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Vyuziti mikrorespirometrie u sladkovodnich mlzi
Souhrn

Bakalarska prace je rozdelena na dvé ¢asti, a to na literarni resersi a experimentalni cast.
Literarni reSerSe se zabyva uvedenim testovaného druhu slavicky mnohotvarné
(Dreissena polymorpha (Pallas, 1771), pouzitého toxikantu (médi), technickym popisim
mikrorespirometrického zafizeni a konkrétnim studiim s vodnimi organismy. V posledni ¢asti
literarni reSerSe je popsana prevazna Cast fyziologie sladkovodnich mlzi, ktera je nutna
pro pochopeni souvislosti v respirometrickych vystupech.

Experimentalni prace je zaméfena na metodickou stranku mikrorespirometrie, konkrétné
na navrzeni riznych metod pro zlepSeni promichavani v mikrorespirometrickych jamkach.
Byly navrzeny 2 typy promichavani — kontinualni a preruSované, pti¢emz se pro vyssi efektivitu
do polovi¢niho poctu jamek umistila sklenéna kulicka o rozméru 3 mm. Aby se predeslo
zastinéni bodového senzoru, byl navrzen stoper — zardzka, kterd udrzovala mlze mirné
nade dnem jamky.

Nejprve bylo nezbytné navzorkovat jedince Dreissena polymorpha v terénu, nésledné
probéhla aklimatizace v laboratornich podminkach po dobu 5 dnt, a to zejména z hlediska
nastaveni experimentalni teploty. Po aklimatizacni periodé se mlzi Dreissena polymorpha
exponovali roztoku CuSOs po dobu 24 hodin a na zakladé mortalit se urcily hladiny médi
vhodné pro mikrorespirometrii. Celkem byly pouzity ¢tyfi  koncentrace médi,
a to 400, 800, 1600 a 3200 pg/l Cu*. Pro zachyceni vlivu koncentrace byli pouziti kontrolni
jedinci (0 pupg/l Cu?*Y), ktefi méli stejné podminky jako exponovani mlzi.
Celkem byla uskutecnéna Ctyfi métfeni. V 1. a 3. trialu se pouzilo kontinualni michani — orbitalni
michac byl zapnut po celou dobu méfeni. Ve 2. a 4. trialu bylo naopak pouzito prerusované
michéani — orbitalni micha¢ byl uvadén do chodu jen ve stanovené ¢asy meéteni.

Bylo zjisténo, ze méd’ v koncentracich 800 a 1600 pg/l Cu?* méla vyznamny vliv
na metabolismus. Spotifeba kysliku byla u exponovanych jedinci niz§i nez u kontroly,
coz poukazuje na poSkozeni organismu. Z hlediska vlivu michani nebyl nalezen zadny
signifikantni rozdil v pouzitych zptsobech.

Pritomnost kulicky meéla vyznamny vliv na respiraci, spotfeba kysliku byla niz§i a data
byla vice stejnoroda. Za nepfitomnosti kulicky byla zaznamendna vyssi respirace a vyssi
raznorodost v datech.

Tato prace prfina§i nové poznatky ohledné testovani invazniho druhu
Dreissena polymorpha v mikrorespirometrickém zafizeni Loligo Systems. Na zakladé
metodickych informaci 1ze provést dalsi experimenty s respiraci se zaméfenim na mensi druhy
sladkovodnich mlza, ¢i na juvenilni jedince.

Kli¢ova slova: Dreissena polymorpha, mikrorespirometrie, metabolismus, kyslik, méd’



The Use of Microrespirometry in Freshwater Bivalves

Summary

This bachelor thesis is divided into two parts: literature review and the experimental part.
The literature analysis focuses on the introduction of the tested species the zebra mussel
(Dreissena polymorpha (Pallas, 1771) and the toxicant used (copper), as well as the technical
descriptions of the microrespirometric equipment and specific studies of aquatic organisms.
In the last part of the literature review, most of the physiology of freshwater bivalves
is described, which is necessary to understand the context in respirometric output.

The experimental work focuses on the methodological aspect of microrespirometry,
specifically proposing different methods to improve mixing in microrespirometric wells. Two
types of mixing were suggested, continuous and intermittent, with a 3 mm glass bead placed
in half of the wells for greater efficiency. To avoid shadowing the sensor spot, a stopper was
designed to keep the bivalve slightly above the bottom of the well.

First, it was necessary to collect the Dreissena polymorpha specimens in the field,
followed by a 5-day acclimatization period in laboratory conditions, especially in terms
of experimental temperature settings. After the acclimatization period, the mussels were
exposed to the CuSOs solution for 24 hours and the copper levels suitable for microrespirometry
were then determined based on the mortality levels. A total of four copper concentrations
were used: 400, 800, 1600, and 3200 pg/l Cu®**. Control specimens (0 pg/l Cu?")
were used to plot the effect of concentration, while the conditions were the same as with the
exposed bivalves. A total of four measurements were performed. In trials 1 and 3, continuous
mixing was used — the orbital shaker was on for the entire measurement time. In contrast,
in trials 2 and 4 intermittent mixing was used — the orbital shaker was turned on at the specified
measurement times only.

It was found that copper at concentrations of 800 and 1600 pg/l Cu?* had a significant
effect on metabolism. The oxygen consumption was lower in the exposed specimens
than in the control group, indicating damage to the organism. In terms of the mixing effect,
there was no significant difference in the methods used.

The presence of the bead had a significant effect on respiration, the oxygen consumption
was lower, and the data were more homogeneous. In the absence of the bead, there were higher
respiration and greater heterogeneity in the data.

This thesis presents new knowledge about the testing of the invasive species
Dreissena polymorpha in the Loligo Systems microrespirometric device. Based
on the methodological information, future respiration experiments can be conducted focusing
on smaller freshwater bivalve species or juveniles.

Keywords: Dreissena polymorpha, microrespirometry, metabolism, oxygen, copper
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1 Uvod

Sladkovodni mlzi jsou nedilnou soucasti diverzity vodnich ekosytému, ale jejich vyskyt
a pocetnost jsou dany predevsim fyzikalné-chemickymi parametry vody (Shukla et al. 2018).
MIlzi mohou ovliviiovat struktury potravniho fetézce, a to predevsim tim, ze recykluji ziviny.
Premnozeni ¢i vymizeni vede k naruSeni rovnovahy ekosystéma (Pouil et al. 2021).
V nékterych zemich se vyuZivaji jako zdroj potravy, léki ¢i na produkci perel
(Shukla et al. 2018). M¢kké tkané ¢i schranky mlzi akumuluji antropogenni latky, coz muze
slouzit pro monitorovani zivotniho prosttedi (Shukla et al. 2018).

Akvatické systémy jsou ohrozeny jednak z hlediska znecisténi, tak i z hlediska hrozby
neptivodnich ~ druh.  Nazornym  piikladem jsou invazni druhy  vyskytujici
se v Ceské republice, a to slavitka mnohotvarna (Dreissena polymorpha (Pallas, 1771),
Skeblice asijskd  (Sinanodonta woodiana (1. Lea, 1834) a korbikula asijska
(Corbicula fluminea (O. F. Muller, 1774). Invaze jsou Casto bez povSimnuti, ale pusobi
obrovské Skody na napadenych ekosystémech. Odstranéni téchto druht z prostiedi
je jiz nemozné. Mezi U¢inné metody potlaceni patfi informovanost vefejnosti o identifikaci
druht. Opatrnost pii pfevozech nasad ryb je dal§im kliCovym faktorem prevence, nebot ryby
mohou byt infikovany larvami mlz (Beran 2017). Dal§im ohrozenim jsou antropogenni latky,
které jsou produkovany lidskou cinnosti. Ty ohrozuji zejména zdravi organismu
(Boyd et al. 2023).

Z hlediska detekce polutantd se daji mlzi efektivné vyuzit pro biologické systémy
vCasného varovani, a to diky jejich filtracnim schopnostem, citlivosti na znecistujici latky,
dlouhovékosti a vysoké pocetnosti. V ekotoxikologickych studiich prevladaji dva sledované
parametry — Cetnost otevirani lastur méfena pomoci elektromagnetickych metod a srdecni
aktivita, ktera je méfena pomoci fotopletysmografie, ktera funguje na principu prostupu
infraCerveného svétla (Vereycken & Aldridge 2023). Co se tyka vlivu na organismus,
tak mezi mefitelné znaky zdravi se fadi rychlost metabolismu, ktera souvisi s zivotnim tempem.
Rychlost metabolismu lze definovat jako vyuziti energie a jeji pfemeny, které se napfi¢ druhy
lisi (Pettersen et al. 2016). V dusledku ptiisobeni xenobiotik je organismus zatizen a energie,
kterd je nutna pro reproduk¢i procesy, je vyuzita na biotransformaci a bunécné opravy
(Boyd et al. 2023). Jednou z moznych metod pro nepfimé mefeni metabolismu je mira spotteby
kysliku (Varshney et al. 2022; Pettersen et al. 2016).

Mira spotieby kysliku je dilezitym ukazatelem stavu organismu. Pokud mnozstvi kysliku
klesne pod normoxickou hladinu (béznou), jedna se o hypoxii. Vodni organismy jsou schopné
se proti hypoxii ubranit snizenim rychlosti metabolismu a snizenim lokomoce. Naopak zvyseni
spotieby kysliku je pfimym méfitkem stresu (Varshney et al. 2023). Uginnou metodou
pro meéfeni spotieby kysliku je respirometrie. U menSich organismi se uplatiuje
mikrorespirometrie, kde nachdzi vyuziti zafizeni od firmy Loligo Systems, ktera nabizi
nedestruktivni metodu pro méfeni dychani individualnich organismi v Case.



2 (il prace

Hlavnim cilem bakalarské prace bylo pouziti mikrorespirometrie u sladkovodniho mlze
mensich rozmért za pusobeni bézné se vyskytujiciho toxikantu v riaznych koncentracich.

Uplatnilo se zde zafizeni Loligo Microplate Respirometry System. Diraz byl kladen
zejména na metodickou stranku mikrorespirometrie. Konkrétné navrhnuti rdznych metod
pro zlepsSeni promichavani v mikrorespirometrickych jamkach a porovnani jejich efektu
mezi sebou.

V zavéru prace bude vyhodnoceni naméfenych vysledka.



3 Literarni reSerse

Literarni reSerSe je rozdélena do nékolika kapitol, které se postupné vénuji druhu
a pouzitétmu toxikantu k experimentu. Déle zde popisuji technické parametry
mikrorespirometrického zafizeni a v dalsi kapitole uz pojednavam o konkrétnich pokusech
na akvatickych organismech. V neposledni fad€ jsem zahrnula rozsahlou kapitolu o fyziologii
sladkovodnich mlzi, diraz byl kladem zejména na podkapitoly o metabolismu.

3.1 Slavicka mnohotvarna (Dreissena polymorpha)

Dreissena polymorpha je v CR povazovana za nepavodni a nebezpeény invazni druh.
V oblasti Moravy je pravdépodobné puvodni, pochazejici z ponto-kaspické oblasti
neboli z dolnich tsekdi Cerného a Kaspického moie. U povodi Labe doslo k introdukci
z Némecka, zejména lodni dopravou (Beran 2018).

Velikostné se jedna o mensiho mlze, kdy lastura dosahuje délky 2,6-3 (az 5) cm,
Sitky 1,3-1,5 cm a tloustky az 1,7 cm (Beran 2018). Lastura je trojhranného tvaru
s tmavohnédymi klikatymi ¢arami (Beran 2018). Vyvoj probiha pfes neparazitickou plovouci
larvu zvanou veliger. U druhu Dreissena polymorpha doslo k redukci jednoho svéraciho svalu,
tim dochazi k otevirani lastury smérem nahoru. Noha, ktera u mlzi slouzi k ryti,
je také redukovana (Horsak 2013). Do moznych mist vyskytu fadime pomale tekouci, stojaté
nizinné vody nebo umélé nadrze (Horsak 2013). Obecné obyva mnoho druhii stanovist
jako vétsi teky, piskovny, lomy, piehradni nadrze, kde Zije pfisedlym zpusobem zivota
(Beran 2018). Vyhledava spise méné organicky zatizené vody, to znamena, ze s narustajici
eutrofizaci mizi 1 jeji pole vyskytu. Dnes ji povazujeme za druh silné pfemnozeny zejména
v fece Labi (Horsak 2013).

