Pfirodovédecka fakulta

Univerzita Karlova

Plzi rodu Radix (Celed Lymnaeidae) jako
mezihostitelé ptadich schistosom rodu

Trichobilharzia na uzemi CR

Katefina Hunfova

Bakalafska prace

Praha 2006



Dékuji svému Skoliteli prof. RNDr. Petru Horakovi Ph. D. za odborné vedeni a cenné
pfipominky k mé praci, Martinu Podhorskému za pomoc pfi lovu plzi a vSem d&lendm
helmintologického tymu za vSestrannou ochotu pomoci.

Také bych rada podékovala svym rodi€im za umoznéni studia na vysoké Skole a za

podporu béhem celého studia.



Prohlaseni
Prohladuji, Ze jsem tuto bakalafskou praci vypracovala samostatné, pod vedenim Skolitele
Prof. RNDr. Petra Horaka Ph. D., a Ze jsem v8echny pouZité prameny fadné citoval.

Jsem si védom toho, Ze pfipadné vyuziti vysledkul, ziskanych v této praci, mimo Univerzitu

Karlovu v Praze je moZné pouze po pisemném souhlasu této univerzity.

V Praze dne 2. 5. 2006



OBSAH:

1 VOO, e 5
2. Literarni prehled. ... ..o 6
2. 1. Diverzita ptagich schiStoSOM..........cccoiiiii i, 6
2. 2. Ptaci schistosomy a jejich mezihostitelé. ... 8
2. 3. Charakteristika rodu Trichobilharzia Sp.........c.ooviiiiiii e 9
2. 4. Vztahy mezi Trichobilharzia sp. a mezihostitelem...................oo, 11
2. 4. 1. Nalezeni mezihostitele. ... 11
2.4.2.Vyvojparazita V PplZi.........coooiiii 12
2. 4. 3. Vnitini obranny systém (IDS) PIZ0.........cooiiiiiiiiii e 12
2. 5. Problematika determinace rodu RadiX.............ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 13
2. 5. 1. Uvedeni do problematiky............cooiiiiiii i 13
2. 5. 2. Determinace na zakladé morfologie ulity..................oooiiii 14
2. 5. 3. Determinace na zakladé rozdilnosti pohlavni soustavy......................... 15
2. 5. 4. Determinace podle karyotypu a na zakladé molekularni analyzy............. 16
2.5.5. Popis plZ0 rodu RadiX........ccoiiiiiiii i 17
2. 5. 6. SNINULI . ..t e 19
3. Prakticka Cast. . ... 20
B 1 UVOU. .t 20
3. 2. MetOdiKa. ... 20
3. B VYSIEAKY . .o 21
B I 1 (- 3 22
B D AV .. 23
4. ZAVEr DaKalaFsKe PracCe. ... .c.oiiirii i 24
5. SezZNam [Iteratury. ... ..o 25



1. UVOD

Schistosomy patfi, spolu s ostatnimi skupinami tfidy Trematoda, do kmene
Plathelminthes. Na rozdil od ostatnich Celedi, jejichz zastupci jsou dorzoventralné zplostéli
hermafrodité, maji schistosomy obly prifez téla, oddélené pohlavi a liSi se i lokalizaci v téle
definitivniho hostitele. Jejich zZivotni cyklus je dvouhostitelsky, jako mezihostitel slouzi vzdy
plz, definitivnim hostitelem je ptak nebo savec. Mezi savCi druhy patfi vyznamni parazité
Clovéka (napf. Schistosoma mansoni), a proto je jim vénovana nalezita pozornost. Ptaci
druhy jsou opomijeny, prestoze prevalence nakaz ptakd se pohybuje v desitkach procent
(Kolarova a kol. 1997, Rudolfova a kol. 2002) a cerkarie nékterych druh(i mohou proniknout
do kize nespecifického sav€iho hostitele (v€etné Clovéka), kde zpUsobuji onemocnéni
nazyvané cerkariova dermatitida (Kolafova a kol. 1997, Horak a kol. 1999, Horak a kol.
2002). Malé rozméry spolu s lokalizaci v téle definitivniho hostitele, kterd neni pro ostatni
Celedi motolic typicka, jsou duvodem jejich prFehlizeni pfi parazitologickych pitvach
(Rudolfova a kol. 2002).

Ptaci schistosomy jsou uzce specifické ke svému mezihostiteli. Ve své praci se budu
zabyvat mezihostiteli schistosom rodu Trichobilharzia, jimiZ jsou plzi z Celedi Lymnaeidae.

Zejména dva druhy z této Celedi — Radix peregra a Radix ovata, jsou od sebe tézko
odliditelné na zakladé morfologie ulity. Molekularni taxonomie odhalila, Ze na nasem uzemi
se vyskytuji jiné druhy nez se ptivodné myslelo (Bargues a kol. 2001).

Cilem mé prace je podat literarni pfehled o systematice, rozSifeni a mezihostitelich
ptadich schistosom. Zaméfim se zejména na mezihostitele rodu Trichobilharzia v CR.

V praktické ¢asti se pokusim rozliSit Radix peregra a Radix ovata na zakladé morfologie ulity



2.LITERARNI PREHLED

2. 1. Diverzita ptacich schistosom

Celed Schistosomatidae zahrnuje 14 rodd, z nichz osm vyuziva jako své definitivni
hostitele ptaky (Basch 1991) viz Tab. 1. V Ceské republice se vyskytuje pét rodi ptadich
schistosom (viz Tab. 2) - Bilharziella (Nasincova 1992, Kolafova a kol.1997),
Ornithobilharzia (Vojtek 1981, Kolafova a kol. 1997), Gigantobilharzia (Vojtek 1981, Kolafova
a kol. 1997), Trichobilharzia (Kolafova a kol. 1997, Horak a kol. 1998, Rudolfova 2003) a
Dendritobilharzia (Kolafova a kol. 1997). Rod Trichobilharzia svice jak 40 druhy je
nejpocetnéjSim rodem Celedi. Platnost jednotlivych druhd je vSak sporna (Horak a kol. 2002).
Prestoze infekce ptakl jsou Casté, prevalence nakaz plzii se pohybuji ve zlomcich az
jednotkach procent. Tento jev je vysvétlovan vysokou rezistenci plzl nebo jejich velkou
mortalitou (Van der Knaap a Loker 1990, Thomson 1997 - cit. dle Zbikowska 2004). Pfi¢ina
muze byt také v kompetici sporocyst schistosom s jinymi motolicemi napf. z Celedi
Echinostomatidae. V plzich infikovanych echinostomami se schistosomy vétSinou neprosadi
(Kian 1973, Sousa 1992)

