,66 218 | 426| 952 7,35 048]11,18 1,60 0,38 | 15,38 | 0,73 ] 0,77 0,62
6.1a 164,19 0,68 [ 11217 2,48 681 023] 3965| 0,79 50,11 0,18 1,07 [ 0,69 239 | 4,32[1322]1030 [ 0,54 |14,84 1,70 0,39 [ 19,02 0,78 ] 0,78 0,69
57a 178,01 0,65 | 11531 2,21 6,72 025| 4270| 0,82 51,81 0,18 0,89 [ 0,78 246 | 492]1370] 11,44 [ 059 | 14,67 1,58 0,32 1940 076] 0,83 0,71
8.2a 222,95 0,62 | 139,06 3,33 832| 025| 4455| 077 ] 57,86 0,19 1,15 0,67 298| 545]1579]11,02| 051 16,39 2,03 0,37 | 21,47 | 0,76] 0,70 0,74
39.1a 248,70 0,66 [ 164,00 3,03 797 025] 4750 0,78 60,89 0,17 1,14 [ 0,78 2,77 | 559[16,74 | 13,20 [ 0,60 | 16,88 2,27 0412214 076] 0,79 0,76
30.1a 257,67 0,71 | 182,24 3,29 811 | 024 5000 080] 62,73 0,17 1,14 | 0,77 2,73| 545][16,26 13,73 0,60 ]17,79 2,03 0,37 | 22,76 | 0,78 ] 0,84 0,71
10.1a 276,06 0,70 | 192,40 3,83 867 | 024] 51,9 | 080 64,84 0,18 114 0,77 304| 5581730 14,17 | 0,60 | 18,37 2,08 0,37 | 23,69 0,78 ] 0,82 0,73
22.2a 270,24 0,68 | 184,04 3,85 9,05 025| 5023 0,79 63,77 0,21 0,84 [ 0,73 351 | 6,07[16,94 13,36 [ 0,56 | 18,27 2,25 0,37 | 23,87 0,77] 0,79 0,71
37.1a 267,92 0,71 | 191,25 4,44 956 | 026] 51,30 079 | 64,57 0,19 1,39 | 075 331 | 61217271380 058 | 18,34 2,52 041]2390| 077] 0,80 0,72
28.1a 307,95 0,68 | 210,32 3,60 841| 026]| 5353| 0,78 68,42 0,16 1,12 | 081 300| 6,18]19,00]14,91| 062 18,38 1,95 0,32 |2424] 076] 0,78 0,78
53.1a 307,83 0,74 | 228,20 2,66 726 | 019] 56,08 084] 67,02 0,14 1,09 [ 0,75 2,56 | 4,80 18,14 | 14,89 [ 0,60 | 19,95 1,97 0,41 | 24,80 080] 0,82 0,73
45.1a 285,06 0,68 | 192,65 5,26 1024 | 028 5202]| 0,78 66,66 0,22 1,22 | 0,69 355 | 7,27]16,24]1343| 0521945 2,37 0,33]26,04| 075] 0,83 0,62
4.3a 315,03 0,67 | 212,57 2,42 6,67 | 028]| 5463[ 077] 70,66 0,18 1,25 | 0,83 332| 72418121563 060/ 18,83 2,56 0,35 ]26,23] 0,72] 0,86 0,69
43.1 349,20 0,72 | 252,21 8,24 1269 | 024] 5871 0,79 74,64 0,20 1,84 | 0,74 391 | 6,88][19,23]|1567 [ 0,55]21,18 3,45 0,50 | 28,45 0,74] 0,81 0,68
47.1a 439,29 0,70 | 308,57 4,51 974| 022]| 6547| 082 | 8011 0,16 1,32 0,77 355| 6,33]2208]17,95| 062 | 23,24 2,52 0,40 | 28,98 | 0,80 0,81 0,76
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36.1 520,40 0,741 383,39 6,09 11,30 022) 72,47 082 | 88,67 0,17 1,521 0,70 3,92 7,14 123,14 [ 18,50 | 0,56 [ 26,26 2,95 04113280 | 080 0,80 0,71
49.1a 1600,89 0,76 | 1211,81 6,21 11,15 0,16 | 127,74 | 0,85 ] 151,17 0,10 1,56 | 0,77 4,32 8,27 | 42,21 | 34,70 | 0,67 | 44,95 2,20 0,27 (52,17 | 0,86] 0,82 0,81
332a 1404,78 0,70 [ 98241 21,87 21,11 0,23 [ 117,00 | 0,80 | 146,52 0,19 2,56 | 0,74 7,00 | 12,64 )37,73 |31,44 [ 0,57 | 42,55 518 0415518 0,77] 0,83 0,68
R. peregra 50.1 30,17 0,58 17,59 0,51 3,29 0,27 | 16,07 | 0,77 | 20,92 0,23 0,50 | 0,73 1,28 219| 567 | 433| 054 590 0,79 036 796| 0,74] 0,76 0,71
60.1a 37,06 0,59 21,84 1,63 542 031 17,64 | 074 | 2397 0,35 0,86 | 0,70 2,04 2,89 | 579 | 463| 050 | 6,64 1,30 045 929 0,71] 0,80 0,62
51.2 49,19 0,56 27,59 1,60 5,64 029 20,07 | 074]| 27,15 0,30 0,76 | 0,73 2,04 3,00 | 673)| 548 | 052 | 7,48 1,12 0371052 0,71] 0,82 0,64
48.1 90,47 0,64 57,57 1,23 4,96 0,241 2895 0,79 | 36,69 0,18 0,83 | 0,82 1,73 326 | 961) 823| 061 9,98 1,23 0,38 13,40 | 0,74] 0,86 0,72
53.3a 193,45 0,73 | 141,14 1,81 6,38 0,18 | 44,02 | 084 | 52,32 0,16 1,02 ] 0,85 2,48 3,29 | 15,53 | 13,00 | 0,73 | 15,33 1,47 0451791 | 0,86 0,84 0,87
53.2 332,52 0,63 | 208,22 5,61 11,21 0,27 | 5357 | 076 | 70,33 0,23 136 ] 0,75 4,26 7,05 18,83 | 14,62 [ 0,55 | 19,60 2,43 0,34 26550 | 0,74] 0,78 0,71

