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In vitro metody chovu sladkovodnich mékkysi Celedi
Unionidae v pribéhu larvalniho stadia vyvoje

Souhrn

Tato bakalaiska prace je rozdélena na dvé Casti. Prvni Casti je reSerSe, druha cast
sestava z pilotniho experimentu s glochidii druhu Anodonta anatina (Linnaeus, 1758).
Cilem reSerSni Casti bakalaiské prace je objasnit problematiku rozmnozovani mlzt celedi
Unionidae Vv laboratornich podminkach. V praci je pojednavano o komplikovaném
rozmnozovani téchto mlzi v pfirodnich podminkach. Je zde rozebrana historie in vitro
chovih mlzi v laboratornich podminkach vedouci k dosazeni uspéS$né transformace
glochidii bez hostitelské ryby. V praci jsou zminény faktory ovlivitujici kultivaci glochidii.
Refenymi faktory jsou predevdim teplota kultivace, pH hodnota kultivaéniho média,
uprava atmosféry pomoci CO, inkubatoru nebo vhodna doba pro ukonceni kultivace.
Dal$im feSenym tématem je slozeni kultivaéniho média. Pojednévano je o jednotlivych
komponentech pottebnych pro sestaveni celkového kultivatniho média. Komponenty
zahrnuji zivné médium, zdroj bilkovin v podobé séra ¢i plasmy, antibiotika, antimykotika
a zdroje lipida. Hlavnim cilem prvni ¢asti bylo shrnout in vitro metody chovu glochidii.

Cilem praktické ¢asti této bakalatské prace bylo provést pilotni experiment zamétreny
predev§im na snadnou dostupnost a ptipravu médii, ktera by prokazala transformaci
glochidii druhu Skeble fi¢ni Anodonta anatina. Dal$im cilem bylo prokazat alespon
minimalni hodnoty transformace bez pouziti CO, inkubatoru, tedy bez tpravy okolni
atmosféry regulujici pH kultiva¢niho média. Testovanymi faktory byla rozdilnost dvou
médii, M199 a DMEM, pfitomnost pufru HEPES a vyména média 5. den kultivace, ktera
mela podpofit transformaci glochidii. Vysledkl transformace ale nebylo dosaZzeno. Pfili§
vysoké hodnoty pH na konci kultivace pravdépodobné neumoznily glochidiim dokoncit
transformaci. Reenou otazkou byla i hodnota pouzitych antibiotik, zda nemohla byt
pro glochidia davkou smrtelnou. Z vysledkd je patrné, Ze timto zpisobem transformace
dosdhnout nelze, pfesto experiment poskytuje dilezité informace z hlediska nastaveni
budoucich experimentli. Vhodnym feSenim by bylo otestovani antibiotik na Zivotnost

glochidii, ale také tiprava pH kultivaéniho média pted zapocetim kultivace.

Klic¢ova slova: in vitro, Unionidae, glochidium, mlzi, chov



In vitro methods for the culture of freshwater mollusks of
the family Unionidae during larval stage

Summary

This bachelor thesis is divided into two parts. The first part of this work is a review,
the second part includes a pilot experiment with Anodonta anatina (Linnaeus, 1758)
glochidia. The target of the review section is a clarification of Unionidae mussels’
propagation in laboratory conditions. Thesis describes the complicated reproduction of
these mussels in nature, history of in vitro methods for glochidia culture leading to reach
success in transformation of glochidia without host fish. It is discussed about factors
influencing cultivation of glochidia like temperature of cultivation, pH value of culture
medium, adjustment of CO, atmosphere with CO, incubator or suitable timing of the end
of cultivation. Another solved topic is the composition of culture medium, which includes
individual components for mixing of complete culture medium. Components like artificial
medium, source of proteins — plasma/serum, antibiotics, antimycotics and source of lipids.
Target of the first part of this work was to summarize the methods of glochidia in vitro
culture.

The practical part of this work includes a pilot experiment focused on the availability
and preparation of complete media to achieve successful transformation for Anodonta
anatina without the use of CO, atmosphere to regulate pH. The tested factors were the
difference between two mediums, M199 and DMEM, the presence of buffer HEPES and
exchange of culture medium on the fifth day of cultivation. However, the results of the
transformation were not achieved. Glochidia probably did not metamorphose due to high
ph values. Question is also the amount of used antibiotics, as it is possible, that there were
used too much antibiotics. The results show that it is not possible to reach transformation
by this way, but the experiment provides important results in terms of future studies
settings. It would be appropriate to test the value of antibiotics on glochidia viability, and

also to modify pH before the start of cultivation.
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Uvod

V dnesni dobé je velké mnozstvi druhGt mlzi z Celedi velevruboviti Unionidae
povazovano za ohrozené, zranitelné nebo dokonce vyhynulé, a to zejména kvuli
znecCisténym vodam v disledku antropogennich vlivii nebo stavbé piehrad ovliviiujicich
jak kvalitu vody, tak i jeji teplotu. Tito mlzi maji na po¢atku svého Zivota obdobi, v némz
parazituji na rybach. V tomto obdobi prodélavaji metamorfézu z larvalniho stadia do stadia
juvenill. Jejich larvy se nazyvaji glochidia a v zivoté mlzi predstavuje larvalni stddium
jedno z nejrizikovéjsich obdobi (Lima et al., 2012). Glochidia se po uvolnéni z marsupii
samic museji prichytit pomoci byssového vlakna a ozubenych skotapek na kizi nebo zabry
ryby. Nékteré druhy mlzi vyzaduji urcity druh hostitele, jiné druhy jich maji vice. Toto
obdobi pietrvava az do pfemény V juvenila, mladého jedince. Délka larvalniho stadia se lisi
dle druhu mlze. Glochidia jsou pfichycend a zapouzdiena Vv rybi tkani a Cerpaji ziviny
Z rybi krve. Po dokonceni metamorfézy se z glochidii stdvaji juvenilové, ktefi opousti tkan
ryby a upadaji na dno fek ¢i rybniki (Barnhart et al., 2008). Tato faze je dalSim kritickym
bodem v zivoté mlzi a velké mnozstvi jich v této fazi neuspéje. Po usednuti na dno se
juvenilové zac¢inaji Zivit filtraci jako dospélci. Vzhledem k vysokym ztratdm pfti infestaci,
tedy osidleni hostitele, v pribéhu transformace a v diisledku znecist'ovani tokl toxickymi
latkami je tfeba usilovat o zachovani druha téchto organismu. K nepfiznivym vlivim patii
také vytlacovani nepivodnimi druhy. Z téchto divodid je chov mlzii v laboratornich
podminkach velmi diileZity z hlediska zachrany druhu, ale také pro ekotoxikologické testy,
Knimz je tfeba organismu dobfe se mnoziciho v laboratornich podminkach. Prvni
experimenty zabyvajici se chovem mlzi simulovaly pfirodni podminky. I pfes postupna
vylepSovani vSak tyto pokusy nebyly pfili§ efektivni, jelikoz byla potieba nadrz
s dospé€lymi jedinci a vhodnym rybim hostitelem. Proto se objevovaly snahy o chov mlzi
v laboratornich podminkach bez potfeby hostitelské ryby se zaméfenim pouze
na transformaci glochidii, kterych §lo ziskat z jednoho dospélého jedince velké mnoZstvi.
Principem bylo navrhnout takové médium, v kterém by glochidia prodélala metamorfozu
ve zdravé juvenily. Tato kultivace glochidii méla probihat v kultivaénim médiu v Petriho
misce mimo télo hostitelské ryby. Tento zpiisob je nazyvan in vitro kultivace a o vhodném
slozeni média a ovliviwjicich faktorech je pojednavano v této praci (Lima et al., 2012;

Kern, 2017).



Cil prace

Cilem prace je priblizit problematiku chovu mlzi a shrnout dosud pouzité in vitro
metody kultivace glochidii ¢eledi Unionidae. Zhodnotit nejlepsi zpusoby kultivace
a pouziti latek k namichani kone¢ného kultivatniho média. Soucasti prace je i1 pilotni
experiment, ve kterém je cilem pouziti nejsnaze komeréné dostupnych latek, jednoduchost
pfipravy a pribéhu celého experimentu a prokdzani alespoii minimalnich hodnot Gspésné

transformace bez pouziti CO; inkubatoru.



Prehled literatury

1.1 Reprodukéni biologie mlzi ¥adu Unionida

Vétsina sladkovodnich mlzii jsou gonochoristé, tedy samciho a samiciho pohlavi.
Samice kladou neoplozend vajicka do komor uvniti Zabernich listd, marsupii. Samci
vypuzuji spermie do otevienych vod, spermie putuji vodou a samice je nasava svym
sifonem. Uvnitt samice se vajicka oplodni a vyvinou do larvalniho stadia (Barnhart, 2008).
Vyvinuta glochidia poté setrvavaji v komorach mezi zabernimi listy do uvolnéni
z matetského jedince (Obrazek 1). Glochidia jsou morfologicky jednoducha, maji pouze
jeden sval umoznujici zavieni lastury. Tento pohyb je potfebny k napadeni neboli infestaci
hostitelské ryby. K uzavfeni lastur glochidia podnécuji mechanické a chemické podnéty

(Kern, 2017).

glochidii

Zdroj: Lima et al., 2006, s. 37

Nékteré druhy mlzii se snazi infestaci usnadnit, a tak ryby riznymi zptsoby lékaji

do své blizkosti, a ¢ekaji na spravny okamzik pro vypuzeni glochidii. Druh vyskytujici se
vzacné i v CR, velevrub tupy Unio crassus (Philipsson, 1788), nasaje vodu a proudem ji
vypusti nad hladinu i s glochidii (Obrazek 2), ¢imz ji zCefi, nalaka ryby a ty se nahle
ocitnou ve vodé plné glochidii. Po vypuzeni glochidii z matefského jedince glochidia

putuji vodami a ¢ekaji na stiet s vhodnou hostitelskou rybou (Vicentini, 2005).



Obrazek 2 - Unio crassus stiikajici vodu s glochidii

Zdroj: Vicentini, 2005

Nékteré druhy mlza vyzaduji urcity druh hostitelské ryby, jiné druhy jich maji vice.

K primarnimu pfichyceni také poméha sekret a vlakna, tvotici se v tzv. Byssovych zlazach.
Barnhart a spol. (2008) se domnivaji, ze tento mechanismus by ale sim pravdépodobné
pevné pfichyceni nezajistil. Glochidia se mohou pfichytit na Zabry nebo kiizi ryb, pfi¢emz
pfipevnéni ke kizi nebo ploutvim je typické spiSe pro trojuhelnikovitd dorzoventralné
zplostéla glochidia z pod¢eledi Unioninae a celedi Hyriidae, zatimco prichyceni na Zzabry
ryb je upfednostiiovano u zastupci z Celedi Margaritiferidae a podceledi Ambleminae.
Glochidia parazitujici zabry ryb jsou v porovnani s glochidii podéeledi Unioninae mensi,
ale dorzoventralné vyssi. Casto nemaji ozubenou lasturku, ale pouze zahnuty okraj
(Barnhart et al., 2008). Po pfichyceni se na hostitele nastava zapouzdreni, které¢ setrvava az
do metamorfézy v juvenilni, dospélci podobnou formu. Zapouzdieni nastava
po mechanickém upevnéni glochidii migraci keratocytli hostitelské ryby jako obranna
funkce epitelu. Délka doby metamorfozy se odviji od teploty vody, ¢im je voda chladné;jsi,
tim déle trva pifeména v juvenila (Roberts and Barnhart, 1999). Vétsi glochidia
zapouzdiena V tkani ryby vyrazné nerostou, avsak glochidia 0 velikosti <100 um zvétsi
svou délku v pruméru dvakrat (Barnhart et al., 2008). Po metamorfoze v juvenila se jedinci

profiznou z cysty a nastava druhé kritické obdobi, a to uvoliiovani pfeménénych jedinct



z cyst a osidlovani dna tokli nové metamorfozovanymi juvenily. Ti se jiz zivi fasami,
bakteriemi nebo céastecky organického materialu. Tato faze je kriticka zejména proto, ze
pokud nejsou splnény pozadavky jako spravna teplota, vhodné sloZeni substratu, urcity
obsah kysliku ve vod¢ nebo dostate¢né kvalitni potrava, mladi jedinci hynou i pies to, ze
invaze hostitelské ryby i pfeména z larvalniho stddia probehly uspésné. Vyvoj této
adaptace m¢l pravdépodobné usnadnovat rozptyleni mlzi do vysSich pasem vod, pticemz

vztah téchto dvou organismu je nazyvan foréza (Barnhart et al., 2008; Kern, 2017).