Tab. 1 Prehled ptacich schistosom vyskytujicich se ve svété ( Farley 1971, Khalil 2002)

podceled rod rozsireni mezihostitel
Schistosomatinae Austrobilharzia kosmopolitni Prosobranchia
Macrobilharzia Severni a Jizni|?
Amerika
Ornithobilharzia kosmopolitni Prosobranchia
Bilharziellinae Bilharziella sever. polokoule | Pulmonata
Trichobilharzia kosmopolitni Pulmonata
Jilinobilharzia Asie Pulmonata
Gigantobilharziinae Gigantobilharzia kosmopolitni Pulmonata
Opisthobranchia
Dendritobilharzia kosmopolitni ?

Pozn. V roce 2006 byl z Cygnus cygnus popsan novy rod a druh Allobilharzia visceralis.
Mezihostitel neni znamy, druh byl zatim nalezen jen v ptacich pochazejicich z Islandu
(Kolafova a kol. 2006).




Tab. 2 Piehled ptagich schistosom nalezenych v Ceské republice

druh mezihostitel definitivni nalezené autor

hostitel stadium
Bilharziella Planorbarius cerkarie Zdarska 1963,
polonica corneus Gelnar 1980,

Nasincova 1992

Bilharziella Anas clypeata, | dospélec Vojtek 1981,
polonica Anas crecca, Kolarfova a kol.

Anas 1997

guerquedula,

Anas

platyrhynchos,

Aythya ferina,

Aythya  fuligula,

Anser ansetr,

Podiceps

nigricollis,

Podiceps

cristatus, Ciconia

ciconia, Ciconia

nigra, Porzana

parva, Ardea

cinerea
Dendritobilharzia Anas acuta, Anas |dospélec Vojtek 1981,
pulverulenta guerquedula, Kolarova a kol.

Anas 1997

platyrhynchos,

Aythya ferina,

Cygnus olor,

Fulica atra, Rallus

aguaticus
Gigantobilharzia Larus ridibundus, | dospélec Vojtek 1981,

acotylea

Larus minutus,

Sterno hirundo

Kolarova a kol.
1997




Gigantobilharzia Anisus vortex, cerkarie Rudolfova 2003
sp. Gyraulus albus,

Segmentina

nitida, Physa

fontinalis,

Physella sp.
Ornithobilharzia Sterno  hirundo, | dospélec Vojtek 1981,
canaliculata Hydroprogne Kolafova a kol.

tschegrava 1997

Trichobilharzia Radix Anseriformes cerkarie Kolafova a kol.
franki auricularia 1997
Trichobilharzia Radix ovata, cerkarie Dvorak 2000,
regenti Radix peregra Rudolfova 2003
Trichobilharzia Anseriformes dospélec Dvorak 2000,
regenti Rudolfova 2003
Trichobilharzia Anseriformes dospélec Rudolfova 2003
filiformis
Trichobilharzia sp. | Stagnicola cerkarie Nasincova

palustris, 1992, Kolarova

Planorbarius a kol. 1997

corneus, Anisus

vortex, Anisus

leucostomus,

Gyraulus albus
Trichobilharzia Lymnaea Anseriformes cerkarie Kolarova 1997,
szidati * stagnalis Rudolfova 2003

* Dfive uvadény druh Trichobilharzia ocellata byl na zakladé molekularni analyzy ztotoznén
s Trichobilharzia szidati (Rudolfova a kol. 2005).

2. 2. Ptaci schistosomy a jejich mezihostitelé

Pta&i schistosomy jsou Uzce specifické ke svému mezihostiteli, jimz je vzdy plz. V CR

byly nalezeny cerkarie schistosom pouze v plzich Celedi Lymnaeidae, Planorbidae a




Physidae (podtfida Pulmonata, fad Basommatophora). Pfehled mezihostitelll je uveden
v Tab. 3.

Zastupci Celedi Planorbidae maji ter€ovitou pravotoc&ivou ulitu vinutou v jedné roviné,
jejiz kotouc€ je vpadly. U plochych druhl se zavity ¢asto vzajemné prekryvaji. Hlava a noha
zivocCicha jsou pomérné malé, tykadla dlouha a nitkovita. Krevnim barvivem je, na rozdil od
jinych Celedi, hemoglobin.

Lymnaeidni plzi maji Sirokou nohu a hlavu s Sirokymi pfiustnimi makadly a kratkymi

plochymi tykadly trojuhelnikovitého tvaru. Krevnim barvivem je hemocyanin (LoZek 1956).

Tab. 3. Pfehled mezihostitell ptacich schistosom

Celed’ druh parazit autor
Planorbidae Planorbarius corneus Bilharziella polonica 1,2,3
Planorbidae Anisus  vortex, Gyraulus | Gigantobilharzia sp. 6

albus, Segmentina nitida

Planorbidae Planorbarius corneus, Anisus | Trichobilharzia sp. 3,4
vortex, Anisus leucostomus,

Gyraulus albus

Lymnaeidae Radix auricularia Trichobilharzia franki 4
Lymnaeidae Radix ovata, Radix peregra | Trichobilharzia regenti 5,6
Lymnaeidae Lymnaea stagnalis Trichobilharzia szidati 4
Lymnaeidae Stagnicola palustris Trichobilharzia sp. 3,4
Physidae Physa fontinalis, Physella sp. | Gigantobilharzia sp. 6

Vysvétlivky : 1 = Zdarska (1963), 2 = Gelnar (1980), 3 = Nasincova (1992), 4 = Kolafova a
kol. (1997), 5 = Dvorak (2000), 6 = Rudolfova (2003)
Pozn. Trichobilharzia sp. nebyla dale determinovana. Nalezy v planorbidnich plzich patfi

pravdépodobné do rodu Gigantobilharzia (Rudolfova 2003).