Nebezpeci tkvi vtom, ze se ve vodach sptuvodnimi druhy dokaze vyskytovat
v obrovskych populacnich hustotach. Priseda na schranky, napiiklad velevrubu nebo skebli
v blizkosti pfijimaciho otvoru a znesnadniuje tak vyménu vody, dychani a pfijem potravy
(Burlakova et al. 2022). Dal§im negativnim vlivem podle Kuse et al. (2021) jsou technické
problémy souvisejici s vyskytem, jako zvySena koroze povrcha spojena s nemoznosti Cisténi,
nepruchodnost chladicich zafizeni a stim spojené riziko prehiati a dale znemoZznéni
pruchodnosti potrubi. Beran (2018) ve své praci uvadi, ze zvySena koroze muze byt zptisobena
bakteriemi mezi pruznymi nitovitymi vlakny (byssovymi vlakny), pomoci nichz se Dreissena
polymorpha ptichycuje k podkladu. A to z divodu, Ze tyto bakterie produkuji acidifikujici
latky.

Pti vysokych populacnich hustotach déale ovliviiuji lodni dopravu a rybatstvi, kdy dochazi
k portstani Casti lodi a rybafskych siti. V neposledni fad€ hrozi riziko poranéni clovéka
pfi koupani (Beran 2018). Ditrich et al. (2010) predstavuje fakt, ze mlzi druhu Dreissena
polymorpha mohou byt pozitivnim prvkem prostiedi jako filtratofi nebezpecnych patogend.
V jejich experimentech se zaméfili na dva invazni druhy, a to slavicku mnohotvarnou
(Dreissena polymorpha) a Skeblici asijskou (Sinanodonta woodiana). Zjistili, ze oba druhy
ucinné filtruji oocysty kryptosporidii, ale jde o dlouhodoby proces. K odstranéni v systému
doslo po 22. dni a s klesajici teplotou klesala i rychlost odstrafiovani (Ditrich et al. 2010).
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3.2 Méd

Meéd’, jakozto zastupce tézkych kovi je pro vodni organismy silné€ toxicka latka
(Hartman et al. 2005). Pfirozené se vyskytuje ve formé sulfidi (chalkopyrit a chalkosin)
a diky rozkladu se tak mize dostavat do podzemnich vod (Kopp et al. 2015).

Do vod se dostava méd’ 1 antropogenné, a to z odpadnich vod. Prikladem takového
zneCisténi jsou povrchové apravy koviu a zeméedé€lstvi, ve kterém se hojné€ vyuZzivaji pesticidy.
Mezi neopomenutelné zdroje patii atmosférické spady v okoli hutnich zavodd, voda
zmédnatych sttech a okapl. Ve vodé se mize vyskytovat viontové formé Cu?*,
hydroxokomplexi a uhliCitanovych  komplexti. Toxicita meédi je ovlivnéna
zejména rozpustnosti dané slouceniny. Pokud bude slou¢enina malo rozpustna ¢i nerozpustna,
nedochazi k pronikani do organismu (Kopp et al. 2015). Toxicita médi se snizuje pii vySSim
obsahu organickych latek a pfi vys§im pH a KNK (kyselinova neutraliza¢ni kapacita),
kdy dochézi k vytvareni mélo rozpustnych slouc¢enin (Hartman et al. 2005). S délkou expozice
stoupa 1 akutni toxicita (Kopp et al. 2015).

Pokud se ve vodach vyskytnou vysoké koncentrace médi, dochazi tak k naruSeni
homeostaze sodiku a ovlivnéni celkové funkce zaber. Pii vysokych davkach médi v pfijaté
potravé negativné pusobi na travici enzymy, prerusuje se jejich funkce a je inhibovana vazba
na proteiny. Za nejcitlivéjsi organismy jsou povazovani vodni mékkysi (Kopp et al. 2015).

V predeslych letech se v rybarském odvétvi hojné uzival piipravek Kuprikol 50
k odstrafiovani sinic, vegetatniho zakalu a jako antiparazitikum. U¢innost Kuprikolu je zavisla
na celé skale faktort, stejné jako toxicita médi, je tedy velice obtizné urCit aplika¢ni davku.
Vzhledem k problematické davce a toxicité pro vodni ekosystémy byl tento pfipravek zakazan
(Kopp et al. 2015). DalSim hojné vyuzivanym algicidnim piipravkem je siran médnaty.
Vyuziva se zejména pro regulaci rustu sinic, zelenych fas a rozsivek. Pro vodni mékkyse
jsou letalni koncentrace kolem 15 pg/l (Kopp et al. 2015). Podle zékona ¢. 61/2003 Sb.
v platném znéni je maximalni pfipustna norma u povrchovych vod 14 pg/l (Kopp et al. 2015).
V roce 2017 doslo k prepracovani 19 let staré normy kvality vod —Klasifikace kvality tekoucich
povrchovych vod za ucelem revize (Hanslik et al. 2017). Nové stanovené hodnoty médi
pro jednotlivé tiidy jakosti vody jsou uvedeny v Tab. 1.

Tab. 1 Stanovené normy pro jednotlivé tfidy kvality tekoucich povrchovych vod

L. II. II1. Iv. V.
nezneciSténa mirné znecisténa silné velmi
voda znecisténa voda znecisténa silné
voda voda znecisténa

voda
meéd

(celkovy vzorek) <5 <15 <30 <60 > 60
[ng/l]
meéd

(rozp. faze) <3 <8 <16 <32 >32
[ng/l]

Zdroj: Vodohospodatské technicko-ekonomické informace (2017)
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3.3 Technické parametry mikrorespirometrického systému

V této kapitole se zaméfime na charakteristiku a popis zafizeni od firmy Loligo Systems
(Loligo systems 2023).

3.3.1 Popis systému

Mikrorespirometricky systém meéfi individualni dychani v realném case u mensich
organismu. Jako jsou napfiklad jikry dania pruhovaného (Danio rerio (Fowler, 1934), hrotnatky
(Daphnia), obecné se jedna o embrya ryb, anebo hmyz octomilky (Drosophila), ¢i hlistice
(Caenorhabditis). Lze tedy testovat jak terestrické, tak i vodni organismy. A to na zaklade
24-kanalkového optického fluorescenéniho zafizeni pro snimani kysliku (Turner et al. 2019).
Organismy jsou individualné umistény do vzduchotésnych sklenénych komirek o objemu
80-1700 ul na jednu jamku (Loligo systems 2023). Zde dochazi k méfeni rychlosti spotieby
kysliku v Case. V kazdé jamce je umistén neinvazni, nedestruktivni a opakovatelné pouzitelny
bodovy senzor, ktery 1ze znovu kalibrovat a sterilizovat pro vice pokusi. Desticka a Ctecka
se umistuji do inkubatoru pro regulaci teploty, nebo do prato¢né vodni lazn€, nebo se pouzije
obe&hové Cerpadlo s chlazenim (Turner et al. 2019; Loligo Systems 2023). Horni ¢ast desticky
se prekryva nejdiive PCR folii a poté mé€kkym silikonovym tésnénim (Turner et al. 2019).
Ke CteCce lze fetézove pripojit az 9 dalsich CteCek a timto je mozno méfit spotiebu kysliku
az ve 240 jamkach z jediného pocitace. Postup je takovy, ze se na prvni ¢tecku napoji pomoci
kabeld dalSich 9 c¢teCek, docilime tedy celkového pocCtu 10x24=240 jamek -celkové
(Loligo systems 2023).

3.3.2 SDR c¢tecka

SDR c¢teCka je zafizeni slouzici k detekci kysliku ¢i pH. Hodnoty se odecitaji
pres pruhledné dno mikrodesticky. Pfistroj je opatien 24 integrovanymi senzory
(Presens Precision Sensing 2023).

3.3.3 Orienta¢ni ram desticky

Ramecek se priklada tésné¢ ke cCteCce, aby udrzel sklenénou destiCku na misté
tak, aby bylo 24 jamek pfresné¢ vycentrovanych pfimo nad 24 svételnymi LED zdroji
pro optimalni snimani. Ram je uren pro systémy, kde se vyuziva inkubator, neni potieba
pokud se k regulaci teploty pouziva pruto¢na vodni lazen (Loligo systems 2023).

3.3.4 Sklenéna desticka

Mikrodesticka s 24 jamkami je urCena pro méfeni respirace u drobnych organismti. Kazda
jamka je osazena bodovym senzorem a umoziuje tak neinvazivni optické méfeni kysliku
po umisténi desticky na specialni ¢tecku. Z hlediska materialu se jedna o borosilikatové sklo.
Desticka je k dostani sraznymi objemy jamek, a to: 80, 200, 500, 940 a 1700 pl.
Dle toho se da meéfit respirace u ruzné velkych organismi. Rozmér desticky je vzdy
120 x 80 (délka/sitka), vyska se méni u jednotlivych objemu, viz Tab. 2. Senzory se daji vycistit
chlorem ¢i ethanolem mezi jednotlivymi pokusy (Loligo systems 2023).
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Tab. 2 Technicka data jednotlivych sklenénych destic¢ek dostupnych na webovych strankach
Loligo Systems

Objem jamky (ul) 80| 200 | 500 | 940 | 1700
Délka (mm) 120 | 120| 120] 120 120
Sitka (mm) 80 80 80 80 80
Vyska (mm) 7 9 12 14 17
Vnitini pramér jamky (mm) 4,5 6 8 10 12
Hloubka jamky (mm) 5 7 10 12 15

Zdroj: Loligo Systems (2023)

3.3.5 Silikonovy blok

Mekka silikonova podlozka slouzi jako kompresni té€snéni respirometrickych jamek
desticky. Je vyrobena z netoxického silikonového materialu. K vyc€isténi je doporuceno pouzit
mydlo (Loligo systems 2023).

3.3.6 Kompresni blok

Blok se umistuje na mekké silikonové tésnéni, dojde tak k dostatecnému tlaku
pro vzduchotésné utésnéni (Loligo systems 2023).

3.3.7 Dopliikovy material

3.3.7.1 Nahradni bodové senzory

Senzory jsou kompatibilni se v§emi typy mikrodesticek (objemy 80-1700 pl). Lze jimi
nahradit po§kozené ¢i vybledlé senzory v desti¢ce (Loligo systems 2023).

3.3.7.2 Programovatelny michac

Jedna se o programovatelné tiepaci zafizeni s tfemi typy pohybu, konkrétné s orbitalni
3D rotaci, reciprocnim 3D pohybem a jemnym vibra¢nim kyvanim ploSiny. Tyto 3 typy pohybt
1ze spustit samostatné, nebo parove, i se sekvence vSech tii pohybti mize periodicky opakovat.
Plosina je protiskluzova a teplotné odolna, tim zajist'uje stabilni polohu umisténych objekta
béhem tiepani. Pracuje v teplotnim rozmezi od +4 °C az +40 °C. Umoziuje pouzivani
v inkubatorech a v chladicich mistnostech. Pomoci tohoto zafizeni se da docilit michani média
uvniti' sklenénych jamek, kdy pro optimélni ucinky se doporucuje 3D orbitalni typ rotace
(Loligo systems 2023).

3.3.7.3 Vodni lazen na desticku

Vodni lazen slouzi k provedeni pruto¢né mikrorespirometric pro jednu desticku,
kdy tésn¢ priléha ke CteCce a zajistuje tak, ze 24 senzoru piesné€ doseda na 24 LED svételnych
zdroju. Na desticku musi byt nanesena PCR folie, silikonovy blok a kompresni blok. Lazen
ma dva vstupy pro pfipojeni chlazené ¢i ohfivané vody nad destickou, coz umoziiuje meéteni
rychlosti respirace pfi jakékoli pozadované teploté (Loligo systems 2023).
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3.3.7.4 PCR tésnici folie

Hlavni funkci PCR folie je utésnéni mikrodestiCky. Mezi dal§i funkce patii zabranéni
rozliti, zneCisténi a snizuje odparovani vzorku. Mezi posledni doplitkové vybaveni patii valecek
pro lepsi nanaSeni tésnici folie (Loligo Systems 2023).

