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Nejvyznamneéjsi slozky organického
detritu jako potravy perlorodKky ricni
pro preZiti a vyvoj mladych jedincii

Souhrnnd zprava projektu ¢. SS06010027 programu TACR Prostiedi pro Zivot 6

Sledované obdobi: duben 2023 — brezen 2024

Struéné shrnuti sledovaného obdobi:

Ve sledovaném obdobi hlavni fesitel (Vyzkumny Ustav vodohospodafsky T.G.M., v.v.i., Odbor
aplikované ekologie) provedl vybér 8 lokalit s naslednym odbérem detritu v terminech jarni 7. - 8. 6.
2023, letni 16. - 17. 8. 2023 a podzimni 18. -19. 10. 2023. Byly provedeny zakladni analyzy z hlediska
teploty, vodivosti a pH, dale pak analyzy obsahu vybranych prvk(, iontd a organické susiny. Dale byla
provedena optimalizace vyhodnoceni prirlistkl a pfezZivani juvenilnich jedincl perlorodky Fiéni.

Dalsi resitel (Prirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy, Katedra biochemie) ve sledovaném obdobi
proved| optimalizace podminek extrakce aminokyselin a proteint z detritu jako moZnych Zivin pro
rast a vyvoj perlorodky fi¢ni. Dale byly porovnany metody stanoveni koncentrace protein( v detritu s
nizkym limitem detekce, byla zavedena elektroforetickd separace protein( (analyza jejich relativni
molekulové hmotnosti) a byla provedena detekce volnych aminokyselin v detritu. Rovnéz byl navrzen
a vyroben prvni prototyp odbérového zafizeni detritu.

Ve sledovaném obdobi byl dodrZzen harmonogram praci obou resitelll a nedoslo k Zzddnym zménam
ve sloZeni fesitelskych tymu. Na koordinaénich schlizkach oba resitelé pravidelné konzultovali
vysledky a dosavadni pribéh projektu.

Projekt je navazan na Zachranny program perlorodky #iéni v Ceské republice, ¢im? napliiuje

v Podprogramu 1 hlavni prioritni vyzkumny cil 3.3. — rozvoj modernich metod a postupt. sledovani a
vyhodnocovani stavu ekosystém( a dale rostlinnych a Zivocisnych druh (a jejich stanovist). Projekt
souvisi i se dvéma vedlejSimi prioritnimi vyzkumnymi cili: 3.1. — zachovani a obnova struktury a
prirozenych funkci vodnich, mokradnich a terestrickych ekosystém a rostlinnych a zZivocisnych druh(
téchto stanovist, a 3.2. — ochrana biodiverzity na Urovni spolecenstev, druh( i genetické variability
jedincll véetné predchazeni Sifeni a eradikace invaznich druh z unijniho seznamu. Spoluprace obou
resiteld vede k identifikaci sloZzek detritu s nejvétsim vyznamem pro rlst a vitalitu mladych jedinc,
coz je zasadni pro Uspésnost odchovd, vybér lokalit pro dosazovani a posilovani stavajicich populaci,
pripadné reintrodukci. Ve sledovaném obdobi se oba fesitelé soustredili na vybér vhodnych lokalit,
optimalizaci a reprodukovatelnost vybranych stanoveni dle svého zaméreni.

V Praze, dne 30.3.2024

Mgr. Kamila Ticha, Ph.D.



Cast 1: Odbéry, prvkova analyza detritu a riistové parametry

juvenilnich jedinct perlorodky ri¢ni
Hlavni resitel: Vyzkumny Ustav vodohospodarsky T.G.M., v.v.i., Odbor aplikované ekologie

Mgr. Kamila Tichd, Ph.D., RNDr. Zuzana Hofickd, Ph.D., Mgr. Vojtéch Machacek, Ing. Milo§ Méhwald

Vzorkovani detritu
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Obr. 1.: llustracni fotografie zdjmovych toki s vyskytem perlorodky ricni: Zbytinsky potok, Blanicky

potok, Tepld Vitava a Luzni potok

Na zacatku projektu bylo z predem vytipovanych lokalit vybrano 8 nejvhodnéjsich (tab. 1). V kazdém
povodi, kde se v soucasnosti vyskytuje perlorodka fi¢ni, jsme vybrali dvé lokality, z nichZ jedna méla
mit pro rlst juvenilnich perlorodek detrit vhodny a druha nevhodny. Tato kritéria byla stanovena na
zakladé starsich informaci znalcl a spravcu lokalit a vlastnich zkuSenosti z dfivéjSich projektd (napf. in-
situ bioindikaci na juvenilnich perlorodkach apod.). V pribéhu sezény 2023 probéhly podle planu tfi
vzorkovani detritu (jarni 7. - 8. 6. 2023, letni 16. - 17. 8. 2023 a podzimni 18. -19. 10. 2023) na vsech
osmi lokalitach. Oproti planu jsme detrit vzorkovali pfimym odbérem ze dna toku, protoze stav
pUvodnich pasivnich odbérakd neumoznoval jejich opétovné pouZiti. Zaroven jsme konstrukci novych
odbérakl z ¢asovych dlivodd museli odlozit na konec sezény, abychom zaroveri mohli vyzkouset
nékterd konstrukéni zlepseni.
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Horni Vitava Vltava nad Ovesnou (V20) Rasnice — Usti (V11)

