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Souhrn praci, realiza¢ni tym a naplnéni programu

Ve sledovaném obdobi hlavni fesitel (Vyzkumny Ustav vodohospodarsky TGM, v. v. i., odbor aplikované
ekologie) provedl odbér detritu a vzorkovani vody na celkem 17-ti lokalitach. Lokality s vyskytem
perlorodky Fi¢ni, které byly vzorkovany jiz v prvnim roce projektu, byly dle planu (viz Postup a etapy
projektu) doplnény o nékteré lokality, kde perlorodka jiz vyhynula, kde ale mohou existovat dobré
podminky pro jeji pfipadnou reintrodukci, jako jsou ptitoky perlorodkovych tokd nebo mista, lezici pod
soucasnym vyskytem perlorodky se zhorsenou nebo proménlivou kvalitou vodniho prostfedi. Na misté
vidy byly provedeny zakladni fyzikdlné-chemické analyzy vody (méreni teploty, vodivosti a pH), dale
pak odebrany vzorky vody i detritu pro analyzy obsahu vybranych prvkd a iontd, v pfipadé detritu téz
organické susiny. Ve vzorcich z jarniho a letniho vzorkovani byla provedena elementarni analyza CNS
v externi laboratofi. Byly naplanovany a realizovany tfi cykly rdstovych pokus( na juvenilnich jedincich
perlorodky Fi¢ni po prvnim roce Zivota (1+), probéhlo jejich vyhodnoceni a porovnani s rokem 2023.

Tym dalsiho fesitele (Pfirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy, Katedra biochemie) ve sledovaném
obdobi projektu dokondil optimalizaci postup( zapocatou v pfedchozi etapé a Uspésné urcil vhodné
extrakéni postupy pro sledované latky. V této ¢asové nejrozsahlejsi casti byly pro jednotlivé typy
stanoveni hledany postupy, které (i) jsou kompatibilni s ndslednou metodou stanoveni, (ii) dobfe se pfi
nich extrahuji sledované analyty, a (iii) co nejméné se pfti nich extrahuji latky interferujici s metodou
stanoveni. Také pro stanoveni enzymovych aktivit bylo nutné optimalizovat podminky jednotlivych
reakci, zejména mnoZstvi detritu pouZitého v reakcich a délku inkubace. Rovnéz byly vyrobeny a
testovany prototypy pasivniho odbérového zafizeni detritu.

Ve sledovaném obdobi byl dodrZzen harmonogram praci obou resiteld. V daném obdobi neprobéhly
zmény sloZeni tymu ani vySe Uvazk( clenUl resitelského kolektivu. Oba resitelské tymy se Ucastnily
nékolika koordinacnich schizek, na kterych byly prezentovany a konzultovany ziskané vysledky a dalsi
postup obou resiteld. 2. 10. 2024 probéhl kontrolni den projektu s odbornym garantem.

Projekt je navdzan na Zachranny program perlorodky i¢ni v Ceské republice, &mZ napliiuje
v Podprogramu 1 hlavni prioritni vyzkumny cil 3.3. — rozvoj modernich metod a postup(, sledovani a
vyhodnocovani stavu ekosystém0 a dale rostlinnych a Zivocisnych druhi (a jejich stanovist). Projekt
souvisi i se dvéma vedlejSimi prioritnimi vyzkumnymi cili: 3.1. — zachovdni a obnova struktury a
prirozenych funkci vodnich, mokradnich a terestrickych ekosystému a rostlinnych a Zivocisnych druh(
téchto stanovist, a 3.2. — ochrana biodiverzity na urovni spoleéenstev, druhl i genetické variability
jedincli véetné predchazeni Sifeni a eradikace invaznich druh@ z unijniho seznamu. Spoluprace obou
resiteld vede k identifikaci sloZek detritu s nejvétsim vyznamem pro rlst a vitalitu mladych jedinct, coz
je zasadni pro Uspésnost odchovd, vybér lokalit pro dosazovani odchovanych perlorodek za Gcelem
posilovani stavajicich populaci, pfipadné reintrodukci.