3.4 Vyuziti mikrorespirometrie u vodnich organismi

3.4.1 Jikry ryb

Varshney et al. (2022) vyuziva mikrorespirometrii ke zji§téni vlivu organickych slocenin
6PPD a 6PPDQ na spotiebu kysliku. Coz slouzi jako nepfimy faktor pro méfeni vykonnosti
metabolismu jiker ryby Danio rerio. Organické slouceniny 6PPD a 6PPDQ jsou pouzivané
pro vyrobu pneumatik. Produkce pneumatik je celosvétove na vysoké urovni, tak neni slozité,
aby se mikrocastice téchto slouCenin dostaly do vodniho prostiedi. Embrya byla 96 hodin
exponovana dohromady 8 koncentracim (0, 1, 10 a 25 pg/l) a pro srovnani byla vzdy vymezena
skupina kontrolnich jiker, které byly v Cisté vodé. Systém byl nakalibrovan 24 hodin
pfed méfenim. Méfeni trvalo 3 hodiny a systém byl po celou dobu uzavien v inkubatoru.
Vysledky naznacuji zvySujici se trend respirace se zvySujici koncentraci toxikantt.
A ackoliv srde¢ni aktivita byla niz§i, rychlost spotfeby kysliku byla vyssi. To bylo odivodnéno
kompenzaci ve prospéch uspokojeni kyslikové potreby. V prostiedi byly evidovany
koncentrace kolem 1 pg/l, avSak bylo zjisténo, ze to nemélo zadny vliv na zvolené fyziologické
parametry (Varshney et al. 2022).

Studie Rothe et al. (2021) se zaméfuje na Siroce testovany druh Danio rerio. Pokus
se tyka mikropolutantd v odpadnich vodach, kdy konstatuji fakt, ze se latky dostavaji
do vodnich ekosystémti a maji nepfiznivy vliv na ryby ¢i na dalsi akvatické organismy.
Proto testovali ptsobeni ozonizace na rizné typy odpadnich vod. Nejsou zde uvedeny zadné
nevyhody z hlediska metodiky. Avsak bylo zdiraznéno, ze dychani patii mezi citlivé ukazatele
testd ekotoxicity rannych stadii ryb a mize pfinést hodnotné informace. K samotnému pokusu
se pouzila desticka o jednotlivém objemu jamky 80 pl, kterd byla po celou dobu méfeni
uchovana v inkubéatoru a kazdé osetieni bylo provedeno ve 3 opakovanich. Vysledkem bylo
zjisténi, ze jikry vystavené odpadni vodé mely vyssi respiraci nezli kontrola. Proto doporucuji
dalsi testovani a moznost zafazeni respirace do testd akutni toxicity provadénych na jikrach
(Rothe et al. 2021).

Louhi et al. (2023) zminuje, ze kdyz bude juvenilni jedinec vystaven environmentalnim
stresoram, tak poté dojde k dalSim efektim i1 v pozdéjSich fazich zivota. A proto se zaméfili
na lososovitou rybu, a to pstruha obecného (Salmo trutta (Linnaeus, 1758). Nejdiive bylo
manipulovano s podminkami stanovis§t€¢ a poté byly jikry inkubovany v riznych typech
substratu. Jikry byly umistény do desticky o objemu jednotlivych jamek 2700 ul. Desticka byla
vlozena do 40 litrové vodni 1azn€ pro udrzovani konstatni teploty. Méfeni bylo ukonceno,
kdyz saturace klesla pod 75 % nasyceni. Zavérem studie bylo zji§téni, ze stres ziskany
v rannych fazich se projevil i pozd¢ji. Juvenilni jedinci byli mensi a méli oproti nestresovanym
jedincim vys$s§i metabolismus (Louhi et al. 2023).

Martin et al. (2020) zkoumal teplotni toleranci jiker lososa cCavyCa (Oncorhynchus
tshawytscha (Walbaum, 1792). V pocatecnich hypotézach bylo zminéno, ze s rostouci teplotou
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prostiedi stoupa i rychlost metabolismu. Nartsta tak spotieba kysliku a také se ukazuje,
jak omezeni kysliku ovliviiuyje charakter embrya. Pro méfeni se zvolila teplotni Skala,
do které se wvybraly teploty 12; 14,5; 17 °C; jednou tydné po dobu ¢tyf tydnd.
Kromé toho se provedly tii pokusy pfi 8 °C, aby byla pokryta vétsi §kala teplot a vytvoril
se rozsahlejsi odhad teplotni zavislosti na rychlosti metabolismu. Pfed kazdym pokusem
byla béhem 30 minut teplota vyrovnana na teplotu experimentalni. Nasledné se jikry prevedly
do sklenéné desticky o objemu 1,7 ml (1700 pl). K udrzeni teploty byla pouzita prutocna lazen
pripojena k vysoce pifesnému systému fizeni teploty (regulator + ob&éhové Cerpadlo). K zajisténi
promichavani se do kazdé jamky umistila magnetickd tyCinka se sklenénym povrchem
o pruméru 6 mm, nasledné se cely systém polozil na magnetickou michaci desku. Aby nedoslo
k poruseni jiker magnetickymi ty¢inkami, bylo nutné vlozit tenka sita z nerezové oceli 6 mm
nad dno jamky. Tento systém umoznil dost mista pro fungovani ty¢inek a zaroven pro umisténi
jiker. Pro kazdy experimentalni béh bylo nahodné vybrano a rozmisténo 12-16 jiker, pfi¢emz
ostatni jamky zustaly prazdné (kontroly). Desticka byla mezi jednotlivymi pokusy
dezinfinkovana zfedénym bélicim roztokem. Kyslik byl zaznamenavan v intervalech
po 4 sekundach. K zaznamenavani dochazelo do doby, kdy obsah kysliku klesl pod 10 %
nasyceni. Béhem experimentu dochézelo k vizualni kontrole funkénosti systému promichavani.
Kazdajamka, kde se magneticka tyCinka prestala otaCet byla vylouCena z analyzy. Pti teplotach
8-17 °C se rychlost metabolismu pfiblizné zdvojnasobila. Metoda podporuje hypotézy
a neuvadi zadné nevyhody pfi méfeni (Martin et al. 2020).

Pasparakis et al. (2016) zkoumali vliv ropné expozice, teploty a embryonalni faze
u motského druhu ryby zlaka nachového (Coryphaena hippurus (Linné, 1758)). Studie
byla provedena z mnoha divodul, a to ze se Coryphaena hippurus fadi mezi pelagické ryby
a jeho jikry se vznaSeji v hornich vrstvach vodniho sloupce a jsou tedy pfimo vystaveny
pusobeni ropnych latek jako PAH (polycyklické aromatické uhlovodiky). Ve spojeni s dal§imi
stresory jako UV zafeni a teplotnim stresem se jedna o velice nebezpecnou latku pusobici
v moiskych systémech. Celkem byly provedeny dvé zkousky, jedna po 24 hodinové expozici
a druha béhem dne pfed vykulenim, aby se prozkoumalo i pozdési puasobeni.
Mimo to se také zkoumal vliv zvySujici se teploty. Jikry byly umistovany do objemu
125 a 200 ul jednotlivych komurek, vykuleny pladek byl umistén do objemu 650 pl. Nasledné
se desticka vlozila do pritoc¢né 1azné a cely systém byl uzavien v inkubatoru. 3-4 jamky byly
ponechany jako kontrolni buiiky pro bakterialni korekci. Hodnoty, které klesly pod 70 %
saturace byly vyfazeny z datasetu. Vysledky studie dokazuji, ze ropné oleje maji vliv
na metabolismus a na poc¢atecni kuleni plidku. Oslabeni v pocatecnich fazich zivota mize mit
dopad na celou populaci. Vzhledem k poskozeni srdce pozorovaného pii meéfeni
se nepiedpoklada pozd&jsi preziti, nebo minimaln€ dochézi k horsi funkci obehového systému.
Metoda tedy podporuje pocatecni hypotézy (Pasparakis et al. 2016).

3.4.2 Mizi

Nel et al. (2023) porovnavali okamzitou odezvu metabolismu mezi druhy
moiskych mlzi slavka karibska (Perna perna (Linnaeus, 1758) a slavka stfedomotska
(Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819) po usednuti, tedy jednalo se o juvenilni jedince.
Kondice, abiotické faktory a metabolicka citlivost jsou dulezitymi prvky pro pochopeni
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dynamiky spole¢né se vyskytujicich druhti. Mladsi jedinci jsou povazovani za fenotypoveé
plasti¢téjs§i z hlediska teploty. Pod stereomikroskopem doslo k vybrani zdravé vypadajicich
mlza s reakci na podnéty uzavienim lastury. Testovani jedinci byli pfed méfenim lacnéni
18-24 hodin. Zde byla pouzita desticka o objemu jednotlivych jamek 80 a 200 pl. Desticka
byla po celou dobu méfeni ponofena v pruto¢né lazni vybavené teplotnim Cidlem. Cely systém
byl uchovéan ve tmé. Méfeni bylo snimano kazdé 3 minuty a k ukonceni doslo, kdyz hladina
klesla pod 60 % saturace. Zavérem je uvedeno, ze jedinci obou druht jsou teplotné plasticti
a dokazou se pfizpusobit novym teplotnim rozhranim. Zaroven je navrzeno, aby se budouci
studie zaméfily na termoregulacni schopnosti v riznych ro¢nich obdobich (Nel et al. 2023).

Fluharty (2019) se ve své diplomové praci zaméfuje na méteni respirace u glochidii druhu
Ligumia subrostrata (T. Say, 1831) z hlediska efektu zvySujici se teploty. Konstatuje,
ze modely predpovidaji otepleni planety az o 0,2 °C za kazdé desetileti, coz je nepiiznivé
zejména pro vodni ekosystémy, kde je mnozstvi rozpusténého kysliku nepfimo umérné teplote.
Glochidia byla odebrana od 4-5 samic, kdy byly vyjmuty zabry a pfeneseny do kadinky
naplnéné vodou. Zabry byly proplachnuty za pomoci stiikacky. Poté byla glochidia
ve vodé rozmichana, aby doslo k vytvoreni homogenni smeési. Z toho se odebral 1 ml,
ktery mél dle propocti obsahovat 2000 glochidii. Ke kazdému stanoveni slouzily 3 jamky,
které byly nahodné vybrany. Nékolik jamek zistalo naplnéno pouze vodou pro sledovani
bakterialni spotieby. Po vlozeni glochidii se desticka utésnila pfes horni okraj pro zabranéni
vzniku vzduchovych bublin. Cely systém byl pienesen do prutocné vodni lazné€. Vodni lazen
s destickou byly umistény na michaCku, aby bylo zajisténo promichavani v komarkach.
Snimaci intervaly byly nastaveny na kazdych 15 sekund, pokus byl ukoncen, kdyz nasyceni
kleslo pod 0,5 mg/l kysliku. V zavéru je diskutovano, ze doslo k linearnimu nartstu spotieby
kysliku s teplotou (Fluharty 2019).

Agrawal & Jurgens (2023) se zabyvaly pusobenim asynchronnich stresort na moisky
druh ustfice virzinska (Crassostrea virginica (Gmelin, 1791). K méteni byly pouzity desticky
o velikosti 500 a 1700 ul, do kterych se na zakladé velikosti umistili dani jedinci. Celkem
bylo obsazeno 16 jamek a zbylé slouzily ke sledovani mikrobialniho rozkladu. Nakonec
potvrdily, ze rozklad je zanedbatelny. Intervaly byly nastaveny na 5 sekund. Méfeni probihalo
1 hodinu, nebo do doby, kdy se spotiebovalo 30 % celkového kysliku. Nejvyssi spotieba
kysliku byla prokazana u mlzi vystavenych nizké salinité a pfi kombinaci vyssi teploty a nizké
salinity doslo k lehkému sniZeni spotfeby. Pokud by k takovym procesim dochazelo ve volné
ptirod€, pocty mlzi tohoto druhu by se vyrazné snizily (Agrawal & Jurgens 2023).