Blanice Zbytinsky potok (B6) Blanicky potok (B3)
MalSe MalSe pod Hiltchen (MM8) Malse pod Dolnim Dvoristém (MM35)
ASsko Nahon Rokytnice (R1) Luzni p. nad Furstbachlein (LP4)

Tab. 1.: Pfehled osmi lokalit, na kterych byl vzorkovdn detrit ve tfech sezéndch roku 2023
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Obr. 2.: Vzorkovdni detritu z tok primym odbérem ze dna toku, jeho sedimentace a pfiprava
zahusténého vzorku.



Analyzy

Kazdy odebrany smésny vzorek byl rozdélen na ¢tyfi podily, kdy jeden byl vyuZzit na analyzu zdkladnich
parametri detritu v laboratofich VUV TGM (ztrata zihdnim susiny, obsah vépniku a celkového fosforu)
a druhy po vysuseni pfeddn do externi laboratofe na stanoveni obsahu uhliku a dusiku. Tteti podil byl
vyuzit na analyzy v laboratofi PfF UK (viz Cast 2. prlbézné zpravy) a posledni na rlstové pokusy
s juvenilnimi perlorodkami. Na vSech lokalitach byl odebran také vzorek vody, ve kterém byla na misté
zméFena teplota, vodivost a pH, viz. Tab. 2. Paralelni vzorek vody byl analyzovan v laboratofi VUV (pH,
A254, KNK4,5, Cl, NH4, NO3, NO2, N-NH4, N-NO3, N-NO2, P-PO4, P celk., NL 105, PO4, Ca)

Vysledky

Grafy na obrazcich 3-5 ukazuji obsah organické susiny, vdpniku a celkového fosforu. Nejvyssi obsah P
a Ca byl naméren na lokalité Blanicky potok, Arnostov (B3), kde vSak v podzimni sezéné byly v toku
mohutné narosty vlaknitych ras, které nebylo pfi odbéru mozné separovat od sedimentovaného
detritu, a které tak vyrazné zkresluji vysledek. Blanicky potok ma také spolu s ndhonem Rokytnice (R1)
nejvyssi organicky podil, ndhon Rokytnice vSak ma nizky obsah P i Ca. Nejnizsi obsah P a Ca byl naméren
v LuZznim potoce (LP4). Na obr. 6 je znazornén pomér C:N v jarnim detritu, u ostatnich vzork( zatim
nemame vysledky analyzy CNS.
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Obr. 3.: Primérné a medidnové hodnoty organické susiny v detritu, namérené v jednotlivych sezéndch
roku 2023. Povodi jsou zakrouZkovdna stejnou barvou, znaménka pod grafy oznacuji toky s potencidlné
vhodnym (+) a nevhodnym (-) detritem.
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Obr. 4.: Priimérné a medidnové hodnoty celkového vdapniku v detritu, namérené v jednotlivych sezéndch
roku 2023. Povodi jsou zakrouZkovdna stejnou barvou, znaménka pod grafy oznacuji toky s potencidlné
vhodnym (+) a nevhodnym (-) detritem.
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Obr. 5.: Primérné a medidnové hodnoty celkového fosforu v detritu, namérené v jednotlivych sezondch
roku 2023. Povodi jsou zakrouZkovdna stejnou barvou, znaménka pod grafy oznacuji toky s potencidlné
vhodnym (+) a nevhodnym (-) detritem.
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Obr. 6.: Pomér uhliku a dusiku (C:N) v detritu na jednotlivych lokalitdch v jarni sezéné 2023.

Obsah Zivin v Blanickém potoce vyznamné ovlivnil podzimni odbér, kdy celé dno bylo zcela porostlé
vlaknitymi fasami, a nebylo mozné odebrat sedimentovany detrit bez téchto ras. Ve vysledcich je to
vidét na zvySeném obsahu fosforu, analyzu dusiku v podzimnich vzorcich jesté nemame k dispozici.
Ze stanoveni vroce 2023 je patrné, Ze z hlediska obsahu hlavnich biogennich prvkd vysledky
neodpovidaji potencidlné UZivnym a malo UZivnym zdrojim tak, jak byla odhadnuta na zacatku
projektu. Podle rozdill, které jsme zaznamenali, se profiluji jiné rozdily mezi lokalitami, ale ve
vysledcich z jedné sezdny jesté neni mozné vyvozovat zadné zavéry.



