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Experimentalni in-vitro chovy invazniho druhu Skeblice

asijska (Sinanodonta woodiana)

Souhrn

Tato bakalarska prace pojednava o slozitém rozmnozovacim cyklu mlzi z ¢eledi Unionidae.
Prvni ¢ast se sklada z reSerSe, druha Cast sestava z experimentu s glochidii druhu Skeblice
asijska (Sinanodonta woodiana) (Lea, 1834).

Cilem reSersni Casti bakalatské prace je piibliZit problematiku rozmnozovani této celedi a
laboratorni podminky chovu in vitro. Je zde rozebran reprodukéni cyklus v pfirozenych
podminkach u celedi Unionidae a konkrétné u zkoumaného druhu Skeblice asijska
(Siananodonta woodiana). Dale se zde pojednava o in vitro chovech mlzi v laboratornich
podminkach a dosazeni GspéSné transformace glochidii do stddia juvenili bez hostitelské
ryby. V préci jsou také zminény dva postupy odbéru glochidii z gravidnich samic a popis
ptipravy na kultivaci. Problematickymi faktory pro kultivaci byla teplota CO, inkubétoru,
koncentrace CO,, pH hodnota kultiva¢niho média a doba ukonéeni kultivace. Déle je feSeno
sloZzeni kultivacniho média. V této Casti se pojednava o jednotlivych komponentech, které
jsou pouzity pro sestaveni celkového kultivacniho média. Komponenty zahrnuji ptipravené
médium, zdroj bilkovin v podobé¢ séra, antibiotika, antimykotika a zdroje lipidi. Hlavnim

cilem prvni ¢asti bylo shrnout in vitro metody chovu glochidii.

Cilem praktické Casti této bakalaiské prace bylo provést experiment, ve kterém by doslo k
transformaci glochidii druhu skeblice asijské Sinanodonta woodiana v in vitro podminkach
do juvenilniho stadia. Transformace probcéhla za pomoci kultivatniho média a CO;
inkubatoru. Kultivacni médium M199 bylo pouzito uz namichané. Transformace probé&hla
uspésné. Z vysledkl je patrné, ze timto zptisobem Ize dosdhnout Gspés$né transformace.

V diskuzi je nastinéno vyuziti in vitro chovu, a jak dileZitou roli hraje v reprodukci druht

mlzd, které maji jako hostitele vzacné nebo chranéné druhy ryb.

Kli¢ova slova: invazni druhy, experimentalni chovy, parazitické stadium, biologické invaze
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Experimental in-vitro culture of the invasive species

Sinanodonta woodiana

Summary

This bachelor thesis deals with the complex reproductive cycle of bivalvia from the
Unionidae family. The first part includes a review, the second part contains an experiment
with glochidia of the species Sinanodonta woodiana (Lea, 1834).

The aim of the research part of the thesis is to describe problems of reproduction of this
family and also laboratory conditions of in-vitro culture. There is also analysed the
reproductive cycle of the family Unionidae in natural conditions and specifically the
examined species Siananodonta woodiana. This thesis also deals with the in-vitro culture of
bivalvia in laboratory conditions and also with the attainment of the successful transformation
of glochidia up to the stadium of juvenile without host fish. In this thesis, there are also
mentioned two methods of taking the glochidia from gravid females and a description of
preparing for the cultivation. Problematic factors for the cultivation were: the temperature of
CO; in the incubator, the concentration of CO,, pH of the cultivating medium and the period
of the end of the cultivation. Then there is also solved the composition of the cultivating
medium. In this part, particular components which are used for the composition of the whole
cultivating medium are treated. The components include the prepared medium, the source of
proteins in the form of the serum, antibiotics, antimycotics, and the sources of lipids. The

main aim of the first part was to summarize in-vitro methods of the glochidia cultivation.

The aim of the practical part of this bachelor thesis was to perform an experiment in which it
could come to the transformation of glochidia of the species Sinanodonta woodiana in in-
vitro conditions up to juvenile stadium. The transformation was run with the aid of the
cultivating medium and CO, incubator. The cultivating medium M199 was already used
mixed. The transformation was successful. From the results, it is apparent that it is possible to
achieve a successful transformation when using this method. In the discussion, the application
of the in-vitro culture is outlined and also how it is important when speaking about the

reproduction of species, whose hosts are rare or protected fishes.

Keywords: invasive species, experimental culture, parasitic stage, biological invasion
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1 Uvod

Neptvodni druhy Zivocichil a rostlin jsou jednou z hlavnich ptic¢in ohrozeni fady ptivodnich
spolecenstev a nékdy i celych ekosystému (Beran, 2017). Vétsina mlza z ¢eledi velevruboviti
(Unionidae) je zafazena mezi ohrozené, zranitelné nebo dokonce vyhynulé¢ druhy. Je to z
divodu jejich slozitého rozmnozovaciho cyklu, kdy béhem transformace larvy (glochidia) v
mladého jedince (juvenila) dochazi k parazitaci na vhodné hostitelské rybé (Lima et al. 2012).
Radi se mezi jednu z nejvice ohroZenych taxonomickych skupin na svété (Lydeard et al.
2004).

V praci se vSak pojednava o laboratornich podminkach chovu téchto mlzi a jako metody se
vyuzivaji in vivo a in vitro. Vin vivo dochazi k infestaci ryb (ryba v nadrzi s glochidii
odebranymi z gravidni samice) a v in vitro se glochidia umisti do kultivatniho media, kde
dokon¢i sviij vyvoj. V textu se pojednava pouze o in vitro metodé chovu. Tato metoda
piedstavuje novy a alternativni zpusob transformace mlzl, ktery nabizi moznost ziskat vétsi
pocet juvenili bez pfitomnosti hostitelské ryby a také za nizsi naklady na jedince (Lima et al.
2012).

Zkoumanym druhem je Skeblice asijska (Sinanodonta woodiana) (Lea, 1834), ktera je
zatazena do Celedi Unionidae, tudiz by méla patfit mezi ohrozené druhy, ale fadi se do
invaznich druht a jeji vyvojovy cyklus a biologie jsou velmi specifické. Jeji vyvojovy cyklus
obsahuje larvalni parazitické stadium, které mize vyuzit jako hostitele téméi kazdy rybi druh, s
nimz piijde do kontaktu (Douda et al. 2016).

Z hlediska vyuziti byli sladkovodni mlzi v minulosti vyuzivani jako dulezité zdroje potravy,
ozdoby obleceni nebo domacnosti, ale také se fadili mezi indikatory znecisténé vody a invazni
Skiidce. Teprve nedavno si ekologové uvédomili, Ze sladkovodni mlzi hraji v nasem
ekosystému velmi diilezitou roli. AvSak jejich funkéni vyznam neni zatim zcela docenén

(Strayer et al. 1999).
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2  Cil prace

Cilem prace je rozsifit moznosti vyzkumu invazniho druhu Skeblice asijské
(Sinanodonta woodiana) v laboratornich podminkéach prostfednictvim vyvoje in-vitro technik
chovu. Soucasti prace je odbér glochidii a experimentalni test ovéfeni podminek pro larvalni

stadium tohoto invazniho druhu. Soucésti je inkubace odebranych glochidii v CO, inkubatoru.
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3 Literarni reSerse

3.1 RozmnoZovaci cyklus mlzi z ¢eledi velevruboviti (Unionidae)

Sladkovodni mlzi z ¢eledi Unionidae se vyskytuji po celém svété. Nejvetsi zastoupeni vSak
maji v Severni Americe (Lydeard et al. 2004). Zivotni cyklus této skupiny sladkovodnich
mlza je velice specificky a zahrnuje ¢ast zivota, kdy larvy parazituji na hostitelské rybé, pro
né¢ vhodného druhu a uchycuji se na jejim téle. Timto procesem zahajuji svij vyvoj z
larvalniho stddia do volné Zijictho mladého jedince, ktery dale pokracuje ve svém vyvoji do
dospélého jedince (Lima et al. 2012).