Studie Schwaner et al. (2023) se zabyva vlivem zvySeného parcialniho tlaku oxidu
uhlicitého na organismus mlze Crassostrea virginica. Pro kazdé oSetfeni byla k dispozici
4 opakovani. Pii méfeni byla pouzita desticka o jednotlivém objemu jamek 500 ul. Ke zméteni
pozadové mikrobidlni spotieby se vybrala jedna jamka, dalsi dvé jamky byly pfipraveny
pro kontroly. Desticka s mlzi byla ponotfena do vodni 1azné s fizenou teplotou a nasledné doslo
k zakryti, aby se zamezilo ovliviiovani senzort svétlem. Kazdych 15 sekund se snimal obsah
kysliku v jamce. Zavérem bylo dokazano, ze zvySeni parcialniho tlaku CO> zpusobilo zvySenou
respiraci rannych stadii. Mimo to se mobilizovaly energetické zasoby, aby se predeslo stresu.
Domnivaji se, ze pfesuny energie jsou adaptacni strategii (Schwaner et al. 2023).
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3.4.3 Sladkovodni krevety

Kucera et al. (2022) fesi vliv mikroplastickych cCastic polystyrenu na chovani
a fyziologické reakce u krevetky sladkovodni (Neocardina heteropoda (Haan, 1844) béhem
l4denni expozice. K méfeni byla pouzita desticka o objemu 1600 ul. Systém byl po dobu
meéfeni uzavien v zatemnéném inkubatoru. V desticce bylo 10 exponovanych a 10 kontrolnich
krevet. 4 jamky byly ponechany pro mikrobialni respiraci. Krevety ztstaly vétSinou nehybné
pfed 1 po méfeni. Vysledky méfeni ukazaly, ze krevety vystavené Casticim mély snizeny
standartni metabolismus a pozménéné vzorce bé&€zného chovéani. Zmeény v metabolismu
jsou srovnatelné s oxidativnim stresem, ktery lze popsat jako poruchu mezi produkci
reaktivnich forem kysliku a antioxidanty, které ochrafuji tkan€ pied poskozenim
(Kucera et al. 2022).

3.5 Fyziologie sladkovodnich mlzi

Tato kapitola se vénuje popisu fyziologickych pochodl, k tomu je ¢asteCné nutno
pochopit anatomii mlzi, ktera je vizualn€ popsana na Obr 1. Na obrazku je znazornéna obecna
organova soustava neboli morfologie mékkych tkani, ktera se podle McMahon & Bogan (2001)
napfi¢ znamymi skupinami mlzi pfili§ nelisi. Naopak morfologie schranek se u mlzii v ramci
skupin li§i (McMahon & Bogan 2001).
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Obr. 1 Anatomie sladkovodnich mlz( (Horsak et al. 2013)

3.5.1 Lastury

Plast mlzd zajistuje velice dilezitou funkci, a to prvotni vyluCovani materialu,
ze kterého se nasledné tvofi schranka. Tato latka je zpocCatku mekka a poté tvrdne
(McElwain & Bullard 2014). Lastury mlzi sestavaji ze 3 vrstev: vnéjs$iho periostraka
(organicky povlak), sttedniho vapenitého plasté (prismatické vrstvy) a vnitini perletové vrstvy,
kterda obsahuje CaCOs (Shukla et al. 2018). Periostrakum nepropousti vodu. Na povrchu
periostraka se nachazi vrstva konchiolinu zabraruje rozpousténi CaCO3 ve vodach chudych
na vapnik. Perletovd vrstva je neustale aktivni, a tak dochazi ke ztlousténi schranky,
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¢imz se zvysuje hmostnost mlzi (McMahon & Bogan 2001). Ca?>* a HCO; jsou nezbytné
pro tvorbu lastur, a tak jsou pfijimany pies télni epitel do hemolymfy. Kalcifikace je spojena
s metabolickymi funkcemi a nepfetrzitym pomalym vstfebavanim iontd v prabéhu roku.
Rychlost ristu lastur je velmi zavisla na ro¢nim obdobi, kdy na jafe a v 1ét€ jsou nartsty vyssi
a na podzim a v zimé niz§i (Lopez-Lima et al. 2008). Zavienou lasturu definuji dva svaly,
a to predni a zadni svéraci sval. Pii otevirani se tyto svaly uvoliuji (Ahmmed et al. 2021).
Sifony jsou redukované a nazyvaji se nepravymi, nékdy i chybi. U mofskych druht nalezneme
pravé sifony (McMahon & Bogan 2001). Pfi poruseni lastury ¢i dlouhodobé expozici polutantt
dochazi ke zménam ve struktute. Tvar schranky je castecné prizpiisoben podminkam prostredi,
ve kterém se mlzi nachdzi. Schranky maji Casto ztloustlou vrstvu v okoli vrcholu
(Spann et al. 2010).

3.5.2 Cévni soustava

Mlzi se tadi mezi organismy s otevienym ob¢hovym systémem. To znamena,
ze hemolymfa neni uzaviena v cévach. Srdce mlzi je tiikomorové. Hemolymfa se sklada
z hemocytli a je roznasena cévami do celého téla, konkrétné¢ do dutin, zde omyva tkané
a pronikad do nich (McElwain & Bullard 2014). Poté se pfes zabry vraci do srdce. Pres zabry
se hemolymfa okysliCuje a prochazi dale pres plast, odtud do ledvin, a nakonec do predni
a zadni cévy. Déale se dostava 1 do menSich cév, vCetné pallidlnich tepen a do svalnaté nohy.
Sekundarni tepny se déli na mnoho mensich cév, které vedou do dutin, kde dochézi k bunécné
vymeéne zivin, plynt a odpadnich latek. Hemolymfa oprosténa od kysliku je odvadéna z télnich
dutin a organt do plaste Zzaber, aby doSlo k okysliCeni a zavedeni znova do srdce.
Mlzi nemaji barviva pro prenos kysliku, namisto toho je Oz obsazen napfimo v lymfé
(McMahon & Bogan 2001).

3.5.3 Zabry

Funkce zaber u mlza je jednak k vymeéné plyna a také k filtrovani potravy, coz je hlavni
zpusob ziskavani potravy. Zabra jsou v soustavném kontaktu s vodou, a tak jsou nachylna
na zneCisténi (Zhang 2023). Z tohoto divodu mohou byt mlzi specifickymi bioindikatory
zneCisténi vodnich ekosystémi. Yologlu (2019) ve své praci udava, ze zmény v aktivitach
ATP (adenosindifosfat) mohou byt varovnym signalem poskozeni, které bylo zpiisobeno praveé
zneCisténim prostiedi. Snizeni ¢i zvySeni aktivity ATP (zpusobené polutanty muize vést
k nepfiznivym vlivim na organismus. Navic mohou tyto zmény odrazet poruchy
fyziologickych procesi. Na®/K*-ATPaza se uplatiuje zejména jako iontova pumpa,
ktera se podili na udrzovani membranového potencialu a osmotické rovnovahy. Mg?*-ATPaza
je spojena s energetickym metabolismem a inhibice tohoto enzymu vede k degradaci oxida¢ni
fosforylace. Také uvadi, Ze pusobeni pesticidi inhibuje aktivitu celkové ATPazy
(Yologlu 2019). Kazda zabra se sklada z vnitfniho a vnéj§iho demibranchia. Strukturarné
se jedna o mnoho dlouhych a tenkych vlaken, ktera nesou fasnaté struktury ve dvou radach.
Tvarové pfipominaji pismeno W (Freitas et al. 2022). Respiratorni a potravni pochody
jsou zajistovany bocnimi fasinkami, které se nachazi pobliz predniho svéraciho svalu
(Kofinkova 2007). Rasinky vhani vodu do inhalaéniho otvoru pies sifon a pres ostie do vodni
trubice. Z vodni trubice proudi do exhala¢niho otvoru. Zatimco je voda pohanéna laterarnimi
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fasinkami, mnozstvi vody je kontrolovano ostiemi (McMahon & Bogan 2001). Stahy hladké
svaloviny zaji§t'ujici pohon vody ma pod kontrolou nervova soustava, kde dominuji serotonin
a dopamin (Canesi et al. 2022).

Predpoklad je takovy, Zze juvenilni mlzi maji jednodus§i strukturu zaber,
a tak nejsou schopni filtrovat suspenze. Namisto toho je pravdépodobné vétSina Castic
zachycovana pomoci fasinkové nohy. Béhem ontogeneze dochazi k vyvoji téchto struktur
na slozit&jsi (Lavictoire et al. 2018). Velikost filtrovanych castic dospélymi mlzi se pohybuje
od 1 um do nejméné 40 um. Fitraci lze dobfe pozorovat, nebot’ dochazi k otevieni lastury
a vytazeni sifont (Atkinson et al. 2011).

3.54 Noha

Noha slouzi zejména k pohybu, naptiklad pii pfemistovani na novou lokalitu. Principem
pohybu je prodlouzeni nohy, uchyceni §picky nohy obsahujici hlen, po niz nasleduje pfitazeni
téla dopfedu (McMahon & Bogan 2001). U mlzi je zaznamenano zahrabavani,
které je uskuteCnéno prave diky Cinnosti svalnaté nohy a svéracich svali. Nejpve zaujmou
vhodnou pozici a nohou pronikaji do substratu. Sifon se uzavie a s nim 1 celd schranka pomoci
svéracich svali. Prebytecna voda je vyvrzena na povrch plasté, kde je v kontaktu
se sedimentem, ktery se tak stava propustn€jsim. Nasledné dochazi ke svirani nejprve predniho
a poté zadniho svéraciho svalu, ¢imz se schranka stahuje do sedimentu. Tento proces
se opakuje, dokud mlzi nedocili vhodné pozice (Knoll et al. 2017). Mlzi maji silny vliv
na nitrifikaci a denitrifikaci tim, ze biodegraduji organickou hmotu a zvysSuji intenzitu obou
procesti pohybem v sedimentu (Vaughn 2018). Dle studie Lavictoire et al. (2018) je tvar nohy
a ofaseni nohy konzistentni ve vSech fazich ontogeneze. Sklada se ze dvou ¢asti, pti¢emz jedna
je husté pokryta fasinkami a druha je naopak fidce pokryta (Lavictoire et al. 2018).

3.5.5 Vylucovani a osmoregulace

Vylucovani a osmoregulace u mlzi funguje podobné jako naptiklad u ryb, které se stejné
jako mlzi fadi mezi hyperosmotické organismy (Dubsky et al. 2003; Santini et al. 2011).
Osmoticky tlak mezi hemolymfou a prostfedim vytvari jisty gradient, ktery je potfeba neustale
vyrovnavat. To vede ke ztraté ionti difuzi a pfijmu za pomoci osmozy (Santini et al. 2011).
Principem absorpce je aktivni pfijem iontd pfes zabry ¢i pronikani iontd pfes zabry a cely
povrch téla. Poté dochazi k vylu€ovani velmi zfedéné moci (hypoosmotické). Na osmoregulaci
se podili zejména ionty Na* a C1" (Dubsky et al. 2003). Na vylu¢ovani moci se podili ledviny,
které moc ultrafiltruji (Dietz et al. 2000). To znamena, ze dochazi jesté k reabsorpci nékterych
latek z primarni moci (Santini et al. 2011). Ledviny musi vylucovat piebytecné mnozstvi vody,
aby nedochazelo ke zfedéni t€lni tekutiny. Jelikoz sladkovodni mlzi ziji v hypoosmotickém
prostredi, je nutné si z vody vychytavat ionty (Seo et al. 2021). Hlavnim mistem vstfebavani
iontd jsou ledviny, které resorbuji ionty z filtratu do hemolymfy. Reabsorpce iontli je méné
energeticky narocna nez aktivni vychytavani iontii z vodniho prostiedi. V disledku rychlého
toku vody se zvySuje obsah vyluované tekutiny (McMahon & Bogan 2001). Amoniak (NH3)
je povazovan za hlavni odpadni produkt metabolismu mlzi. Autofi Jadhav & Bawane (2012)
uvadi, ze mnozstvi vylouceného amoniaku zavisi na velikosti téla a na ronim obdobi
(Jadhav & Bawane 2012).
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Larsen et al. (2014) se domniva, Ze pfijem ionti je zavisly na diurnalnich rytmech.
To nasvédcuje faktu, ze nervovovy systém reguluje funkei piijmu. Serotonin a cAMP podnécuyji
adsorbci iontt. Regulace sodikového iontu je inhibovana prostaglandinem (Larsen et al. 2014).

U mlzi se Na* vstiebava pres apikalni epitel vyménou za H' za ucasti
Na*/H* transportéru. Ionty Ca®*, aniont SO*, CI" se také vstiebavaji pies apikalni epitel z vody,
na ¢emz se podileji specifické transportéry. Aniont SO4* je aktivné transportovan pies epitel.
Transportéry Ca>* zachovavaji homeostazu Ca>* v hemolymfg. Mlzi potebuji vysoké mnozstvi
vapniku, a to nejen kristu schranek, ale i k uchovavani vapniku v zabrach pro pozdéjsi
vytvafeni prvotnich chranek glochidii, které se zde inkubuji. Nicméné HCO3 a H* maji
primarni vliv na acidobazickou rovnovahu tekutin u mlza (Griffith 2017).