Ristové pokusy

Experimenty

Na zakladé smlouvy s NP Sumava byli z odchovny perlorodek ziskani juvenilni jedinci perlorodky Fi¢ni
po 1. roce Zivota (po odpadnuti zrybiho hostitele; 1+). Rlstové pokusy nasledné probihaly
v hydrobiologické laboratofi VUV TGM, ktera je vybavena ptislusnym zafizenim pro chov. Experimenty
byly provadény dle Simona a kol. (2018) a Machacka (2022) ve standardnich podminkach pfi 19°C
v termostatu v individudlnim chovu. Celkem probéhla tfi kola rlstovych pokusl, vidy s Cerstvé
odebranym detritem z jarniho, letniho a podzimniho vzorkovani. Na zacatku kazdého pokusu byli
jedinci ndhodné rozdéleni po 12-ti kusech, a kazda skupina byla vidy krmena detritem z jedné lokality.
Meéreni velikosti kazdého jednice probihalo vZdy na zacatku pokusu, po 10-ti dnech, po 20-ti dnech a
pfi ukonéeni pokusu po 30-ti dnech pti krmeni stejnym detritem. V dobé krmeni jsme kromé vymény
detritu vZdy provedli i vyménu vody, kterd pochazela ze stejné lokality jako detrit. Detrit a voda byly
mimo pokus uchovavany v laboratorni lednici s monitorovanou teplotou pfi 3°C, aby byly zachovany
co nejlépe plvodni vlastnosti. Méreni jsme provadéli na fotografiich, pofizenych trinokuldrnim
mikroskopem pfi maximalnim zvétSeni, zapsan byl vidy nejdelsi rozmér v pixelech. Opakované
fotografovani kazdého jednice se ndm pro vyhodnoceni osvédcilo kvili zpétné kontrole, kterd je nutna

pro pfedchazeni nahodnym chybam.

Obr. 7.: Umisténi juvenil( 1+ v termostatu v individudlnim chovu, fotografovdni pomoci trinokuldrniho
mikroskopu a priprava detritu na krmeni na zacdtku ristového pokusu.

Vysledky

Jednim z nasich cild na zacatku projektu je nastaveni metody, jak nejlépe vyhodnotit pfirstky, a
prezivani juvenill, aby bylo mozné porovnat UzZivnost jednotlivych detritd mezi sebou. Na obr. 8. jsou
znazornény pfirdstky vsech jedincl, krmenych jarnim detritem, tedy 12 juvenil( v kazdé skupiné.
Nasledné byl proveden post-hoc test Tuckeyovou metodou, ktery rozdélil testované detrity do skupin
na zakladé podobnosti pfirGstka. Z predchozich vyzkumui a dat ale vime, Ze pfirGstani je ovlivnéno vice
faktory, tedy i kdyZ vnéjsi podminky jsou standardni, zavisi ptirlistky kromé potravy napf. i na vstupni
velikosti, tukovych zasobach a kondici juvenild, vyvinu filtraéniho aparatu apod. Tyto faktory maji vlivi
na vyssi umrtnost podpriimérné velkych jedincl, ktera nesouvisi s potravou, ale momentalni kondici.
Hodnotime-li tedy pfirtstky jen tfi nejlépe rostoucich jedincl v kazdé skupiné (obr. 9.), pfi vyhodnoceni
Tuckeyho testem dosahneme presveédcivéjsich vysledk(, protoZe z experimentu jsou vyfazeni nahodné
uhynuli jedinci a jedinci, ktefi malo pfirlstaji kvali horsi vstupni kondici.
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Obr. 9.: Procentudlni prirdstek juvenild, jarni detrit 2023, metoda TOP 3 (z kaZdé skupiny 3 nejlépe
rostouci jedinci)

Dosud byl vyhodnocen rist a prezivani z jarniho a letniho experimentu. Prezivani bylo v jarni sezéné
vyssi nez v letni, a také prirdstky byly v prdméru vyssi v jarni sezéné (115 — 125% jarni versus 100 —
110% letni). Pfi porovnavani jednotlivych detritd se v jarni sezoné jasné oddélily ¢tyfi vhodné od Ctyr
nevhodnych, ovSsem stejné jako u hydrochemickych analyz toto rozdéleni neodpovidd nasemu
puvodnimu ocekdvani. V letni sezéné byly rozdily mezi detrity z jednotlivych lokalit jesté patrnéjsi, coz
je zejména dobfre vidét opét pri hodnoceni tfi nejlépe rostoucich jedincli - TOP 3 (obr. 10.)
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Cast 2: Extrakce a detekce aminokyselin a proteinii z detritu

Dalsi fesitel: Pfirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy, Katedra biochemie

RNDr. Tomas Je€men, Ph.D., RNDr. Katefina Bélonoznikova, Ph.D., prof. RNDr. Helena Ryslav4, CSc.,
doc. RNDr. Tomas Krizek, Ph.D.

Metody

Lyofilizace detritu

Vsechny vzorky detritu z vybranych oblasti (Blanice Arnostov, Luzni p., MalSe pod D. Dvotistém, Malse
pod Hiltschen, Ndhon Rokytnice, Rasnice Usti, Vltava na Ovesnou, Zbytinsky p. Usti) byly vysudeny
mrazem (lyofilizovany) na pfistroji Lyovac GT 2 (FinnAqua) a uchovavany v -28°C pted dalsi analyzou.