Cast 1: 0dbéry vody a detritu, zakladnf fyzikadlné-chemické a chemické
parametry vody a detritu a rlistové parametry juvenilnich jedinct
perlorodky ri¢ni

Hlavni resitel: Vyzkumny Ustav vodohospodarsky TGM, v. v. i., Odbor aplikované ekologie

Mgr. Kamila Tichd, Ph.D., RNDr. Zuzana Hoficka, Ph.D., Mgr. Vojtéch Machacek, Ing. Milos Mohwald



Vzorkovani detritu

Vzorkovani detritu probéhlo opét na jare, v 1été a na podzim, pocet lokalit vSak byl rozsiten o nékteré
lokality, které jsou obecné povazovany za malo perspektivni nebo takové, kde perlorodky vyhynuly,
kde pro né ale mohou existovat dobré podminky (Tab. 1). K osmi pdvodnim lokalitdm v povodi Blanice,
Vltavy, Mal$e a Rokytnice tak byly nové pridany lokality na Ceskomoravské Vysocing, Otavé a Zlatém
potoce. Lokality vzorkované uz v loriském roce byly doplnény o nékteré profily nize po proudu Blanice,
Vltavy a Mal3e, kde se v minulosti perlorodka vyskytovala, ale vlivem zhorsené kvality vody vymizela.
Vroce 2024 probéhlo 28.-31. 5. jarni, 20.-22. 8. letni a 8.-10. 10. podzimni vzorkovdni na 17-ti
lokalitach. Soucasti jarniho vzorkovani bylo i testovani odbérakd, které je popsané v samostatné Casti
,Vystupy”. Detrit jsme odebirali ruéné ze dna toku plastovymi stfikackami v mistech, kde se organicky
material pfirozené usazuje, jako jsou tisiny, tlriky nebo oblasti s vyskytem makrofyt. Odebrany
materidl byl nasledné prelitim pres sito o velikosti ok 1 mm zbaven vétsich necistot a po usazeni byla
slita voda, aby vysledny vzorek detritu byl co nejhustsi. Vysledny vzorek byl poté promichan a rozdélen
na podily uréené na jednotlivé analyzy, na krmeni perlorodek i k uschovani (v podobé zmrazenych
vzork( detritu a jejich susin).

Obr. 1: llustracni fotografie zdjmovych toki s vyskytem perlorodky ri¢ni: Zbytinsky potok, Blanice -
Arnostov, Tepld Vitava a Luzni potok.

T il e

Blanice Blanice Arnostov Vitava Rasnice — usti V11
Blanice Zbytinsky potok B6 Vitava Vitava nad Ovesnou V20
Blanice TetfivEi potok B20 Vitava Vitava pod Lipnem V21
Blanice Blanice — nahon Blanicka B40  Malse MalSe JeSkov MM13
Zlaty potok Zlaty p. — Tisovka ZP30 MalSe Malse pod Hiltschen MM8
Zlaty potok Zlaty p. Cichtice ZP40 Malse MalSe pod Dolnim Dvofistétm MM35
Otava Otava — Malé Hydgice OT1  ASsko  Luzni p. nad Furstb&chlein LP4
Vysocina Jankovsky potok JA1  ASsko Nahon Rokytnice R1
Vysodina Kladinsky potok KL1

Tab. 1: Prehled lokalit, na kterych byl vzorkovadn detrit ve tiech sezondch roku 2024.
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Obr. 2: Vzorkovani detritu z toki prfimym odbérem ze dna toku, jeho sedimentace a slévdni zahusténych

vzorkd.