3.5.6 Potrava a traveni

Travici soustava se piimo vaze na funk¢nost zaber. Bocni fasinky formuji proud vody,
ktery navadi vodu do inhala¢niho otvoru. Potrava nejprve piechazi ptes laterofrontalni fasinky,
které funguji jako sita. Zde dochazi k pfesunu k frontalnim fasinkam a do ustniho kanalku.
V labiélnich palpach se potrava tfidi, bud’ je posunuta do ust a stravena, nebo se vylouci
jako castice, které se za potravu nepovazuji, a to pseudofaeces (Lavictoire et al. 2018).
Pseudofaeces nemusi byt aktivné vyfazend cCastice. Pfi vysokych hustotach sestonu
se hromadné vyfazuje mnoho materialu (Ward & Shumway 2004). Po pozfeni se potrava
dostava do jicnu, zde se obaluje do hlenu a pokracuje do zaludku. V zaludku je hlenova potrava
pohlcovana do dalSich travicich struktur. V prostoru stfedniho zaludku se nachazi utvar zvany
krystalicky kuzel. Kuzel slouzi k vyluCovani travicich enzymt a rozbiji rotacnimi pohyby
pfijmuté castice. Nestravitelna hmota se uvolfiuje kratkym stfevem do konecniku,
odkud se vyluCovacim otvorem dostava z téla do prostiedi. VyluCovaci otvor se nachazi
v blizkosti inhala¢niho otvoru, kazdopadné diky husté struktufe vykalt a dal§Sim mechanismim
nedochazi ke zpétnému piiymuti (Morton 2015).

3.5.7 Reprodukce

Gonady u mlzi se vyskytuji v paru a nachazi se v blizkosti traviciho ustroji. Gamety
jsou uvolnovany pii vydechu. Vétsina druht sladkovodnich mlza se fadi mezi gonochoristy,
pouze mala Cast patfi mezi hermafrodity. Gonochoristicti mlzi patii mezi vejcorodé druhy.
To znamend, ze se jejich embrya lihnou ve specifickych zabrach, marsupiich. Vyjimkou
mezi sladkovodnimi mlzi tvoii Celed Dreissenidae (Farris & Hassel 2007). Zastupci
této skupiny uvolfiuji spermie a vajicka do vody, kde se gamety spoji a vytvari tak volné
plovouci larvy (trochofory), ta se poté vyviji v planktonniho juvenila (veliger)
(John & Gautam 2020). K rozmnozovani dochazi v obdobi jara az léta. S rozmnozovanim
je spojena vertikalni migrace v substratu. Spermie jsou vypoustény do vodniho prostiedi
a vajicka jsou oplodnény v subrabranchialnich prostorach, kde dochazi k inkubaci
(Farris & Hassel 2007). Marsupia jsou specialni formou zaber, ktera se skladaji
z interlamellarnich prostor. Zcela vyvinuta embrya (glochidia) jsou uvolnéna z marsupii
(Modesto et al. 2017). Glochidia nasledné parazituji na rybach, kde dochazi k metamorfoze
v juvenilni jedince s zivotni strategii podobnou dospélcim. Konkrétné parazituji
jako ektoparazité na zabrach ¢i na ploutvich (Spooner et al. 2005). Kde se zivi krvi nebo hlenem.
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Ryby si na glochidia mohou pfirozené vyvinout ¢i ziskat imunitu. Pfirozend imunita vznika
pii nevhodném hostiteli. Ziskana imunita je zapfi¢inéna, pokud glochidium najde vhodného
hostitele, ale hostitel byl predtim jiz infikovan (Farris & Hassel 2007). AvSak vztah
mezi larvalnim mlzem a rybou je popisovan jako foreticky, coz je definovano jako forma
symbidzy, kdy je symbiont transportovan svym hostitelem. Bylo dokazano, ze glochidia maji
vliv na kondici a chovani ryb (Modesto et al. 2018).

Hlavni faktorem umoziujicim reprodukci je teplota, ktera podnécuje gametogenezi.
Mezi dalsi faktory se fadi hladina neurosekre¢nich hormont (serotonin), hustota, diurnalni
cykly, dostupnost potravy a vyskyt parazitd. Bylo dokazano, ze béhem tmy je vyssi rychlost
metabolismu (McMahon & Bogan 2001). Reprodukce je naro¢ny proces, ktery vysiluje
organismus mlzi. Autofi Farris & Hassel (2007) zjistili, Ze béhem 1éta az zimy se zvysuji
energetické zasoby mlzi, ale béhem jara se snizuji. Divodem je investice do reprodukce
ve formé glykogenovych zasob (Spooner et al. 2005). Zabry mlzi maji béhem inkubace
glochidii omezenou kapacitu pro respiraci (Farris & Hassel 2007).

3.5.8 Nervova soustava

U mlzl je typicky redukovana hlava a absence raduly (McMahon & Bogan 2001).
Cerebralni ganglia jsou lokalizovana pied travici zlazou a pod pfednim svéracim svalem.
Cerebralni nervy jsou jednotliveé slozené z predniho a zadniho laloku. Inervuji pfedni svéraci
sval a ¢ast plasté (Alavi el al. 2017). Vyskytuji se zde jesté pedalni a visceralni ganglia. Pedalni
ganglia inervuji svalnatou nohu. Zadni visceralni nervy se nachazi na ventralni strané svéraciho
svalu a inervuji vnifni organy jako organy, gonady, zabry, srdce, zadni svéraci sval a dalsi ¢ast
plaste (Alavi el al. 2017; John & Gautam 2020). Kazdy ganglion je obklopen perineuriem
(Alavi el al. 2017). U inhala¢niho a exhala¢niho otvoru jsou shroméazdény smyslové organy.
Dal§im organem jsou statocysty, které jsou vystlany fasnatymi strukturami vnimajici zmény
tlaku prenaSejici infromace o orientaci (Morton 2015). Jedinci Limnoperna fortunei
(Dunker, 1857) byli podrobeni sérii testi na negativni fototaxi. Bylo objeveno, ze délka
pfichyceni za pomoci byssovych vldken se prodluzuje srostouci intenzitou svétla
(Liu et al. 2020).

3.5.9 Sezonni fyziologické pochody

U mlzq, jakoZto ektotermnich organismu zavisi teplota téla na teploté okoli, coz znamena,
Ze pii zvySeni teploty nastane odpovidajici reakce organismu. V prub&hu roku nastavaji zmeény
ve fyziologii mlzl, kdy v 1ét€ je metabolismus rychlejsi a zimé je spiSe v utlumu.
To je odivodnéno zménami teplot (Lurman et al. 2014). Pro vyjadfeni rychlosti zmény
chemickych ¢i biologickych reakci na zvySeni teploty existuje rovnice:

R1 10[t2—-t1]
Q10 = (R_z)

Kde Q10 je faktor vyjadifujici zmény rychlosti metabolismu pii zméné o 10 °C.
RI je vyjadfeno jako rychlost v nizsi teplot€¢ a R2 vyjadifuje rychlost pfi vyssi teploté.
Do horniho indexu t/ je dosazovana nizsi teplota v °C a za 12 vyS§i teplota v °C
(Xiao et al. 2014). Vysledné hodnoty by se idealné mély pohybovat mezi 2-3. Pokud se hodnoty
pohybuji mimo tuto skalu, organismus vykazuje znamky tepelné kompenzace. V ramci druhti

21



jsou hodnoty Q10 variabilni. Napfiklad u druhu Dreissena polymorpha se pramérné hodnoty
pohybuji mezi 1,6-2,7 pii teplotach 15-25 °C (Lurman et al. 2014).

Mira neboli rychlost filtrace je definovana jak biotickymi, tak i abiotickymi parametry.
Mezi abiotické parametry fadime teplotu, pH, rychlost proudéni vody, mnozstvi rozputénych
Castic, coz muZze souviset s prostupnosti svétla do vody. Do biotickych faktord zahrnujeme
dostupnost potravy, typ Castic, rastovy cyklus a reprodukci (Pouil et al. 2021). Mnozstvi latek
dulezitych pro metabolismus (lipidy, sacharidy, bilkoviny) je taktéz ovlivnéno zménou teploty.
Ganser et al. (2015) testovali vliv zvySujici se teploty na organismus mlzi, tento experiment
byl proveden z divodu zesilyjici klimatické zmény, kdy se zvysSuje teplota. Zjistili,
Ze navysujici se teplota ma vliv na spotrebu kysliku a vylu€ovani amoniaku. Jejich data
dokazuji, ze narUst teploty miize zménit rychlost metabolismu a snizit tak mnozstvi energie,
které je k dispozici pro nezbytné Zivotni pochody, preziti, reprodukci a rist (Ganser et al. 2015).

3.5.10 Diurnalni cykly

U mlzd je zaznamenano diurnalni chovani. S dennimi cykly souvisi také rychlost
spotieby kysliku. S vyssi intenzitou svétla se snizuje mira spotieby a naopak. Schranky mlza
jsou diky jejich zpusobu Zzivota oteviené az 70 % cCasu. Nékdy jsou schranky zavieny,
a to zejména jako reakce na stresové podminky (Nikoli¢ et al. 2017).

Mlzi také méni rytmus uzavirani lastur v zavislosti na potravni nabidce. Za nepfiznivych
potravnich podminek maji lastury zaviené a oteviou je az tehdy, kdyz je dostatek potravy.
V prubéhu roku dochazi ke zménam v metabolismu. S uzavienim lastury se standartni rychlost
metabolismu (SMR) snizuje. Tim se organismus pienastavuje do aerobniho stavu,
aby se uSetfila energie (Ortmann & Grieshaber 2003).

Studie Hills et al. (2020) zkoumala vliv svétla na miru filtrace a vysledkem této studie
bylo zisténi, ze filtratni mira je druhové =zavisla. Naptiklad u invazniho druhu
Corbicula fluminea byla naméfena vyssi mira filtrace za tmy, coz naznacuje vétsi vyhodu oproti
puvodnim druhtim (Hills et al 2020).

3.5.11 DalSi faktory ovliviiujici metabolismus

Metabolismu muze byt potlacen zneCistujicimi polutanty jako té€zké kovy, kyanidy
¢i pesticidy. ZvySené hladiny mohou nevratné poskodit zaberni aparaty. Tim, ze dojde
k poskozeni zaber se naruSuje i osmoregula¢ni mechanismus a respirace (Bhamre et al. 2011).

Liu et al. (2022) uvadi, ze kdyz hladina toxikantu dosahne urcité hodnoty, schranky mlzi
se uzaviou. Diky tomu se snizi rychlost filtrace a dalsi pfijimani toxikantu. Uzavfeni lastury
muze vést ke hromadéni odpadnich latek, zejména amoniaku a snizeni vymeény kysliku,
coz ma pozdé&ji vliv na zakladni zivotni potieby, tj. preziti, rust a reprodukci (Liu et al. 2022).

Mnoho druhi mlzi je schopno odolavat hypoxickym ¢i anoxickym podminkam
na zakladé snizeni vykonu metabolismu, tento proces zahrnuje dvé strategie. Jedna z moznosti
je, ze za nizkych hladin kysliku rychle snizuji metabolické vydaje, a to az o0 90 % puvodnich
vydaja, kdy nejprve dochazi ke katabolismu energetickych zdroji glykogenu. Dalsi strategii
je alternativni oxidaza, ktera zajistuje elektronovy transport (Yusseppone 2018).