Extrakce proteint z lyofilizovaného detritu

Optimalizace extrakcnich podminek byla provedena na detritu z Blanice Arnostov (obrazek 11).
Extrakce proteint z detritu byla optimalizovana ve dvou typech extrakénich roztokd (VP: 100 mM Tris-
HCl, 2%(w/v) dodecylsiran sodny (SDS), pH 6,8; NaOH: 0,1 M NaOH, pH 13), za rGznych ¢asl inkubace
(15 min, 1 hod, 4 hod, 24 hod) za konstantni teploty (30°C) a kontinudlnim tfepdni (200 RPM). Déle byl
sledovan vliv opakované extrakce po 24 hodinach. Srazeni protein za Ucelem odstranéni moznych
kontaminant bylo provedeno pomoci ledového acetonu a inkubaci pres noc pti -28°C. Centrifugace
probihala vidy 10 minut pfi 13 400 RPM ve stolni centrifuze Mini-Spin firmy Eppendorf.
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Obrdzek 11.: Schéma optimalizace extrakce proteint z detritu z Blanice Arnostov. VP: 100 mM Tris-HCI,
2% SDS, pH 6,8, NaOH: 0,1 M NaOH, pH 13.
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Stanoveni koncentrace proteinti dle Lowryho

Chemikdlie: 50 % (v/v) fenolové reagens (komer¢né dostupné), Roztok A: 2% Na,COs; v 0,1 M NaOH,
Roztok B: 0,5% CuSO4 v 1% vinanu sodném, Roztok C se ptipravi smisenim 10 ml roztoku A a 0,2 ml
roztoku B.

Postup: Do mikrotitracni desticky bylo pipetovano po patnacti mikrolitrech vzorku vzdy v triplikatech.
Poté bylo ptiddno vidy 165 pl roztoku C. Po deseti minutové inkubaci za laboratorni teploty bylo
pfidano 20 pl 50 % (v/v) fenolového reagens. Po tficeti minutové inkubaci za laboratorni teploty byla
zmérena absorbance pfi 700 nm. Kalibrace metody byla provedena pomoci standardnich roztok
hovéziho sérového albuminu.

Stanoveni koncentrace proteinti pomoci kyseliny bicinchoninové (BCA)

Chemikdlie: Roztok A: 2% (w/v) Na,COs; 0,95% (w/v) NaHCOs; 0,16% (w/v) vinan sodny; 0,4% (w/v)
NaOH; 1% (w/v) sodna sll BCA; pH 11,25 (upravit pH, pfipadné titrovat 50%(w/v) NaOH nebo pridat
pevny NaHCOs), Roztok B: 4% (w/v) CuSO, - 5 H,0.

Cinidlo pro stanoveni protein(i bylo pfipraveno smichanim roztok( A a B v poméru 50:1.

Postup: Do mikrotitracni desticky bylo pipetovano po deseti mikrolitrech vzorku vzdy v triplikatech.
Poté bylo ptidano 200 pl ¢inidla pro stanoveni koncentrace proteinl a nasledovala inkubace po dobu
30 min pfi 37°C. Po skonceni inkubace byla zmérena absorbance pfi 562 nm. Kalibrace metody byla
provedena pomoci standardnich roztok( hovéziho sérového albuminu.

Elektroforeticka separace proteinti v prostiedi dodecylsiranu sodného

Chemikdlie: 30% Akrylamid/bisakrylamid, 1,5M Tris-HCl, pH 8,8, 0,5M Tris-HCI, pH 6,8, 10% (w/v)
dodecylsiran sodny (SDS), 10%(w/v) peroxodisiran sodny, TEMED, vzorkovy pufr redukujici (2,4 ml
destilované vody; 2,6 ml 0,5 M Tris-HCl pufru pH 6,8; 2 ml glycerolu; 2 ml 10% SDS; 0,5 ml 2-
merkaptoethanolu; 0,5 ml 1% bromfenolové modfi), Elektrodovy pufr, pH 8,3, 5x koncentrovany (15 g
Tris, 72 g glycinu, 5 g SDS bylo doplnéno do 1 | destilovanou vodou).

SloZeni vZdy 1 gelu pro systém Mini-Protean firmy Bio-Rad:

e 15% malopdrovy (separacni) gel: 1,35 ml destilované vody, 3,0 ml 30% akrylamid/bis, 1,5 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8, 0,06 ml 10%(w/v) SDS, 0,005 ml TEMED, 0,06 ml 10%(w/v) peroxodisiran
amonny.

e 4% velkopdrovy (zaostrovaci) gel: 1,22 ml destilované vody, 0,26 ml 30% akrylamid/bis, 0,5 ml
1,5 M Tris-HCl, pH 6,8, 0,02 ml 10%(w/v) SDS, 0,005 ml TEMED, 0,02 ml 10%(w/v) peroxodisiran
amonny.