Mlzi z této Celedi maji odd€lend pohlavi, jednd se tedy o gonochoristy. Samice klade
neoplozena vajicka do marsupii, coZ jsou komory uvnitt Zabernich listl mlzi. Samec poté
vypusti do vodniho sloupce spermie, které samice nasava sifonem a dochdzi k oplozeni.
Uvnitt samice jsou oplozend vajic¢ka uchovana do doby, nez dosdhnou larvalniho stadia
(Barnhart, 2008). Larvalni stadium se nazyva glochidium a po uvolnéni z gravidni samice se
piipojuje na rybiho hostitele (Blazek & Gernar, 2006). Glochidia jsou morfologicky
jednoduchd a maji pouze jeden sval, ktery umoznuje pohyb lastury (Kern, 2017). Jsou tvofena
dvéma trojuhelnikovitymi lasturkami se zaoblenymi okraji a jejich velikost je v zaviené
poloze 360 - 400 um. Rozdilny tvar od ostatnich sladkovodnich skebli mizeme pozorovat u
zkoumané $keblice asijské, ktera ma lasturu mirné asymetrickou (Douda et al. 2016).
Typickou funkci parazitické larvy je pfichyceni na kizi hostitelské ryby, kde dochazi k
obklopeni larvy tenkou hyalinni membranou hostitelského ptivodu (Blazek & Gernar, 2006).
Vzhledem k tomuto procesu by se ptfichyceni mélo nazyvat zapouzdieni, ale tento jev se stale
zkouma a je o ném znamo velmi malo informaci (Reis et al. 2014). Poté co se zapouzdii,
zlstavaji glochidia na hostitelské ryb¢, az do doby kdy je pfeména dokoncena. Tato doba
trvani zavisi na teploté¢ vody. Je nutno podotknout, Ze ptichyceni k hostitelské rybé neni u
vSech druhti stejné, glochidia jsou uvoliovéana v riznych obdobich roku a jejich pfipojeni na
rybiho hostitele je zcela nahodny proces (Blazek & Gernar, 2006).

Dle uzpusobeni se glochidia déli na glochidia s hacky a bez hacki. Glochidia s hacky maji
schopnost se zapouzdfit na ploutvich a povrchu téla u mnoha hostitelskych druhti ryb.
Glochidia bez hackl se zapouzdii na zabrach a tim si snizuji mnoZstvi moZnych hostitelti
(Reis et al. 2014). Vétsina sladkovodnich mlzd, ktefi jsou hostitelsky specifiéti je fazena do

celedi Margaritiferidae, podceledi Ambleminae a Lampsilinae. Jedinci z této celedi parazituji
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nepiesny, protoze glochidia s hacky, kterd patii do Celedi Unionidae se pfichycuji také na
zabry. Ptikladem mize byt druh Unio tumidiformis (parazituje pouze na rybach z rodu
Squalius), ktery upiednostiiuje parazitaci glochidii na Zabrach rybiho hostitele. Z nékolika
studii bylo zjisténo, ze se glochidia ptipojuji zejména na ryby zijici ve stejném prostiedi jako
samice, ze kterych pochazi, ale jen par z nich usp&$né zavrsi transformaci v juvenilniho
jedince. Pokud se glochidia pfipoji na nevhodného hostitele, vytvoii se cysta, ktera do
nékolika hodin nebo dnii eliminuje glochidia a ta nasledné umiraji (Blazek & Gernar, 2006).
Proto je specifikace hostitelské ryby velmi dilezita a glochidia mohou parazitovat na vice

nebo jen na jednom druhu ryb (Lima et al, 2012).

Obrazek €. 1: Glochidia Skeblice asijské (foto K. Douda)

Zdroj: (Douda et al. 2016)

3.1.1 Invitro chov

Odchov in vitro je uméle aplikovand metoda, kterd umoZiuje mlzim dokoncit svilij vyvoj z
larvalniho stadia do mladistvého jedince bez pouziti hostitelské ryby (Lima et al. 2012).

Aktualng bylo touto metodou Uspésné transformovano 42 druhil, véetné nékolika ohrozenych
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(naptiklad: Cyprogenia stegaria , Epioblasma capsaeformis , Epioblasma brevidens a
Lampsilis abrupta) (Lima et al. 2012). Za pouziti sou¢asnych metod in vitro jsou glochidia
schopna dokoncit sviij Zivotni cyklus larvy v Petriho misce, ktera obsahuje umélé médium pro
kultivaci buné€k, rybi sérum a mix antibiotik, ¢imz ztraci potiebu zapouzdiit se do hostitelské
tkan¢ (Lima et al. 2012). Vzhledem k tomu, ze se populace sladkovodnich mlzi pozvolna
snizuje, odchov in vitro se stava velmi dalezitou metodou pro jejich zachovani. Zatimco
obecné parametry se u sladkovodnich mlzi moc nelisi, nutri¢ni a technické parametry, napf.
strava, proudéni a kvalita vody, kontrola dravce a velikost sedimentu, se mohou liSit jak
druhové tak specificky (Lima et al. 2012). Soucasné s in vitro metodou odchovu glochidii je
znama metoda umélé infestace ryb, ktera jiz byla v mnoha ptipadech ispésna stejné jako in
vitro. Metoda in vitro pfedstavuje alternativni proces umoznujici usp€Snou produkci velkého
mnozstvi juvenild, ktefi mohou byt pozdé¢ji vyuziti pro primysl ke zpracovani perel a
laboratorni praci (Lima et al. 2012).

Prvni snahy o reprodukci sladkovodnich mlzi byly podobné infestaci ryb, coz je proces, ke
kterému dochazi ve volné ptirodé. Do akvaria umisténé¢ho V laboratoii se pridala gravidni
samice, ke které¢ byly poté dodany vybrané druhy hostitelskych ryb. Glochidia vypusténa z
gravidni samice volné plavala v nadrzi a ptichytila se na dodanou hostitelskou rybu, ktera
byla timto zptisobem infikovana. Tento experiment byl vSak ¢asové narocny, tudiz nedoslo ke
kontrolam a nejsou o ném dalsi informace (Lima et al. 2012).

Dalsi snahy o reprodukci zahrnovaly umély odbér glochidii z gravidni samice. Tento zpiisob
zahrnoval dvé metody infestace - pfimou a suspenzacni. U metody pfimé se cilené mifilo na
usta a zabry ryby pipetou, ktera obsahovala glochidia. U metody suspenzacni se vyuzila
provzdusnéna nadrz s volné pohybujicimi se glochidii, do které se umistila ryba. Suspenzaéni
2012). Nékteré druhy glochidii se 1épe vyvijeji v médiich, kde je pfitomna plasma
hostitelskych ryb, které jsou pro dany druh vhodné. Z tohoto zjisténi plyne, Ze uspeSnost
metody in vitro mize také zaviset na informovanosti o hostiteli a jeho plasmé (Lima et al.
2012).

Prvni pokusy in vitro metody byly provadény dle Ellis & Ellis (1926), kteti publikovali
techniku, kde dochéazelo k vyfiznuti glochidii ze zaplnénych Zabernich tkani. Detaily médii
pouzitych v tomto experimentu nebyly nikdy zvetejnény. Tato technika se dostala do
podvédomi o néco pozdéji, kdyz Isom & Hudson pouzili techniku bunééné kultury a Gspésné

transformovali glochidia z nékolika druhti sladkovodnich mlzi bez potieby rybiho hostitele.

5



CESKA
IEMEDELSKA
UNIVERZITA V PRAZE

V této praci se autofi zaslouzili o vznik nové kultury média slozené z modifikované Unionid
Ringers. Vznik tohoto média byl obohacen o rybi plazmu a roztok antibiotik (Lima et al.
2012). Co se tyce fyziologickych soli, zakladni modifikovana Unionid Ringers zahrnovala
odstranéni KoHPO, a pfidani 2,2 g NaHCOj3 na litr. Pouzity NaHCO3 pufr vyzadoval jiné
atmosférické hodnoty, tudiz optiméalni koncentrace CO; , kterd slouzila k regulaci pH byla
stanoveno na 5%. V dal$i jednoduché modifikaci byly pfidany vitaminy a aminokyseliny. V
pouzitém médiu s bunécnou kulturou byl pfitomen taurin a ornitin, které se piirozenc
vyskytuji v rybi krvi. Nejkritictéjsim bodem sestaveni média bylo ptidani rybi plazmy, kterad
slouzi jako zdroj zivin a ristovych hormoni pfirozen¢ se vyskytujicich v rybim hostiteli a

jsou nezbytné pro vyvoj glochidii (Lima et al. 2012).

3.1.2 Zisk materialu a technika in vitro

In vitro metoda chovu umoznuje glochidiim dokoncit svlij vyvoj v mladistvého jedince bez
potieby ptitomnosti hostitelské ryby. Tato metoda zahrnuje vyuziti media (M199 nebo
DMEM) a koncentrace 1 — 5% CO,, které je dulezité pro udrZeni stabilniho fyziologického
roztoku, pH a pro dokonceni vyvoje bez ptitomnosti rybiho hostitele (Wen et al. 2018). Ve
srovnani s tradicni infestaci ryb ma kultura in vitro mnoho vyhod, napi. velky pocet
vyprodukovanych jedincii, nizsi ndklady na juvenily, vyuziti glochidii a nizka mira amrtnosti.
Tato metoda je velmi dilezitd pro rozmnoZeni druhti mlzd, u kterych je neznamy rybi hostitel
(Wen et al. 2018). Mezi nevyhody lze zafadit moZnost zakaleni média (ztizené kontroly
jedinci) nebo nachylnost k plisnovym a bakterialnim infekcim (Lima et al. 2012).