Kalcifikacni procesy jsou v prub€hu roku velice proménlivé a vykazuji sezonni cykly.
To je ovliviiovano acidobazickou rovnovahou v plastové dutin€. V acidobazické rovnovaze
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hraje nejvétsi roli oxid uhlicity (CO2), ktery se vyskytuje v hemolymfé a jeho obsah
je téz zavisly na sezénich cyklech (Machado & Lopez-Lima 2011). Oxid uhlicity je Casto
pti¢inou poklesu pH. pH funguje jako katalyzator rozpousténi vapenatych latek béhem jara
a podzimu (Lopez-Lima et al. 2009). V obdobi jara az 1éta se obsah oxidu uhli¢itého
v hemolymf€ zvysuje, zatimco na podzim az v zimé€ se obsah parcialniho tlaku CO: se snizuje.
To vyvolava respiracni acidozu Ci alkalozu. Respiracni acidoza mize byt prohloubena zvysujici
se tvorbou kyseliny jantarové. ZvySena acid6za mize mit vliv na ukladani vapniku v organismu
(Machado & Lopez-Lima 2011). Naopak alkal6za nastava se zménami koncentraci vnitiniho
HCO3 primarné, kdyz epitel lastury vylucuje HCO3 do hemolymfy (Lopez-Lima et al. 2009).

4 Metodika
4.1 Testované organismy

Castetnou predlohou kapitol , Testované organismy, M&d a jeji cilové koncentrace
a Priprava expozice Cu*** byla Standardni pirucka pro provadéni laboratornich testii toxicity
se sladkovodnimi mlzi neboli norma ASTM (ASTM 2006).

Experimentalni jedinci Dreissena polymorpha byli navzorkovani na fece Labi pobliz
Libotenic. Presnou lokalitou pro odbér bylo odlehlé rameno, kde doslo i1 k odbéru fi¢ni vody
pro transport do laboratofe FAPPZ. Po piijezdu byli mlzi rozdéleni do dvou plastovych nadrzek
opatfenych vzduchovanim a jednoduchym zafizenim na méfeni teploty (viz Obr. 2).
Po né¢kolika hodinach doslo k vymeéné ¢asti vody, aby si jedinci navykli na experimentalni vodu.
A to konkrétn€ obménou 25 % fi¢ni vody za vodu laboratorni.

Obr. 2 Plastové nadrze pouzité k aklimatizaci slavicek mnohotvarnych (Dreissena
polymorpha) se vzduchovanim a teplomérem

2. den se zaménilo 50 % objemu vody za vodu experimentalni, 3. den uz byl pomér

75 % na 25 % a posledni den byla pouzita pouze voda experimentalni. V laboratornich
podminkach se mlzi udrzovali pii 20 °C, kde se po dobu 5 dni aklimatizovali pfed samotnymi
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pokusy. Kazdy den bylo zaji§téno pfikrmovani tekutym fytoplanktonem Easybooster prof
(Easy reefs), obména casti vody, a také se monitoroval vizualni stav jedincu a teplota.

4.2 Meéd’ a jeji cilové koncentrace

Dal§im krokem experimentu byla pfiprava pozadovanych koncentraci médi,
k tomu byla pouzita sloucenina CuSOs, kde se meéd nachdzi ve dvojmocné formée
(Sigma Aldrich, produktovy kod C1297). Jako prvotni koncentrace byly stanoveny:
0 (kontrola), 20, 35, 50 a 100 pg/l Cu?*, které po 24 hodinach expozice nemély pozadovany
vliv na respiraci. Doslo tedy k nekolikanasobnému navyseni koncentraci na O (kontrola), 400,
800, 1600, 3200 ug/l Cu**. Dopliikové byla také zkoumana i behavioralni aktivita v riiznych
Casech, kterou se zabyvala kolegyné Katefina DolejSova ve své bakalarské praci (DolejSova
2023). Ve vsech ¢astech této bakalarské prace bude pracovano s nominalnimi hodnotami.

K namichani zasobniho roztoku byla jako fedici voda pouzita odstata kohoutkova voda.
Predpoklad byl takovy, ze v kohoutkové vodé se zadna méd’ nevyskytuje.

4.3 Prubéh testovani

4.3.1 Priprava expozice Cu?*

Prvotnim krokem byla piiprava expoziénich kadinek, kazda hladina Cu®* byla vzdy
ve tfech opakovanich. Celkem bylo pfipraveno 15 kadinek (kazda s objemem 250 ml),
které byly oznafeny nasledovné: C-1 az C-3 (kontroly), 400-1 az 400-3, 800-1 az 800-3,
1600-1 az 1600-3 a 3200-1 az 3200-3.

Jedna kadinka byla naplnéna pouze 100 ml fedici vody a bylo do ni vlozeno zafizeni
pro monitorovani teploty (HOBO, produktovy kod MX2202). Do kazdé kadinky bylo nalito
100 ml daného média. Po tomto kroku byly vSechny kadinky zakryty alobalovou folii,
aby nedochazelo k odparu média, viz Obr. 3.

Obr. 3 Zacatek expozice a rozmisténi sklenénych kadinek u testovaného druhu slavicka
mnohotvarna (Dreissena polymorpha) za pouziti médi ve formé Cu?*
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Pro minimalizaci chyb z hlediska podminek se kadinky néhodné rozdélily. Kadinka
s monitorovacim zafizenim byla umisténa doprostted. Jesté pred zahajenim pokusu bylo z obou
plastovych nadrzi vybrano 21 aktivnéjSich neposkozenych jedinci pro kazdou koncentraci,
tj. celkem 105 jedinct pro cely expozi¢ni den. Z navzorkovanych mlzi se vybiraly takové
velikosti, aby se vtésnily do jamek, ale zaroven se necililo na nejmensi jedince. Ideélni
tedy byla stfedni velikost. Ty se poté nahodné rozmistily. Do kazdé kadinky se vlozilo
7 jedinci. Teplota v kadinkach po celou dobu expozi¢nich dnd byla 20,81+0,57 °C
(pramértsmeérodatna ochylka).

Po 24 hodinach expozice se urcila mortalita danych koncentraci a na zakladé
toho, se vybraly vhodné koncentrace pro mikrorespirometrii, viz Tab. 3. Hodnoceni probihalo
na zakladé oteviené/zaviené schranky, kdy uhynuli jedinci byli S§iroce otevieni
a dale nereagovali na jakékoliv podnéty. Zivi jedinci byli zavieni a reagovali na zménu svétla
¢i pohyb kadinky.

Tab. 3 Mortalita testovanych mlzi druhu Dreissena polymorpha danych koncentraci médi
Cu?* (1. den testovani)

Koncentrace Cu?* Oznaceni Podet CELKEM CELKEM
(ng/ kadinek uhynulych | uhynulych (ks) uhynulych (%)
C-1 0/7
0 C-2 0/7 0 0

C-3 0/7
400-1 0/7

400 400-2 1/7 2 9,52
400-3 1/7
800-1 0/7

800 800-2 3/7 6 28,57
800-3 3/7
1600-1 6/7

1600 1600-2 477 13 61,9
1600-3 3/7
3200-1 517

3200 3200-2 477 13 61,9
3200-3 477

Pro nas ucel se zvolily koncentrace, kde je vyssi mortalita, ale zaroven nejsou jedinci
ve velmi Spatném stavu. Pro samotnou respirometrii byly zvoleny koncentrace 800 a 1600 ng/1
Cu?*. Mimo to byly pouziti kontrolni jedinci pro vykresleni efekti médi. Viditeln& zivi mlzi
se postupné osusili na filtranim papite, vlozili se do prfechodné kadinky s Cistou vodou
a poté do kadinky s pfesnym oznacenim jako u expozi¢nich nadob. Tento zpisob premistovani
byl zvolen z toho diivodu, aby se zabranilo jakékoli kontaminaci &isté vody Cu?*.

Nasledné se jedinci v kadinkach premistili do laboratofe malakologie. Zde se presunuli
do Petriho misek s ozna¢enim E1-E20 (exponované) a C1-C20 (kontroly). Béhem 5 minut
se pozorovala aktivita vSech jedincu.
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4.3.2 Pripravy na experiment s mikrorespirometrem

Tato kapitola se zabyva uz konkrétnim navrhem feSeni problému s promichavanim.
Byly navrzeny dvé metody promichavani. Obé byly provedené pomoci orbitalniho michace,
a to: kontinualni a pferuSované michéani. K eliminaci stagnace vody ve spodni vrstvé
byla pouzita sklenéna kulicka. Aby nedoSlo ke konfliktu mlze s kulickou, byl navrzen
stoper — zarazka, kterd udrzovala mlze mirné nade dnem jamky.

Pred celym pokusem probé&hlo testovani tfi velikosti kulicek. A to 1, 2, 3 mm. Kulicka
srozmérem 1 mm byla pfili§ lehka a nedostatecné promichavala vodu v respirometrické
desti¢ce. Stejné tak tomu bylo 1 u kuli¢ky o rozméru 2 mm. V nasem ptipadée nejlépe fungovala
kulicka o rozméru 3 mm pii rychlosti orbitalniho michace 120 rpm. Pro zlepSeni efektu
promichavani v jednotlivych komurkach se do poloviny jamek umistila sklenéna kulicka
o velikosti 3 mm (Sigma Aldrich, produktovy kod 1040150500).

Dalsi casti této pripravy bylo sestaveni stoperu — zarazky, ktera bude drzet testovany
organismus nad senzorem, ale zarovenl nedojde k uplnému rozdéleni jamky. Cilem
bylo zamezeni zastinéni bodového senzoru, nebot zafizeni pracuje na principu snimani
intenzity svétla. Ktomu se zvolil netoxicky silikonovy material. Konkrétné se jednalo
o silikonovy blocek a hadi¢ku. Vyrobil se jeden vzorovy stoper, ktery presné¢ odpovidal
rozmé&rtim jamky. Dle toho se vytvofilo vSech 24 zarazek, viz Obr. 4. Ty se jednotlivé provazily,
aby se predeslo velkym rozdilam.

Obr. 4 Silikonové zarazky pouzité pfi mikrorespirometrii

Zprvu bylo nutné stanovit experimentalni design. Nejlépe tak, aby nedochézelo
k systematickému vnaseni chyb. Ten zajiStoval lepsi orientaci jak v umistovani jedinct
do desticky, tak 1 v umistovani sklenénych kulicek, viz Obr. 5. Ve vSech burikach byla umisténa

26



zarazka. V bunkéach snazvem , Prazdna“ byla vSude umisténa jak kulicka, tak i zarazka.
Pro lepsi piehlednost byla policka zanechana bila.

ZLUTA bez kuligky
ZELENA s kulitkou

Design pro 1. trial: kontinualni michani

1 2 3 4 3 6
AlE1 E2 Prazdna |C1 c2 C3
BJE3 E4 Prazdna |C4 C5 o
CJES EG E7 Prazdna |C7 C8
DIES ES E10 Prazdna |C9 C10
Design pro 2. trial: pferusované michani
1 2 3 4 3 &
AlC1 c2 Prazdna |E1 E2 E3
B|C3 C4 Prazdna |E4 E5 EG
CJCcs Co c7 Prazdna |EV Ed
DjCca C9 C10 Prazdna |E9 E10
Design pro 3. trial: kontinualni michani
1 2 3 4 3 &
A|E1 E2 Prazdna |C1 c2 C3
BJE3 E4 Prazdna |C4 C5 Co
CJES EG E7 Prazdna |C7 C8
D|EB E9 E10 Prazdna |CS C10
Design pro 4. trial: pferusované michani
1 2 3 4 3 &
AlC1 Cc2 Prazdna |E1 E2 E3
B|C3 C4 Prazdnd |E4 E5 EG
CjC5 Cb c7 Prazdna |E7 EB
Djca C3 C10 Prazdna |E9 E10

Obr. 5 Schéma vsech trialti — designy pro lepsi orientaci pii metodickém postupu

Hodnotil se taktéz i vliv orbitalniho michae a nejlépe se projevovaly rychlosti
100, 110, 120 rpm. V prubéhu celého testovani byl pouzivany orbitalni michac se specifikacemi
(Biosan 2022), viz Tab. 4.

Tab. 4 Charakteristika pouzitého orbitalniho michace. Upraveno podle (Biosan 2022)

Nazev: PSU-101 Orbital Shaker

Vyrobce: Biosan

Rozsah otacek: 50-450 rpm (zvySovani po 10 rpm)
Nastaveni Casu: 1 min—96 h / non—stop

Maximalni doba nepfetrzitého provozu: 168 h (7 dni)

Orbit: 10 mm

Maximalni zatéz: 3kg

Operativni teploty: +4 °C az +40 °C
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4.3.2.1 Kontinualni promichavani

Nepretrzité promichavani bylo zajisténo pomoci orbitalniho michace. Ten byl zapnuty
po celou dobu méfeni. Na tuto metodu byly provedeny dvé opakovani, viz Obr. 5 Schéma vSech
triald — designy pro lepsi orientaci pti metodickém postupu.