2. 3. Charakteristika rodu Trichobilharzia sp.
Do rodu Trichobilharzia Skrjabin et Zacharov, 1920 patfi asi 40 druht (Horak a kol.
2002). V Ceské republice jsou dokumentovany 4 druhy — T. franki, T. regenti, T. szidati a T.
filiformis (nalezen pouze dospélec u Cygnus olor) (Rudolfova 2003). Dfive hojné uvadény
druh T. ocellata (evropsky izolat) byl synonymizovan s T. szidati (Rudolfova a kol. 2005).
Podle lokalizace v téle definitivniho hostitele se schistosomy rozdéluji na nazaini a

visceralni. Nazalni druhy jsou frekventovani parazité ptakd stfedni Evropy, ale pfi pitvach



unikaji Casto pozornosti kvali malé velikosti téla a nenapadnému zbarveni, které
znesnadriuje jejich nalezeni v nazalni sliznici (Rudolfova a kol. 2002). U hostiteld zpUsobuji
hemorhagie a zanéty v nosni sliznici, poruchy rovnovahy, pfi silné infekci i parézy dolnich
koncetin (hlavni migracni cesta do nosni dutiny vede pfes michu a mozek) (Horak a kol.
1998, 1999). Do této skupiny patfi T. regenti.

Mezi visceralni druhy patfi T. franki vyskytujici se v jaternich a mezenterialnich
cévach (nikdy se nevyskytuje pfimo v oblasti stfevni sliznice) a T. szidati, ktera Zije pfimo
v oblasti stfevni tkané a jen vyjimec&né v mezenterialnich cévach (Neuhaus 1952).

Zivotni cyklus trichobilharzii je dvouhostitelsky. Definitivnim hostitelem, ve kterém
parazit dokoncuje svUj vyvoj, jsou vodni ptaci, ¢asto z fadu Anseriformes. Nové byl rod
Trichobilharzia sp. nalezen téz u Motacilla alba z fadu Passeriformes (Rudolfova a kol.
2006). Trichobilharzie, stejné jako ostatni schistosomy, maiji izkou mezihostitelskou specifitu
(McLeod a Little 1942, Wu 1953 — cit. dle Rudolfova 2003). Jako mezihostitelé slouzi
pulmonatni plzi z éeledi Lymnaeidae — Lymnaea stagnalis pro T. szidati, Radix auricularia
pro T. franki, Radix peregra a Radix ovata pro T. regenti. Star§i nalezy schistosom
(NaSincova 1992) z plzd Celedi Planorbidae (rod Anisus, Gyraulus) patfi zfejmé& do rodu
Gigantobilharzia (Rudolfova 2003).

Stadia zivotniho cyklu :

e VagjiCko: variabilni tvar — bud protahly, zakfiveny se dvéma zasSpiCatélymi, rGzné
dlouhymi konci (krat8i s hackem) napf. T. szidati nebo vejcity napf. T. filiformis (Horak
a kol. 2002)

e Miracidium: lihne se z vajicka bud ve vodé (Trichobilharzia franki, Trichobilharzia
szidati) nebo jiz ve tkani definitivniho hostitele (Trichobilharzia regenti). Tvar
pyriformni, povrch opatfen ciliemi, které umozfuji aktivni pohyb a vyhledani
mezihostitele.V pfedni Casti téla je lokalizovano terebratorium s vyvody penetracnich
Zlaz (slouzi k proniknuti do hostitele).

o Matefska sporocysta: protahly vakovity Utvar vznikajici z miracidia. Je lokalizovana
v hlavonozni ¢asti plZe. Zralé matefské sporocysty produkuji dcefinné sporocysty.

e Dcefinna sporocysta: protahly tvar, v pfedni €asti jsou u T. ocellata lokalizovany
ostny (Neuhaus 1952). Migruje z hlavové casti do hepatopankreatu plze, kde
produkuje cerkarie.

o Cerkarie: ¢lenéna na télo a ocasek s furkou. Vyraznymi strukturami na téle jsou o¢ni
skvrny, acetabulum a hlavovy organ s vyvody penetraénich Zlaz. Cerkarie opoustgji
plze, aktivné vyhledavaji a pronikaji do definitivniho hostitele (pomoci sekretl

penetracnich zlaz).
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o Dospélec : podlouhly tvar, zadni konec Spachtlovité rozsifen. Maji ustni a bfisni
(acetabulum) pfisavku a senzorické papily v pfedni ¢asti téla. Jedinci jsou
oddéleného pohlavi a Zivi se Kkrvi.

Cerkarie mohou pronikat i do nespecifického savCiho hostitele, v€etné C&lovéka.
Zpusobuji kozni onemocnéni nazyvané cerkariova dermatitida. Posledni vyzkumy ukazuji
(Horak a kol. 1998, 1999, Hradkova a Horak 2002), Ze cerkarie T. regenti jsou schopné
zménit se v schistosomulum i v nespecifickém sav€im hostiteli a pronikat do jeho nervové

soustavy, ale nemulzou zde uspésné dokoncit svdj vyvoj.

2. 4. Vztahy mezi Trichobilharzia sp. a mezihostitelem

Schistosomy rodu Trichobilharzia jsou Uzce druhové specifické ke svym
mezihostitelim, jimiz jsou plzi Celedi Lymnaeidae. Pro Zivotni cyklus parazita je nezbytné

nalezeni spravného mezihostitele, penetrace do tkani a pfekonani imunitnich reakci plze.

2. 4. 1. Nalezeni mezihostitele

Dospélci schistosom produkuji vaji¢ka, z nichZ se lihnou (diky zméné& osmotického
tlaku a dalSich stimuld) ve vnéjSim prostfedi miracidia.

Miracidia maji na povrchu epitelidini desticky opatfené ciliemi, které umoznuji rychly
pohyb. Na povrchu je oéni skvrna a v pfedni ¢asti miracidia nalezneme terebratorium
s vyvody penetracnich zlaz. Miracidia nemaji travici soustavu a energeticky jsou zcela
odkazana na zasoby glykogenu, ktery Stépi v citratovém cyklu. Po vy€erpani zasob miracidia
hynou. K rychlejSimu nalezeni mezihostitele jim slouzi také jejich chovani — miracidia se po
vylihnuti rozptyli a plavou linearné od mista lihnuti, coz zvySuje jednak Sanci na nalezeni
plze a zaroven snizuje riziko silnych infekci u jednotlivych mezihostitelt (Haas 2000 — cit. dle
Horak a kol. 2002). K orientaci jim slouzi koncenta¢ni gradient slou¢enin vylu€ovanych
exkre€né — sekreCnim systémem plze (secreted/excreted products, SEP) (Horak a kol.
2002). Miracidia jsou pfitahovana makromolekularnimi slozkami SEP — glykoproteiny, které
se nazyvaji MAGs (miracidia attracting glycoproteins) (Kalbe a kol. 2000). Poté co miracidia
narazi na SEP, méni svou drahu pohybu smérem k vy3Si koncentraci SEP. Pohybuiji se tedy
stdle kplzi. Po nalezeni mezihostitele nasleduje penetrace do jeho tkani pomoci
proteolytickych enzymd, jez jsou lokalizovany ve vyvodech penetracnich Zlaz na terebratoriu.