Analyzy

Kazdy odebrany smésny vzorek detritu byl rozdélen na ctyti podily, kdy jeden byl vyuZit na analyzu
vybranych zakladnich parametr( v laboratofich VUV TGM (ztrata zihanim susiny, tj. podil organickych
latek v detritu, obsah celkového fosforu, celkového vapniku a Zeleza v susiné) a zbytek susiny byl
pfeddn externi laboratofi na prvkovou analyzu (stanoveni obsahu uhliku a dusiku). Druhy podil byl
pouZit na biochemické analyzy v laboratofi PFF UK (viz Cast 2 priibéiné zpravy), tieti podil na riistové
pokusy s juvenilnimi perlorodkami a posledni byl zamraZen a stejné jako susina z néj uschovan pro
pfipadné pozdéjsi vyuZiti.

Na vsech lokalitdch byl vidy odebrdn také vzorek vody, ve kterém byla na misté zmérena teplota,
vodivost a pH, v roce 2024 na nékterych lokalitach také obsah O, viz priloha 1. Paralelné odebrany
vzorek vody byl analyzovén v laboratofi VUV TGM (pH ab, Azss, KNKa s, CI', NH4*, NO3, NO2', POs*, Peeir,
NL 105, Ca*). Voda pro hromadné chovy perlorodek pfed a mezi pokusy byla odebirdna ze
Spaleneckého potoka, voda pro ristové pokusy byla odebirana pfimo na odbérovych mistech detritu.

Vysledky

Z hlediska fyzikalné-chemickych parametr(i vody (Pfiloha 1) nebyly u teploty vody nikde prekroceny
limitni hodnoty pro perlorodku fi¢ni, uvadéné Metodikou podpory perlorodky ficni (Simon a kol.,
2018). Namérené koncentrace kysliku byly vzdy vysoké. Témér ve vSech ptipadech vsak byly vyssi nez
tyto meze jak hodnoty pH vody, tak predevsim hodnoty vodivosti, a to u vodivosti nékdy az 2x — 3x.
Potvrzuje to, Ze prezivajici populace perlorodky fi¢ni u nas Ziji za optimem pomérl svého prostredi.
Ptiloha 2 shrnuje vysledky chemickych analyz vod za roky 2023 a 2024. Svétle/tmavé zelenou barvou
jsou v ni oznaceny vysledky predstavuji mald/znaéna prekroéeni uvadénych limitnich hodnot pro druh.
S vyjimkou ndhonu Rokytnice a Tetfiv¢iho potoka jsou vSude pfekro¢ena mnozstvi celkového fosforu a
na mnoha lokalitdch také mnoZstvi dusi¢nand — zcela nejvice (az 10x) v Jankovském a Kladinském
potoce. Také u koncentrace chloridd a vapniku jsme na nékterych lokalitach zaznamenali vysoké
hodnoty.

Vsechny vysledky analyz detritu jsou v Pfilohdch 3 a 4; zpétné byly za oba roky doplnény analyzy
obsahu zeleza (Priloha 3). Obr. 3. -5. ukazuji podil organické susiny, obsah vapniku a celkového fosforu
ve vzorcich detritu, ktery byl na osmi stejnych lokalitach odebiran v obou letech.

Organicky podil susiny detritu byl v r. 2023 obvykle nejvyssi v 1été nebo na podzim, v r. 2024 toto s
vyjimkou Vltavy nad Ovesnou a Rasnice neplatilo. Na jafe 2024 byl aZ na vyjimky (kdy byl stejny) mirné
vyssSi neZ na jare 2023, v [été 2024 vsak vétsSinou stejny nebo nizsi nez v 1été 2023. Pfi porovnani lokalit

evvs

byl celkové nejvy$si v ndhonu Rokytnice, Blanici nad Arnostovem a Usti Rasnice; celkové nejniz$i na