Postup: Elektroforeticka separace proteint probihala v 15% malopdrovém (separacnim) gelu a 4%
velkopérovém (zaostfovacim) gelu vsystému Mini-Protean firmy Bio-Rad. Vzorky pro
elektroforetickou separaci byly pri fedény 1:1 redukujicim vzorkovym pufrem. Elektroforeticka
separace probihala v zaostfovacim gelu pti napéti 70 V a v separacnim gelu pri 180 V. Po ukonceni
elektroforézy byl gel obarven pomoci dusi¢nanu stfibrného.
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Detekce protein pomoci barveni dusicnanem stribrnym po elektroforetické separaci

Chemikdlie:

e fixacniroztok: 50%(v/v) ethanol +12%(v/v) kys.octova + 0,05% formaldehyd

e promyvaci roztok: 20%(v/v) ethanol

e senzitivizujici roztok: 0,02%(w/v) Na;S,03

e barvici roztok: 0,2% (w/v) AgNOs + 0,076% formaldehyd

e vyvijeci roztok: 6%(w/v) Na,COs+ 0,0004% (w/v) Na, S,0s + 0,05% formaldehyd
e terminacni roztok: 12%(v/v) kys.octova

Postup

Separacni gel byl vloZzen do fixaéniho roztoku pfes noc. Druhy den byl béhem 20 min 2x dakladné
promyt priblizné 100 ml promyvaciho roztoku a 2x vodou. Gel byl ponofen do 100 ml senzitivizujiciho
roztoku na 2 min. Gel byl 2x kratce promyt destilovanou vodou. Gel byl vloZzen do vychlazeného
barviciho roztoku na dobu 20 min. Po barveni byl barvici roztok vylit a gel promyt vétsim objemem
vody po dobu 60s. Gel byl ponotfen do vyvijejictho roztoku, rychle vylit. Byla pfidana dalsi ¢ast
vyvijeciho roztoku a ponechana vyvijet do poZadovaného vzhledu. Vyvijeni bylo zastaveno pfidanim
asi 50 ml terminacniho roztoku pfimo do vyvijeci lazné.

Stanoveni volnych aminokyselin

Kapilarni elektroforéza s bezkontaktnim detektorem vodivosti byla pouzZita k oddéleni 20
proteinogennich aminokyselin v kyselém pozadi elektrolytu. VSechny elektroforetické experimenty
byly provadény kapilarou z taveného oxidu kifemicitého (Polymicro Technologies, Phoenix, USA) za
pouZiti kapilarniho elektroforetického pfistroje G7100A (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko)
s bezkontaktnim detektorem vodivosti. Detektor byl tvofen dvéma valcovitymi elektrodami o délce 4
mm s 1 mm izolaéni $térbinou. Vnitfni primér elektrod byl 400 um.

Popis reSeni:

V pripadé stanoveni dle Lowryho byl u obou extrakénich roztokd (VP, NaOH) zjisténo vy3si mnoZstvi
proteinll po delsi inkubaci (obrdzek 12). V pripadé opakované alkalické extrakce (NaOH) bylo
detekovano dalsi vyznamné mnoiZstvi uvolnénych proteinld z detritu. V pripadé srazeni proteind
acetonem bylo detekovano nizsi mnoistvi proteind, jelikoZz touto metodou dochdzi k odstranéni
kontaminujicich latek, které mohou interferovat v daném stanoveni, ale také muize dochazet ke
ztrdtam béhem manipulace s materialem. Stanoveni metodou kyseliny bicinchoninové vykazovalo
celkové vyssi hodnoty neZ stanoveni proteini dle Lowryho (obrazek 3). V tomto pfipadé bylo
detekovano nejvyssi mnozstvi proteinl po alkalické extrakci (NaOH).
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Obrazek 12.: Stanoveni koncentrace proteinii dle Lowryho metody. VP: 100 mM Tris-HCl, 2% SDS, pH
6,8, NaOH: 0,1 M NaOH, pH 13. Obsah proteint byl stanoven v extrakénim Cinidle (A) a po srdZeni
proteini ledovym acetonem (B). Druhd extrakce predstavuje opakovanou extrakci proteint z detritu po
dobu 24 hod.

Optimalizace extrakce protein( byla sledovana i z hlediska reprodukovatelnosti a také pomoci metody
standardniho pridavku proteinu. Z hlediska reprodukovatelnosti je potfeba pracovat s vétsim
mnozstvim detritu (fadové desetiny gramu). Metoda standardniho pfidavku prokazala, Ze extrakce je
dostatecné ucinn3g, jelikozZ vidy byl sledovan narlst extrakce proteinl o stejné mnozstvi (o standardni
protein, data nejsou soucdsti zpravy).