R.labiata R.lagotis R.ampla | R.auricularia | R.peregra Vysvétlivky:

VUL - vyska ulity, SUL — siika ulity, VUS — vyska usti, SUS — §itka tsti, SSEV1 — &itka 2. §vu, SSEV2 — §iika 3. $vu, VVRCH — vzdalenost od
vrcholu k 3. §vu, VZAV — vzdalenost od vrcholu k 4. $vu, SUL — plocha obrysu ulity, OUL — obvod obrysu ulity, SUS — plocha usti, OUS —
obvod utsti, SVRCH — plocha obrysu prvnich dvou zavitti,, OVRCH - obvod obrysu prvnich dvou zaviti (grafické zndzornéni viz obr.-)
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Priloha 8. 6: Tvarové varianty druhu R. peregra. vlevo jedinec
s ozna¢enim 53.3 v pravo 50.1
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Priloha 8. 7: Ulita, télo, kopula¢ni burza a jeji duktus plze

R. auricularia

Radix auricularia

Vysvétlivky: A —F rizné pohledy ulity, G — télo plze, Kopula¢ni burza a
jeji duktus
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Priloha 8. 8: Ulita, télo, kopula¢ni burza a jeji duktus plze

R. ampla

Vysvétlivky: A —F rtizné pohledy ulity, G — télo plze, Kopula¢ni burza
a jeji duktus
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Priloha 8. 9: Ulita, télo, kopula¢ni burza a jeji duktus plze

R. lagotis

Radix lagotis
A 0

)
Cw

Vysvétlivky: A —F rlizné pohledy ulity, G — télo plze, Kopulacni burza
a jeji duktus
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Priloha 8. 10: Ulita, télo, kopulac¢ni burza a jeji duktus plze
R. labiata

Radix labiata

Vysvétlivky: A —F rtizné pohledy ulity, G — télo plze, H, | — Dv€ rizné
varianty Kopula¢ni burzy a jejiho duktu
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Priloha 8. 11: Ulita, télo, kopulac¢ni burza a jeji duktus plze

R. peregra

= Radix peregra

Vysvétlivky: A —F rtizné pohledy ulity, G — télo plze, H, [ — Dv€ rizné
varianty Kopula¢ni burzy a jejiho duktu
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