4.3.2.2 PferuSované michani

K preruSovanému michani byl taktéz pouzit orbitalni micha¢. Byla stanovena ¢asova osa,
viz Obr. 6, ktera nam umoziovala lepsi vizualizaci ¢ast, kdy bude potieba zapnout michac.
Vzdy byl stanoven takovy c¢as, aby doslo k promichani uprostted intervalu. Tedy aby nedoslo
k naruseni vyslednych dat.

Zakryti desticky

Ukonceni
Zahajeni experimentu experimentu
Zahajeni 1. michani Zahajeni 2. michani Zahajeni 3. michani
Ukonceni Ukonceni Ukonceni
1. michani 2. michani 3. michani
Poiet
) . ) intervald
-3 0 1 4 24 min 28 31 24 min 55 58 10 min 63

(8 intervall) (8 intervald) (3 intervaly)

Obr. 6 Casova osa prerusovaného michani

4.3.3 Zahajeni mikrorespirometrie

Predlohou pro tuto C¢ast metodiky byl instrukéni manual SDR SensorDish® Reader
a zkraceny startovni manual SDR SensorDish® Reader — Getting Started (Presens Precision
Sensing 2016).

Na zacatku se pripravily vSechny potfebné ¢asti k zapojeni celého systému, viz Obr. 7.

Napajeci adaptér

Rozbocovac

Propojeni
SDR-SDR
(RJ45)

Pripojeni k PC prfes USB /
\

Propojeni SDR-Rozbocdovac (RJ45)

Obr. 7 Propojeni jednotlivych Casti mikrorespirometru. Upraveno podle (Presens Precision
Sensing 2016).

Koncovka
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Vsechny casti byly umistény venku az na SDR c¢tecku, ktera byla pres zplostélé misto
(propojeni SDR-Rozbocovac) propojena do inkubatoru.

Vzapéti bylo nutné pfipojit USB, na kterém byl nahrany MicroResp™ software,
ktery zajistuje automatizovanou respirometrii (Presens Precision Sensing 2016). Celé aplikace
byla jiz nainstalovana v pocitaci, takze se jen zapnul program s totoznym nazvem. Do aplikace
se muselo nejdiive piihlasit a pak kliknout na Connect SDRs — coz umoznilo systémové
propojeni vSech Casti. Dale se nastavily vSechny parametry méfeni. Nejdiive nastaveni teploty,
v nasem ptipadé 20 °C, interval (3 minuty). Kazdé 3 minuty doSlo k proméfovani jamek
a zaznamenavani hodnot (dle manuéalu se musi pro dlouhodoba méfeni volit interval delsi
jak 2 minuty). Tlak jsme zadavali vzdy pro aktualni den a lokalitu z portalu chmi.cz
(Cesky hydrometeorologicky tstav 2022). Parametr méfeni v nafem piipadé byl kyslik.
A v neposledni fad¢é oznaceni desticky: PSt5 1621 O2user. Pfi zadani vSech charakteristik
jiz stacilo kliknout na Log measurement a v ten moment doslo k zahajeni méteni.

4.3.4 Prubéh mikrorespirometrického méreni

Nejdfive bylo nutné hydratovat senzory v desti¢ce po dobu 30 minut. Mezitim probehly
pfipravy. Po zapojeni vSech Casti mikrorespirometru byla pozorovana aktivita mlzi Dreissena
polymorpha béhem 5 minut. DalSim krokem bylo pfipraveni desticky, nejprve se jamky
zaplnily vodou do pfiblizn€ % objemu.

Dle designu se vlozily sklenéné kulicky do poloviny jamek. Do vSech komurek
byly vlozeny silikonové zarazky, které byly po n&jaky ¢as ponotfeny do destilované vody,
aby nedoslo ke vzniku bublin. Voda i se zarazkami byla pfemisténa do Petriho misky na cerném
podkladu. Diky cernému podkladu se dala efektivné pozorovat pfitomost ¢i nepfitomnost
bublin. Nasledné uz byli mlzi pfeneseni do jednotlivych jamek, jak 1ze vidét na Obr. 8,
na zakladé designu trialu a oznaceni na Petriho miskach.
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Obr. 8 Desticky u jednotlivych trialQi pfipravené na zakryti a nasledné vlozeni do inkubatoru

Pocty jedinct z danych koncentraci byly stejné v 1. a 2. trialu, ale liSily se ve 3. a 4. trialu,
viz Tab. 5.

Tab. 5 Pocet jedinct na jednotlivé trialy

1.trial 10 6 4
2.trial 10 6 4
3.trial 10 4 6
4.trial 10 4 6
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V momenté, kdy byli jedinci jiz pfichystani, viz Obr. 8, se cela desticka pokapala par
kapkami vody. Nasledné se nanesla PCR folie, na ni silikonovy blocek a na vrch kompresni
deska. Cela takto sestavenad aparatura se opatrné nadzvedla, aby doslo k otfeni sklenéné
desticky od prebytecného mnozstvi vytlacené vody. Systém se umistil na orienta¢ni ramecek,
ktery déale dosedal na SDR ctecku. Takto pfipravené zafizeni (viz Obr. 9) bylo pfipraveno
k uvedeni do chodu.

A /,?,(’o‘rh‘pre’sni deska

~Silikonovy blo¢ek
«—PCR folie »
————Sklenéna desticka:
Orientacni ramecek
desticky

SDR ctecka

M

f
l
f
il

Obr. 9 Sestaveni kompletni mikrorespirometrické aparatury v inkubétoru pfipravené
k zahajeni experimentu

Cely systém byl po dobu méteni uzavien v inkubatoru (Pol-Eko Aparatura) se zalepenymi
dvirky s teplotou nastavenou na 20 °C. Primérna teplota se po dobu experimentu pohybovala
v rozmezi 20-21 °C, jak je uvedeno v Tab. 6. Teploty se v jednotlivych typech michani
vyznamné nelisily.

Tab. 6 Primérmé teploty (+ smérodatna odchylka) v inkubatoru po dobu méfeni v
jednotlivych trialech v zavislosti na typu méfeni

Cislo trialu | Teplota (°C) | Typ michani
1. 20,53 +0,08 kontinualni
2. 20,39 £0,05 pferusované
3. 20,57 +£0,05 kontinualni
4 20,62 +£0,04 pferusované

Po ukonceni méteni se jedinci vyjmuli z jamek do samostatné oznacenych zkumavek
s vicky. Vzorky mlzi se poté zamrazily pro pozd€jsi zkoumani.
2. testovaci den byl totozny. Opét bylo nejprve nutno urcit mortality danych koncentraci.
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Pocty byly navyseny uz z minulého dne tak, aby byl dostatek jedincti k méfeni, viz Tab. 7.

Tab. 7 Mortalita testovanych mlzi druhu Dreissena polymorpha danych koncentraci médi
Cu?* (2. den testovani)

Koncentrace Cu?* Oznadeni Pocet CELKEM CELKEM
(ng/l) kadinek uhynulych uhynulych (ks) uhynulych (%)
C-1 0/7
0 C-2 0/7 1 4,76

C-3 1/7
800-1 2/7

800 800-2 5/7 10 47,62
800-3 3/7
1600-1 2/7
1600-2 3/7
1600-3 1/7

1600 16004 477 17 80,95
1600-5 3/7
1600-6 4/7

4.4 Analyza dat

Data byla upravena podle metody dvoubodové individualni kalibrace. Principem
je provést kalibraci na dvou roztocich (Kucera et al. 2022). Kdy prvnim méfenym roztokem
je voda nasycena 100 % kyslikem. K tomu byla pouzita destilovana voda, ktera se pravidelné
promichavala v oteviené banice. Druhym roztokem byla naopak destilovand voda zbavena
kysliku. K tomu se pouzil 1% roztok Na>SOs. Tento roztok bylo nutno udrzovat v uzaviené
nadobce bez pfistupu kysliku. Oba roztoky se temperovaly alespoii 1 hodinu na testovaci teplotu
(Loligo Systems 2016). Po naméteni se data jesté¢ dale upravila. Nasledné doslo k vypoctu
koeficientd a, b. Dale se data upravila dle vzorce:

Opravena hodnota = puvodni hodnota + (a * puvodni hodnota + b)

Opravena data dle kalibrace se vlozila do souboru MicroPlateAnalysisTool,
kde se zadala, mimo jiné i fazova data, specifika kalibrace, experimentu a objem jamky
(Kucera et al. 2022).

Podrobnéjsi analyza dat bude provedena v pfipravovaném clanku.

S Vysledky

Kapitolu vysledky jsem rozd¢lila do tii podkapitol, kde se jednotlivé vénuji sledovanym
vlivim. Krabicové grafy byly vytvofeny pomoci softwaru R. Vyznamnost vysvétlujici
proménné byla posuzovana t-testy a u koncentraci na zakladé ANOVA analyzy rozptylu.
U vsech grafti se na ose y nachazi spotieba kysliku v pikomolech na miligram Zivé vahy.
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5.1 Vliv koncentraci médi

V grafu (Obr. 10) je dobfe wviditelny vliv koncentraci meédi na metabolismus.
Pti koncentraci 0 je metabolismus nejvyssi, coz vypovida o dobré kondici testovanych jedinct.
U koncentraci 800 a 1600 pg je vysledek podobny. Naznacuje, ze spotieba kysliku byla nizsi
nez u kontrolnich mlzd. To naznacuje vyznamnou degradaci metabolismu.
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Obr. 10 Vliv koncentraci (ug/l) médi na spotiebu kysliku v pmol/mg vahy jedinct

Data koncentraci byla posuzovana na zakladé analyzy rozptylu (ANOVA),
kterd umoznila porovnani 3 sledovanych skupin. Na pocatku celého testovani se stanovily
dvé mozné hypotézy — nulova hypotéza a alternativni hypotéza.

Nulovou hypotézu nelze zamitnout, pokud vysledek vykazuje p-hodnotu vyssi nez 0,05
a naznaCuje tak, ze data se neliSi. Alternativni hypotéza obecné vykazuje p-hodnotu nizsi
jak 0,05 a ptipousti, ze data se lisi.

V piipadé stanoveni vlivu koncentrace Cu?* bylo stanoveno, ze p-hodnota (p = 0,035)
je niz§i nezli hodnota 0,05. Data tak indikuji, ze mizeme zamitnout nulovou hypotézu
a pfijmout alternativni hypotézu, tedy ze existuje rozdil ve spotiebé kysliku mezi skupinami
jedinct exponovanych raznym koncentracim meédi.

Data budou podrobng¢ji analyzovana v ptipravovaném védeckém clanku.
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5.2 Vliv zpusobu promichavani

V grafu (Obr. 11) je zobrazen rozdil v naméfené spotieba kysliku u obou typti michani.
Mediany obou skupin jsou na piiblizné stejné urovni.
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Obr. 11 Vliv zptisobu michani vody na spotiebu kysliku v pmol/mg vahy jedincu

Datové soubory zpuasobu michani byly analyzovany t-testem (s odliSnymi rozptyly).
Analyza prokézala, ze p-hodnota (p = 0,952) je vyssi nezli 0,05.
Tento vysledek naznacuje, Ze se zde nevyskytuje statisticky vyznamny rozdil.

34



5.3 Vliv pritomnosti kulicky

V grafu (Obr. 12) Ize pozorovat vyznamnéjsi rozdil v hladinach medianu obou skupin.
Skupina bez kulicky vykazuje vyssi miru spotieby kysliku, coz mtze znamenat rozdéleni
a nepromichani vrstev vody v jamce.
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bez kulidhky 5 kuliékou

pritomnost kulicky

Obr. 12 Vliv sklenéné kuli¢ky o rozméru 3 mm na spotiebu kysliku v pmol/mg vahy jedinca

Na zakladé provedeného t-testu vySla p-hodnota (p = 0,005), tedy hodnota nizsi
nez 0,05. Zde se tedy nulova hypotéza zamitd a prijima se alternativni hypotéza,
tedy ze lze detekovat statisticky vyznamny rozdil ve spotiebé kysliku.
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6 Diskuze

Smyslem této bakalaiské prace je pfinést, jak nové informace o metodice
mikrorespirometrie sladkovodnich mlza, tak i dikladné popsani procesu a v neposledni fade
i pfinos poznatki o pusobeni toxikantu na druh Dreissena polymorpha ve spojeni
s mikrorespirometrii. Cast literarni reSerSe je zamefena na fyziologii mlzd, ktera sloui
k lepsimu pochopeni mikrorespirometrickych dat.