MAGs produkty maiji u riznych druht plza podobnou peptidovou kostru, ale rozdilnou
sacharidovou Cast. Parazité si selektivné vybiraji plze, ktefi jsou vnimavi a zabezpec€i jim
uspésny vyvoj. K tomu jim slouzi pravé rozdilna sacharidova slozka MAGs napf. T. franki je
schopna vyvoje pouze v R. auricularia a R. ovata, nikoliv v dalSich zastupcich Celedi
Lymnaeidae (Kock 2001).
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2. 4. 2. Vyvoj parazita v plzi

Bé&hem penetrace a po ni prochazi miracidium transformaci v matefskou sporocystu,
coz je doprovazeno vyraznymi morfologickymi a fyziologickymi zmé&nami. Tyto zmény
zahrnuji odhozeni epitelialnich ciliatnich desti¢ek, expanzi intracelularnich vali a formovani
syncytialniho tegumentu (neodermis). Ciliatni desti¢ky jsou ¢€asto napadany vnitfnim
obrannym systémem (internal defence system, IDS) plze, proto je jejich odhozeni nezbytné
pro preziti parazita. Transformacni kroky jsou doprovazeny zménou povrchovych antigenu
(zejména sacharidu), coz parazitovi umozni unik pfed IDS plze. Fyziologické zmény zahrnuji
pfeménu aerobniho metabolismu miracidii na fakultativné anaerobni u sporocyst, ktery jim
dovoli pfezit v riznych ¢astech plze (Tielens a kol. 1991, 1992).

Po transformaci migruji matefské sporocysty z subepidermalni vrstvy do tkani
hlavonozni oblasti plze. Zde se jejich germinalni buriky mitoticky déli, diferenciuji se tkané a
vznika dalSi vyvojové stadium — dcefinna sporocysta. Mnoho matefskych sporocyst zlstava
v mistech své plvodni lokalizace, nékteré vSak migruji do ovotestis a zlaz traviciho systému
(hepatopankreas). Tyto oblasti jsou nasledné obsazovany dcefinnymi sporocystami. Nékteré
matefské sporocysty degeneruji, jiné zlstavaji nadale schopné produkovat dcefinné
sporocysty. Z germinalnich bunék dcefinnych sporocyst se vyvijeji cerkarie, které po
opusténi sporocysty migruji pfes ,krevni cévy“ do oblasti plicniho vaku a penetruji pfes télni
sténu plze ven (Horak a kol. 2002).

Vyvoj v plZi je zavisly na teploté. S rostouci teplotou klesa délka prepatentni periody
(doba od proniknuti miracidia do produkce cerkarii plzem) a vyvoj parazita je rychlejSi
(Sluiters 1981, Zbikowska 2005). Nakazeni plzi se pravdépodobné pohybuji v chladnéjsi
vodé, ¢imz snizuji rychlost vyvoje parazita, pohyblivost a mnoZstvi cerkarii, a tim i stupen

poskozeni epitelii pfi pronikani cerkarii do vnéjsiho prostfedi (Zbikowska 2005).

2. 4. 3. Vnitini obranny systém (IDS) plzu

Pouze néktefi plzi jsou vhodnymi mezihostiteli pro schistosomy. Prevalence infekci
v populacich plzli jsou nizké (Kolafova a kol. 1997). Adaptace plzii a geneticky podminéna
rezistence vyrazné snizZuje vnimavost plze jako mezihostitele (Grassi a kol. 2001).

Interakce ptacich schistosom a IDS plZze jsou studovany zejména na modelu T.
ocellata a L. stagnalis (Horak a Kolafova 2005). IDS se sklada z bunétné a humoralni
slozky. Hlavni roli vrozpoznavani patogena hraji lektiny, bud v rozpustné formé nebo
asociované s membranou obrannych bunék (Horak a van der Knaap 1997).

PIZi maji jen imunitu vrozenou. IDS obsahuje nékolik typld bunék, z nichz
nejdulezitéjsi jsou hemocyty. Tyto buriky se volné pohybuji v hemolymfé&, jsou schopné
fagocytdzy a vstupu do pojivovych tkani (Adema a van der Knaap 1991 — cit. dle Horak a

Kolafova 2005). Patogeny velikosti schistosomni larvy jsou tyto buriky schopné enkapsulovat
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a zni¢it pomoci lyzozomalnich enzymd, radikalt kysliku (Hahn a kol. 2001 a) nebo oxidy
dusiku (Hahn a kol. 2001 b). Trichobilharzia ocellata je schopna inhibovat nékteré funkce
hemocytl napf. fagocytézu, enkapsulaci a likvidaci bakterii (Amen a kol. 1992, Adema a kol.
1994, Nufiez a kol. 1994).

Soucasti obrannych mechanismu plze jsou dvé molekuly s antagonististickou funkci
produkované granulocyty pojivove tkané obklopujici mozkové ganglium (Horak a Kolafova
2005):

a) MDM (molluscan defence molecule): povzbuzuje fagocytickou funkci hemocytl, jeho
mnozstvi klesa v pozdéjSich fazich infekce (Hoek a kol. 1996).

b) Granularin: v dobé& nakazy slouzi jako opsonin, &imz aktivuje fagocytickou aktivitu.
V prubéhu infekce jeho mnozstvi roste (Smit a kol. 2004).

PtaCi schistosomy ovliviuji také metabolismus a neuroendokrinni systém
mezihostitele. Zmény neuroendokrinniho systému mohou ovlivnit IDS, protoze oba systémy
spolupracuji na udrzeni homeostaze. Vyvoj cerkarii je doprovazen uvolfiovanim neznameého
parazitarniho faktoru, ktery stimuluje plze k produkci schistosominu (Hordijk a kol. 1991).
Schistosomin je antagonistou sami¢iho gonadotropniho hormonu kalfluxinu a blokuje vyvoj
bilkovinné Zzlazy (Hordijk a kol. 1991). Dale inhibuje aktivitu neuroendokrinnich bunék
zodpovédnych za ovulaci a kladeni vajec. ZpUsobuje tak ,parazitarni“ kastraci, ktera je
doprovazena gigantickym ristem infikovaného plze (de Jong—Brink a kol. 2001).