Glochidia jsou schopna dokon¢it sviij vyvoj v juvenily za pfitomnosti média, které se podoba
rybi plazmé a funguje jako zdroj bilkovin (Uthaiwan et al. 2001a). Zisk glochidii z dosp&lého
jedince mtze byt proveden dvéma zpusoby. Ptirozenym zpusobem, kdy glochidia samice
ptirozené vypusti nebo pfimym naruSenim zabernich tkani a naslednym proplachem (Barnhart
& Roberts, 1999). Glochidia, ktera jsou pfirozené vypusténa samici do vody, mohou byt vice
nachylné na kontaminaci bakterialni nebo plisiiovou infekci na rozdil od glochidii odebranych
uméle piimo z marsupii samice mlze (Barnhart & Roberts, 1999). Odbér glochidii z gravidni
samice probihd dvéma zplsoby. V jednom piipadé¢ se marsupia ze samice vyfiznou a
proplachnou deionizovanou vodou (Isom & Hudson, 1982), v druhém ptipadé se lastura
otevie specidlnimi kleStémi a marsupia se nafiznou. Prostor s glochidii se poté vyplachne

sterilizovanou vodou a tim dojde k jejich zisku. Zptsob, ve kterém se marsupia samice
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nafiznou je vici glochidiim ohleduplnéjsi (Barnhart & Roberts, 1999). K proplachu je
zapottebi injekéni stiikacka s adekvatnimi rozméry vuci velikosti samice, u které k odbéru
dochazi. Metoda s umélym odbérem glochidii z marsupia samice byla jiz vyuzita v mnoha
uspésnych experimentech (Barnhart & Roberts, 1999; Lima et al. 2006; Taskinen et al. 2011).
Glochidia ziskand z pfirozeného uvolnéni samici a poté kultivovana, byla rychleji
kontaminovana organismy, nez glochidia odebrana pfimo z marsupii samice a pfesunuta do
sterilni vody (Barnhart & Roberts, 1999).
Kdyz glochidia dokoncuji sviij vyvoj v mladistvého jedince, zabarvuji se do hnédé barvy,
jinak je jejich barva zluta. Z tohoto divodu byla pro uspé$nou kultivaci vybrana glochidia
odebrana ze zralych samic s hnédé zabarvenymi marsupii (Kovitvadhi, 2012).
Jedinci z vhodné samice byli po odbéru z marsupii proplachnuti sterilizovanou destilovanou
vodou. Poté byli pomoci sterilizované 1 ml injekéni stfikacky aplikovani do misky se
sterilizovanou destilovanou vodou a pozorovani pod svételnym mikroskopem (x 400). Pokud
bylo zaznamenano periodicky se opakujici zavirani a otevirani lasturek, byla glochidia
pomoci sterilizované destilované vody zbavena zbytku tkani a necistot a pfipravena pro
naslednou kultivaci (Kovitvadhi, 2012). Pied jiz zminénym vlozenim glochidii do
kultivaénich misek je dulezité zkontrolovat mnozZstvi a Zivotnost studovanych jedinct.
Zivotnost lze zjistit nahledem mikroskopu o zvétseni x100, pokud se glochidia pohybuji
(zavirani a otevirani lastury), jejich zivotnost je velmi dobra (Lima et al. 2006). Vitalitu
glochidii je mozné také zjistit, pfidanim roztoku NaCl. Pti kontaktu s touto chemickou latkou
dochazi k uzavieni lastury. Pokud na tuto chemickou latku néktefi jedinci nezareagovali a
jejich lastura zustala oteviena, povazujeme jedince za mrtvé. V zamku lastury je pfitomen
sval, ktery po smrti jedince piestane plnit svoji funkci a lastura tudiz zlstane oteviena
(Barnhart & Roberts, 1999). Glochidia po odebrani z marsupii samice musi byt pfesunuta do
kultiva¢niho media maximaln¢€ do 5 hodin od odbéru (Kovitvadhi, 2012).
Daéle je potieba se zaméfit na vhodnou teplotu, kterou stanovili Isom a Hudson pro in vitro
podminky 23°C (pii vyssi teploté klesd schopnost vyvoje) (Roberts & Barnhart, 1999). Pti
pokusech pro zjisténi vhodné teploty doslo k n€kolika experimentiim s rybimi hostiteli. Pokud
se teplota pohybovala kolem 10°C, doSlo k metamorféze vice jedincli neZ pii teploté¢ nad
10°C. U pokust provedenych in vitro metodou tomu bylo naopak (Roberts & Barnhart, 1999).
Tvrzeni Isoma a Hudsona, Ze pfi teplot¢ 23° C klesa mozZnost vzniku bakteridlnich a
plistovych infekci se potvrdilo a tato informace je dulezitéjsi pro in vitro chovy nez
informace o potiebé urcité teploty (Roberts & Barnhart, 1999).
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Pii in vitro experimentech jsou glochidia umisténa do Petriho misek, kde je pfitomno
kultiva¢ni médium. Nasledné se pak piemisti do CO, inkubatoru, kde je koncentrace CO-
nastavena na 5%, koncentrace O, na 195 % a vilhkost vzduchu na 50 %. Vnitini teplota v
inkubatoru je udrzovana na + 23°C, do té doby, nez glochidia dokon¢i sviij vyvoj v juvenily.
Dokonéeni vyvoje zna¢i pohybujici se noha mimo lasturu. Zastoupeni mrtvych glochidii a
jejich celkové pocty jsou zjistény za pomoci svételného mikroskopu. V této fazi se také

vyhodnocuje celkovy pocet Gispésné transformovanych glochidii (Roberts & Barnhart, 1999).
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4 Metodika

V této kapitole je popsan experiment na druhu Skeblice asijska. Cilem experimentu bylo
uspésné dokonceni vyvoje glochidii (larev) v juvenily (mladistvé jedince) v laboratornich

podminkach metodou in vitro.

4.1 Experimentalni druh

Jako experimentalni druh pro tento pokus byl zvolen sladkovodni mlZz z ¢eledi Unionidae,
Skeblice asijska ( Sinanodonta woodiana).

Skeblice asijska je pivodné z Asie a do Evropy se ziejmé dostala v larvalnim stadiu na
zabrach asijskych amurd bilych (Ctenopharyngodon idella) ¢&i tolstolobikid bilych
(Hypophthalmichthys molitrix) (Beran, 2014). V Ceské republice obyva hlavné rybniky,
ramena fek, pomalu tekouci toky a kanaly v zaplavovych oblastech, kde se nejcastéji
vyskytuje v blativych sedimentech (Beran, 2008). Skeblice asijska je druhem, ktery vyuziva
velmi Siroké pasmo rybich hostiteld. Miaze tak vyuzivat 1 ryby, na které jsou vazany nase
puvodni druhy mlzi, a snizit tak nejen fitness rybich hostiteld, ale 1 moznost jejich parazitace
(Douda et al. 2017).

Skeblice asijska (Sinanodonta woodiana) je gonochorista, ale miZeme vzicnd nalézt i
hermafrodita. Jedinci se dozivaji kolem 15 let a pohlavné dospivaji kolem 2 roku zivota.
Samice nasava spermie, které vypousti do vody samec a poté dochdzi k oplozeni vajicek v
suprabranchialni komote mlze, kde jsou vajicka presunuta do marsupii (zaberni lupeny mlz).
Zde jsou uchovana vajicka do doby, nez dozraji do parazitické faze (glochidia). Kdyz
parazitické larvy dozraji, jsou vypuStény do vody a infikuji hostitelské ryby. Samice
produkuji glochidia béhem vegetaéni sezony opakované. Nejvyssi riziko infikace ryb nastava
v letnich mé&sicich (Cerven - zafi), jelikoz v tuto dobu produkuji samice nejvice glochidii
(Douda et al. 2016). Dospéla samice je schopna kazdy rok vyprodukovat az sto tisic glochidii
(Douda et al. 2017). Glochidium se pohybuje volné ve vod¢é a samostatné dokaze zit jen
n€kolik dni. KdyZz dojde ke kontaktu s tkani ryby, lasturka se prudce zaklapne a v okoli
glochidia se vytvofi cysta, ktera je tvofend tkani hostitele. Nejcastéji se glochidium uchyti a
vyviji na ploutvich a Zabréch, ale je zaznamenano, Ze se uchytilo i na jinych ¢astech téla ryby

(napt. usta, skiele, nozdry). K uspé€snému vyvoji je zapotiebi imunologicky kompatibilni
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hostitel a v mnoha pfipadech velké mnozstvi glochidii nedokon¢i sviij vyvoj. Predpoklada se,
ze Skeblice asijska (Sinanodonta woodiana) dokaze vyuzivat vSechny druhy ryb vyskytujici se
na tizemi Ceské Republiky (Douda et al. 2016). Udaje z roku 2014 informuji o vyskytu
Skeblice asijské v Odife u Studénky a v kandle u rybnika Prosndk u Jistebniku. Lze
predpokladat, Ze je Skeblice v této oblasti rozSifena (Beran, 2014). Glochidium parazituje
uvnitt cysty 4 - 20 dni (délka zavisi na teploté vody). V teplejsi vode¢ (20°C) se vyvoj
pohybuje kolem 4 dnii, ¢im nizsi teplota vody, tim delsi doba vyvoje. Dokonceni vyvoje
zacina prasknutim cysty, kdy juvenilni jedinec opusti rybiho hostitele, spadne na dno a za¢ne

ptijimat potravu filtraci (Douda et al. 2016).