Koncentrace proteinl byla stanovena ve vzorcich detritu z vybranych oblasti (Blanice Arnostov, Luzni
p., Malde pod D. Dvofistém, Mal$e pod Hiltschen, Nahon Rokytnice, Rasnice Usti, VItava na Ovesnou,
Zbytinsky p. Usti) odebranych v ¢ervnu 2023 (obrazek 4).
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Obrdzek 13.: Stanoveni koncentrace proteint dle metody kyseliny bicinchoninové. VP: 100 mM Tris-HCI,
2% SDS, pH 6,8, NaOH: 0,1 M NaOH, pH 13. Obsah proteint byl stanoven v extrakcnim Cinidle (A) a po
srdZeni proteinii ledovym acetonem (B). Druhd extrakce predstavuje opakovanou extrakci proteini
z detritu po dobu 24 hod.
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Obrdzek 14.: Stanoveni obsahu proteinii dle Lowryho metody (A) dle metody kyseliny bicinchoninové
(B). Extrakce byla provedena VP extrakcnim pufrem (100 mM Tris-HCl, 2% SDS, pH 6,8). SrdZeni protein(
bylo provedeno ledovym acetonem. Druhd extrakce predstavuje opakovanou extrakci proteind z detritu
po dobu 24 hod.

V ptipadé odbérovych mist Rasnice Usti, Zbytinsky p. Usti a MalSe pod Hiltschen byla koncentrace
proteind pfi opakované extrakci pod limitem detekce pfip. velmi nizkd. V téchto pfipadech lze
predpokladat velmi nizké mnoistvi protein( (resp. latek) dostupnych k postupnému uvolrfiovani
z detritu. Metoda stanoveni pomoci kyseliny bicinchoninové vykazovala vyssi namérené hodnoty
(obrazek 4B), ale trend jednotlivych odbérovych mist zGstal zachovan kromé Luiniho p. a Nahonu
Rokytnice, které vykazovaly vyrazné vyssi koncentrace proteinli nez pfi stanoveni dle Lowryho (obrazek
4A). Vsechna odbérova mista budou dale analyzovana z hlediska mnoZstvi dalSich latek jako jsou napfr.
sacharidy, fenolické latky, které mohou mit interferujici vliv na metody stanoveni koncentrace
proteind.
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Detekce a analyza protein( z hlediska molekulové hmotnosti byla provedena pomoci elektroforetické
separace v 15% polyakrylamidovém gelu v usporadani s dodecylsiranem sodnym (SDS) za
denaturujicich a redukujicich podminek. Barveni bylo provedeno stfibrem (obrazek 5). Elektroforeticka
separace bude dale optimalizovdna se zamérenim na malé proteiny a peptidy (< 10kDa). Ve vsech
variantach extrakce byly detekovany proteiny o Sirokém rozpéti molekulové hmotnosti.

sraZeni
protein(

1. extrakce

116
66

45
35 |
25

18

Obrdzek 15.: Elektroforetickd separace proteini v 15% polyakrylamidovém gelu. 1 -1 - 0,1 M Tris HCI,
1% (w/v) SDS, 20% (w/v) glycerol, 0,005% (w/v) bromfenol. modr, pH 6,8; 2 - 0,1 M Tris HCl, 1% (w/v)
SDS, 20 mM DTT, pH 6,8; 3-0,1 M NaOH, pH 13 ; extrakcni podminky: 24 hod, 30°C, 220 RPM.

Stanoveni obsahu volnych aminokyselin pomoci kapilarni elektroforézy s vodivostni detekci bylo
optimalizovano na zékladé analyzy vzork( po 4 a 24 hodinové inkubaci a obou extrakénich roztocich
(VP, NaOH) a opétovné extrakci (obrazek 6). V alkalické extrakci (NaOH) bylo detekovano vice volnych
aminokyselin. Zaroven se jejich pocet neménil mezi 4 a 24 hodinovou inkubaci. Po opétovné extrakci
bylo detekovdno méné volnych aminokyselin.
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VP 4h .. i
VP I 4h - 4
VP 24h .

VP | 24h

L | W
NaoHan [ . ..... .... =

r

NaOH 14 Bl B
oo @ B HENEES ® 5N =N |
NaOH | 24h .. . ..

Ala Arg Asn Asp Gin Glu Gly His lle Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val

pod limitem detekce

Obrdzek 16.: Optimalizace stanoveni volnych aminokyselin. Extrakcni Cinidla VP a NaOH, inkubace 4
hod nebo 24 hod, | — 2. extrakce.
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Pasivni odbérové zarizeni detritu
Ve sledovaném obdobi byl také navrzen a vyroben prvni prototyp odbérového zafizeni detritu, ktery

bude dale testovan béhem odbérl v dalsi fazi projektu.

Obrazek 17.: Prvni prototyp odbérového zarizeni. Na prvnich dvou obrdzcich jsou ptlvodni odbérdky a
jejich dle uzitného vzoru, na tfetim obrdzku jsou vidét nové jednotlivé soucdsti, které Ize dle potfeby
pfidat/odebrat (senzor), pfipadné vyménit (riznd velikost/tvar trychtyfe) a na ¢tvrtém obrdzku je
pohled na sloZené odbérové zarizeni.