1.2 Vyznam a historie in vitro chovi sladkovodnich mlzi

V dnesni dobé pocet sladkovodnich mlzi ¢eledi Unionidae neustale klesa. Nékteii
zastupci jsou dokonce kriticky ohrozeni nebo uz vyhynuli. To je zplisobeno piedevsim
znecisténim vod kanalizaci, toxickymi odpady, ale také stavbou pitehrad i komercnim
sbérem mlza mezi lety 1800 - 1940 pro pramysl vyrabéjici z jejich lastur knofliky, tedy
celkovym naruSovéanim jejich piivodniho prostiedi antropogennimi vlivy (Keller and Zam,
1990). Tyto faktory ovliviiuji nejen mlze samotné, ale i jejich hostitele, ktefi jsou pro jejich
zachovani nezbytni. V neposledni fad¢ se také na vytlacovani pivodnich druhti podili
druhy neptvodni, tedy invazivni. Vyznam rozvoje chovu mlzt v laboratornich podminkach
je proto velmi dilezity nejenom =z hlediska zachrany druhd, ale také napf. pro
ekotoxikologické testy, k nimz je tfeba organismu dobie se mnoziciho v laboratornich
podminkach (Lima et al., 2012).

Prvni pokusy o rozmnoZeni sladkovodnich mlzli se zamétovaly spiSe na napodobeni
infestace ryby, skterym se lze setkat v potocich, fekach a jezerech. To zahrnovalo
akvarium, ve kterém byly spole¢né¢ umistény ryby a gravidni samice. Tento zplsob byl
ovSem Casové narocny a kontrola byla takika nemoznd. Dal§im krokem byla uméla
infestace ryby, kdy se z gravidni samice odebrala glochidia. To nabizelo dvé metody
infestace, a to bud piimou infestaci, provadénou pipetou, nebo infestaci suspenzaéni.
U pfimé infestace se pipetou, ktera obsahovala glochidia, mifilo na Usta a zabry ryby,
zatimco u infestace suspenzacni se ryba umistila do provzdusnéné nadrze, ve které volné
plavala glochidia. Bylo zjisténo, Ze suspenzac¢ni metoda infestace byla u¢innéjsi, protoze
prumé&rné bylo vétsi mnozstvi glochidii pfichyceno na rybach zamotfenych pomoci metody
suspenzacéni nezli pfimé (Lima et al., 2012). V dnesni dob¢ stale prevlada v reprodukci
mlzi v laboratornich podminkach metoda chovu in vivo. Moderni techniky se zaméiu;ji

na efektivni vyuziti hostitelskych ryb a na uspéSnost transformace glochidii. Ryby



zamotené glochidii jsou umistény ve specialnich akvarijnich systémech s recirkulaci
zamétené na sbér juvenill. Pfiemz metamorféza druhlt mlzi vyuzivajici jako svého
hostitele vétsi druhy ryb je snazsi. Zatimco v piipadé metamorfoézy na mensich druzich ryb
Doposud byla zmifiovana metoda chovu in vivo. V piekladu z latiny znamena pojem
In vivo - v zivém, tedy kultivace glochidii in vivo znamena na rybim hostiteli. Z latiny
pochézi i pojem in vitro — ve skle. Kultivaci glochidii in vitro si tedy Ize piedstavit jako
transformaci mimo hostitele nebo zivou tkan v Petrtho misce obsahujici kultivacni
médium. Vyhodou in vitro kultivace je pfedevs§im ziskani juvenild stejné vékové kategorie,
k transformaci neni potfeba hostitelska ryba a naslednym mikroskopovanim dna neni tieba
hledat vyvinuté jedince mezi detritem a jedinci odpadlymi pied dokoncenou
metamorfozou. Cely proces lze takto mikroskopicky pozorovat po celou dobu kultivace,
coz umoziuje presnéjsi nacasovani navazujicich experimentt, napft. testovani brzkych fazi
juvenilll na znec€isténi vod, toxické latky nebo zmény biotopi (Keller and Zam, 1990).

Na pocatku dvacatého stoleti, byl zvetejnény experiment od Ellis & Ellis (1926), ktery
spo¢ival ve vyfiznuti glochidia druhu Lampsilis fallaciosa (Smith, 1899) z cysty
na hostitelské ryb&é Lepisosteus platostomus (Rafinesque, 1820) a nasledné¢ umisténi
glochidia do kultivacniho média (Ellis and Ellis, 1926). Coz mohlo pravdépodobné narusit
transformaci. AvSak detaily pouzitétho média nebyly nikdy publikovany (Lima, 2012).
Tento experiment byl zisadnim bodem v rozvoji in vitro metod reprodukce mlzh.
V dalsich letech bylo provedeno mnozstvi experimenti, které se zamétovaly na in vitro
kultivaci glochidii samotného druhu, coz bylo zaméteno piedev§im na zvoleni vhodného
kultivaéniho média, nebo také na obecné pusobeni vlivi jako je pH, CO;, a teplota
na samotnou transformaci. Prvni in vitro experimenty navazujici na experimenty od Ellis
& Ellis (1926) realizované Isomem a Hudsonem (1982) zalozené pro transformaci
glochidii v kultivatnim médiu byly realizovany v médiu s velkym podilem rybi plasmy.
Kultivaéni médium obsahovalo aminokyseliny, dextrozu, antibiotika (carbecillin,
gentamycin sulfate, rifampin), antimykotika (amphotericin B) a rybi plasmu
ve fyziologickém roztoku. I pfes to, ze uspéchy na sebe nedaly dlouho cekat, v dalSich
experimentech byly stanoveny vyssi naroky, a to uspéch transformace bez nutnosti rybi
plasmy. V dalSich letech se tedy smér vyzkumu ubiral nalezenim jiného bilkovinného
zdroje, nez nabizi rybi plasma, ale také co nejvyssi hodnotou transformace a v neposledni
fadé¢ 1 vyssi kvalitou transformovanych juvenila (Isom and Hudson, 1982; Keller and Zam,
1990)



1.3 Pouzivané technologie

In vitro chov glochidii umoznuje glochidiim podstoupit metamorfézu do juvenilniho
stadia bez piitomnosti rybiho hostitele. Do roku 2012 se takto podafilo odchovat glochidia
42 druht, mezi kterymi byly i druhy ohrozenych mlzi USA jako napt. Cyprogenia
stegaria (Rafinesque, 1820), Epioblasma capsaeformis (Lea, 1834), Epioblasma brevidens
(I. Lea, 1831), Lampsilis abrupto (Say, 1831). Metamorfozu glochidia podstupuji v Petriho
miskéach obsahujicich kultivaéni médium se vSemi potiebnymi slozkami. Metody in vitro
chovi glochidii do juvenilniho staddia maji oproti transformaci in vivo spousty vyhod,
a to predevsim:

Produkce velkého mnozstvi juvenilii

Neni nutna znalost pfirozeného hostitele

Nizsi cena v pfepoctu na jednoho transformovaného juvenila
Minimalni pocatecni ztraty a ztraty béhem kultivace

Bez nutnosti zatizeni potiebnych pro zivot hostitele

Pies vSechny vyhody sebou nesou in vitro chovy i ur¢ité pozadavky a rizika, jako napf.:
Zdravotni stav juvenilii miiZze byt zhorSeny
Nutnost pozadovanych latek a techniky

Obtizné udrzeni plisniové a bakterialni infekce na minimu (Lima et al., 2012)

Na samém pocatku experimentu je nutno né&jakym zpusobem ziskat glochidia,
a to bud’ samovolnym uvolnénim z matetského jedince, nebo priplachem Zabernich dutin
matefského jedince sterilizovanou vodou. Glochidia uvolnéna pfirozené byvaji ale rychle
kontaminovana oproti glochidiim odebranym pifimo z marsupii (Barnhart and Roberts,
1999). Odbér probiha tak, Ze vyjmeme celé zabry, které proplachneme v deionizované
vod¢ (Isom and Hudson, 1982), anebo tak, ze lasturu opatrné otevieme a nafiznutim
marsupii a jejich naslednym proplachnutim ziskame glochidia Setrnéji (Barnhart and
Roberts, 1999). K tomu se pouziva sterilizovana injek¢ni stiikacka vhodné velikosti, napt.
0,3mm primér, 13mm délka. Druhd metoda se dnes pouziva bézné ve vétsing experimentli
(Barnhart and Roberts, 1999; Lima et al., 2006; Taskinen et al., 2011).

Pfed umisténim glochidii do kultiva¢nich misek s médiem je dobré provéfit jejich
zivotnost. Tu Ize zjistit zkontrolovanim glochidii pod mikroskopem (x100) zda periodicky

zaviraji lasturky (Lima et al., 2006). Dal§im testem na viabilitu glochidii mize byt test



s NaCl, pfi kterém se glochidia vystavi roztoku s NaCl. Po rozptyleni latky po celém
objemu tekutiny s glochidii za¢nou glochidia reagovat na jiny chemicky potencial, pficemz
ziva glochidia uzaviou lasturky. Ostatni glochidia, kterd na chemicky potencial
nezareagovala a zlistala oteviend, jsou povazovana za mrtva, protoze pruznost zamku
s vazy otevie lastury po uvolnéni svalu, ktery je zavira (Barnhart and Roberts, 1999).
Odebrand glochidia by méla byt umisténa do kultivatniho média nejpozdéji 5 hodin
od odebrani z marsupii samice, pozd¢ji se jiz snizuje jejich zivotnost (Uthaiwan et al.,
2001).

V prvotnich uspéSnych experimentech in vitro kultivace stanovili Isom a Hudson
(1982) teplotu vhodnou pro kultivaci na 23°C. Zjistili, Ze pfi vysSSich teplotach klesaji
pocty metamorfovanych juvenilt. V kultivaci pti 28 °C klesly vynosy ze 48,8 % na 18,8 %
(Isom and Hudson, 1982). Vroce 1999 provedli Roberts a Barnhart sérii pokusi
zalozenych na vlivech teploty na transformaci glochidii. Testovali, zda nizka teplota
pomaha glochidiim Kk zacysténi a nasledné transformaci na rybim hostiteli. Vychazeli
zZ toho, Ze nizka teplota potlacuje imunitni funkce u exotermnich organismi, do kterych se
fadi i ryby. V laboratornich podminkach pfi experimentech na rybim hostiteli nastavili
teplotu na 10, 15 a 21°C. Transformaéni Gspéch byl nejvétsi pii 10°C. Pii pokusech
provedenych in vitro za stejnych teplotnich podminek byl ale vysledek opacny, tedy pii
21°C bylo mnozstvi transformovanych juvenil vyznamné vyS$$i nezli pti 10°C. Tyto
vysledky podporuji hypotézu, Ze imunitni funkce ryby za nizké teploty umoziuji vétsi
transformacni tspéch, ale urcita teplota neni pro glochidia rozhodujicim prvkem. Potvrdilo
se tedy tvrzeni Isoma a Hudsona, ktefi stanovili teplotu na 23°C, Ze pfi této teploté je
skuteénost nez samotna teplota (Roberts and Barnhart, 1999). V roce 2013 provedl
experimenty Taeubert a spol. (2013) s mlZzem velevrub tupy Unio crassus a hostitelem,
kterého ptedstavoval druh stfevle poto¢ni Phoxinus phoxinus (Linnaeus, 1758).
Experimenty byly zaloZené na testovani ¢ty riznych teplot (12 °C, 17 °C, 20 °C a 23 °C)
Vv pribéhu metamorfozy glochidii, zda odlisné teploty ovlivni vyvoj glochidii na rybim
hostiteli. V pribeéhu prvnich 9 dnii probihala transformace Gspésné, zlom vsak nastal 10.
den. V dalsich dnech se objevila mortalita hostitelskych ryb a to v takovém rozsahu, Ze
po ukonceni testovani dosahovala mortalita az 71 % u skupiny drzené¢ v 20 °C. Smrt
hostitele ale vzdy znamena i smrt glochidii i pfes predesly uspéch pfi pfichyceni, zacysténi
1 zapoceti transformace. Toto obdobi je tedy rizikové nejen pro glochidia, ale i pro

hostitelské ryby. Pfi testovani vhodné teploty u in vitro kultivaci ale neni tfeba znat vhodné



teplotni rozmezi pro hostitelské ryby a v porovnani s teplotou vhodnou pro glochidia neni
nutné hledat kompromis. U in vitro kultivace se Ize zaméfovat pouze na teplotu vhodnou
pro dosazeni nejlepSich vysledka transformace glochidii ur¢itého druhu, a tim obejit vEtsi
znalost hostitele (Taeubert et al., 2013).