4.2 Prabéh experimentu

Ptiprava na experiment trvala pfiblizné tyden. Bylo potieba ptipravit akvarium o celkovém
objemu 1 350 1 pro gravidni samice, zatidit cirkulaci a filtraci vody. Zajistit v§echen potiebny

material a nastavit CO, inkubator na pozadovanou teplotu.

4.2.1 Odbér glochidii

Odchyt dospélych jedinct probéhl 15. kvétna roku 2018 Vv fece na Morave se soufadnicemi
48.6866664 N, 16.9883225 E. K pokusu bylo vybrano Sest samic mlze, ale zde jsou podrobné
vyhodnoceny vysledky pouze ze tii jedinci. Zkoumani jedinci byli vloZeni do nadrze s
chlazenim a filtraci. Byla jim poskytnuta neustala cirkulace vody. V den zahéjeni experimentu
17. 5. 2018 se vybraly tii vhodné gravidni samice. Otevienim lastury pomoci klesti, dale
nafiznutim marsupii a vyplachem sterilizovanou vodou se odebrala glochidia. Samice byly pfi
odbéru glochidii oznaceny pismeny A, B a C na vrchni ¢ast lastury. Stejné poté byly
oznaceny Petriho misky (Al - Al12, B1 - B12, C1 - C12). V prvnim b&hu experimentu se
zkoumalo 36 misek s mediem, které bylo aplikovano do Petriho misek pomoci injekéni
stiikacky. V druhém béhu bylo zkoumano také 36 misek oznac¢enych D1 - D6, E1 - E6, F1 -
F6, M1 - M6, P1 - P6, R1 - R6, ale medium bylo aplikovano do Petriho misek pies filtr
(0,45um). Pii kontrole druhy den bylo medium zakalené, tudiz byla snizena viditelnost

glochidii. Kontroly probéhly v prvnim béhu u vSech jedincli, v druhém b&hu pouze u
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nékterych. V druhém béhu byla z kazdé skupiny vybrdna jedna miska, u které poté probéhla
kontrola poctu jedincti (D2, E6, F6, M5, P6, R6). Posledni den kultivace byly vyhodnoceny

vSechny misky s juvenilnimi jedinci.

V podobném experimentu na druhu Hyriopsis myersiana, ktery byl uskuteénén Kovitvadhi et
al. (2001a) byly gravidni samice tohoto druhu pied za¢atkem experimentu oCiStény a zbaveny
pisku a ftas, které se uchytily na jejich lasturach. Jemnym narusenim lastury klestémi, bylo
zjisténo, ze samice maji hnédou barvu marsupii, coZz zna¢i o jejich zralosti a pocinajicim
embryonalnim vyvoji glochidii. Barva je informa¢nim faktorem zralosti glochidii. Zluta barva
zna¢i nezralost jedincl, hnéd4d barva naopak zralost a blizici se vypusténi glochidii
(Kovitvadhi et al. 2001a). V experimentu na druhu skeblice asijska (Sinanodonta woodiana)
probéhla tato €ast naprosto stejné. DoSlo také ke kontrole Zivotaschopnosti glochidii pomoci
odebraného vzorku z kazdé samice a jejich naslednym piesunem do Petriho misky. Pod
svételnym mikroskopem byla zjisténa aktivita odebranych glochidii. Pokud glochidia
otevirala a zavirala periodicky své lasturky, byla oznacena za vhodna k nasledné kultivaci
(Kovitvadhi et al. 2001a). V experimentu na druhu skeblice asijska (Sinanodonta woodiana),
byla Zivotaschopnost glochidii zkoumana jesté pomoci piidani roztoku NaCl do Petriho misky
s pritomnymi glochidii. Pfi kontaktu s touto chemickou latkou doslo u jedinci k uzavieni
lastury (pozadovana aktivita). Pokud na chemickou latku NaCl jedinci nereagovali a jejich
lastura zlstala oteviena, byli povazovani za mrtvé (Barnhart & Roberts, 1999). Po ovéieni, Ze
jsou jedinci aktivni a vhodni pro kultivaci, doSlo k odbéru glochidii pipetou z nadrzi
pojmenovanych po samicich (A, B, C). V lazni bylo zvoleno misto s nejhojnéjSim
zastoupenim glochidii a z n€ho bylo odebrano nékolik jedincu (cca 2ml), ktefi byli poté

aplikovani do piipraveného kultiva¢niho média (3 kapky s glochidii).

4.2.2 Material

1) Sérum
Konské sérum (Sigma Aldrich)
2) Medium

M199 (Sigma Aldrich)

11
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3) Antibiotika

A =100 pg/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin a 200 pg/ml neomycin
Antibiotikum typu A, které bylo ptipraveno za pomoci PSN mixture, Sigma Aldrich
4) Antimykotika

Amphotericin B 5 pg/ml (Sigma Aldrich)
5) Rybi olej (treséi olej, Sigma Aldrich)

6) Petriho misky (cca 60ks), CO, inkubator (NB-203, N-Biotek, Korea), svételny mikroskop,

spotfebni material (injek¢ni stiikacky, pipety)

4.2.3 Casovy plan
Gravidni samice druhu Skeblice asijska (Sinanodonta woodiana) byly piivezeny 15.5.2018, tfi
dny pted zahdjenim experimentu.

Den pted zacatkem experimentu byl nastaven CO; inkubator na 23°C pti obsahu CO; 5%.
Také byla ptipravena sterilizovand voda z autoklavu o 121°C k proplachu marsupii u

gravidnich samic.

Prvni béh experimentu:

1.den - odbér glochidii ze tii vybranych samic
- ptiprava kultiva¢niho media

- kultivace glochidii in vitro a jejich umisténi do CO; inkubatoru

2.den — vyhodnoceni poc¢tu glochidii s uzavienou a otevienou lasturou
e 6. den — kontrola pH, transformace a zakaleni media
e 8. den — kontrola transformace v juvenily a piipadného zakaleni media
e 9. den - kontrola pH a transformace v juvenily
Druhy béh experimentu:
e 1. den - glochidia byla odebrana z jedinci D(M), E(P) a F(R)
- ptiprava kultivaéniho media a jeho aplikace pies filtr do Petriho misek

- kultivace glochidii in vitro a jejich umisténi do CO; inkubatoru

12
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e 2.den - vyhodnoceni poctu jedincti z 6 vybranych misek (D2, E6, F6, M5, P5, R6)
— Z divodu zakaleni media nebylo mozné vyhodnoceni u vSech misek
e 3. den - kontrola pH

e 4. den — dalsi dny byl postup stejny, jako u prvniho béhu experimentu

4.2.4 Kultivace

Kultivace probéhla v CO, inkubatoru, kde obsah CO; byl 5% (v atmosférickém sloZeni
vzduchu je obsah CO;, 0,04 %). Aby bylo dosazeno pozadované vlhkosti prostiedi, byla na
dno inkubétoru instalovana nadoba s vodou k evaporaci. V experimentu bylo pouZito medium
M199 (Sigma Aldrich), s koncentraci antibiotik (A = 100 pg / ml penicilinu, 100 pg / ml
streptomycinu a 200 ug / ml neomycinu) pfipraveny za pouziti smési PSN, Sigma Aldrich).
Médium obsahovalo koniské sérum (Sigma Aldrich). Vychazelo se z poméru 4: 2: 1 (Roberts
a Barnhart 1999) pro médium, sérum a antibiotika. Médium bylo doplnéno 5 upg/ml
antimykotik (amfotericin B, Sigma Aldrich) a 50 ul na misku oleje z tres¢ich jater (Sigma
Aldrich). Do 36 Petriho misek (15 x 60 mm) bylo pfidano po 5 ml kultiva¢niho média. Pfed
ptidanim glochidii byly vSechny misky umistény do inkubatoru CO, (NB-203, N-Biotek,
Korea) s UV svétlem po dobu jedné hodiny. V prvnim i druhém béhu experimentu byly misky
udrzovany v atmosfére 5 % CO; a 23°C po dobu 9 dni. V prubéhu prvniho béhu experimentu
nebyla pozorovana zadna plisiiova nebo bakterialni infekce a nebyly provedeny zmény média.
Inkubace byla uspésné ukoncena 9. den, kdy byla provedena kvantifikace uspéSnosti

metamorfozy.