Korelace dat

Ziskana data ze stanoveni vodivosti, teploty, a pH méfené na misté odbéru, dale prvkova analyza
detritu, data z bioindikaci (pFirGstky a % prezivani), analyza obsahu extrahovatelnych proteind z detritu,
a stanoveni susiny, ale také detekce vybranych iontl ve vodé z detrit(l z osmi lokalit z jara 2023 byla
podrobena korelaéni analyze (obrazek 18). V pfipadé metody srazeni proteind (a obou stanoveni, tj.
dle Lowryho a BCA) byla zjisténa pozitivni korelace (0,67 a 0,71) s celkovym pfirlstkem juvenill v um
a (0,85 a 0,81) s prirtstkem oproti kontrole ve varianté 3_4.

Vsechny vyse uvedené vysledky z odbérovych lokalit byly také podrobeny analyze hlavnich komponent
(PCA, obrdzek 19). Lokality Blanicky potok a Ovesna koreluji spolecné pozitivné a zdroven negativné
koreluji s lokalitami LuZni potok a Rokytnice Nédhon. Lokalita Rasnice negativné koreluje s lokalitami
MalSe pod Hiltschen, Zbytinsky potok a MalSe pod D. Dvofistém.

17



052 -061 -0.48 IMNEY 0l i Y ’ 2l o 49 Y i 6 [l X 46 ; i 2ViE! eIl 0.63
062 -062 -0.69 ik ¥ ; ; ; I k 1 k I i X -0.28 0. f 0.46 0. K i ) "8 023 0.027

0.71 m 065 ‘

FPid 054 063 072 094 |0.61 078

014 0.053 -0.079 -0.13 -0.064 -0.15 0.038 0.022 17 0. ! 26 0. 5 0. ; j 32 -0.037 0. 31 -015 033
e o. I RN 0.047 0.1 0.079 -0.099
063 [XER] 092 1 098 083 087 068 EXTTARTINTEL 0.18
083 049 072 BXILY 094 098 1 09 08 0067 -0.039 017 [ 2 o. M -0.09 o i ; ! -0.095 -0. CEl 0.7 0.072
062 071 094 [EREN 08 083 09 1 |069 : XM o. ; 6 -059 BX : X o 23 [ ! : 0054 0.33 032 029 0089
prirustek_2(um) 062 m (GEN -0.064 ROCIINETAREE SR MEI 0.42 |-0.037 -0.061 0.099 |-0.26 039 0. 3 0. ; i 24 -0, R o.073 0.052 021 027
prirustek2_a(um) o)1 RO ING 0.76 068 082 087 0.1z B ! i B 029 ! ; 15 [DATIEXN o026 o.040 [FXEY 025 0.033

-0.072 0.26 -0.073 -0.085
-0.073 0.047 -0.16 -0.031
0.051 0.0067 -0.16

0.054 0.0086 =i 0.013 -0.064

-0.069 0.057

prirustek3_4(um) -0.013  0.24 FOUGCEERINEN -0.15 -0.047 -0.047 0.067 | 1 :c1-0.037 | 0.77 085
L.1.extrakce i 049 0038 -01 -009 -0039 03 -0.061 012 Nelg 1 08 106 145 BOFGE 031 032 -0.13 -0.054 0.014 023 0072 0.16 -0.039 -0.16

L srazeniproteinu 0.2 0.18

0.022 0.079 0.097 0.17 FESE 0.099  0.32 LR} 1 0091—012 0.95 B -0.12 0.093 -0.005 -0.098 0.16 0.21
031 -0. (E3l -0.1

L.2.extrakce 0.079 BUVGIEEIX -0.47 41 k| -0.26 EUGEN 0.018 |10k -0.0091 092 0.037 gukl 0.21 024 0.23

BCA1.extrakce 0.093 Bol#g A -049 -053 -0.57 -0.51 -0.53 0.92 (U1l -0.025 0.014 0.066 0.079 029 -0.24
0.12 022 025 028 [ 081 0.75 0.95 7 —015 L -0.25 4 -0.12 0.072 -0.013/ 045 -0.094 025 027
BCA2.extrakce 0.17 BUVZEREIA i Y -0.53 052 -0.6 -0.59 Eok -0.66 -0.15 0.31 -0.26 O.Jo (U -0.25 | 0.015 016 0.1
N 5| 014 -0.14 0014 026 -0.16 -0.0089 -0.09 -0.055 0.17 [ 0.057 032 021 -0.025

o -0.49 Feid 0. i 118 -0.097 0.16 0.0036 -0.19 013 -0.12 0.24

$-0.019 032 -0.054 0.093 0.23

ROREN -0.029 X 5 .21 -0.076 0.17 0023 -0.14 0.014 -0.005 0.31 0.079 -0.013 0.2 NE:PARNeR RNV

052 076 076 083 0.86 0. : -0.26 [TV 045 017 022 m } I
02 02 -022 0053 -0.1 -0.23 0.072 -0.098 [Hl 0.29 -0.094 07 094 055 096 m W ! ) PR 020 021 [RER

0.23 027 0091 022 026 0.7
21 015 22 024 [N 024

0095 01 0079 0.003 0.1 068 076 onga.