V prvotnich experimentech Isoma a Hudsona (1982) zalozenych na kultivaci
glochidii byl pouzivan CO; inkubétor k udrzeni vysSiho obsahu oxidu uhli¢itého v umélé
atmosféte napomahajici udrzeni pH. CO; inkubator byl dale bézné¢ pouzivan v in vitro
kultivacich glochidii (Keller and Zam, 1990; Kovitvadhi et al., 2006; Lima et al., 2006;
Taskinen et al., 2011). Byly testovany hodnoty CO; v umélém atmosférickém vzduchu,
a to v hodnotach atmosférického vzduchu, vzduchu s 2 % CO; a 5 % CO,, ve vztahu
k pfeméné glochidii. Bylo zjisténo, ze ¢im vys$si byl obsah CO; v okolnim vzduchu, tim
vy$§i byly hodnoty metamorfozovanych jedincti (Barnhart and Roberts, 1999).
Alternativou za CO; inkubator jsou hermeticky uzaviené nadoby, do kterych se
v intervalech pousti plyn urcit¢ koncentrace. Tento plyn lze ziskat napt. z komeréné
dostupnych mixtur s 5 % zastoupenim CO, (Barnhart and Roberts, 1999). Experimenty
S hermeticky uzavienymi nadobami byly provedeny také na ohrozeném evropském druhu
velevrub tupy Unio crassus, hodnota CO2 v nadobach byla méfena kazdé dva az tfi dny
a pii nedostatku CO, byla nadoba doplnéna pro udrZzeni hodnoty CO, na 5 % objemu oxidu
uhlic¢itého ve vzduchu (Gasienica-Staszeczek et al., 2017).

Dal$im faktorem ovliviiujicim hodnoty transformace je pH média po celou dobu
kultivace. Hodnota pH je uzce spjata s mnozstvim CO; ve vzduchu. Experimenty zamétené
na vliv hodnoty pH a CO; na transformaéni uspéch glochidii provedli Barnhart a Roberts
v roce 1999. Cely experiment byl proveden v nddobéach plnénych plynem CO, pfi teploté
15 °C. Soucasti byl i test organického pufru HEPES a také provedeni bez pufru HEPES.
Pufry jsou latky schopné udrzet v urcité mife konstantni pH. Média byla upravena na
hodnoty pH 7,6; 7,9 a 8,2. Varianty hodnot CO; ve vzduchu byly 0,04 % (atmosféricky
vzduch), 2 % a 5 %. Jako nejlep$i moznou variantou se ukazala nejnizsi zvolena hodnota
pH s nejvyssim obsahem CO; v okolni atmosféie, systém HEPES neprokazal stabilizaci
pH. Pficemz médium s HEPES bez upravy CO; Vokolni atmosféte neprokazalo
transformaci ve vSech testovanych hodnotach (Barnhart and Roberts, 1999).

K aspésné preméné glochidia v juvenila je zapotfebi znat jeho optimalni délku
transformace zejména proto, ze v toto obdobi je zapotiebi premistit glochidia do jejich
pfirozen¢ho prostiedi, vody. V roce 2017 byl uskutecnén experiment hledajici optimalni

délku metamorfozy ohrozeného druhu Unio crassus. Experiment byl rozdélen na tii ¢asti.



Prvni ¢asti byla kultivace glochidii v umélém médiu v CO, atmosfére, kterd odpovida fazi
probihajici v pfirodnich podminkach na rybim hostiteli. Druhou ¢asti je faze postupného
fedéni média vodou, tento krok odpovida situaci odpojeni jedince od hostitelské ryby. Treti
¢asti je obdobi mladych jedincii vyvijejicich se ve vodnim prostiedi. Testovani spocivalo
Vv hledani spravné doby vyvoje glochidii pro pocatek postupného fedéni kultivacniho média
k ukonceni transformace. K fedéni byla pouzita neionizovana voda nebo mineralni voda
v lahvi znacky Kropla Beskidu, ktera ma podobné slozeni jako voda, z které pochazeli
dospéli jedinci Unio crassus. Na kultivaci nemélo slozeni vody témét zadny vliv, jedinym
pozorovanym jevem byl pomalejsi rozklad tél odumielych glochidii v médiu S mineralni
vodou. Redéni probihalo 10., 13., 15., 17., 20., 22., a 24. den po zahdjeni kultivace na 50 %
zastoupeni ptivodniho média. Druhé piidani vody nésledovalo 4 — 5 dni po prvnim
a puvodni médium se tak redukovalo na 25 %. Reakce na fedéni média naznaluje, Ze
glochidia reaguji na pfitomnost vody a snazi se pfizptisobit novym podminkdm otevienim
lastur. Po uplynuti nasledujicich 7 — 8 dni bylo médium kompletné¢ vyménéno za mineralni
vodu. Médium natedéné jiz 10. den po zacatku kultivace zpusobilo, ze glochidia i pies
nedokonceni transformace oteviela lasturky, a v dusledku nezralosti hynula. To by
Vv ptirodnich podminkach nebylo mozné, protoze glochidia pfi spravné transformaci nejsou
v kontaktu s vodou do dosazeni faze, v které se zainaji pohybovat a jsou jiz schopna
ve vod¢ piezit. Pfi fedéni 13. a 17. den bylo dosazeno 36 % a 25 % transformace.
Kultivace tfedéna 15. den byla infikovdna a v dasledku toho zadny jedinec nepftezil.
Transformace neprobé¢hla ani u jednoho jedince z kultivaci v médiu ukoncenych diive nez
13. den nebo déle nez 17. den. Glochidia, ktera ptezila prvni fedéni vodou, byla kompletné
transformovana za 24 — 27 dni po zahajeni experimentu. To ukazuje obtiZnost kultivace
1 pres zdarné zvolené kultivaéni médium piedev§im proto, Ze doba transformace se
u kazdého druhu mlze lisi a jeji délka je ovliviiovana i teplotou (Ggsienica-Staszeczek
etal., 2017).

Po Gspésné transformaci glochidii v juvenily nastava obdobi, kdy jiZ jedinci necerpaji
ziviny z média. Toto obdobi lze poznat tak, Ze pod mikroskopem je mozZné pozorovat
pohyblivou nohu vy¢nivajici z lastur, lastury jiZ nemaji ozubenou skofapku, ale hladky
okraj a jedinci jsou aktivni, pozdé&ji 1ze pozorovat nartist vngjSich vrstev lastury. V pfirodé
je tato faze velmi kritickym bodem, kdy se juvenilové protfezavaji z cysty na hostiteli
a usedaji na dno tokl. V tuto chvili se tedy museji vyzivovat jinym zplisobem neZ je
cerpani zivin z kultivaéniho média v pfipad€ in vitro kultivace nebo z hostitelské ryby

v ptirodnich podminkach. V in vitro chovech jsou v této fazi pfemistovani z kultiva¢niho
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média do provzdusnénych nadrzi s vodou zbavenou chloru. V experimentech Uthaiwan
a spol. (2001) bylo do jedné provzdusnéné nddrze umisténo 200-300 ml nechlérované
vody. Juvenilové byly pifed umisténim do nadrzi proplachnuty sterilizovanou vodou
s médiem M199. Mladi jedinci druhu Hyriopsis myersiana (Lea, 1856) byli krmeni smési
3 druht fytoplanktonu (Chlamydomonas sp., Monoraphidium sp., Chlorella sp.) po dobu
2 mésict. Fytoplankton byl do vody pfidavan v takovém mnozstvi, aby méla voda lehce
nazelenalou barvu. Udrzba probihala denné vyménou poloviny objemu nadrze. V tomto
obdobi se mladi jedinci zivi jiz jako dospé€lci mikroskopickou potravou, kterou piijimaji

filtraci z vody (Uthaiwan et al., 2001).

1.4 Slozky média

V roce 1982 publikovali Isom a Hudson transformacni uspéch u nékolika druht
sladkovodnich mlzti fadu Unionoida bez potieby hostitelské ryby. Metamorfézy docilili
tim, Ze namixovali roztok aminokyselin, vitamint, glukézy a soli modifikovany z roztoku
“Unionid Ringers* odvijejici se od poznatkl Ellis a Ellis (1926). Modifikace spocivala
v nahrazeni Ko;HPO4. Pouzili NaHCO;3; pro moznost regulace pH pomoci zmény CO;
koncentrace vzduchu (Isom a Hudson, 1982). Do tohoto roztoku ptidali vakuové
sterilizovanou rybi plasmu jako zdroj bilkovin, ristovych faktord, hormona atd. (Farris and
Hassel, 2006). Celkové médium obsahovalo sterilizovanou rybi plasmu, roztok obsahujici
smés aminokyselin, soli, glukézu a vitaminy, pro sniZeni bakteridlni kontaminace
na minimum byla pfidana také antibiotika (carbenicillin, rifampin, gentamycin),
antimykotika (Amphotericin B) proti rozvoji plisni a fenolovou cervent detekujici pH
v celkovém médiu, tim vyssi je hodnota transformovanych glochidii, jako pomér
Vv nejlepSim vztahu - uspéch transformace/cena stanovili Isom a Hudson (1982) 1 dil rybi
plasmy na 2 dily média. Tento pomér mezi bilkovinnym zdrojem a médiem se dale
pouzival v mnoha dal§ich experimentech zaméfenych na in vitro kultivaci glochidii
riznych druh@t mlzl, pocinaje experimenty provedené Kellerem a Zamem (1990).
Vysledky metamorfozy v médiu od Isoma a Hudsona s pouzitim rybi plasmy byly
v pokusech provedenych Kellerem a Zamem vysoké, ale vyustily v transformované
juvenily, ktefi byli neaktivni a letargicti. Naopak komeréné dostupné médium (M199,
DME) za pouziti koniského séra produkovalo vyznamné niz$i hodnoty transformovanych

juvenilt, ale mladi jedinci byli zdravéjsi. Uthaiwan a spol. (2001) ve svych experimentech
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dokazuji, Ze za pouziti média M199 a rybi plazmy muze dojit k podpote a zvySeni kvality
transformace a zaroven jsou vysledkem aktivni a zdravi, cerstvé transformovani
juvenilové, ktefi se dozivali véku 3 mésici. Z téchto fakti vychazeli Lima a spol. (2006),
ktefi zkonstruovali médium o stejnych komponentech jako Uthaiwan a spol. (2001).
Vysledkem jejich kultivace byli také zdravi a aktivni juvenilové. Ackoli pouzité latky
1 postup byl stejny jako u dfive provedenych experimenti, jejich kultivace trvala namisto
ocekavanych 3 mésicti pouhych 15 dni. To ukazuje, Ze je jesté dals§i mnozstvi jinych

faktorti ovlivitujicich jak transformaci, tak i fazi rozvoje juvenilt (Lima et al., 2006).

1.4.1 Sérum/Plasma

Piivodni médium od Isoma a Hudsona obsahovalo jako zdroj bilkovin rybi plasmu,
ktera se zdala byt nezbytnou soucasti pro zdarny vyvoj glochidii. Detekovali, Ze ¢im vyssi
je obsah plasmy v celkovém médiu, tim vEtsi je procento uspésné transformace (Isom and
Hudson, 1982). Plasmu ziskavaly z rybi krve, kterd byla odebirdna pfimo ze srdce ryby
pomoci sterilni heparinizované injek¢ni stiikacky. Tedy injekéni stiikacky s jehlou
osetfené heparinem, coz je antikoagulant, latka snizujici srazlivost krve. Krev byla dale
zchlazend  a centrifugovana rychlosti 1000 ot./min. po dobu deseti minut, nasledn¢ pak
centrifugovédna rychlosti 30000t./min. po dobu dalSich deseti minut. Poté byla oddélena
plasma, ta byla centrifugovana po dal§ich deset minut. Nasledné probéhl dal$i odbér
plasmy aspiraéni pipetou od celku a dale byla plasma zmrazena, poté filtrovdna, ¢imz
doslo k ziskani ¢isté plasmy bez krevnich slozek (Isom and Hudson, 1982).

V dal8ich experimentech byla snaha o nalezeni jiného proteinového zdroje, neZ nabizi
rybi plasma. Dlivodem byly hlavné slozité piipravy pied pouZzitim rybi plasmy tykajici se
hlavné¢ odbéru rybi krve a nasledné¢ separace plasmy zkrve, ktera je zdlouhava
a nezarucuje takovou sterilitu jako komeréné dostupné proteinové zdroje. Jako proteinoveé
zdroje byly testovany séra riiznych obratlovci, jako napt. koniské, teleci, krali¢i, praseci
nebo kufeci sérum. Plasma a sérum se ale v nékterych slozkach lisi. Plasma obsahuje stejné
jako sérum hormony, glukozu, elektrolyty, protilatky, antigeny, Ziviny a navic oproti séru
faktory ucastnici se srdzeni krve. Lze tedy fici, Ze sérum je plasma bez srdzecich faktorQ
(Hayat, 2012).