obou profilech Malse, v Usti Zbytinského p. a v Luznim p. Obsah vapniku byl ve srovnani sezén velmi
nevyrovnany, obvykle vsak byl v |été vyssi nez na jafe. Na podzim 2023 byl ¢astéji vyssi nez v 1été, na
podzim 2024 vsak Castéji nizsi nez v lété. Pti porovndani lokalit byl celkové nejvyssi v Blanici nad
Arnostovem, Usti Zbytinského p. a v Malsi pod D. Dvotistém. MnoZstvi celkového fosforu v detritu bylo
v obou letech mezi sezonami pomérné vyrovnané, svétsim narlstem v |été obou rokd v usti
Zbytinského p., v [été 2023 a na jafe 2024 v MalSi pod D. Dvofistém, na podzim 2024 v Malsi. Velmi
napadny je vysoky obsah fosforu na podzim 2023 v Blanici nad ArnoStovem. Pti porovnani lokalit byl
vysokou koncentraci celkového fosforu i obsahu organické susiny v Blanici nad ArnoStovem na podzim
2023 si vysvétlujeme vyskytem mohutnych narost( vldknitych fas v toku.

podil organické susiny
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Obr. 3: MinoZstvi organické susiny v detritu osmi lokalit studovanych v obou letech za roky 2023 a 2024.
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Obr. 4: Obsah vdpniku v susiné detritu osmi lokalit studovanych v obou letech za roky 2023 a 2024.
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Obr. 5: Obsah celkového fosforu v susiné detritu osmi lokalit studovanych v obou letech za roky 2023 a
2024.

Obr. 6. - 9. ukazuji podil organické susiny, obsah vapniku, celkového fosforu a Zeleza v detritu na vSech
17-ti lokalitach, vzorkovanych v roce 2024, i v detritu nasbiraném pasivnimi odbéraky na dvou z téchto
lokalit. Zatimco podil organické susiny se u osmi lokalit testovanych v obou letech pohyboval do 20-30
%, u dvou novych lokalit z roku 2024 byly tyto hodnoty vysoce presazeny: v detritu Kladinského potoka
v |été a na podzim (62-63 %) a v detritu Otavy — Malé Hydcice (45 %) v |été. Obsah vapniku se u 8 lokalit
testovanych v obou letech pohyboval mezi 4 000-6 000 mg/ kg DW susiny, pouze na tfech lokalitach (v

6



Blanici nad Arnostovem, Usti Zbytinského p. a v Malsi pod D. Dv.) dosahoval 6 000-8 000 mg/kg DW. Z
novych lokalit testovanych v r. 2024 dosahoval jeho obsah hodnot nad 6 000 mg/kg DW v detritu Otavy
— M. Hyd¢ice, Zlatého p. Cichtice, Zlatého p. Tisovka a viech t¥i profild na Malsi. Obsah celkového
fosforu se u 8 lokalit testovanych v obou letech pohyboval do 2 000 mg/kg DW (coz lehce pfesahoval
profil Malse pod D. Dv.), u Blanice nad Arnostovem do 3 000 mg/kg DW. Nové lokality testované v r.
2024 tyto hodnoty nepiesahuji s vyjimkou Zlatého p. Cichtice a Malse pod D. Dv.

V obou letech byl navic sledovan obsah Zeleza v detritu. Na vétsiné lokalit se pohyboval zhruba do

30 000 mg/ kg DW nebo (Castéji) do 40 000 mg/ kg DW, bez zjevné zavislosti na ro¢nim obdobi. V Usti
Rasnice, VItavé nad Ovesnou, LuZnim potoce a zejména v ndhonu Rokytnice a v Blanici nad Arnostovem
vsak nékteré hodnoty presahly 40 000 mg/kg DW. V ndhonu Rokytnice bylo naméfeno az 50 100 mg/kg
DW av Blanici nad Arnostovem 68 800 mg/kg DW Fe v susiné. Tyto zcela nejvy$si hodnoty byly v detritu
zjisStény na podzim 2023 v pfipadé Blanice — Arnostov a na podzim 2024 v pfipadé Rokytnice. Jediné
mozZné srovnani predstavuji data z rozborl detritu odebraného v Teplé Vitavé na podzim 2018 (O.
Simon, nepubl. data): obsah Zeleza v nich byl podobny jako v detritu vétSiny nyni studovanych lokalit
(31 500 - 39 500 mg/kg). Podle zkusenosti analytické laboratofe VUV TGM se slozenim sedimentd
nasich oligotrofnich tokd (O. Taufer, os. sdéleni) predstavuji hodnoty nad 40 000 mg/kg DW vysoky
obsah Zeleza.
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Obr. 6: MnoZstvi organické susiny v detritu 17 lokalit studovanych vroce 2024, vcéetné vzorki z
odbérdki detritu pouZitych soubéiné s rucnim odbérem vzorki v Usti Rasnice a v Tetfivéim potoce.
Barevné jsou odlisena rocni obdobi a vysledky pro detrit z odbérdkda.
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Obr. 7: Obsah vdpniku v susiné detritu 17 lokalit studovanych v roce 2024, vcetné vzorku z odbérdki