24 022 [{IF] 022 oz 30028 022

016 -026 -0.014 014 -026 -0.002 0.15 0.15

I - o o 17 R -022 050 032 029 BN 0006 027 [E¥Mo.0051/-028 0.069 0.14 028

0.014 012 0.16 JORZAE N Y:72 22 XYM 0.065 #%ZN 046 034 EEPN 037 03
0.066 0.072 0.1 EIEEENOT AN i } 055 -0.59 [ ! ; .013 [J0kgd

BCAsrazeniproteinu  -0.2

ztratyzihanim(%) [ S0 0.12
Ca -0.19 -0.28

v-KNK4.5 BUFES 0.064

v-Cl -0.045 0.063

016 016 -01 -024 025 -017 -0.22 -0.065 015 0.16 JFX2R 018 -0.13
-0.039 021 PIANETE 05 074 ; ; 0,39 Rzd 042 0.031 BN 045 N 0.056 -0.13

) 021 -017 EXEN -0.14 0.13
01 -024 016 029 034 ML) 061 [N -0. ] i -0.047 0.057 -0.29
0005 022 -026 EEAEXA <d .93 [RXEL o 21 -0 0.45 -0, 046 | 0.16 -0.18
021 0.1 -0.014 -0.006 028 011 029 017 044 -017 O 4 082 | 0.45 049 PSS
015 0079 022 014 027 (Wl 050 Al 05 [ 017 0. 011 0 ; W 026 022
103 0093 023 -0.26 IR 91 ) .15 I 21 -0 045 -0. 046 | 0.16 -0.18 WL 0.7
022 011 -0.002 0.0051 | 028 0096 028 0. 5 -017 0.057 | 0; ) 049 P2 ¢
024 01 088 015 028 028 098! ! B 020 0.6 [0 025 016 [LXD 56 08 . 023
018 023 0.24 Wl -0.19
W 021 0.068 0.079 026 025
0.22

-0.037 -0.099 -0.18 -0.035
0063 -0.18 -0.12 -0.21
v-amonneionty | 0.46 Pl 07 RN 058 -052 -063 -0.74 AN 035 -025 017
vNo3 [ 022 [RFZR 0.12 015 |
v-NO2 43 0.33
v-N-NH4 5 0. 031
vN-NO3 [ i ! 11015
035 0.047 0.051 0054 0.32 0.052
-0.072 -0.17 0.00170.0086 028 0.21
VP celk. PRl 071 055 -0.65 -0. ; ; 1 027 -0.091
v-NL105 ! 50 P2l 0.83 071 -0.81 -0. j 12 0.6 022
-0.073 -0.16 0.0067 0.013 029 0.21
-0.085 -0.031 -0.16 -0.064 0.089 -0.27 0.19

0.15 -0.24

0.78

v-N-NO2 02

v-P-PO4

v-PO4

v-Ca UG 0.027 Mgl

-0.51 -0.47 -0.73 Eoi| b . K h i b H 0.4¢ i K 023 -0.19

u(mS)
" o
prirustek(um) =
prezivani(%)
1.(um)
2.(um)
3.(um)
4.(um)
prirustek1_2(um)
prirustek2_3(um)
prirustek3_4(um)
L.1.extrakce
L.2.extrakce | 3
BCA1.extrakce
BCA2.extrakce
v-amonneionty
v-NO3

L.srazeniproteinu

18

1.00

0.25

0.00

-0.25




Obrdzek 18.: Korelacni analyza vsech dat ziskanych v analyze detritt z osmi lokalit z jara 2023 (Blanicky
potok, Luzni potok, MalSe pod D. Dvofistém, Malse pod Hiltschen, Ovesnd, Rokytnice Ndhon, Rasnice,
Zbytinsky potok). Zkratky: 1-4 (um) oznacuji pfirdstky v um, BCA 1.extrakce/srdzeni proteinu/2.extrakce
ukazuje stanoveni koncentrace proteinti dle metody kyseliny bicinchoninové, L. 1.extrakce/srdzeni
proteinu/2.extrakce ukazuje stanoveni koncentrace proteini dle Lowryho metody, oznaceni v-
znamend stanoveni ve vodé nikoliv detritu.
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Obrazek 19.: Analyza hlavnich komponent (Principal Component Analysis, PCA) byla provedena ze vsech
dat ziskanych v analyze detriti z osmi lokalit z jara 2023 (Blanicky potok, LuZni potok, MalSe pod D.
Dvoristém, Malse pod Hiltschen, Ovesnd, Rokytnice Ndhon, Rasnice, Zbytinsky potok).
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