Dalsi pokrok ucinil Keller a Zam (1990), ktefi interpretovali vysledky uspésné
in vitro Kkultivace glochidii druhu Anodonta imbecilis (Say, 1829) bez ptitomnosti rybi

plasmy v kultivacnim médiu. Ve svém experimentu nahrazovali rybi plasmu riznymi
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proteinovymi zdroji nebo séry jinych obratlovcli napt. koniskym sérem, telecim sérem,
bilkovinnymi srazeninami z jater lososa a tresky, kaseinem z kravského mléka a rybi
plasmou pro porovnani. Zatimco rozdily v poctu metamorfovanych juvenili nebyly
vyznamné, jedinci vyvinuti v telecim a koniském séru byly vice vitalni a pohyblivi.
Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno s telecim a néasledné poté s konskym sérem. I pies to,
ze teleci sérum indikovalo mirné lepsi vysledky nez konské, bylo z diivodu nizsi ceny
preferovano konské sérum (Keller and Zam, 1990). Dalsi experimenty rozvijejici pouziti
jiné nez rybi plasmy provadéli Hudson a Shelbourne v roce 1990. Porovnavali vynosy
transformace za pouziti rybi plasmy a sér obratlovcl nebo jinych proteinovych nahrad.
Testovali sérum krali¢i, praseci, konské, jehnéci, teleci a kuteci. Dalsi série pokusi byly
zalozeny na kombinaci dvou proteinovych zdroji — rybi plasma/krali¢i sérum, rybi
plasma/prase¢i sérum, rybi plasma/teleci sérum, rybi plasma/koniské sérum, kralici
sérum/prase¢i sérum, dale pouziti riznych umélych proteinovych zdroji — TCM, TCH,
CPSR, Serumac, LPSR, TM-235. A nasledné kombinace vzdy rybi plasmy a jednoho
umélého proteinového zdroje. Komponenty jako TCM, TCH a CPSR produkovaly
v kombinaci s rybi plasmou vétsi vysledné hodnoty neZ rybi plasma sama. Nasledné byly
séra se dvéma proteinovymi zdroji dosahli toho, o¢ usilovali. Detekovali nejlepsi
transformacéni hodnoty pfi pouziti kraliciho séra spolecné s TCH a TCM ndhrazkami séra
u druhu Elliptio lanceolata (Lea, 1828) v poméru 1:1:1. Tyto hodnoty byly dokonce vyssi
nez pi1 pouZiti rybi plasmy a navic bylo sérum omezeno na 1/9 namisto 1/3 (Hudson and
Shelbourne, 1990).

Vroce 2002 byly provadény experimenty s mlzem Hyriopsis myersiana
porovnavajici transformaci pii pouziti konské plasmy, plasmy kapra obecného Cyprinus
Carpio (Linnaeus, 1758), tilapie nilské Oreochromis Niloticus (Linnaeus, 1758),
Pangasius Pangasius (Hamilton, 1822) a hybrida kefi¢kovce velkohlavého Clarias
macrocephalus (Giinther, 1864) X Clarias gariepinus (Burchell, 1822). Vysledky
s pouzitim konské plasmy nebyly ani zdaleka tak uspé$né jako u druhu Anodonta imbecilis
v experimentech Kellera a Zama zroku 1990. Nejlepsich vysledkti bylo dosazeno
s plasmou kapra obecného, kde se procento piezivsich pohybovalo okolo 94 %, z ¢ehoz
100 % tuspésné dokoncilo transformaci, tito metamorfozovani juvenilové také piezili
nejdéle ze vSech ostatnich testovanych skupin (Uthaiwan et al., 2002). Pro uspésny vybér
proteinového zdroje neni mozné vychazet z predeslych experimenti, pokud se zaméefovaly

na nalezeni proteinového zdroje u jiného druhu mlze. Pro dosaZeni nejvétSich
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transformacnich hodnot je vzdy dilezit¢é zkoumat vhodnost findlniho média v ramci
jednoho druhu mlze. Porovndvanim miry transformace v médiu s koniskym sérem
a v médiich se sérem nékolika druhd ryb bylo zjisténo, ze u druhu Hyriopsis myersiana
bylo dosazeno nejvétsi miry transformace se sérem kapra obecného Cyprinus Carpio. To
mize souviset s vysokou koncentraci nékterych aminokyselin v séru tohoto druhu ryby.
Nicméné, slozitost ziskani rybiho séra mohou pfevazit v porovnani s mensi produkci
snadno dostupna sav¢i séra. Rybi sérum ale obsahuje latky pusobici také jako antibiotika
(Meyer, 2007).

Ma a spol. (2017) testovali t¢inky plasmy druhu hostitelské ryby a dvou druht ryb
nehostitelskych na transformacni hodnoty glochidii druhu Cristaria plicata (Leach, 1815).
Vysledné hodnoty transformace ukdzaly, Ze hodnoty dvou druhti nehostitelskych ryb byly
nepatrné vysS$i. Po biochemické analyze plasmy téchto tii druhti ryb bylo zjiSténo, ze
plasma nehostitelskych druhii ryb obsahovala vice LDL a HDL. To naznacuje, ze tyto
lipoproteiny mizou byt dulezité pro metamorfoézu glochidii (Ma et al., 2017). Ackoli bylo
prokazano, ze je mozna transformace glochidii i se sérem savcu (Keller and Zam, 1990;
bilkovin potiebnych pro spravny fyziologicky vyvoj, kontrolu kontaminace a celkové

velmi potiebna slozka pfi kultivaci glochidii ve zdravé juvenily (Kern, 2017).

1.4.2 Médium

V prvnim experimentu Isoma a Hudsona (1982) bylo pouzivano médium nazyvané
“Unionid Ringer’s*, které bylo modifikované z média vytvorené¢ho od Ellis a Ellis (1926)
obsahujici aminokyseliny, vitaminy, glukézu a soli. Vzhledem k naro¢nosti piiprav bylo
ale v nasledujicich experimentech od tohoto média upusténo a pro snadnost pouziti
a lehkou dostupnost se zacala pouzivat komeréné dostupna média. Napt. Isom a Hudson jiZ
Vv roce 1982 také dosahli metamorfozy s pouzitim piedpiipravenych komeréné dostupnych
médii jako M199 a Eagles essential and non-essential amino acids, ktera obsahovala stejné
nebo vétSi mnoZstvi takovych aminokyselin, nachazejicich se v rybi plasmé&, coZz bylo
hlavnim kritériem pii sestavovani média “Unionid Ringers® (Isom and Hudson, 1982).
V dalsim experimentu, navazujicim na ptedchozi pfi pouziti konského séra, byla testovana
dvé komeréné dostupna meédia, a to M199 a DME. Tato média obsahovala mnoho stejnych
komponentti jako médium od Isoma a Hudsona, avSak byla pfedem piipravena ve formé

prasku, ktery stailo hydratovat a ndsledné€ upravit hodnotu pH na 7,3-7,4. Ukézalo se, Ze
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procento transformace u pfedem pfipravenych médii bylo znatelné vyssi nezli u média
navrzeného Isomem a Hudsonem (Keller and Zam, 1990). V dalSich experimentech se
pro snadnost ptipravy, dostupnost a transformacni uspéch pouzivala zejména média M199
a DME, ktera sloucenim s bilkovinnym zdrojem, antibiotiky a antimykotiky dala vznik
kone¢nému kultiva¢nimu médiu pouzivaného pro kultivaci glochidii ve vitalni juvenily
(Roberts and Barnhart, 1999; Uthaiwan et al., 2001; Uthaiwan et al., 2002; Lima et al.,
2006; Taskinen et al., 2011).

V roce 2011 pouzil Taskinen a spol. (2011) pro kultivaci mlzi Anodonta anatina
(Linnaeus, 1758) a Pseudanodonta complanata (Rossmossler, 1835) médium L-15
od Leibowitze navrzené pro inkubaci bez pouziti CO, inkubatoru. Ackoli se glochidia
vyvijela spravné a jejich organy byly viditelné, jejich transformace se nezdatila (Taskinen
et al., 2011). Ackoli Wen a spol. (2011) kultivovali s aspéchem druh Hyriopsis cumingii
(Lea, 1852) v bézném inkubatoru s pouzitim média L-15, pro kultivaci mnoha druhd
glochidii bylo stale nezbytné pouziti atmosféry s 5 % CO; za pouziti média M199 (Ma
et al.,, 2017). Dalsi experimenty porovnavajici médium L-15 smédii M199 a MEM
prokazaly, Zze médium L-15 umoznilo glochidiim druhu Potamilus alatus (Say, 1817) lepsi
podminky pro rozvoj pii teplot¢ 24 £+ 0,5 °C bez upravy atmosféry pomoci CO,. V tomto
experimentu bylo prokazano, ze metody s vyuzitim L-15 jako zakladniho média
prokazatelné¢ zjednoduSily proces in vitro kultivace glochidii a zlepSily jeji tspéSnost

V porovnani s dosud vyuZivanymi zplsoby in vitro kultivace (Wen et al., 2018).

1.4.3 Antibiotika, antimykotika

Glochidia ziskand ze samice je velice obtizné izolovat od mikroorganismi. Proto je
nutné ptidavat do findlniho kultivaéniho média antibiotickou a antimykotickou slozku,
ktera minimalizuje bakterialni kontaminaci kultivace glochidii. Pro ochranu glochidii pred
nepifiznivym plisobenim a namnoZenim bakterii délali Isom a Hudson (1982) pokusy
s riznymi druhy antibiotik. Jako nejlepsi antibiotikum se ukézaly carbecillin, gentamycin
sulfat a rifampin. Kazdé z téchto antibiotik bylo pfidavano v mnozstvi 100pg na mililitr
findlntho média. Tato antibiotika byla pouzita v mnoha dalSich kultivacich glochidii.
Testovani antibiotik ve smési PSN obsahujici penicillin, streptomycin a neomycin
Vv celkovém kultivacnim médiu v hodnotach 30 pl, 60 pl a 120 pl na 3 ml v porovnani
S ptvodné navrZzenymi antibiotiky od Isoma a Hudsona (1982) ukazalo, ze tato antibiotika

nevykazuji lepSi vykony nez antibiotika carbecillin, gentamycin sulfit a rifampin.

15



Vysledkli stejnych jako kultivace splvodni variantou antibiotik nedosdhla Zzadna
Z testovanych hodnot smési PSN. Nejlepsi vysledky prokazala nejvyssi hodnota antibiotik
PSN v mnozstvi 120 ul na 3 ml média (Freshwater bivalve ecotoxicology, 2006). Taskinen
(2011) pouzil také antibiotika ve smési PSN obsahujici penicillin, streptomycin
a neomycin u druhu Anodonta anatina, Anodonta cygnea (Linnaeus, 1758),
Pseudanodonta complata a Margaritifera margaritifera (Linnaeus, 1758). Dosahl
transformace u vSech testovanych druhti krom& M. margaritifera. Antibiotika byla pouzita
v mnozstvi 100 miligrami na mililitr média a u druhu Anodonta anatina dosahly
transformacni hodnoty 100 % v kultivaci provedené na jafe (Taskinen et al., 2011).