T. ocellata zpUsobuje fyzické poskozeni mezihostitele, ale délka Zivota nakazenych a
nenakazenych plzi se nelisi (Sluiters 1981). Parazit aktivné a vyrazné méni vnitfni fyziologii
plze — ziskava tak maximum Zivin a prostoru. Zmény metabolismu zahrnuji zvySeni srdecni a
dychaci ¢innosti, zmény v hladiné protein(l, sacharidu, lipida a dusi¢nant (Thompson 1997).
Diky schopnosti vyuzivani zdroju mezihostitele k vlastnimu prospéchu a snizovani jeho

fitness k nule jsou ptaci schistosomy vaznymi patogeny hostitelskych plzd.

2. 5. Problematika determinace rodu Radix

Nejednotna taxonomie plzi0 neumozfiuje pfesné urCit specifitu schistosom
k mezihostiteli a vnimavost plze k parazitdm. Velky pocet jmen pro jednotlivé druhy plza,
jejich synonymizace a pouzivani jiz zazitych jmen pro geograficky odliSné druhy popsané na
zakladé molekularnich dat (napf. R. peregra) znesnadnuje orientaci v poCtu mezihostitell

parazita.

2. 5. 1. Uvedeni do problematiky
Radix sp. patfi do €eledi Lymnaeidae. V taxonomii této €eledi a uvedeného rodu

panuje velky zmatek. Na z&kladé morfologie ulit, kterd je velmi variabilni a zavisla na
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podminkach prostfedi, v némz plz Zije, bylo popsano velké mnozstvi druhl. Pozdéji se
prokazalo, Ze se jedna o synonymni pojmenovani R. peregra. Jesté vétSi nejasnosti do
taxonomického postaveni jednotlivych druhli vnesla molekularni taxonomie (Bargues a kol.
2001). Systém neni jednotny a nelze rozhodnout, ktery je spravnéjsi.

Jediny druh, jehoZ platnost uznavaji vdechny prace (Lozek 1956, Buchar a kol. 1995,
Bargues a kol. 1997, Jackiewicz 2000, Bargues a kol. 2001, Beran 2002, Gléer 2002,
Remigio 2002, Gloer a Zettler 2005) je R. auricularia. Taxonomické postaveni ostatnich
druhd se u jednotlivych autoru lisi.

Rzné pojeti platnosti jednotlivych druh(:

a) Validnimi druhy jsou R. auricularia a R. peregra. Ostatni tzv. druhy jsou jen poddruhy
R. peregra liSici se tvarem ulity (zavisi na podminkach vnéjsiho prostfedi) a mohou
byt velmi variabilni. Patfi sem R. peregra ampla, R. peregra peregra, R. peregra
ovata, R. peregra lagotis (Lozek 1956, Beran — ustni sdéleni).

b) Validnimi druhy jsou R. auricularia, R. peregra, R. ovata (Buchar a kol. 1995,
Jackiewicz 2000, Remigio 2002), R. ampla (Buchar a kol. 1995, Gléer 2002)

c) Tzv. R. peregra vyskytujici se v severni a stfedni Evropé je pfejmenovan na R.
labiata (s nim synonymizovany i nazvy R. alpicola a R. excerpta). Druhu R. ovata
Zijici v severni a stfedni Evropé byl dan nazev R. balthica. Nazev R. peregra je
nadale pouzivan pro druh vyskytujici se v zapadni a jizni Evropé a na Islandu (Gloéer
2002, Gloer a Zettler 2005). DalSi validni druhy pro stfedni Evropu jsou R. auricularia,
R. ampla, R. lagotis.

d) R. peregra je ztotoZznén s R. ovata a R. balthica vyskytujici se v zapadni Evropé do
2000 m. n .m. (pro tento druh se pouziva jméno R. peregra). Ve stiedni Evropé se
vyskytuje R. labiata (synonymum pro dFfivéjdi pojmenovani R. peregra). Validnimi
druhy stfedni Evropy jsou také R. auricularia, R. ampla a R. lagotis (Bargues a kol.
2001).

2. 5. 2. Determinace na zakladé morfologie ulit

Jako rozliSovaci znaky slouzi zejména celkovy tvar ulity, tvar usti a pomér vysky ulity
a usti. Tyto znaky podléhaji velkému vlivu prostfedi (Lozek 1956, Beran 1998, Wullscheger,
Jokela 2002) a méni se béhem ontogeneze plze (Lozek 1956). Z téchto duvodl je potieba
mit pro spravnou determinaci vétSi pocet jedincl z jedné lokality. Zatimco udaje o tvaru ulity
a usti se v literatufe vyskytuji bézné (Lozek 1956, Buchar a kol. 1995, Jackiewicz 2000,
Glder 2002), informace o poméru vySky ulity a usti se vyskytuji zfidka a jsou neuplné
(Jackiewicz 2000, Gloéer 2002). Jedinym zdrojem, ktery uvadi poméry u vSech zastupcu je

Lozek 1956. Proto se v nasledujicim textu budu drzet nomenklatury tohoto autora.
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a) R. auricularia: usti Siroce opacné uchovité, horni okraj tvofi od svého nasazeni jen
slabé& nahoru vyklenuty oblouk (Casto probiha témér vodorovné). VysSka usti obvykle
trochu menSi nez vyska ulity.

b) R. peregra ampla: usti Siroce opacné uchovité se zaoblenymi obrysy, horni vnéjsi
okraj tvofi od svého nasazeni vyrazné nahoru vyklenuty oblouk, jehoZ nejvy$si bod
lezi Casto vySe nez vrchol kotouc€e ulity. VySka usti je nepatrné menSi nebo totozna a
vyskou ulity.

c) R. peregra peregra: usti uzce vejCité, nahoru zuzené.Vnéjsi okraj vybiha od svého
nasazeni trochu do strany, pak se nahle lomi prudce dolu. Vyska usti zabira 30 —
40% vysky ulity (pozn. Glder (2002) udava pres 60% vysky ulity).

d) R. peregra ovata: usti vejCité, vnéjsSi okraj se hned od svého nasazeni stac¢i mirné
klenutym obloukem prudce dolu. VySka usti neklesa pod 70% vysky ulity, bézné
presahuje 75%

e) Radix peregra lagotis: usti vejcité, vnéjsi okraj bézi nejprve od svého nasazeni témér
vodorovné a poté se klenutym obloukem staci pravidelné dold. VySka usti nepatrné

pfesahuje 60% vysky ulity.