detritu pouZitych paralelné v usti Rasnice a v Tetfivéim potoce. Barevné jsou odlisena roéni obdobi a
vysledky pro detrit z odbérdka.
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Obr. 8: Obsah celkového fosforu v susiné detritu 17 lokalit studovanych v roce 2024, vcetné vzorki z

odbérdki detritu pouZitych paralelné v usti Rasnice a v Tetfivéim potoce. Barevné jsou odlisena ro¢ni
obdobi a vysledky pro detrit z odbérdku.



2024: Fe

50000 ‘
< 40000 = -
2 1) H r LI o il
w 30 000 ‘ : ‘ 11,
3 R IR i 1/ HIREREI]
= oo ML WO A
SR |1 0O R
0 | ) 4l
-\{-:Q (\o‘) Qz& \‘e}(\ {?}3’ -\3‘7‘\ N 2 _od?’ ‘\é\ S J(;(_o‘\ “\o‘\ ) {\\Q o @Q' N
& 4cz,"') & ‘_}0 & & ‘&\s\ N & \‘(?0 b() DN & \91, & > R Q,;{-
PN PN & <& o RO N AN
QP L W RS AV 4% T R & N &
\ D & L AP ,\>'$°\ L & » & rall
& 5 e L ¥ <& <€ 0@4
S &

vidy zleva: jaro - |éto - podzim 2024, jaro: odbéraky

Obr. 9: Obsah Zeleza v susiné detritu 17 lokalit studovanych v roce 2024, vcetné vzorkl z odbérdki
detritu pouZitych paralelné v usti Rasnice a v Tetfivéim potoce. Barevné jsou odlisena roéni obdobi a
vysledky pro detrit z odbérdka.

Vztah mezi mnoZstvim celkového vapniku v detritu a podilem organickych latek v susiné detritu je
vykreslen na Obr. 10. Vapnik mGzZe byt perlorodkami vyuZivan jen v organické podobé, s potravou, jeho
organicky podil v celkovém mnozstvi vapniku vSak neni mozné metodami chemické analyzy ptfimo
stanovit.
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Obr. 10: Vztah mezi mnoZstvim vdpniku v detritu a mnoZstvim organickych Idtek v susiné detritu. Modrad
spojnice trendu — po vylouceni tii odlehlych hodnot, Cervend spojnice — s jejich zahrnutim.

Pomér uhliku a dusiku v detritu osmi lokalit studovanych v obou letech i v detritu novych lokalit z roku
2024, s odlisenim roc¢nich obdobi, a porovnani poméru C:N mezi detritem z odbérak( a jednorazového
odbéru na dvou lokalitdch ukazuji obr. 11.-12. V roce 2023 byl pomér C:N velice vysoky v lété (1,6x az
4x vyssi nez na jare, ve Vltavé nad Ovesnou 12x vyssi), v disledku nizsiho obsahu N. Na podzim byl



byl pomér C:N na jafe vyssi u 10 lokalit ze 17, jinak spiSe vyrovnany (ndpadné nizsi byl na jafe pouze
v detritu Zlatého p. Tisovka). Oproti roku 2023 byl pomér C:N v roce 2024 u vSech lokalit hodné
vyrovnany. V obou sezénach (na jare i vIété) byl nejvyssi v detritu Tetfivéiho p., Blanice nad
Arnostovem, Luzniho p., nahonu Rokytnice, Rasnice Usti, VItavy nad Ovesnou a Usti Zbytinského p. P¥i
porovnani osmi lokalit studovanych v obou letech, v roce 2023 byl pomér C:N na vSech lokalitach velmi
vysoky v [été, mnohem vyssi nez v |été 2024. Hodnoty C:N na jare a v |été 2024 byly témér stejné a

velmi podobné také hodnotam na jare 2023.