Dalsi nepfiznivy vliv na kultivaci mél rozvoj plisni, ktery Isom a Hudson (1982)
odstranili pouzitim antimykotik ve formé Amphotericinu B v davce 5ug/ml. Pouzita
antibiotika a antimykotika fungovala uspé$né s pocateénim proplachnutim glochidii
a umisténim do ¢isté nadoby S novym médiem. Starsi glochidia ¢elila kontaminaci 1épe nez
glochidia mladsi (Isom and Hudson, 1982). Tuto kombinaci antibiotik a antimykotik
pouzili s uspéchem ve svych experimentech napi. Keller and Zam (1990), Kovitvadhi et al.
(2006), Owen et al. (2010) a dalsi. V roce 2010 byly provedeny experimenty pro porovnani
nékolika antimykotik na mlzi Lampsilis teres (Rafinesque, 1820). Mezi testovana
antimykotika byly zafazeny: Dichloran, Hygromycin B, Enomyl, Thiabendazol, Econozol,
Ketaconazole, Amphotericin B a Nystatin. Krom& Hygromycinu B a Nystatinu ptidané
v mnozstvi 50ug/ml byly ostatni latky pfidany v mnozstvi 1 pg/ml. Sestupné dle tspéchu
transformace byly sefazeny latky Thiabendazol, Dichloran, Benomyl a Amphotericin B,
ostatni transformaci neprokazaly. Neni ale zfejmé, jestli ostatni 1éCiva pisobila
na glochidia cytotoxicky nebo zda je zahubily latky produkované plisnémi. Mozna by byla
i kombinace téchto dvou faktoru. Jedinci metamorfozovani s antimykotiky Thiabendazol
a Benomyl byli letargicti a do dvou dnil uhynuli (Owen et al., 2010). Testovani téchto latek
bylo uskuteénéno v kultivacich se zdrojem bilkovin v podob¢ rybiho séra, které obsahuje
latky plsobici jako antibiotika (Meyer et al., 2007). Rybi sérum by tedy mohlo byt
V ochrané proti kontaminaci u¢innéj$i neZ komeréné dostupna séra savcli (Owen et al.,
2010). Ackoli bylo prokazano, Ze je mozna transformace glochidii i se sérem savct (Keller
and Zam, 1990; Barnhart and Robets, 1999), zlstane pravdépodobné rybi sérum
kontaminace a celkové velmi pottebnd slozka pfti kultivaci glochidii ve zdravé juvenily.
V roce 2011 provedl Taskinen sérii pokust s mlzem Anodonta cygnea, kde bylo cilem

otestovat uc¢inek antimykotik v riznych koncentracich na transformaci glochidii.
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Testovanym antimykotikem byl Amphotericin B a v experimentu byl pouZzit v mnozstvi 6,
7 a 8 mikrogrami na mililitr kone¢ného média. Konecné hodnoty transformace byly
sefazeny vzestupné¢ dle pfidaného mnozstvi antimykotik 31,9 + 3,5; 399 + 26
a 57,7 = 3,9 %. Antimykotika u tohoto druhu mlze vyznamné zvysila koneéné
transformacéni hodnoty (Taskinen et al., 2011). Ackoli u druhu Anodonta cygnea zvysena
davka antimykotik umoznila dosazeni vétSich transformacnich hodnot, u druhu Villosa iris
(Wright, 1898), Villosa taeniata (Conrad, 1834) a Alasmidonta marginata (Say, 1818)
pusobila toxicky jiz davka 5 mikrogrami na mililitr média doporucovand Isomem
a Hudsonem (1982). Antimykotikum Amphotericin B mé jen malé rozmezi mezi
koncentraci uc¢innou k potlaceni plisnové kontaminace a koncentraci jiz toxickou. Proto je
V dnesni dob¢ ¢asto hodnota redukovéna na koncentraci 1 mikrogram na mililitr kone¢ného
kultivacniho média. Avsak tato koncentrace neudrzi plisiovou kontaminaci na minimu
v pribéhu celé kultivace, tudiZ je nutna kazdodenni vyména média. Casta vyména média

ale mlze vyustit ve stres kultivovanych glochidii (Patterson et al., 2018).

1.4.4 Lipidy

Pti porovnani glochidii vyvijejicich se na ryb€ nebo v kultivaénim médiu se zdalo, ze
zasoby lipidd u glochidii vyvijejicich se na rybim hostiteli byly vyssi nezli u téch
Vv kultivaénim médiu. Tankersley (2000) uvedl, Ze pocatecni hladina lipidi u glochidii
a juvenill zavisi na matefském jedinci. A navic je mozné ovlivnit zasoby lipidi glochidii
a tedy 1 juvenild slozenim kultivacniho média, ze které¢ho rozvijejici se glochidium dokaze
lipidy cerpat. Fisher (2002) prokazal, Ze glochidia vyvijejici se v kultivaénim médiu
obsahujici krali¢i sérum méla mensi lipidové zasoby neZ glochidia transformovana
na hostitelské ryb¢é. Tudiz Hudson porovnal vysledky transformace u kultiva¢nich meédii
obsahujici olej z olihni (squid oil) a olej z tresCich jater (cod liver oil). Do kultiva¢ni misky
pridal 50ul jednoho z vybranych oleji. Vysledné hodnoty se liSily, olej z tres€ich jater
prokazal lepsi vysledky nez olej z olihni a navic snizil vyskyt plisnové infekce (Farris and
Van Hassel, 2006). Faktem je, ze pfidanim zdroje lipida (oleje z trecich jater apod.)
se zvysi zasoby lipidil u juvenilii, coz naznacuje, Ze ptidavek lipidii mize vyznamné zvysit
kvalitu transformovanych juvenilti (Lima et al., 2012). MnoZstvi zasob lipidl u juvenilil
se odviji nejen od druhu hostitelské ryby, na které probehla transformace, ale vysledné
hodnoty lipidi se 1i8i 1 v rdmci hostitelskych jedinct stejného druhu. Experimenty zjist'ujici

lipidové zasoby na druhu A. anatina a U. crassus provedl Douda (2015). Zhodnoceni
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lipidovych zasob probihalo na jedincich, ktefi byli nejprve fixovani ve formaldehydu.
Lipidovy obsah u juvenilli byl posuzovan metodou, kterou vyvinul Tankersley (2000).
Metoda spocivala v obarveni juvenili pomoci nilské Cervené. Roztok byl pfipraven
pfidanim 5 mg nilské cervené do 50 ml acetonu s ndslednym uchovanim ve tmé pii 5 °C.
Barvici roztok byl pfipraven bezprostiedné pied barvenim juvenili pridanim 2,5 ml
pfipraveného roztoku do 50 ml vodovodni vody zbavené chloru Kk dosazeni barviciho
roztoku o koncentraci 5 ug/ml. Juvenilové byli nasledn¢ umisténi do Petriho misky se 4 ml
barviciho roztoku po dobu 30 minut. Obsah lipida se poté zjistuje dle intenzity
fluorescence, pricemz jedinci A. anatina a U. crassus fluoreskovali jasné zelenozlutou
barvou. Bylo zjisténo, Ze nejvice lipidovych zasob méli jedinci A. anatina transformované
na druhu Rutilus rutilus (Linnaeus, 1758) a mlzi druhu U. crassus transformovani na druhu
hostitelské ryby P. phoxinus, pti¢emz hodnoty lipidd po transformaci na rtiznych jedincich
v ramci tohoto druhu se lisily (Douda, 2015). V dne$ni dobé se u vétSiny experimenti
pridava 50 pl rybiho oleje na kultivacni misku. S Gspéchem se pouzivaji predevsSim
komeréné dostupné lipidové mixtury vyrobené z oleje z tresCich jater namisto Spatné

rozpustného oleje z tres¢ich jater (Lima et al., 2012).
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Material a metody

1.5 Studovany druh

Pro pilotni experiment byli vybrani jedinci druhu Skeble fi¢ni Anodonta anatina
(Linnaeus, 1758). Tento druh se vyskytuje témét v celé Evropé a v Casti Asie. Mlzi fadu
Unionoida, mezi které patii i Skeble fi¢cni Anodonta anatina, jsou typicti svym zivotnim
cyklem, na jehoz zacatku je kratka zivotni faze ve form¢ ektoparazitické larvy a poté az
nastava faze volné Zijicich jedincti na dn¢ vod. Ektoparaziticka glochidia jsou uvolnéna
Z marsupii samice a pluji volnou vodou a hledaji vhodného hostitele. Poté se volné plujici
larvy pfichyti na zabry, ploutve nebo kizi ryb. Nasleduje vytvoteni cysty, ve které larvy
prodélavaji metamorféozu. Po metamorféze jiz nastava obdobi, kdy transformovani
juvenilové pfisednou na dno vodnich tokt (Barnhart et al., 2008; Lopes-Lima, 2014).

U druhu Anodonta anatina probiha uvoliiovani spermii a nasledné oplozeni od kvétna
do cervna, nasleduje vyvoj glochidii od Cervence do zafi a uvolnéni larev matefskym
jedincem od zafi do bifezna, pfiCemz nejvétsi mnozstvi larev je uvolnéno
béhem 2 — 3 tydnd v pribéhu biezna. Ve stojatych vodach byli také nalezeni hermafroditi,
samooplozeni u hermafroditickych jedinci vSak nebylo prokazano. (Hinzmann et al.,
2013).

Lastura Skeble ti¢ni je tlust$i, pevnd, uvnitf obvykle bélosedé barvy perletového
nadechu s vejéitym az kosoétverednym tvarem. Stit obvykle silné vynika, vrcholové listy
jsou spiSe piimé, k vrcholim obvykle prohnuté a na koncich prudce stoupaji, vnéjsi
zbarveni lastur je $edavé zelené az hnédé a pfiriistajici ¢asti tvoii tmavsi prstence. Skeble
fiéni se dozivd pomérné vysokého veéku, a to okolo 5-15 let. Je to velky druh mlze
doristajici na délku jeho lastury mezi 75-120mm a na Sitku 45-64mm (Machac, 2009).

Patfi mezi sladkovodni mlZze obyvajici tekouci vody jako napt. vodni toky od potokil
az po velké teky, kanaly, tak i1 vody stojaté jako odstavnd ramena a tiné€ a jiné vodni
plochy jako rybniky nebo plochy vzniklé v souvislosti s téZbou. Nejcastéji vyhledava mista
s mékkym bahnitym dnem, do kterého se caste¢né zahrabava. Vzhledem k cetnému
roz$ifeni je tento druh fazen Vv seznamu ohrozenych druhti IUCN do stupné ohroZeni —
Least concern (LC), tedy neni fazen mezi obecné ohrozené zivocichy. Ackoliv je druh
Anodonta anatina klasifikovan jako malo dotéeny, na mnoha mistech Evropy je
pozorovany pokles v populacich, a to naptiklad v Italii a Mad’arsku. V tomto pfipad¢ se

pravdépodobné jednd o pokles zplsobeny vytlacovanim neplvodnim druhem Skebli
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asijskou Sinanodonta woodiana (Lea, 1834). Siteni tohoto druhu mlZe z vychodu je pro
populace evropskych mlzii nebezpecné zejména proto, ze narusuji vztah ptivodnich druhii
zivo¢ichii. Faktem je, Ze UspéSnost Sifeni tohoto druhu mlze je dan zejména jeho
nenarocnosti larev na hostitele. Dalsim vlivem, ktery pfispiva ke snizovani poc¢ta Skeble
ficni Anodonta anatina napi. v Némecku jsou zejména zasahy ¢lovéka do ekosystému. Je
mozna zaména se Skebli rybni¢nou Anodonta cygnea. Tento druh ale dortsta vétSich
rozmeéri a jeho lastura je vice ovalnd. K rozpoznani téchto dvou druhli pomuze i fakt, ze

Skeble rybni¢na Anodonta cygnea je vazana na vétsi stojaté vody (Lopes-Lima, 2014).

1.6 Odbér glochidii

K experimentu byla pouzita glochidia tfi jedinct Anodonta anatina. Lastury
dosahovaly délky: 120 mm, 108 mm a 86 mm. Jedinci pochézeli zjiznich Cech
Siroky az 2 metry a usti do vodni nadrze Jordan. Dno potoka je kamenité, v pomalejSich
usecich bahnité (Rybarské reviry, 2014). Z domovského stanovisté byli mlzi odebrani pét
dni pted zahdjenim pokusu. DrZeni byli v neustéle cirkulovanych nadrzich chlazenych na 5
°C. Pfed samotnym odbérem glochidii se tfi vybrani jedinci vytemperovali na 20 °C.
Odbér probihal tak, ze se opatrné oteviely lastury pomoci specialnich klesticek
a zafixovaly se pfi rozevieni na lcm, poté se n€kolika priplachy marsupii injekéni jehlou
ziskavala glochidia. Ta byla poté né€kolikrat proplachnuta sterilizovanou vodou. K pokusu
byla pouzita glochidia vSech tii jedincti dohromady.

Nasledovalo posouzeni glochidii od vSech jedinch pfed a po priplachu a umisténi
glochidii do kultiva¢nich misek. Posouzeni spocivalo ptedev§im v kontrole glochidii pod
optickym mikroskopem znacky Motic typ mlc 150c. Bylo pozorovéano, ze po odbéru
glochidii 100 % glochidii periodicky zavird a otevira lasturky, coZ znaci Zivotaschopnost
glochidii. Po promyti glochidii sterilizovanou vodou bylo ovéfeno, ze si glochidia
zachovala zivotaschopnost. V zasobni nadrzi bylo 95 % glochidii otevieno. Nasledné byl
proveden test se soli na jedné misce o 200 larvach, tento krok mé ovéfit, zda jsou glochidia
schopna reagovat na chemicky potencial, tedy zda by byla schopna zareagovat v blizkosti
ryby a nasledné méla Sanci uskutecnit infestaci (Roberts and Barnhart, 1999). Po ptidani
NaCl do testovaci misky reagovalo 99 % glochidii sklapnutim. B€hem dal$ich 2 - 5 minut

se opét cca 80 % glochidii otevielo.
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Do kazdé Petriho misky s 3 ml média bylo umisténo zhruba 200 jedinct pro kultivaci.
S glochidii bylo manipulovano pomoci Pasterovy pipety. Dale byla piemisténa
do kultiva¢nich misek bezprostiedné po odebrani ze samic a nutném promyti od necistot,
jelikoZ po 5 hodinach rapidné klesa zivotnost glochidii (Uthaiwan et al., 2001). V jedné
misce bylo tedy: 1 ml konského séra, 2 ml jednoho ze ¢tyt vybranych médii (M199, M199
s HEPES, DMEM, DMEM s HEPES), mixtura antibiotik PSN obsahujici penicillin,
streptomycin, neomycin a jako opatfeni proti plisnovému napadeni byl zvolen
Amphotericin B. V tomto roztoku byla drzena glochidia pii teploté 22 + 2 °C bez tpravy

CO; v okolni atmosfére.