2 .5. 3. Determinace na zakladé rozdilnosti pohlavni soustavy

PIzi rodu Radix jsou hermafrodité. Pro determinaci jsou nejdilezit&jSimi castmi
pohlavni soustavy kopulaCni bursa, stopka kopulaéni bursy, vagina, prostata, odvodné
kanalky (vas deferens), falotéka a praeputium. Druhy R. auricularia, R. balthica a R. labiata
se od sebe lisi délkou stopky kopulaéni bursy a pomérem délky praeputia a falotéky (Gléer
2002) (viz Obr. 1). Determinacni znaky pro ostatni druhy nejsou znamé.

Znaky jednotlivych druht :
Radix auricularia — pomér praeputium : falotéka 1 : 1, stopka kopula&ni bursy dlouha
Radix labiata — pomér praeputium : falotéka 2 : 1, stopka kopulacni bursy velmi kratka
Radix balthica — pomér praeputium : falotéka 1 : 1, stopka kopulaéni bursy chybi

Vzhledem k obtiznosti nalezeni téchto znak( je pouzivaji jen néktefi autofi

(Jackiewicz 2000, Gléer 2002, Beran — ustni sdéleni).

15



Obr. 1 Anatomie pohlavni soustavy plzl

Radix auricularia Radix balthica Radix labiata

Popis obrazku : bc = kopulaéni bursa, bs = stopka kopulacni bursy, pht = falotéka, pr =

prostata, prp = praeputium, vd = odvodné kanalky (vas deferens), v = vagina (Gléer 2002)

2. 5. 4. Determinace podle karyotypu a na zakladé molekularni analyzy

R. labiata a R. balthica se liSi poétem subtelomerickych chromozémd, ktery je jeden
pro R. labiata resp. pét pro R. balthica (Garbar a Korniushin 2003).

Fylogeneticka analyza se provadi sekvenaci genu pro malou ribozomalni
podjednotku (Bargues a kol. 1997), malou podjednotku mitochondrialniho ribozomu (Remigio
2002) a ITS2 oblasti (Bargues a kol. 2001).Nejvice novych poznatkd pro taxonomii plzi rodu
Radix pfinasi analyza ITS2 oblasti.

Bargues a kol. (2001) provedli sekvenaci ITS2 oblasti u 66 populaci jednoho
severoamerického a 13 evropskych tzv. druhu plzd Celedi Lymnaeidae. Délka ITS2 narlsta
bé&éhem evoluce Celedi, a proto byly za fylogeneticky nejstarSi oznaCeny Radix sp. a Galba
sp. (370 — 406 part bazi), za nejmladS$i Lymnaea sp., evropské druhy rodu Stagnicola sp. a
Omphiscola sp. (468 — 491 parG bazi), coz odpovida i paleontologickému pohledu na
fylogenezi skupiny. Analyza rozliSila dvé vétve lymnaeidnich plzd, ktefi se vyskytuji v Evropé:

a) Lymnaea sp. — Stagnicola sp. — Omphiscola sp.

b) Radix sp. — Galba truncatula: Galba truncatula je pravdépodobné bazalni skupinou

k rodu Radix. Bylo rozliSeno pé&t druh rodu Radix — R. auricularia (dobfe odliSitelna

od ostatnich radixd, byly nalezeny odliSnosti i mezi jednotlivymi populacemi plze), R.

ampla (potvrzena validita druhu), R. peregra (= R. ovata, R. balthica), R. labiata, R.

lagotis. Na uzemi CR se vyskytuji R. auricularia, R. labiata a R. lagotis. R. peregra je

rozsifen v zapadni Evropé (Francie, Holandsko, Spanélsko) a na Islandu do 2000 m.

n. m.
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Fylogenetické stromy byly sestaveny na zakladé sekvenace malého mnozstvi plzu
(Horak — ustni sdéleni), a proto nelze s jistotou fici, které druhy plzi se skute&né vyskytuji na

uzemi CR.

2. 5. 5. Popis plzd rodu Radix

Jednotlivé struktury ulity pouzivané pfi popisu plzi jsou znazornéné na Obr. 2.
ProtoZe na systém plzi rodu Radix existuji rizné nazory (viz kap. 2. 5. 1.), bude se autorka
drzet systému LoZka (1956) (pozn. Autor povaZuje rod Radix za podrod rodu Lymnaea.
Tento nazor jiz neni platny. Proto jsou nasledujici plzi uvedeny pod rodem Radix.). Pfestoze
dilo neni nejnovéjdi, morfologie ulit se neméni. Tvar usti jiz v popisu uveden neni,

dostate¢né byl zminén v kapitole 2. 5. 2.

Radix auricularia (Linné, 1758)

Ulita: Uchovité nadmuta s malym 3pi¢atym kotoucem s konkavnimi obrysnicemi, vétSinou
pfesahuje oblouk vnéjSiho okraje usti. Tenkosténna, kfehka, prisvitna, leskla, jemné
nepravidelné ryhovana. Barva svétle rohova. Zavitl 3,5 — prvni dva slabé klenuté tvofi Spicku
kotouce, posledni zavit pfevlada a tvori velkou ¢ast ulity. VySka 25-31 mm, §itka 23-28mm.
Pistél: témér zakryta

Civka: vinuta, v usti vytvofen napadny civkovy zahyb, strofostylni

Ekologie: stojaté, zarostlé nebo mirné tekouci vody

Radix peregra ampla (Hartmann, 1841)

Ulita: Uchovité nadmutd s velmi nizkym kupovitym kotou€em s konvexnimi obrysnicemi,
Casto nepfesahuje oblouk vnéjSiho okraje usti. SilnéjSi a pevnéjsi nez u R .auricularia,
prisvitna, leskla, jemné nepravidelné ryhovana. Barva svétle rohova. Zavita 3-3,5, posledni
vzrista velmi rychle. VySka 20-25 mm, Sifka 19-25mm.