4.3 Medium

4.3.1 Priprava media M199

M¢édium je slozeno z komercniho média pro kultivaci bunék (napi. M199 a DMEM) v
kombinaci s antibiotiky a antimykotickymi smésmi k prevenci infekci. Také je obohaceno o
rizné druhy séra (sérum z ptirozenych hostitelskych ryb nebo uméle upravené, sérum konské

¢i teleci) (Escobar-Calderon & Douda, 2018).
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M¢édium se prevazné pripravuje tak, ze jedno baleni M199 v prasku ptisypeme do 1 litru
sterilniho roztoku destilované vody a ptidame 2 g NaHCOs;. Poté M199 piefiltrujeme ptes
0,45 a 0,20 pm filtraéniho papiru a udrzujeme pii 4°C (Kovitvadhi et al. 2001b). V nasem

experimentu bylo pouzito jiz hotové medium M199.

4.3.2 Slozky obsaZené v médiu

Dle Ellis a Ellis (1926) byl uskute¢nén prvni experiment s uspéSnou transformaci glochidii
pomoci uméle vytvoreného média v in vitro podminkach. Podrobnosti o médiu vSak nebyly
nikdy zvefejnény, takZe neni jasné, jestli Ziviny ziskané z rybich Zaber pomohly glochidiim k
jejich uspésné transformaci. V roce 1982, Isom a Hudson uskute¢nili experiment, ve kterém
doslo k uspésné transformaci glochidii v né€kolika upravenych médiich bez pfitomnosti rybich
hostitelti. Rybi plasma byla pouzita jako zdroj bilkovin. Médium dale obsahovalo roztok soli,
smes antibiotik a pufr hydrogenuhli¢itanu sodného. Jelikoz rybi plasma nebyla snadno
dostupnym produktem, byly provedeny pokusy s cilem nalézt vhodnou nahradu tohoto séra.
Keller a Zam ve svém experimentu zjistili, Ze nejvhodnéjs$i nahradou za rybi sérum je sérum
koniské. DalSi pokusy poté modifikovaly jiz prob&hlé¢ experimenty a vylepSily kombinaci

antibiotik, smes lipidl a celkovy proces in vitro metody (Fox, 2014).

1. Lipidy (Rybi olej)

Z jiz probehlych experimentt je patrné, ze hladina lipida je velmi dilezita pti kultivaci
glochidii. Po pfidani zdroje lipidi (olej z tresCich jater nebo menhadenovy olej) do
média se zvysila kvalita kultivovanych juvenili. V experimentech se aktudlné pridava
50 pl rybiho oleje na jednu Petriho misku. Také se vyrabi uméle vytvotené lipidové
smési, které obsahuji olej z tres€ich jater a nahrazuji nerozpustné oleje z tresCich jater,
které nebyly tak usp&$né pii kultivacich (Lima et al. 2012). V experimentu s druhem
Skeblice asijska (Sinanodonta woodiana) byl jako zdroj lipidi pouzit olej z tres¢ich
jater (= Cod Liver Qil) (Sigma Aldrich)
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2. Antibiotika / antimykotika

V uskute¢néném experimentu dle Isom & Hudson byl pouzit mix tii antibiotik,
karbenicilinu, gentamicin sulfitu a rifampinu v mnozstvi 100 pg/l spolu s
amfotericinem B v mnozstvi 5 pg/l. Tento mix byl pouzit jako souc¢ast kultivaéniho
média, aby zabranil mikrobidlni kontaminaci. Uvedené koncentrace nejsou toxické pro
glochidia a jejich ucinek proti kontaminaci je spolehlivy. Bylo uskute¢néno nékolik
pokust, kdy byly odebrany vytérem bakterie ze Zaber vybranych ryb. Tyto bakterie
byly vystaveny zminénym antibiotikim a byla zkoumana jejich tc¢innost. Doslo k
namichéni né€kolika vhodnych antibiotickych smési, ale Zddna ze smési nebyla tak
uspés$na jako mix antibiotik od Isom & Hudson. Nékterd antimykotika mohou mit
negativni vliv na transformaci glochidii, a proto je velmi dileZit¢ dodrzet vhodnou
koncentraci (Lima et al. 2012). Jak jiz bylo zminéno vyse v kultivaci glochidii druhu
Skeblice asijska (Sinanodonta woodiana) byl pouzit mix antibiotik A= 100 pg/ml
penicillin, 100 pg/ml streptomycin a 200 pg/ml neomycin a antimykotikum typu
Amphotericin B 5 pg/ml (Sigma Aldrich).
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5  Vysledky

Metamorféza v prvnim i druhém béhu experimentu probéhla uspésné. Uz 9. den byla
pozorovana prvni aktivita u jednotlivych juvenila.
Podle jednotlivych pozorovani za pomoci svételného mikroskopu byla glochidia na zacatku
experimentu rozdélena na jedince se zavienou, polootevienou a otevienou lasturou. Na konci
experimentu uz byla glochidia, ktera dokonéila vyvoj, rozdélena na juvenily aktivni,
poloaktivni, zaviené/mrtvé a oteviené. Mira UspéSnosti metamorfézy byla vypoctena jako

soucet zivotaschopnych juvenili ku celkovému poctu (Escobar-Calderon & Douda, 2018).

5.1.1 Statistické vyhodnoceni

Srovnanim vSech tii jedinc A, B, C bylo zjisténo, Ze na konci prvniho behu experimentu
bylo v priméru nejvice aktivnich juvenild u jedince B. Ovliviiujicim faktorem uspéSného
dokonceni byla aplikace kultivaéniho média pies filtr (0,45um), ktery zpusobil zakaleni v
druhém béhu experimentu. Z tohoto divodu jsou zde uvedeny ucelené vysledky pouze
z prvniho b&éhu. Zkoumala se aktivni glochidia odebrana ze tfech jedincu (A, B, C) a byla u

nich pomoci analyzy dat v Microsoft Excel provedena celkova vyhodnoceni (Ptiloha 6).

Pomoci metody ANOVA v Microsoft Excel byla vyhodnocena glochidia odebrana od jedinct
oznacenych A, B, C s hypotézou rozdilu aktivnich juvenilt na konci experimentu. Z tabulky
plyne, ze p > 0,05 coZ znamend, ze na hladiné vyznamnosti 0,05 nelze zamitnout nulovou
hypotézu, zZe mezi poctem aktivnich juvenilii od jednotlivych samic neni rozdil. Hodnota F je
velmi mald, ztoho plyne, Ze rozdily mezi poctem aktivnich juvenili od jednotlivych

vyhodnocenych jedinci jsou zanedbatelné.
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Zdroj Stupeni volnosti | Soucet ctvercd | Primérny ctverec Hodnvo i F Pravde,p OdObH,OSt
rozdéleni nulové hypotézy
Faktor 2 5:2 2.6 0.9 0.408421921
Reziduum 177 511.75 2.89
Celkem 179 516.95

Tabulka ¢. 1: Statistické vyhodnoceni aktivnich juvenild v prvnim béhu experimentu