1.7 Priprava variant média

Pii vybéru komponentii pro pilotni experiment bylo vychdzeno zejména z pokust
od Isoma a Hudsona (1982), Hudsona a Shelbournea (1990), Kellera a Zama (1990)
a Taskinena a spol. (2011). Pro pokus byla vybrana Ctyfi rizna média, a to M199 with
Earle’s salts, M199 with Earle’s salts — HEPES modification, Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — HEPES modification. Médium M199
bylo pievzato z pokust Isoma a Hudsona (1982), kteti po zvefejnéni uspéchi s jejich
médiem nazvanym Unionid Ringer’s méli snahu pokus zjednodusit. Pouzili tedy médium
S podobnym slozenim jako Unionid Ringer’s, ale bez nutnosti pfiprav, jelikoz je toto
médium komer¢né dostupné ve formé prasku, ktery staci pouze hydratovat nebo také
v cilové podobé ve formé roztoku, ktery byl zvolen pro tento experiment. Dal§im
zvolenym komponentem byl roztok komeréné€ dostupného média s obchodnim nazvem
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, ve zkratce DMEM. S timto médiem pracoval
Keller a Zam (1990), ktefi se jiz odvijeli od experimentli Isoma a Hudsona (1982). Nutnou
sloZkou v konecném médiu je také sérum, jako zdroj bilkovin. Sérum bylo zvoleno stejné,
jako pouzili ve svych experimentech Keller a Zam (1990), a to kotiské sérum, u které¢ho
Vv jejich experimentech tykajicich se nalezeni vhodného séra kromé& séra rybiho, zaujalo
druhé misto. Na prvnim mist¢ se umistilo sérum teleci, které bylo ale nékladn&jsi,
proto za vhodngjsi zvolili sérum koniské, které se nejvic osvédCilo v poméru — tspéch
transformace/cena. Pro potlaceni bakteridlni kontaminace bylo nutné pouzit antibiotika.
Byla vybrana smés antibiotik PSN, ktera obsahovala penicillin, streptomycin a neomycin.
Tuto smés antibiotik pouzil uspé$né ve svych experimentech s Anodonta anatina,

Anodonta cygnea a Pseudanadonta complata Taskinen a spol. (2011). Kvuli dostupnosti
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smési PSN ve formé roztoku bylo pouzit¢ mnozstvi smési PSN pievzato z publikace
snazvem Freshwater bivalve ecotoxicology. Byly testovany tfi hodnoty antibiotik,
pfiCemz nejvyssi hodnota prokazala nejvétsi hodnoty transformace (Farris and Van Hassel,
2006). Proto byla vtomto experimentu pouzita. Poslednim komponentem bylo
antimykotikum proti rozvoji plisni. Bylo vybrano antimykotikum Amphotericin B, které
bylo ptevzato z pokust od Isoma a Hudsona (1982), ale bézn¢ pouzivané takika ve vSech

dalSich experimentech tykajicich se kultivace glochidii.

1.7.1 Ptehled pouzitych komponenti

1) Médium
a. M199 with Earle’s salts — HEPES modification
b. M199 with Earle’s salts
c. DMEM — HEPES maodification
d. DMEM
2) Plasma/Sérum
a. Konské sérum
3) Antibiotikum
a. Smés PSN (penicilin, streptomycin, neomycin)
4) Antimykotikum
a. Amphotericin B

Vsechny komponenty byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich.

1.7.2 Varianty médii

Z vyse uvedenych komponentl byly vytvoteny 4 odliSné skupiny finalnich médii. Kazda

varianta obsahovala jiny typ média.
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I.  Varianta

-2 ml na kultivaéni misku média M 199
-1 ml na kultiva¢ni misku konského séra
-40 pl smesi antibiotik PSN na 1 ml kone¢ného média

-5 ng Amphotericinu B na 1 ml kone¢né¢ho média

Il. Varianta

-2 ml na kultivaéni misku média M199 s HEPES modifikaci
-1 ml na kultiva¢ni misku konského séra
-40 pul smési antibiotik PSN na 1 ml kone¢ného média

-5 ug Amphotericinu B na 1 ml kone¢ného média

IIl. Varianta

-2 ml na kultiva¢ni misku média DMEM
-1 ml na kultiva¢ni misku konského séra
-40 pul sméesi antibiotik PSN na 1 ml kone¢ného média

-5 ng Amphotericinu B na 1 ml kone¢né¢ho média

IV. Varianta

-2 ml na kultiva¢ni misku média DMEM s HEPES modifikaci
-1 ml na kultiva¢ni misku konského séra
-40 pul sméesi antibiotik PSN na 1 ml kone¢ného média

-5 ng Amphotericinu B na 1 ml kone¢ného média

V experimentu bylo pouZito celkem 56 Petriho misek. Kazda vySe uvedena varianta
konecného média méla 14 replik. Pficemz 7 kultivanich misek z téchto ¢trnécti replik
soznacenim X bylo ureno k dalSimu testovani. To spocivalo ve vymeéné média
5. den kultivace, coz mélo podpofit transformaci glochidii (Uthaiwan, 2002). Pfi piipravé
roztokll tedy bylo pocitano i s timto objemem, ktery byl po 3 dny uchovén v chladnicce
a az pred umisténim do kultivacnich misek vytemperovan na 22 °C. Pro pfipadné nehody

bylo pocitano s vétsim mnozstvim latek.
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1.7.3 Metodika experimentu

X/
L X4

X/
L X4
X/
L X4
X/

L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/

L X4

X/
L X4

Metodika experimentu byla nasledujici:

Odméteni 96 ml kofiského séra

Odmeéteni antibiotik - 1152 pl smési PSN a umisténi do séra

Odvazeni antimykotik - 1440 ng Amphotericinu B a umisténi do séra

Ditikladné promichani antibiotik PSN a Amphotericinu B v koiiském séru
Odmeéieni 48 ml kazdého média — M199/M199 s HEPES/DMEM/DMEM s HEPES
Do kazdého média 24 ml séra obsahujici smés PSN a Amphotericin B

Na jednu Petriho misku pfipada 3 ml celkového roztoku skladajici se z jednoho ze Ctyf
médii (M199, M199 s HEPES, DMEM, DMEM s HEPES), konského séra, smési

antibiotik PSN (penicilin, streptomycin, neomycin) a antimykotikum Amphotericin B
Umisténi kultiva¢nich misek do inkubatoru s nastavenou teplotou na 22 °C
Pro dosazeni vyssi vlhkosti v inkubatoru umisténi nadoby na odpar

Néslednou kontrolou pod mikroskopem zjisténi pfipadného zaplisnéni nebo bakteridlniho

rozvoje ¢i rozkladu

Zjistovani procenta transformovanych glochidii ¢i glochidii, které zapocaly/nezapocaly
Vyvoj

Proces ptipravy kone¢nych médii byl uskutecnén v den zahdjeni pokusu. Po naplnéni
misek (56 ks) kultivatnim médiem (3 ml/miska) bylo zbylé médium uchovéano

V chladni¢ce do planované vymény meédia 5. den kultivace, ktera meéla podpofit

transformaci (Uthaiwan et al., 2002).

1.7.4 Pouzity material a technika

Béhem experimentu bylo pouZito mnozstvi materidlu a techniky:

= Petriho miska @ 60 mm — 56 ks
= Automaticka pipeta

» Plastové laboratorni nadobky — 80 ml
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= Laboratorni sklo

» Inkubator znacky Q-Cell

» Nadrz na dospélé mlze o0 objemu 320 litrd s cirkulaci a chlazenim

= Opticky mikroskop znacky Motic typu mlc 150c¢

» Material na odbér glochidii (injek¢ni jehla, nadrz na odebrana glochidia)

= Pristroj na méfeni pH, vaha

= Ostatni spotiebni material (plastova pipeta, injek¢ni stiikacka, injek¢ni jehla)

Vsechny vybrané komponenty byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich. Po obdrzeni
komponentti k namichani celkového média byly do zahajeni experimentu latky uchovany
Vv chladni¢ce. Béhem ptiprav probihala manipulace s roztoky pomoci automatické pipety
pro maximalni piesnost. Média byla michana do laboratorniho skla a kone¢na média byla
namixovéana a uchovana v plastovych naddobkdch o objemu 80 ml. K odvaZeni 1,44 mg

antimykotik byla pouzita vdha umoziiujici méfeni takto malych hodnot.

Dospéli jedinci druhu skeble ti¢ni Anodonta anatina byli drzeni v cirkulované nadrzi
0 objemu 320 litrt. Nadrz byla pomoci chladiciho zafizeni chlazena na teplotu 5 °C.
Pro priplach marsupii byla pouzita injekéni stiikacka s jehlou, ktera umoznila vypudit
glochidia z marsupii do pfedem pfipravené nadrze. Po poklesu odebranych glochidii
na dno nadrze bylo mozné odebrat glochidia K posouzeni jejich viability. To probihalo
pod mikroskopem znac¢ky Motic typ mlc 150c. S glochidiem bylo manipulovdno pomoci
jednorazovych plastovych pipet. Po zhodnoceni glochidii mikroskopovanim nastala doba
pro umisténi kultivaéniho média z plastovych naddobek do Petriho misek, coz probihalo
pomoci injekéni stiikacky, kterd umoziovala odmeéfit roztok o objemu 3 ml. Nasledovalo
umisténi glochidii do pfedptipravenych Petriho misek s médiem. To bylo uskuteénéno opét
pomoci jednorazovych plastovych pipet, s kterymi byla nyni snaha o odebrani vzdy 150 —
200 glochidii ke kultivaci v jedné Petriho misce. Kultivaéni misky byly v pribéhu
experimentu umistény v inkubatoru znacky Q-Cell. Po ukonceni experimentu byla

zmétena hodnota pH jednotlivych médii, coz bylo provedeno pomoci pH metru.
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1.8 Prubéh kultivace a kontrol

Kompletni transformace v juvenily u druhu Anodonta anatina vin vitro Kkultivaci
probéhla v experimentu od Taskinena a kol. (2011) za 9 dni. Délka pokusu byla nastavena
na 15 dni, ale po dvanécti dnech byl jiz patrny silny bakteridlni rozklad. Z tohoto diivodu
bakterialni kontaminace bylo za tuto dobu provedeno 6 kontrol za 12 dni, nepocitaje den
zahajeni experimentu. Kazda kontrola spocivala ve fotodokumentaci vybrané série misek,
ktera slouzila ke kontrole pH a intenzité¢ vysychéni, a pod mikroskopem bylo zkoumano
mozné zaplisnéni, bakterialni kontaminace nebo mozna transformace v juvenily. Kultivace
probihala mimo CO; inkubator, tedy bez upravy okolniho CO; na 5%, ale v atmosférickém
sloZzeni vzduchu, tedy s CO; Vv hodnoté 0,04 %. Velké mnozstvi uspéSnych experimentl
mélo nastaveno na hodnotu CO; Vv okolni atmosféie na 5 %. Bylo zjisténo, ze s vyssi
teplotou, vyssi hodnotou CO; vV umélé atmosfére a nizkym pH je transformacni uspéch
nejvetsi (Barnhart and Roberts, 1999).

Misky byly umistény v inkubatoru znacky Q-Cell. Teplota byla nastavena
na 22 + 2 °C. Pro dosazeni vyssi vlhkosti byla na dno inkubatoru umisténa nadoba s vodou
k evaporaci. U série s oznacenim X probéhla 5. den vyména celého média, coz by mohlo

zkvalitnit transformaci (Uthaiwan, 2002).