Pistél: uzka, oteviena nebo nedokonale zakryta

Civka: civkovy usek bez zahybu, orthostylni

Ekologie: tekouci vody, hlavné vétsi feky, fidCeji i potoky

Radix peregra peregra (Muller, 1774)

Ulita: Spicaté vejéita, Spicaté kuzelovity kotoud s téméf rovnymi obrysnicemi, pomé&rné
silnosténna, ale kiehka, slabé prusvitna, matné leskla, nepravidelné jemné ryhovana az
Zebirkata. Barva svétle rohové hnéda. Zavitd 4-5, mirné klenuté, vSechny rostou rychle a
pravidelné, posledni nepravidelné klenuty a stlaCeny ze stran. VySka i Sifka ulity znacné

kolisaji.
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Pistél: uzka, neni zakryta
Civka: rovna, nevytvari zahyb

Ekologie: potoky, prameny, turiky, periodické tané

Radix peregra lagotis (Schrank, 1803)

Ulita: Vejcita se SpiCaté kuzelovitym kotoucem, jehoz prvni tfi zavity maji obrysnice rovné
nebo nepatrné konkavni, celkové obrysnice jsou vZdy konkavni, tenkosténna, kiehka, mirné
prUsvitna, slabé leskla, velmi jemné nepravidelné ryhovana. Barva svétle rohova. Zavitl 4-5,
vSechny dobfe pravidelné klenuté s hlubokym Svem, posledni dosti nadmuty. Vyska 15-17
mm, Sirka 10—-11 mm.

Pistél: uzka, neni zakryta

Civka: civkovy usek zfetelné odsazen od patra, bud rovny nebo ma naznak zahybu

Ekologie: lu¢ni pfikopy, tuné, stara fi€ni ramena, nadrze, potoky a velké prameny

Radix peregra ovata (Draparnaud, 1805)

Ulita: VejCita se stlatené kuzelovitym kotou&em, tfi zavity maji rovné obrysnice, tenkosténna,
kiehka, slabé prlsvitna, mirné leskla, jemné az silnéji nepravidelné ryhovana.barva zluta az
narudle rohova. Zavitd 4-4,5, mirné pravidelné klenutych, posledni pfeviada, ale neni
vytazeny do stran. VySka 17-26 mm, Sifka 11-18 mm.

Pistél: nedokonale zakryta

Civka: Casto naznak zahybu, civkovy usek tvofi s patrovym témér pfimku nebo slaby oblouk
¢i velmi tupy uhel

Ekologie: zarostlé stojaté vody, hlavné tiné, ramena fek a baziny

Obr. 2. Popis morfologie ulity plze

Popis obrazku: K = kotou¢, U = Usti, V = vrchol, P =
pistél, Z (2, 3, 4, 5, 6, 7) = zavity, $ = Sev, DKC = dolni
konec civky, O = obusti, Pa = patro, C = civka, A-A’=
vyska ulity, B-B'= §itka ulity (lozek 1956)

e,
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2. 5. 6. Shrnuti

Z vySe uvedeného vyplyva, ze taxonomie plzu Celedi Lymnaeidae a zejména rodu
Radix je velmi nejednotna a problematicka. Vedle sebe existuji &tyfi rozdilné pohledy na
systém. K jejich sjednoceni by byly potfeba nové molekularni analyzy doplnéné podrobnymi
morfologickymi a ekologickymi studiemi.
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3. PRAKTICKA CAST
3. 1. Uvod

Plzi Celedi Lymnaeidae slouzi jako mezihostitelé motolic rodu Trichobilharzia.
Nejdllezitéjsimi mezihostiteli v CR jsou Lymnaea stagnalis, Radix peregra, Radix ovata,
Radix auricularia. Dle morfologie ulity Ize L. stagnalis, stejné jako dospélé R. auricularia,
dobfe rozliSit. Problematika determinace a validity taxonl R. peregra a R. ovata je velmi
stara. V dnedni dobé existuje nékolik systémua ¢lenéni rodu Radix (viz kapitola 2. 5.).
Problémem pfi determinaci je obrovska variabilita ulit, ktera mGze byt dana vnéjSimi
podminkami. Pfesto se ve své praci se pokusim rozliSit R. peregra a R. ovata na zakladé

morfologie ulity.

3. 2. Metodika

PlZzi byli sbirani ve volné pfirodé ve spolupraci s RNDr. Faltynkovou (Parazitologicky
ustav AV CR, Ceské Budgjovice) a RNDr. Beranem (Sprava CHKO Kokofinsko, Mélnik).
Nalezisté jsou uvedena v Tab. 4. Po pfineseni do laboratofe byli plZi standardné vySetfeni na
pfitomnost motolic - plZi se daji jednotlivé do kadinek s vodou, po nékolikahodinovém
osviceni lampou cerkarie (pokud jsou pfitomny) opoustéji plze. Cerkarie byly uréovany pod
binokularni lupou.

Pro morfometrické méfeni byli vybrani jedinci, které bylo mozno ur€it za pomoci
literatury do druhu. Ostatni byli z pokusu vyFazeni. Zivi plZi nebo jejich ulity byli zmé&feni
posuvnym méfidlem. ZjiStovala se délka ulity, délka usti, Sitka ulity a Sifka usti. U plzq,
jejichz délka ulity nepfesahla délku 10 mm, nebyla méfena Sifka ulity a usti. Hlavni ddvodem
pro toto rozhodnuti byla skute¢nost, Zze rozméry a tvar Usti se v prubéhu vyvoje plze méni a
ziskana data by nebyla validni. Pro dalSi statistické zpracovani byly pouZity jen poméry délek
(byly ziskany vydélenim délky ulity délkou usti), protoze mnozstvi naméfenych dat o Sifce
nebylo dostateCné. Ke zpracovani byl pouzit statisticky program NCSS (Number Cruncher

Statistical System).