5.1.2 Vysledné hodnoty

Graf ¢. 1 - Prvni béh byl uskuteénén dne 18.5.2018. V grafu je patrny podil otevienych,
polootevienych a zavienych glochidii. Z grafu vyplyva, ze u jedinci A a B je prumér
zavienych glochidii vyssi nez u jedince C. Jedinec C ma v priméeru nejvyssi obsah otevienych

glochidii a primér polootevienych glochidii je nejvyssi u jedince B. U jedinct A a C se lisi

minimalné.
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Graf €. 2 — Prvni béh kon¢il 26.5.2018. V grafu jsou jiz patrni zivy juvenilové. Zastoupeni
jsou zde aktivni jedinci, mrtvy jedinci a jedinci, ktefi méli otevienou lasturu. Z grafu vyplyva,
ze nejvice aktivnich juvenild bylo u jedince B a nejvice pohyblivych juvenilii bylo u jedince
C.
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Graf ¢. 3 — Druhy béh zacéinal 6.6. 2018. V tomto b&hu bylo médium aplikovano pies filtr,
tudiz byla zménéna technika aplikace. Zaroven doSlo druhy den k lehkému zakaleni média. Z

tohoto diivodu mame jen ¢astecné pocty zacatku tohoto béhu.
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Graf ¢. 4 — Druhy béh kon¢il 13.6.2018. Z grafu je patrné, Ze zde doslo k uspé$snému vyvinu
glochidii v juvenilni jedince. U jedincti D, E a P, R bylo vyrazné€ vice aktivnich jedinct nez u

jedinct F,M.
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6 Diskuze

Vysledky, které byly ziskany, jsou velmi diilezité pro nadchazejici chov in vitro metodou.
Pouziti CO; inkubatoru a dalsi ukazatele, které byly v experimentu vyuzity, mohou zdokonalit
chov sladkovodnich mlzi bez potfeby vhodného hostitelského druhu. Tudiz bude moznost
tento fakt vyuzit v praxi (napt. v primyslu, pfi ochrané zivocicht, ale také pro dalsi pokusy v
laboratornich podminkach). Z vysledkt, které jsme ziskaly, také plyne, ze 1 kdyz se na
zaCatku experimentu néco jevi za nefunkcni (napt. aplikovani média ptes filtr a nasledné
zakaleni) nemusi to tak byt. Z grafii, kde jsou vyhodnoceny pocty aktivnich juvenild je patrné,
ze glochidia vyuzita v druhém b&hu experimentu i pies zakalené médium dokoncila sviij

vyvoj a transformovala se v aktivni juvenily.

6.1 Srovnani experimentii in vitro

V riznych studiich byly pozorovany odlisné pfistupy k metodé in vitro chovu. V nékterych
piipadech se jedinci spocitali hned druhy den po inkubaci (Roberts a Barnhart, 1999; Lima et
al. 2006; Taskinen et al. 2011) a v n¢kterych piipadech byly juvenilové piesunuti béhem 24 —
48 hodin do vody a nasledn¢ pak spocitani (Kern, 2017). Za velmi dilezity faktor je
povazovano nacasovani a fedéni média na konci inkubace. V nékterych piipadech se na konci
inkubace médium viibec nefedilo (Lima et al. 2006; Uthaiwan a kol., 2001), zatimco v jinych
piipadech se juvenilové hned po dokonceni vyvoje presunuli do vody a nésledné byli
spocitani (Roberts a Barnhart, 1999; Fox, 2014; Kern, 2017). Pfi nékterych experimentech se
provadi postupné fedéni (Lima a Avelar, 2010; Taskinen et al. 2011), coz znamena, Ze se pred
koncem experimentu provede Castecnd vyména nebo zifedéni média destilovanou nebo
sterilizovanou vodou a poté se posledni den experimentu médium zcela nahradi vodou.
Gasienica-Staszeczek et al. (2018) studovali jaky mé ucinek doba ukonéeni pokusu a fedéni in
vitro metody na dany druh. V tomto ptipadé¢ se jednalo o experiment na druhu Unio crassus a
zjistilo se, Ze cas ukonCeni experimentu je velmi zdsadnim faktorem pro uspéSnou
transformaci v in vitro podminkach. Casné ukonéeni pokusu miize zapfi¢init vy$§i Gmrtnost
glochidii (Gasienica-Staszeczek et al. 2018).

Vysledky pokusu in vitro na druhu Anodonta cygnea v médiu M199, ktery realizoval Lima et
al. (2006), mely podil zivych jedinct 34,38 % a jedinci s uspésné dokoncenym vyvojem

60,87 %. Pocet jedinct, kteti dokoncili vyvoj v rybi plasme, byl nizs§i ve srovnani s podobné
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uskutecnénymi experimenty (v pokusech podle Isom & Hudson, ktery uskutecnili Keller &
Zam byla uspésnost jedincti s dokon¢enym vyvojem 81,88 %). Z aktualnich vysledkd chovu
in vitro je patrné, ze doba transformace glochidii kultivovanych v rybi plasmé ma nizsi
variabilitu, jelikoz médium M199 je dostupnéjsi neZ ostatni aplikovana média. I diky témto
informacim se v Evropé poprvé povedlo ziskat pii experimentu znatelné vysledky (Lima et al.
2006).

Pocet uspésné transformovanych jedincti v médiu s rybi plasmou podle popsaného pokusu dle
Isom & Hudson, ktery aplikovali na svém experimentu Keller & Zam, byl vysoky a ved| k
inaktivnim 1 letargickym jedincim. Naopak umélé médium (M199; DMEM) s koniskym
sérem, které nahradili Keller & Zam za rybi, mélo za nasledek vyrazné nizsi podil uspésné
transformovanych jedincti. AvSak po zdravotni strance na tom byli 1épe. Na druhou stranu,
Kovitvadhi et al. (2001a, 2001b) uskuteénili experiment, kde zkombinovali umélé médium
(M199) s rybi plasmou a vysledky byly tspésné jak po zdravotni strance, tak i z hlediska
transformace jedinct. Vysoké procento zkoumanych jedincii dokoncilo svoji transformaci v
juvenilniho jedince a uspésné zilo dalsi 3 mésice. Tento vzorec dle Kovitvadhi et al. byl
pouzit v experimentu dle Lima et al. (2006), vysledkem byl zisk zdravych a aktivnich
juvenili. Mélo by se zapracovat na vylepSeni kultivacnich podminek, jelikoZ juvenilni jedinci

po 15 dnech uhynuli.

6.2 Vyhody in vitro a mozné vyuziti v primyslu

Zachovani populace sladkovodnich mlzi primarné zavisi na prosttedi, ve kterém ziji. Misto se
musi nachazet v klidné, nerusené lokalité se zdravou populaci. Je tedy potieba zajistit obnovu
stanovist, kde mlzi Ziji nebo zajistit jejich GspéSny chov v zajeti (Geist, 2010). Z hlediska
ochrany téchto zivocich je dilezité rozsitovat a zdokonalovat metodu in vitro chovu. Tim by
se mohlo zajistit rozmnozeni ohroZenych druhli bez pifitomnosti jejich pfirozeného hostitele.
K tomuto kroku je nutné, aby feky a jezera byly monitorovany, ¢imz by poskytovaly
informace o celkovém poctu jedincli, poctu zdravych jedincl a informace o jejich genetické
strance. V dnes$ni dobé je ohrozeni Zivota sladkovodnich mlzi a jejich blizké vyhynuti

aktualni téma, a proto je umély odchov v laboratornich podminkach velmi dileZitou soucasti

zivota téchto zivoc¢ichid (Lima et al. 2012).
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Bylo provedeno n¢kolik pokusti umélé infestace ryb u riznych druhti sladkovodnich mlza a
vsechny probéhly tspésne. Nicméné in vitro metoda chovu mlzi z fddu Unionid predstavuje
alternativni proces v programech ochrany sladkovodnich mlzl, nejen pro priimysl na vyrobu
perel, ale také pro laboratorni praci a vyzkum (Lima et al. 2012). Krom¢ toho se eliminuje
potieba hostitelské ryby pro uspésnou transformaci v juvenilniho jedince, coz je velmi
uzite¢né v ptipadé, kdy zkoumany jedinec ma specifického hostitele k rozmnozovani, jenz se
obtizn¢ shani, je ndchylny na manipulaci a Spatné¢ se udrzuje jeho Zivotaschopnost v zajeti.
Tato metoda je zejména dilezita pro druhy mlzt, Které maji za hostitelské druhy vzacné nebo
chranéné ryby (Lima et al. 2012).

Metoda in vitro ma také schopnost snizovat citlivost riznych hostitelskych druhd ryb na
parazitické glochidium. Ackoliv nas§im hlavnim cilem je ochrana a sprava sladkovodnich
mlzi v jejich ptfirozeném prostiedi, tento poznatek je velmi dilezity a mize byt velkym
ptinosem pro jiné oblasti (ne pouze pro ochranu populace sladkovodnich mlzi) (Lima et al.
2012).

V Ciné se nachazi velky pramysl pro zpracovani perel, které jsou produkovany
sladkovodnimi mlzi. Pokud by se diky umélym odchovim dosdhlo nizSich nakladi na
produkci jedince, vzrostla by produkce perel pro nabytkarsky primysl a jiné predméty.
Kromé toho, novy vyzkum produkce syntetickych materialli vyuziva organické tekutiny
ziskané ze sladkovodnich mlzii s cilem podpofit jejich specificky povrch nebo dokonce
krystalickou ultrastrukturu na syntetickych membranach (Lima et al. 2012).