1.8.1 Harmonogram experimentu

Harmonogram byl nasledujici:
(-5). den

-dovezeni mlzi Anodonta Anatina (Pfiloha 1)
(-1). den

-umisténi mraZzenych komponentti do chladnicky
-nastaveni inkubétoru na 22 + 2 °C
-umisténi nddoby s vodou do inkubatoru pro zvyseni vzdusné vlhkosti

1. den

-pfiprava vSech komponentil (4x médium, 1x sérum, antibiotika, antimykotika)
-namichani kultiva¢nich médii (Ptiloha 2)

-odbér glochidii (Ptiloha 3)
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-umisténi findlniho média a glochidii do kultiva¢nich misek a nésledné do inkubatoru
-fotodokumentace (Ptiloha 4)
3. den

-fotodokumentace, detailné u 4. série (Pfiloha 5)
-kontrola pH dle barvy
-kontrola vysychdni, zaplisnéni

4. den

-fotodokumentace, detailné u 4. série (Pfiloha 6)
-kontrola pH dle barvy
-kontrola vysychani, zaplisnéni

5. den

-fotodokumentace, detailné u 4. série (Piiloha 7)
-kontrola pH dle barvy

-kontrola vysychani, zaplisnéni

-u série S oznacenim X vyména média (Ptiloha 8)

8. Den

-fotodokumentace a kontrola pH dle barvy (Pfiloha 9)
-kontrola vysychani, zaplisnéni
-kontrola mozné transformace

11. Den

-fotodokumentace a kontrola pH dle barvy (Ptiloha 10)
-kontrola vysychani, zaplisnéni
-kontrola moZné transformace

12. den

-zméteni finalnich hodnot pH

-ptedcasné ukonceni pokusu z diivodu bakterialni kontaminace

Po zahajeni experimentu byly vSechny Petriho misky v inkubdtoru téméf stejné
barvy, coz znaci shodnost hodnoty pH. Planovana vyména média 5. den kultivace ukézala,
ze média urena pro vyménu umisténd nejprve v chladni¢ce a poté v pokojové teploté

pro vytemperovani na 22 °C méla velmi odlisnou barvu (Pfiloha 11). Barva médii uréena
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k vymén¢ byla oproti médiim umisténym v inkubatoru s teplotou okolniho vzduchu 22 °C
vice do oranzového odstinu, zatimco média umisténa jiz delsi dobu v inkubatoru byla spise
do Cervené az fialové barvy.

V dusledku niz$i vlhkosti vzduchu byla do inkubatoru umisténa nadoba k evaporaci.
I pfes zvysenou vlhkost dochazelo jiz druhy den kultivace ke znacnému vyparovani média,
a to nejvice ve spodnich policich inkubatoru. Z tohoto divodu bylo médium u 7. série
inkubatoru vlozen zvlhc¢eny filtratni papir, ktery pojme velké mnozstvi vody. I 3. den
kultivace bylo nutné pfidat do Petriho misek 1 ml destilované vody, a to uz u vsech sedmi
sérii. Dalsi dny se jiz vlhkost v inkubatoru ustalila a k odparu nedochazelo v takovém
mnozstvi jako prvni tfi dny kultivace.

Kazda kontrola spocivala i v posouzeni bakteridlni ¢i plisiové kontaminace.
V prvnich dnech nebyla pozorovana zadna houbova vlakna ani kolonizace bakteriemi.
Zmeéna nastala 4. den, kdy se mezi lasturkami glochidii zacaly objevovat nepravidelné
utvary. V nasledujicich dnech se tyto utvary rapidné zvétSovaly a zacaly tvofit tvary
pfipominajici chomacky vaty. Houbova vlakna pozorovana nebyla po celou dobu
kultivace.

Od prvniho dne experimentu byla mimo inkubator umisténa testovaci miska

s glochidii. Tato miska obsahovala namisto kultivaéniho média pouze vodu, v které byli
drzeni dospéli jedinci, z kterych byla glochidia odebrana. Voda v misce umisténa mimo
inkubator méla teplotu jako okolni vzduch, tedy okolo 18 °C. Ctvrty den kultivace byla
testovana zivotnost glochidii umisténych ve vodé pomoci NaCl. Tato glochidia reagovala
sevienim lasturek, coZz znacilo, Ze glochidia ve vodé jsou po dobu 4 dnil stale naZivu.
Stejny test s NaCl byl proveden i na otevienych glochidiich odebranych z kultivacniho

média z inkubatoru. Bylo zji§téno, Ze glochidia z kultiva¢niho média nereagovala na NaCl.

1.9 Metodika statistického vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno trojcestnou analyzou ANOVA v softwaru R.
Ovlivijici faktory byly — rozdilnost médii (M199/DMEM), ptitomnost HEPES (s
HEPES/bez HEPES) a vyména média 5. den kultivace (s vyménou/bez vymény). Byl
testovan mozny vliv téchto faktor na zaviena glochidia 12. den kultivace. Dalsi testovani
porovnavalo vliv faktorti na rozsah infekce 12. den kultivace. Zdroje dat k nahlédnuti

v ptiloze (Pfiloha 12).
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Vysledky

Po dvanacti dnech kultivace metamorfoza neprobéhla. Jiz 4. den od zahajeni pokusu
se po detailnim pohledu mikroskopem objevily nepravidelné tvary vyénivajici z pfivienych
lasturek glochidii. Jiz takto brzy tyto utvary pravdépodobné naznaCovaly bakterialni
rozklad. V den ukonceni experimentu byla detailné¢ zkoumana glochidia s uzavienymi
lasturami a bylo zjisténo, ze i pres uzaviené lastury téchto glochidii zadny z jedinci
nezapocal metamorfozu. Po vétsim piiblizeni viditelnych utvart vy¢nivajicich z lasturek
byl pozorovan shluk bakterii (Pfiloha 13).

Glochidia umisténa v misce s vodou mimo inkubator reagovala 4 dny po zahajeni
experimentu na pritomnost NaCl sevienim lasturek, naopak glochidia odebrana
z kultiva¢niho média za ucelem testu viability s NaCl reakci neprokazala. To naznacuje jiz
Vv tuto dobu smrt glochidii umisténych v inkubatoru.

Treti den kultivace bylo v ramci vybrané sériec misek pocitano procento Casteéné
a uplné uzavienych schranek glochidii k otevienym glochidiim. Hodnoty byly sefazeny

vzestupng:

= M199 bez HEPES 21,5+ 5,5 %

* DMEM bez HEPES 32,25 + 3,25 %
= M199 s HEPES 36,6 + 6,8 %

= DMEM s HEPES 39,15 + 1,85 %

Z vysledkl je patrné, Ze glochidia reagovala 1épe na meédia obsahujici HEPES.
Ostatni oteviend glochidia byla povazovana za mrtv4, protoZe pruznost zamku s vazy
otevie lastury po uvolnéni svalu, ktery je zavira (Barnhart and Roberts, 1999). Vysledky
statistické analyzy ukazuji, ze mezi variantami médii (Graf 1) se nevyskytuje vyznamny
rozdil (P>0,05). Pti zhodnoceni rozsahu infekce (Graf 2) prokazalo ale médium M199
mensi bakterialni rozklad nez médium DMEM (P<0,05). I pfes to, Ze néktera glochidia
zlstala po celou dobu experimentu zcela uzaviena, po rozlomeni lasturek nékolika jedinct

nebyl pozorovan zadny naznak pocate¢niho vyvoje glochidia v juvenila.
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Graf 1 - Podil zavi‘enych glochidii 12. den kultivace
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Graf 2 - Podil infikovanych glochidii 12. den kultivace
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Po zah4jeni pokusu byly vSechny Petriho misky v inkubatoru téméf stejné barvy, coz
zna¢i shodnost hodnoty pH. Planovanad vyména média 5. den kultivace ukazala, Ze média
uréend pro vymeénu umisténa nejprve v chladni¢ce a poté pii pokojové teploté¢ méla velmi
odliSnou barvu. Barva médii ur¢ena k vyméné byla oproti médiim umisténym v inkubétoru
s teplotou okolniho vzduchu 22 °C vice do oranzového odstinu, zatimco média umisténa
jiz delsi dobu v inkubatoru byla spiSe do Cervené az fialové barvy. Pivodni domnénkou
bylo, ze vzhledem k plisobeni glochidii doSlo ke zvySeni hodnoty pH, coz bylo ale dalsi
kontrolni den vyvraceno, nebot” vSechny Petriho misky ze série Soznacenim X
prokazovaly stejnou barvu jako misky bez vyménéného média i pies to, ze v tuto dobu byla
glochidia pravdépodobné jiz mrtvd a tudiZz nemohla ovlivnit hodnotu pH svymi
metabolickymi pochody, pfi nichZ by se navic uvoliioval CO,, ktery by snizil pH, tedy by
doslo k opaénému ucinku. Po ukonceni experimentu bylo zméteno pH u kazdé z variant,

byly nalezeny tyto hodnoty:
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BEZ VYMENY SERIE X

= M199 8,98 9,071
= M199 s HEPES 8,727 8,808
= DMEM 9,112 9,203
= DMEM s HEPES 9,002 9,045

Nevysvétlené ziistava, proc se na konci experimentu u vyménéného média vyskytuje

vys§i hodnota pH nez u média nezménéného po celou dobu experimentu.
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Diskuze

I pies to, ze stav glochidii byl velmi dobry, coz potvrzoval i fakt, ze glochidia byla
schopna provést infestaci dvou druht ryb - okoun fi¢ni Perca fluviatilis (Linnaeus, 1758)
a krunyfovec sp. gold Ancistrus sp. gold (Pfiloha 14), na zaklad¢ vysledki experimentu je
ziejmé, Ze timto zplusobem nelze dosahnout transformace v juvenily. Potvrzenim
zivotaschopnosti glochidii je uspé$na transformace v juvenily na druhu krunyfovec sp.
gold Ancistrus sp. gold, ktera prob¢hla ve stejnou dobu jako samotny experiment mimo
laboratorni podminky (Pfiloha 15).

Nabizeji se nam moznosti, pro¢ neprobéhla transformace. Prvni moznosti je, Ze
glochidia byla napadena bakteriemi a napadeni zpusobilo tthyn vSech glochidii. Coz by
znacilo Spatn¢ zvolena antibiotika. Ta byla pfevzata z pokust od Taskinena a spol. (2011),
ktery dosahl 100 % transformace u jarni kultivace u druhu Anodonta anatina. Taskinen
(2011) ale pouzil smés antibiotik PSN v mnozstvi 100 mikrograma na mililitr finalniho
média. Pro pouzity antibioticky roztok byla zvolena hodnota 40 pl/ml vysledného média,
ktera byla ptevzata z publikace snazvem Freshwater bivalve ecotoxikology. S touto
hodnotou antibiotik PSN bylo dosaZeno nejvétSich transformacnich hodnot. MoZnosti by
mohla byt pfili§ vysoka koncentrace antibiotik zejména proto, Ze s hodnotou 40 pl/ml
nebyla jesté transformace u druhu Anodonta anatina prokazana (Farris and Van Hassel,
2006; Taskinen et al., 2011). Dalsi moznosti je, ze pH v médiu se po kratké dobé zménilo
z fyziologické hodnoty okolo pH 7 na hodnotu bliZici se hodnoté pH 9, jak tomu bylo
po ukonceni experimentu. Vysoka hodnota pH mohla zahubit glochidia, a nasledné se
objevil bakterialni rozklad. V tomto ptipad¢ by nedoslo k udrzeni pH systémem HEPES
a NaHCOg3, ktery média jiz obsahovala. Dalsi podstatnou ¢asti, ktera v tomto experimentu
selhala, byla tedy hodnota pH, ktera se na konci experimentu vySplhala u vSech variant
médii na hodnotu okolo 9. Pfi¢emz Barnhart a spol. (1999) za pouziti konského séra,
média DME (s HEPES i bez HEPES), Amphotericinu B a antibiotik (gentamycin sulfate,
carbecillin, rifampin) pouZivanych Isomem a Hudsonem (1982) prokazal, Ze se zvySujicim
se pH hodnoty transformace klesaji. Pfi upraveni pH findlniho média obsahujici médium
s HEPES na hodnotu 7,6; 7,9; 8,2 nebyla prokdzéna transformace u zadné nastavené
hodnoty pH. Otazkou tedy zlstava, pro¢ se pH zménilo i u médii, ktera obsahovala
HEPES, tedy slozku vyuzivanou pro stabilizaci pH. Bylo zjiSténo, ze s vyssi teplotou,
vys§i hodnotou CO, v umélé atmosféte a nizkym pH je transformacni uspéch nejvétsi

(Barnhart and Roberts, 1999). MozZnosti tedy také je, Ze za pouziti CO, inkubatoru s 5 %
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CO; v okolni atmosféie by problém se zvySenim pH nenastal. Lima a spol. (2012) uvadi,
ze k regulaci pH pomoci NaHCO3 je tfeba jiné koncentrace CO», ptfi€emz 5 % koncentrace
CO;, bylo stanoveno jako optimum (Lima et al., 2012).