Tab. 4 PocCet a nalezisté jednotlivych izolatu plza

Nalezisté Izolat Pocet Typy vodnich
jedincu ploch

PFibram Radix ovata 15 stojata

Dobrohost (SR) Radix ovata 4 stojata

Vojka (SR) Radix ovata 2 stojata

Bodiky (SR) Radix ovata 6 stojata
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Velky Dunaj (SR) | Radix ovata 2 stojata voda
Botky (SR) Radix ovata 10 mirné tekouci
Prager Radix ovata 16 mirné tekouci
Litovelské Radix peregra |10 stojata
Pomoravi

Kokofinsko Radix peregra |13 mirné tekouci
3. 3. Vysledky

Celkem bylo vySetfeno a zméfeno 78 kusu plz. V nékolika pfipadech byly nalezeny
echinostomni cerkarie a xifidiocerkarie. Cerkarie trichobilharzii nalezeny nebyly. V Tab. 5
jsou shrnuté praméry podilti délek ulity a usti (D/DU) a smérodatné odchylky od podilu
poméru (SD).

Tab. 5 Primérné podily délek ulit a usti plzd z jednotlivych lokalit

lokalita prameér SD
D/DU D/DU

Pribram 1,34 0,11
Dobrohost 1,30 0,08
Vojka 1,37 0,03
Bodiky 1,40 0,04
Velky Dunaj 1,30 0,03
Botky 1,29 0,08
Prager 1,44 0,11
Lit. Pomoravi 1,61 0,09
Kokofinsko 1,63 0,08

Vysvétlivky k tabulce : D/DU = podil délky ulity (D) a délky usti (DU)

SD = smérodatna odchylka od priimérd podilu délek

Pro statistické zpracovani mezidruhové variability byly pouzity hodnoty pomérd D/DU. Data

byla zpracovana pomoci neparového T-testu v programu NCSS.
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Obr. 3 Box — plot podilu D/DU

Box Plot
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Popis obrazku: RO = Radix ovata, RP = Radix peregra

Z Obr. 3 vyplyva, Ze T—test prokazal nutnost zamitnuti nulové hypotézy (D/DU R. peregra se
rovna D/DU R. ovata) na 5% hladiné pravdé&podobnosti. Priimérna hodnota podilu D/DU u R.
peregra je 1,62 (= 61,7%) (smérodatnd odchylka 0,08), u R. ovata 1,36 (= 73,5%)
(smérodatna odchylka 0,11). Usti R. peregra tedy zabira z celkové délky ulity primérné

mensi ¢ast nez u Radix ovata.

3. 4. Diskuze

Podil délky ulit a délky usti byl méfen u 78 plzd. U R. peregra zabirala délka usti
61,7%, u R. ovata 73,5% délky ulity.

Udaje o podilech délky ulity k délce usti nejsou v literatufe hojné. Lozek (1956) uvadi,
ze délka usti u R. ovata (pozn.: Autor nepovazuje R. ovata a R. peregra za samostatné
druhy, ale za podruhy R. peregra.) neklesa pod 70% délky ulity a bézné piekracuje 75%.
Stejna Cisla uvadi ve své publikaci i Jackiewicz (2000).

Srovnavané hodnoty zjisténého podilu délky ulity a usti u R. peregra jsou
problematické. Udaje v literatufe nejsou jednoznadné. Lozek (1956) uvadi, ze délka usti
zabira 30 — 40% délky ulity, Jackiewicz (2000) 50% a Glder (2002) mirné pfes 60%. Hodnotu
60% uvadi Lozek (1956) jen pro Radix peregra lagotis, ktery se lisi tloustkou ulity a

nasednutim vnéjSiho okraje usti (viz kap. 2. 5. 2.) od mnou méfenych exemplard. Gloer

22



(2002) hodnotu poméru ani podrobnou morfologii ulity R. lagotis neuvadi. Pfestoze R. lagotis
se na Uzemi CR vyskytuje (Bargues a kol. 2001, Gléer 2002), v mém vzorku pravdépodobné
nebyl.

Zjistény podil pro R. ovata, odpovida hodnotam, které jsou uvedené v literatufe. Podil
pro R. peregra, stejné jako celkova morfologie ulity, se shoduji s udaji Gléera (2002). Odlisné
vysledky uvadéné Lozkem (1956) a Jackiewicz (2000) jsou mozna dany odliSnym pohledem

na systematiku rodu Radix nebo variabilitou mezi jednotlivymi populacemi plzd.

3. 5. Zavér

Mé&fenim byly prokazany rozdily v podilu D/DU u R. peregra a R. ovata. Primérmy
podil délek je u R. peregra je 1,62 (= 61,7%) (smérodatna odchylka 0,08); u R. ovata 1,36 (=
73,5%) ( smérodatna odchylka 0,11).

Namérené hodnoty se pro R. ovata shoduji s udaji uvedenymi v literatufe. Slozitéjsi
je situace pro R. peregra, kde zjisténa data odpovidaji jen Uudajim uvedenym v dile Gléera
(2002). Mozny vyskyt R. lagotis ve vzorku méfenych plzl je, na zakladé popisu morfologie
ulity v literatufe (Lozek 1956), nepravdépodobny.

Na zakladé morfometrického méfeni Ize od sebe R. ovata a R. peregra rozeznat.
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4. ZAVER BAKALARSKE PRACE

Jako mezihostitelé ptadich schistosom slouzi v CR plzi &eledi Lymnaeidae,
Planorbidae a Physidae. Rod Trichobilharzia si vybira lymnaeidni plze rodu Radix a
Lymnaea, ke kterym je druhové specificky — T. szidati pro L. stagnalis, T. franki pro R.
auricularia, T. regenti pro R. ovata a R. peregra.

Taxonomické postaveni druhl rodu Radix je problematické. Vedle sebe existuji Ctyfi
odliSné systémy. Davodem pro nejasnosti je velka morfologicka variabilita ulit plzd a nové
poznatky, které pfinasi molekularni taxonomie.

Na zakladé morfometrického méfeni ulit se mi podafilo rozliSit R. peregra a R. ovata.
LiSi se podilem vySky ulity a usti. U R. peregra zabira usti 61,7%, u R. ovata 73,5%.

Téma bakalaiské prace budu rozvijet ve své diplomové praci. Jeji napini bude
molekularni taxonomie mezihostitel( ptacich schistosom, pfedevsim rodu Radix, doplnéna o
podrobna morfologicka data. Z parazitologického hlediska se budu zabyvat vnimavosti
jednotlivych druht plzd rodu Radix k T. regenti. Prace by méla pfispét k objasnéni problému
systematického postaveni jednotlivych druhd rodu Radix a doplnéni poznatkll o vztahu

trichobilharzie k jejimu bezobratlému mezihostiteli.
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