Zakladem pro primysl se zaméfenim na zpracovani perel byli v prvni tfetiné 20. stoleti v
Severni Americe sladkovodni mlzi. Dnes jsou ve velkém chovani a chytani pro tento ucel v
Japonsku. S ohledem na urcité piipady, mél odchyt mnoha jedinci pro perlovy primysl
negativni dopad na populaci druhu Margaritifera margaritifera v Evropé (Young & Williams,
1984). Tyto lidské aktivity kazdoro¢né nic¢i velké mnozstvi dospélych jedincii a na nekterych
mistech vazné ovliviiuji celé populace. Pokud ma druh omezenou lokalitu vyskytu, mize u
n&j dojit az k vyhynuti (Lima et al. 2012).

Rozsifeni zakladnich znalosti o procesech a mechanismech, které jsou soucasti
biomineralizace, muze pfispét k rozvoji novych multifunkénich materiali a procesu pro celou
fadu primyslovych aplikaci, napf. bioimplantatl, inteligentnich mikrostruktur (MEMS) nebo
nanokatalyzatort (Grabarkiewicz & Davis, 2008). Za dalsi praktické vyuziti pro organickou
tekutinu ziskanou ze sladkovodnich mlzl je povazovan antibakterialni prostfedek (Lima et al.
2012).
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Mladi jedinci (juvenilové) jsou v dasledku své extrémni citlivosti stale ¢astéji vyuzivani v
ekotoxikologickych studiich k hodnoceni parametri kvality vody a vétSina jich slouzi k
monitoringu kontroly kvality vody (Grabarkiewicz & Davis, 2008). Juvenilni jedinci, ktefi
byli uméle odchovani v laboratornich podminkach, jsou vyuzivani k testovani znecisténi
vody, na pfitomnost toxickych latek a na zmény pii pfesunu mimo piirozenou lokalitu
vyskytu (Augspurger et al. 2007).

Mnoho druht vyhynulo diky zne¢isténi vod kovy, pesticidy a odpadnimi latkami. Z tohoto
divodu je nezbytné, aby se u mladych jedinct, ktefi se vyskytuji v jezerech a vodnich tocich,
provadély testy na kontaminaci témito toxiny. S vét§im mnozstvim juvenilnich jedinca je
mozné provadét vice testll a experimentil S cilem toxikologickych a zakladnich procesu, které
by pomohly Iépe porozumét faktorim ovliviiujicich volné Zijici populace s nasledkem jejich

vymirani (Lima et al. 2012).

6.3 In vitro z hlediska ochrany Zivocichu

Faktory, které ovlivituji druh natolik, Ze vedou k jeho vyhynuti, jsou rizné a obvykle spolu
souvisi. Sladkovodni mlzi jsou dlouhovéci Zivo¢ichové, proto divod jejich vymirani nemusi

byt hned zietelny.

6.3.1 Potreba hostitelské ryby

Nejslozitéjsi casti zivota sladkovodnich mlzi je parazitické stadium na hostitelské rybé.
Pokud vhodna hostitelska ryba pro urcity druh mlze chybi, stane se funkéné vyhynulym a
zcela vyhynulym, az kdyz zemie posledni jedinec daného druhu mlze (Bogan, 1993).
Piikladem jsou mlzi Obovaria retusa Lamarck, 1819; Plethobasus cooperianus Lea, 1834;
Pleurobema taitianum Lea, 1834. Zadny z téchto faktor by sam o sob& nebyl tak
nebezpecny, ale vzhledem k tomu, ze jsou sladkovodni mlzi z fddu Unionida dlouhovéci
(Bauer (1992) uvedl délku zivota mlzii az 130 let), jednotlivé dopady na né jsou malé.
Vzhledem k ¢asovym moznostem se nakumuluji a jsou pro druh nebezpe¢né az devastujici
(Bogan, 1993).

Z diivodu potieby hostitelské ryby pro reprodukéni cyklus se stav sladkovodnich mlza zijicich

v fekach, které se piehradily, nebo se vyznamné zménila jejich struktura, vyrazné snizil. Stav
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se snizil, protoze zasah do ptirozeného prostiedi miize byt v mnoha ptipadech destruktivni pro
hostitelské ryby, které pottebuji tito mlzi ke svému vyvoji. Ve 20.stoleti byl vytvofen seznam
vhodnych hostitelskych ryb pro ur¢ité druhy glochidii sladkovodnich mlzu. Ziskané udaje
o hostitelskych druzich pro ur¢ité druhy mlz ve zbytku svéta jsou podstatné nizsi. Informace
0 tom, jaky druh hostitelské ryby je potfeba pro urity druh sladkovodniho mlze, je velmi
dalezita z hlediska ochrany a zachovani ohroZenych druhli. Kdyz budou hostitelské ryby,
které jsou nezbytné pro rozmnozeni danych druht chybét, bude veskeré usili o zachovani
sladkovodnich mlzii marné (Bogan, 1993). Z tohoto diivodu je velmi dualezité rozsifovat
metodu in vitro chovu.

Napt. pro druh Margaritifera margaritifera je v soucasnosti jedinou hostitelskou rybou pstruh
potoc¢ni (Salmo trutta fario). Jejich vztah prosel dlouhou koevoluci a vznikla mezi nimi silna
vazba, kterd roste s geografickou blizkosti. Tento vztah je v mnoha ptfipadech narusen
antropogennimi zdsahy. Jednd se o piidavani nepiivodnich linii pstruhit do povodi nebo
pridavani nepivodnich druhd ryb, napt. pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) (Geist &
Auerswald 2007). V podminkach Ceské republiky bohuzel v minulosti Gasto dochézelo k
michani a ptfesazovani populaci pstruha mezi zdrojovymi povodimi. Hostitelska kompatibilita
tak neni v naSich podminkach vzdy geograficky provdzana. V ramci jednotlivych populaci
existuje také vyznamna variabilita v kvalité hostitelli. Pro Gspésny prubéh parazitické faze je

tedy vzdy vhodné ovétit kvalitu pouzivanych hostiteli (Douda, 2015).

6.3.2 Invazni druh

Nejvétsi koncentrace vyskytu neptivodnich druhd je v piipadé Ceské republiky v nivach
vétsich fek. Velké feky a jejich nivy tak Casto funguji pfi Sifeni nepiivodnich druhid jako
koridory. Velké feky a navazujici biotopy jsou zarovent vhodnym stanovistém pro fadu téchto
druht spole¢né s riznymi antropogenné vzniklymi a ovlivnénymi stojatymi vodami jako jsou
piehradni nadrZze, piskovny ¢i lomy. Na fad€ stanovist patfi nepiivodni druhy mezi
dominantni zéstupce a vyjimkou nejsou ani lokality, kde tvoii pfevaZznou ¢ast druhového
spektra mistnich malakocen6z (Beran, 2017). Vyskyt né€kolika invaznich druhli
sladkovodnich mlzii v jejich neptivodnich lokalitach (napt. Dreissena polymorpha nebo

Limnoperna fortunei) m¢l za nasledek zmény v ekosystémech po celém svété. Rozsahlé
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nasledky této invaze jsou ptisuzovany vyskytu glochidii invaznich druhii, které maji vysoké
disperzni schopnosti (Douda et al. 2012).

Skeblice asijska (Sinanodonta woodiana) je invazivni sladkovodni mlZ pochazejici z
vychodni Asie (Graf, 2007). Z ptivodni oblasti vyskytu se tento druh rozsitil do jihovychodni
Asie, stfedni a severni Ameriky, Evropy, gpanélska, Francie, Italie, Némecka, Rakouska,
Slovenska, Mad’arska, Ceské republiky, Polska, Chorvatska, Srbska, Rumunska, Moldavska,
Ukrajiny a Svédska (Cianfanelli et al. 2007).