Dalsi variantou ale je, Ze i pfes to, Ze hodnota pH zakoupenych médii byla uvedena
mezi 7 - 7,6 (Sigma-Aldrich), tedy fyziologické pH, tuto hodnotu pii teplot¢ 22 °C
v atmosférickém vzduchu neméla média od prvopocatku. VSechna média obsahovala
fenolovou cerven k detekci hodnoty pH dle barevného odstinu. Vzhledem Kk ilustraci se
znazornénou Skélou barev (Obr. 3) dle hodnoty pH mélo pH médii jesté pred piipravou
findlniho média hodnotu >7,6. Pii pohledu na barvu médii dopliovanych do série X
uchovéavanych v chladnicce byla barva o né¢kolik odstinti svétlejsi, spisSe do oranzova.
To nam ale ukazuje, Ze v niz$ich teplotich ma médium i niz8i hodnotu pH, protoze po
ur€ité dobé v inkubatoru s22 °C se vyménéné médium barevné vyrovnalo médiu
neménénému. Na zaklad€ téchto poznatkil se nabizi mySlenka, zda by nebylo mozné
dosahnout transformace bez CO, inkubatoru a bez Gpravy média pomoci NaOH nebo HCI
v niz§ich teplotich za ptedpokladu, Ze pokud by se pH udrzelo Vv nizSich hodnotach,
transformace by pouze trvala déle. Tato tivaha navazuje na tvrzeni, ze délka doby
metamorfozy se odviji od teploty vody, ¢im je voda chladngjsi, tim déle trva preména
v juvenila (Roberts and Barnhart, 1999). Nizsi teplota by glochidiim vadit neméla, protoze
Vv ptirodnich podminkach probihé transformace v zimnich a jarnich mésicich, kdy je teplota
vody velmi nizkd. PredeSlo by se tak nutnosti pouZiti CO;, inkubdtoru a navic by se
Vv nizsich teplotach 1épe udrzoval bakterialni rozvoj na minimu (Isom a Hudson, 1982).

Pokud byly nesplnéné parametry nutné k transformaci glochidii v juvenily pfili§
vysokd hodnota pH a nevhodna davka antibiotik, pak by po pfidani vhodného mnoZstvi
antibiotik, tedy naptf. 100 pg/ml a za ptfedpokladu upravy pH na pocatku experimentu
pomoci NaOH nebo HCI mohlo dojit k cilené transformaci glochidii (Lima and Avelar,
2010; Taskinen et al., 2011). Experimenty provedené Kellerem a Zamem (1990) s druhem
Anodonta imbecilis byly sestaveny s médiem upravenym pomoci NaOH na hodnotu pH 7,3
— 7,4, kultivace probihala v atmosférickém vzduchu a pro porovnéani i v CO; inkubatoru.
Zatimco vysledky kultivace z CO; inkubétoru byly vyrazné vyssi, podafilo se dosahnout

transformace i v atmosférickém vzduchu (Keller and Zam, 1990).
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Obrazek 3 - Barevna $kala pH indikatoru (fenolova ¢ervern)

Zdroj:
https://www.researchgate.net/post/Why does my 1640 cell culture medium change col

our_with_time
Dalsim faktem nasvédcujicim nevhodnost hodnoty pH nebo antibiotik bylo i to, Ze
miska s vodou umisténa mimo inkubator, tedy v nizs§i teploté, obsahovala ziva glochidia
déle i pfes to, ze byla diive napadena bakteriemi v disledku absence antibiotik. Nicméng¢,
to naznacuje problém v hodnoté pH nebo také ve vysoké koncentraci antibiotik. Jednou
Z moznosti je jiz vySe zminénd nevhodna pouzitd hodnota antibiotické smési PSN
ve vztahu k druhu Anodonta anatina, ale protoze glochidia umisténa ve vodé nebyla
vystavena také smési PSN pro porovnani, ptisobeni téchto dvou faktorti nelze jednoznacné
posoudit. Vhodnym feSenim by byl test viability glochidii druhu Anodonta anatina
na pouzitou hodnotu antibiotik PSN provedeny ve vodé v prubéhu 3 — 4 dni, kdy uz
glochidia neprokazovala znamky Zivota.
Ostatni pouzité komponenty jako média M199 a DMEM, konské sérum
a antimykotikum Amphotericin B prokazaly v pouzitém mnoZzstvi uspéSnost v jinych

experimentech. Taskinen (2011) prokazal transformaci u druhu Anodonta anatina
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S pouzitim média DMEM a Amphotericinem B v mnozstvi 5 pg/ml, stejném mnozstvi jako
bylo pouzito vtéto praci. Médium M199 bylo v kombinaci skonskym sérem
ve finalnim médiu Gsp&$né pii transformaci glochidii druhu Anodonta imbecilis
v experimentech Kellera a Zama (1990). Navic médium M199 ve findlnim médiu s rybi
plasmou nebo jinym zvifecim sérem prokazalo transformacni Gspéch v kultivaci 42 druhii
mlzt (Ma et al., 2017).

Vysledky méfeni pH hodnot po ukonceni experimentu ukazaly, ze vyS$i pH
prokazovala vzdy skupina s vyménénym médiem 5. den kultivace. To by mohlo byt
zptisobeno mens$im rozvojem bakterii u vyménénych médii, pficemz vétsi mnoZzstvi
bakterii a vyS$i stupenl rozkladu v neménéném médiu mohl produkci CO, pH nepatrné
snizit (Fondriest Environmental, Inc., 2013).

Béhem experimentu také dochazelo k vysychani kultivaéniho média. Tento problém
byl feSen pomoci zvySeni vlhkosti evaporaci z nadoby umisténé v inkubatoru. V dalSich
experimentech by bylo dobré umistit nadobu pro odpar diive nez 1 den pted zahajenim
pokusu, nejlépe 4-5 dni pfed umisténim kultiva¢nich misek do inkubatoru. Po této dob¢ se
jiz odpar témét nevyskytoval a vlhkost tedy musela byt ustalena.

V dalsich experimentech s cilem prokézat transformaci bez CO, inkubatoru je tedy
nutné vénovat pozornost hodnoté pH, kterd by méla byt ideéln¢ okolo 7,3 — 7,4, protoze
tato hodnota umoziiuje nejlepsi transformaéni vysledky (Keller and Zam, 1990). Upravy
pH do této hodnoty lze docilit za pomoci NaOH, v ptipadg, ze chceme pH roztoku zvysit,
naopak nizsiho pH docilime pomoci HCI (Lima and Avelar, 2010). Také je vhodné zjistit,
zda jsou antibiotika pfijatelna, tedy znat spravnou hodnotu jejich pouziti ve vztahu k druhu

glochidii.
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Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo shrnout dosud pouzité in vitro metody kultivace
glochidii mlz celedi Unionidae a na jejich zdkladé provést experiment, ktery by Sel
zkonstruovat i v méné vybavenych laboratofich, tedy bez uprav médii nebo plasmy
a bez nutnosti pouziti CO; inkubatoru. Na zéklad¢ pilotniho experimentu bylo zjisténo, ze
za pouziti komeréné dostupnych médii (M199, M199 s HEPES, DMEM, DMEM
s HEPES) bez nasledné upravy pH na hodnotu mezi 7 — 7,6 pti 22 °C kultivace neni mozné
dosahnout transformace glochidii v juvenily u druhu Anodonta anatina. Vzhledem k této
situaci neni mozné urcit, které¢ z testovanych médii by bylo pro transformaci glochidii
nejvhodnéjsi. Dal§im testovanym parametrem byla vyména média 5. den kultivace. Tento
bod mél podpofit metamorféozu glochidii. Kvuli nedostatecnym vysledkim neni mozné
tento bod zhodnotit. V souvislosti s vyménou média bylo ale zjisténo, ze pH finalniho
média se velmi méni ve vztahu s okolni teplotou. V dal§im experimentu zalozeném
na podobnych principech je nutné vénovat se vice hodnotam pH, coz je pro glochidia
velmi klicovy parametr, ale také otestovat vhodnost pouzitych antibiotik a jejich mnozstvi

ve vztahu k druhu glochidii.
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Pilohy

Priloha 1 — Mlzi druhu Anodonta anatina

Piiloha 2 — Priprava kultiva¢nich médii
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Piiloha 3 — Odebrana glochidia

Priloha 4 — Kultiva¢ni misky v inkubatoru 1. den kultivace
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Priloha 5 — Misky 4. série 3. den kultivace

Piiloha 6 - Misky 4. série 4. den kultivace
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Priloha 7 - Misky 4. série 5. den kultivace

Piiloha 8 — VSechny misky po vyméné média 5. den kultivace u série s oznac¢enim X
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Priloha 9 — VSechny misky 8. den kultivace
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Piiloha 11 — Média urc¢ena na vyménu 5. den kultivace u série s oznac¢enim X
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Priloha 12 — Vychozi data

46

Podil Podil Celkovy Pocet Pocet
ID misky | Medium [ Vyména | HEPES [zavienych |zaplisnénych| pocet |zavienych [zaplisnénych
12. den 12. den glochidii | glochidii glochidii

D/M ANO/NE | ANO/NE % % n n n
M-0-X-1 M ANO NE 8% 21% 149 12 32
M-0-1 M NE NE 1% 12% 197 2 23
M-0-X-2 M ANO NE 1% 23% 185 2 42
M-0-2 M NE NE 3% 10% 164 5 17
M-0-X-3 M ANO NE 2% 15% 176 3 26
M-0-3 M NE NE 4% 21% 128 5 27
M-0-X-4 M ANO NE 1% 19% 148 2 28
M-0-4 M NE NE 7% 13% 95 7 12
M-0-X-5 M ANO NE 7% 22% 219 15 49
M-0-5 M NE NE 3% 11% 181 5 20
M-0-X-6 M ANO NE 2% 13% 203 5 26
M-0-6 M NE NE 2% 15% 100 2 (5
M-0-X-7 M ANO NE 5% 21% 227 11 47
M-0-7 M NE NE 7% 26% 242 17 62
M-H-X-1 M ANO ANO 2% 26% 94 2 24
M-H-1 M NE ANO 1% 14% 133 1 18
M-H-X-2 M ANO ANO 1% 21% 114 1 24
M-H-2 M NE ANO 1% 14% 139 1 19
M-H-X-3 M ANO ANO 5% 33% 149 8 49
M-H-3 M NE ANO 1% 20% 75 1 35
M-H-X-4 M ANO ANO 2% 23% 123 2 28
M-H-4 M NE ANO 2% 18% 173 3 32
M-H-X-5 M ANO ANO 3% 15% 188 5 28
M-H-5 M NE ANO 5% 27% 125 6 34
M-H-X-6 M ANO ANO 0% 27% 237 i 8 64
M-H-6 M NE ANO 1% 11% 135 2 15
M-H-X-7 M ANO ANO 5% 35% 187 10 65
M-H-7 M NE ANO 29% 38% 226 66 86
D-0-X-1 D ANO NE 3% 14% 116 3 16
D-0-1 D NE NE 2% 14% 174 4 24
D-0-X-2 D ANO NE 15% 32% 206 30 66
D-0-2 D NE NE 0% 23% 104 0 24
D-0-X-3 D ANO NE 6% 37% 135 8 50
D-0-3 D NE NE 7% 40% 133 9 53
D-0-X-4 D ANO NE 10% 26% 136 14 36
D-0-4 D NE NE 6% 25% 107 6 27
D-0-X-5 D ANO NE 4% 21% 178 8 37
D-0-5 D NE NE 4% 14% 76 3 11
D-0-X-6 D ANO NE 8% 26% 115 9 30
D-0-6 D NE NE 12% 35% 131 16 46
D-0-X-7 D ANO NE 8% 27% 153 13 42
D-0-7 D NE NE 4% 37% 139 6 52
D-H-X-1 D ANO ANO 0% 12% 148 0 18
D-H-1 D NE ANO 0% 28% 167 0 47
D-H-X-2 D ANO ANO 1% 13% 229 2 29
D-H-2 D NE ANO 0% 22% 193 0 43
D-H-X-3 D ANO ANO 14% 36% 110 15 40
D-H-3 D NE ANO 4% 39% 99 4 39
D-H-X-4 D ANO ANO 3% 30% 105 3 31
D-H-4 D NE ANO 4% 22% 103 4 23
D-H-X-5 D ANO ANO 3% 32% 146 4 46
D-H-5 D NE ANO 0% 0% 150 0 0
D-H-X-6 D ANO ANO 3% 34% 137 4 47
D-H-6 D NE ANO 0% 25% 87 0 22
D-H-X-7 D ANO ANO 7% 27% 263 18 70
D-H-7 D NE ANO 3% 28% 125 4 35




Priloha 13 — Shluk bakterii pozorovany v blizkosti glochidii

Piiloha 14 — Glochidia na druhu Ancistrus sp. gold
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Piiloha 15 — Juvenil transformovany na rybé Ancistrus sp. gold
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