Autori Lopes-Lima et al. (2012) zkoumali vliv subletalnich koncentraci toxikantt
po dobu 30 dnd v laboratornich podminkach a zjistili, ze Cu>* ma negativni vliv na morfologii
schranky v prismatické (stfedni) a perletové (vnitini) vrstve. Je to dano tim, zZe se tézké kovy
hromadi v plasti i zabrach a ovliviiuji metabolismus. Narusuji tim vstfebavani vapniku. Médi
vyvolana acidéza a toxicita je definitivni piic¢inou kolisani hladin Ca** a Mg?*, coz vyvolava
zmeény respiracnich funkci (Lopes-Lima et al. 2012).

Rychlost respirace se da dobte vyuzivat jako kritérium hodnoceni stresu, kondice, preziti
a rozmnozovani u mlzi. Pomér dusiku a kysliku je ukazatelem vyuziti bilkovin v energetickém
metabolismu. Mnozstvi spotfebovaného kysliku a vylouceného odpadniho amoniaku zavisi
na fade faktor(l, a to na rocnim obdobi a télesné hmotnosti. Pfi zvySujici se hmotnosti téla
se zvySuje 1 spotieba kysliku a vyluCovani amoniaku. Spotfeba kysliku u druhu
Lamellidens marginalis (Lamarck, 1819) byla méfena u rizn¢ velkych jedinct a bylo zjisténo,
ze jedinci s niz§i hmotnosti maji vys$si spotiebu kysliku nezli jedinci s vyS§si hmotnosti.
Autori zduvodiiuji zvySenou spotiebu tim, ze mali jedinci maji v zimnich mésicich nizké
zasoby glykogenu, které zvysuji katabolismus bilkovin, naopak velci jedinci maji zasoby vyssi
(Jadhav & Bawane 2012). To vede k myslence, ze mira respirace by mohla byt dulezitym
ukazatelem pii ekotoxikologickych studiich. Kucera et al. (2022) konstatuji, ze je mensi
mnozstvi ekotoxikologickych studii zkoumajici vliv zneCistujicich latek na bezobratlé
zivoCichy. V této studii zaméfuji pozornost na jednu z nejproblematictéjSich latek pasobici
na vodni ekosystémy, a tou jsou mikroplasty. Pfinosem studie je zaméteni se na behavioralni
ekotoxikologii, coz by se mohlo pozdé€ji pfidat k hodnoceni rizik toxickych latek
(Kucera et al. 2022).

Jiz desitky let je znamo, ze chemické latky ovliviiuji ekosystémy. Diky védeckému
pokroku se dava na védomi, Ze Siroka Skala latek a stresorti stale negativné pasobi na chovani
zivocichli. Rovnéz je povédomi o mezerach v ekotoxikologickych metodach, kdy je malo
standardizovanych metodik a rovnéz nezohledriuje behavioralni chovani. Z hlediska legislativy
je to slozity proces. Na vysledky behavioralnich studii je pohlizeno negativné z hlediska
spolehlivosti dat a relevance udaji. Navzdory mnoha studiim se na tyto udaje v ochrané
zivotniho prostfedi pohlizi minimalné. Jednim z moznych divodu je nizs§i prosazeni
behavioralnich indikatort v legislativé (Ford et al. 2021).

V ramci toxikologickych studii se tak Casto hodnoti pouze rist, plodnost a umrtnost.
V dokumentech jsou napfiklad uvedeny ryby jako indikatory kvality vody. Zmény v chovani
Casto nejsou pouzivany k regulacnim nafizenim, ale jsou uvadeény jako podkladovy material.
Neduvéru ve vysledky zapfiCifiuje zejména maly pocCet opakovani, chybéjici informace
pro vyhodnoceni a chybé&jici ovétreni nominalnich koncentraci. Velkym problémem je zajisténi
opakovatelnosti experimentl, kdy je snaha o minimalizaci variability. Také je dulezité
mit vysledky v ramci celé populace, coz je obtizné na provedeni. Pozitivné k tomu pfistupuje
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farmaceuticky pramysl, ktery se pii vyvoji 1éCiv zaméfuje vice na vodni organismy
jako na modelové zivoCichy. Vyzkumnici navrhli tato opatfeni pro zlepSeni situace: vice
laboratornich studii, vysvétleni moznych pasobeni a propojeni mechanismi, snaha o zavedeni
dokonalejsich metod a navrhnuti novych metodik, zapojeni umélych inteligenci a pocitacovych
softwarti, vypracovani podrobnéjsich protokolt (Ford et al. 2021).

Young et al. (2022) zkoumali nékolik fyziologickych endpointd pisobeni toxikantu
na bézné pouzivanou rybu v testech ekotoxicity Danio rerio, mezi které zaradili: spotfebu
kysliku, vibracni podnéty (vyhodnocovani neurotoxicity), rychlost proudéni krve, srde¢ni
rytmus, srdecni vykonnost a chovani v zavislosti na svételném rezimu (Young et al. 2022).

Osobné se tedy domnivam, ze v dneSni dobé nestaci pohlizet pouze na to, zda dany
zivocich uhyne ¢i nikoliv. Dle mého nazoru by se do legislativnich opatfeni mely pridat prvky
jak behavioralni, tak 1 fyziologické povahy.

V kapitole 3.4.2 je mozno shledat, ze studii se sladkovodnimi mlzi ve spojeni
s mikrorespirometrii bylo provedeno je velmi malo. VétSina provedenych studii se zamétuje
na moiské mlze, ¢i plze. Co se tykéd presné metodiky, tak ve vét§iné studii neni metodicka
stranka pfili§ rozsahle popsana. Studie Martin et al. (2020) vyuziva k lepSimu promichéavani
v mikrorespirometrickych jamkach magnetické tyCinky, avSak uvadi, ze nékteré tyCinky
se v prubéhu meéfeni prestaly tocit (Martin et al. 2020). Tedy v porovnani se sklenénou
kuli¢kou, ktera funguje na principu pohybu po obvodu ve spojeni s orbitalnim michacem,
muze byt o néco spolehlivejsi. Studie Polymeropoulos et al. (2013) pouzivala podobnou
kombinaci jako v této bakalarské praci, kdy popisuji pouziti nerezovych kulicek o rozméru
2 mm ve spojeni s orbitdlnim michaCem a sitka pro oddéleni kulicky od organismu
(Polymeropoulos et al. 2013). Jamky, kde se vyskytovala kuli¢ka naznacuji mens$i variabilitu
dat, coz poukazuje na fakt, ze voda v jamkach byla Iépe promichavana. Skupina s kulickou
vykazuje niz§i spotfeby kysliku pravdépodobné ztoho divodu, ze dochazelo k lepsimu
promichavani, a tedy i lepsi stratifikaci kysliku v celém objemu komurky, viz Obr. 12.
Tento fakt podporuje studie Rollera et al. (2022-2025), kde pouzivali dvé sklenéné kulicky
(Roller et al. 2022-2025).

Z hlediska studie invaznich druhii je nutno podotknout, ze i mimo negativni dopady
jsou zaznamenany i pozitivni pusobeni. Burlakova (et al. 2022) ve své rozsahlé praci uvadi,
ze mezi jeden z pozitivnich ucinkd patii filtrace vody za ucelem dychani a krmeni,
¢imz se z vody odstranuji ziviny a zvySuje se tak prihlednost vody. Tuto ekosystémovou sluzbu
ucinné pouzivaji v Némecku, kde druh Dreissena polymorpha spé$né testuji na precistovani
odpadnich vod (Burlakova et al. 2022). V minulosti se hojné€ pouzivaly rtizné slouCeniny
k hubeni invaznich druhii. Avsak jejich negativni dopad nemusi zasahnout jen cileny invazni
druh, ale i druhy pavodni (Sprecher & Getsinger 2000). Domnivam se tedy, ze bysme méli 1épe
porozumét v§em pochodiim v organismech invaznich druhli mlzd. K tomu je nutné testovat
razné metody pro poodhaleni skrytych mechanisma.

Skvélym prikladem je studie Liu et al. (2020), kde se zabyvali druhem
Limnoperna fortunei a tesili Skody zpusobené biofoulingem. Problém se vyskytuje zejména
u vodniho potrubi, kdy miaze dojit k zamezeni prichodu. Navrhnuta feSeni se tykala zvySeni
teploty vody (>35 °C) prochazejici potrubim, snizeni hladiny rozpusténého kysliku (<1,4 mg/1),
navysSeni pH (>9,7), coz mize zpusobit smrt. Jako prevenci navrhuji zvySeni intenzity svétla
(>55,000 Ix), coz odrazuje mlze od piichyceni za pomoci byssovych vldken (Liu et al. 2020).
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Autor Liu et al. (2022) konstatuje, ze mlzi jsou stale v kontaktu s vodou a jsou tedy citlivi
na piitomnost kontaminantd. Rychlost filtrace by mohla byt dobrym znakem vcasnych
tfyziologickych odpovédi. Zmény v rychlosti filtrace maji nadale vliv na dal$i zivotni pochody
(Liu et al. 2022). Ahmmed et al. (2021) uvadi, ze chovani mlza slouzi jako uziteCny prostiredek
sledovani polutanti ve vodnim prostiedi. Mezi fyziologické indikatory ptitomnosti xenobiotik
patii srdecni aktivita, filtrace a otevirani lastur. Zavfeni lastury je obranou na nepfiznivou
situaci (Ahmmed et al. 2021).
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7 Zavér

e Vtéto bakalarské praci byly shrnuty poznatky ohledné mikrorespirometrického
zafizeni od firmy Loligo Systems i s uvedenim konkrétnich studii vyuzivajicich prave
toto zafizeni.

e Vexperimentalni c¢asti byl popsan provedeny pokus s invaznim druhem
Dreissena polymorpha v kontextu pusobeni bézné€ se vyskytujiciho toxikantu,
a to médi.

e Jako u¢inné koncentrace se projevily 800 a 1600 pg/l Cu?*, tyto hladiny pasobily vyssi
mortalitu, av§ak vitaln€jSich jedinct byl dostatecny pocet pro provedeni respirometrie.

e Byly navrzeny a otestovany dvé metody promichavani — kontinualni a pferusované,
obé s vyuzitim orbitalniho michace. Nebyl zde zji§tén signifikantni rozdil v datech.

e Navic bylo pro zefektivnéni navrzeno feSeni proti zastinéni senzoru sledovanym
organismem — stoper — zarazka, ktera oddé¢lila mlze od senzoru. Avsak zpusobem,
ktery neoddé¢lil objemy vody v jamce.

e Pro zabranéni moznych chyb ve stagnaci vody byla otestovana sklenéna kulicka
o rozméru 3 mm. Potvrdilo se, ze kulicka méla vliv na ucinnost promichavani,
coz naznaCovala naméfena data promitnuta do grafi. Data byla vice homogenni
a nebyly zaznamenany vychylené hodnoty.

Zaveérem lze fici, ze tato prace pfinasi nové poznatky ohledné testovani invazniho druhu
Dreissena polymorpha v mikrorespirometrickém zafizeni Loligo Systems. Na zakladé
metodickych informaci 1ze provést dalsi experimenty s respiraci se zaméfenim na mensi druhy
sladkovodnich mlzg, ¢i na juvenilni jedince.
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10 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

ASTM - Americka spoleCnost pro testovani a materialy
ATP - Adenosintrifosfat

cAMP — Cyklicky adenosinmonofosfat

KNK — Kyselinova neutralizacni kapacita

LED — Light-Emitting Diode - Elektroluminiscen¢ni dioda
PAH — Polycyklické aromatické uhlovodiky

PCR - Post-consumer recycled - Recyklat po spottebiteli
SMR - Standartni rychlost metabolismu

SRD - Sensor Dish reader — Senzorova ¢tecka

USB — Univerzalni sériova sbérnice

Uv — Ultrafialové zateni

3D - Trojrozmérny

6PPD - n-(1,3-dimethylbutyl)-n‘-fenyl-p- fenylendiamin
6PPDQ - n-(1,3-dimethylbutyl)-n‘-fenyl-p- fenylendiamin-chinon
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