Reprodukéni cyklus Skeblice asijské (Sinanodonta woodiana) zahrnuje parazitickou fazi
zivota, kdy se glochidium uchyti na rybiho hostitele a zapouzdii se na ném. Specifita
hostitelské ryby u Skeblice asijské (Sinanodonta woodiana) je velice nizka, tudiz je mozné,
aby glochidia tohoto druhu dokon¢ila transformaci u riznych druhii hostitelskych ryb, véetné
druhu R. amarus, ktery byl oznafen za druh odolavajici parazitaci glochidii od ptvodnich
druhti sladkovodnich mlzi (Douda et al. 2012). Mezidruhové rozdily ohledné uspéchu
transformace byly u Skeblice asijské (Sinanodonta woodiana) velmi nizké, coz znamena, ze i
u nejméné vhodnych jedinct byl uspéch transformace vice nez 17%, a mohli byt povazovani
za funk¢ni hostitele. Kazdopadné mozZnd imrtnost glochidii se vétSinou pohybuje kolem 50%
a to 1 v situaci, kdy parazituji na vhodném jedinci a dochézi k velmi kompatibilnimu vztahu
mezi mlzem a rybou (Douda et al. 2012). V pokusu, ktery se uskute¢nil v Hong kongu, byla
zkoumana parazitace u 4 hostitelskych ryb (Gambusia affinis — ¢eled” Poecilidae; Puntius
semifasciolatus, Metzia takakii a Rhodeus sinensis — ¢eled” Cyprinidae), kdy nejvice jedincu s
dokon¢enym vyvojem bylo pozorovano na nepivodnim druhu G. affinis. V Japonsku,
Fukuhara et al. uskute¢nili experiment, kdy pouzili pét hostitelskych ryb k parazitaci glochidili
Skeblice asijské (Sinanodonta woodiana) (Rhodeus ocellatus, Pseudorasbora parva — éeled’
Cyprinidae; Oryzias latipes — c¢eled” Adrianichthyidae; Rhinogobius brunneus — c&eled
Gobiidae a Lepomis macrochirus — celed’ Centrarchidae), nejvice jedincti s dokoncenym
vyvojem bylo nalezeno u druhu R. brunneus (Douda et al. 2012). Dalsi pokus uskuteé¢nil Kiss,
ktery choval glochidia ziskana ze $keblice asijské (Sinanodonta woodiana) na vhodnych
hostitelskych rybach. VétSina jich byla ziskana ve vychodni Asii. Bohuzel, v tomto
experimentu nebyla méfena mira uspéSnosti hostitele ku vyvoji jedincli. Souhrnné vSak tyto
udaje dokazuji, ze Skeblice asijska (Sinanodonta woodiana) je schopna dokoncit sviij vyvoj z
glochidia v juvenila na $irokém spektru hostitelskych druhti ryb. Skeblici asijskou tedy
miZeme zafadit mezi parazity. Pfirozena strategie parazita zahrnuje schopnost pfii

neptitomnosti vhodného hostitele, udélat si hostitele z dostupného jedince Vv jeho blizkosti,
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tudiz se miZze rychle stit nezadvislym na svém ptivodnim hostiteli. Napf. rybi parazit, ktery
pochazi z Asie, Bothriocephalus acheilognathi, byl rozsiten hlavné vyvozem kapri. Nyni
vyuziva velké mnozstvi pivodnich ryb ke své parazitaci, coz zpusobuje vyznamné
hospodaiské ztraty v oblasti rybolovu na celém svété (Brouder & Hoftnhagle, 1997).
Piedpoklada se, Ze skeblice asijska (Sinanodonta woodiana) se bude rozsifovat dale. Dovoz
ryb z rliznych zemi pouzivanych v akvakultuie pravdépodobné ptispéje k dal§imu Sifeni a
rozmnozeni tohoto druhu. Prognéza je takova, ze se Skeblice asijska (Sinanodonta woodiana)
muZe setkat s vhodnymi hostitelskymi druhy ryb az na 75% lokalit v Ceské republice (Lucas
& Baras, 2001).

Vzhledem k tomu, ze pro Skeblici asijskou neni naro¢né sehnat vhodného hostitele a neni ani
citlivd na okolni teplotu, Ize ptfedpokladat rychlé rozsifeni do evropskych vod. Ze ziskanych
informaci 0 tomto druhu nelze ur€it potravni specializaci. Je tudiz mozné, Ze jeji rozsifeni
miZe byt omezeno v oblastech s niz§i dostupnosti Zivin. Skeblice asijska (Sinanodonta
woodiana) se vyskytovala hojnéji v oblastech bohatych na ziviny pro tento druh, jako jsou
nivy nizin a rybniky (Paunovic et al. 2006). Tento invazni druh ma negativni vliv na piivodni
sladkovodni druhy mlzG. Prvnim problémem je potravinova rivalita mezi invaznim druhem
Skeblice asijské (Sinanodonta woodiana) a puvodnimi druhy sladkovodnich mlzi. Pokud
populace invazniho neptivodniho druhu bude vétsi, nez populace piivodniho, mize dojit k
rapidnimu snizeni zdroji potravy v lokalitach, které jsou ptirozené pro ptivodni sladkovodni
mlze (Douda et al. 2012).

Piedpoklada se, Ze se jedna o primarni mechanismus konkurence mezi mlzi (Strayer, 1999).
Tato rivalita o potravu se povazuje za jeden z hlavnich faktorti ohrozujicich ptirozené se
vyskytujici populace v severoamerickych oblastech (Haag et al. 1993). Druhym problémem je
soupeteni o hostitele. Miize dojit ke konfliktu mezi glochidii od nepiivodni Skeblice asijské
(Sinanodonta woodiana) a mezi glochidii z ptvodnich druhti mlzd, jelikoz oba druhy se
zapouzdiuji v lété. Tretim problémem je povazovana infekce, kterou glochidia vyvolaji
adaptivni imunitni reakci na rybim hostiteli a ten je poté imunni proti opakovanym infekcim
(Douda et al. 2012). Predpoklada se tedy, ze zminénad rezistence vyznamné snizi podil
hostiteld dostupnych pro ptivodni druhy sladkovodnich mlz. Vyskyt tohoto invazniho druhu
v Ceské republice se v poslednich letech dramaticky zvysil. Prvni zpravy o vyskytu skeblice
asijské (Sinanodonta woodiana) pochazi z roku 1996 (Douda et al. 2012). Informace k roku
2008 vsak informuji o tom, ze se Skeblice asijska (Sinanodonta woodiana) rapidné rozsitila a

stala se v n¢kterych lokalitach i dominantnim druhem (Beran, 2008). Podobny déj mélo jeji
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rozsifeni i v jinych evropskych zemich (Cianfanelli et al. 2007; Paunovic et al. 2006; Popa et

al. 2007; Pou-Rovira et al. 2009).
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7 Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo popsat slozitost reprodukéniho cyklu mlza ¢eledi Unionidae
a demonstrovat to na pokusu in vitro za pouziti CO; inkubatoru v laboratornich podminkach.
Experiment probihal ve dvou fazich, z nichz prvni béh byl uspésnéjsi z hlediska funkénosti
media, kdezto v druhém béhu doslo k zakaleni média a zhorSeni podminek pro kontrolu. V
experimentu bylo pouzito komeréni medium typu M199. Doslo ke kontroldm pH, byl pouzit
CO; inkubator pti teploté 23°C a pii koncentraci CO, 5% pro kultivaci misek s jedinci. Na
zéklad¢ toho byla zjiSténa Gspésna transformace glochidii v juvenily druhu Skeblice asijska

(Sinanodonta woodiana). Médium se v prubéhu kultivace neménilo.
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9  Ptilohy

Priloha 1 — Mlzi druhu Sinanodonta woodiana




Priloha 3 — Svételny mikroskop se zkoumanym vzorkem
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Priloha 4 — Zkoumana glochidia z misky A12
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Priloha 5 — Misky s kultivaénim médiem a glochidii pFipravené k presunu do CO;
inkubatoru




Priloha 6 — Vychozi data

Podil Podi_l Poc!il
. . |aktivnich| mrtvych
Misky ayienyoh juvenilu | juvenilu
gloc!\ i posledni|posledni
prvni den den den
Yo Yo Yo
A1l 7% 3% 11%
A2 5% 8% 6%
A3 9% 3% 3%
A4 5% 30% 2%
A5 13% 22% 2%
A6 8% 5% 19%
A7 3% 0% 14%
A8 13% 13% 7%
A9 7% 3% 9%
A10 9% 12% 5%
Alil 8% 0% 12%
A12 13% 3% 8%
B1 9% 34% 3%
B2 10% 5% 13%
B3 6% 8% 5%
B4 11% 8% 15%
BS 8% 4% 12%
B6 10% 0% 5%
B7 9% 4% 6%
B8 9% 3% 6%
B9 8% 22% 5%
B10 7% 8% 11%
B11 6% 1% 8%
B12 7% 1% 10%
C1 8% 14% 7%
c2 6% 7% 11%
C3 1% 11% 4%
C4 0% 6% 11%
C5 14% 13% 11%
Cé6 8% 17% 12%
C7 0% 9% 5%
cs8 14% 3% 5%
c9o 6% 9% 4%
c10 23% 4% 9%
C11 11% 1% 11%
c12 7% 6% 9%