pomér C:N vzdy vyssSi neZ na jafe, ale (s vyjimkou Blanice nad Arnostovem) nizsi nez v |été. V roce 2024
i

Pomér C:N v detritu - jaro, léto, podzim 2023
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Vitava nad Rasnice Gsti  Zbytinsky p. Blanice nad Mal3e pod Malse pod Ndhon Rokytnice  LuZnip.
Ovesnou usti Arnostovem Hiltschen Dol. Dvor.

Obr. 11: Pomér uhliku a dusiku v detritu na osmi lokalitdch v roce 2023, s odliSenim rocnich obdobi
(zelend barva — jaro, modrd — léto, hnédd — podzim).
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Obr. 12: Pomér uhliku a dusiku v detritu na lokalitdch, odebiranych v roce 2024, s odlisenim rocnich
obdobi (zelend barva — jaro, modrd — léto). Vzorky z podzimu 2024 zatim nebyly analyzovdny.
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Ristové pokusy

Rlstové pokusy probihaly stejné jako v roce 2023 v hydrobiologické laboratofi VUV TGM, ktera je
vybavena prislusnym zafizenim pro chov. K experimentlm jsme vyuzivali juvenilni jedince perlorodky
fiéni z odchovny po 1. roce Zivota (po odpadnuti z rybiho hostitele; 1+). Méfeni ristu bylo provadéno
ex-situ mikrometodou dle Simona a kol. (2018) a Machacka (2022) ve standardnich podminkach pfi 19
°C vtermostatu v individudlnim chovu. Oddéleni jedincl sniZuje riziko infekci a umoziiuje presné
sledovani jejich rastu, zatimco laboratorni prostfedi eliminuje vliv teplotnich vykyvl a dalSich
nechténych vliva, které se v fece vyskytuji. Celkem probéhla tfi kola ristovych pokust, vidy s Cerstvé
odebranym detritem z jarniho, letniho a podzimniho vzorkovani. Na zacatku kazdého pokusu byli
jedinci ndhodné rozdéleni po 8 kusech a kazda skupina byla vidy krmena detritem z jedné lokality.
Krmeni detritem ze stejné lokality a méfeni velikosti kazdého jednice probihalo vidy na zacatku
pokusu, po 10 dnech, po 20 dnech a pfi ukonceni pokusu po 30 dnech pfi krmeni stejnym detritem.
Vitalita jednotlivych perlorodek byla zkontrolovdna trinokuldrnim mikroskopem pfi 63nasobném
zvétSeni a dvakrat vyfotografovdna. V dobé krmeni jsme kromé vymény detritu vzdy provedlii vyménu
vody, kterd pochdzela ze stejné lokality jako detrit. Detrit a voda byly mimo pokus uchovdvany
v laboratorni lednici s monitorovanou teplotou pfi 3 °C, aby byly zachovany co nejlépe pUvodni
vlastnosti. Méreni jednotlivych perlorodek probéhlo hromadné po dokonéeni krmeni vsech jedinc(.
Pro kazdou byl zaznamendan vZdy nejdelsi rozmér odecteny z jedné z fotografii, druha pak slouZila ke
zpétné kontrole a prfedchdzeni ndhodnych chyb (Obr. 13).

Obr. 13: Umisteni juvenill perlorodky ricni (1+) v termostatu v individudlnim chovu, fotografovdni
pomoci trinokuldrniho mikroskopu a pfiprava detritu na krmeni na zacdtku riustového pokusu.

Vysledky

Pti interpretaci vysledkd jsme pouZili metodu TOP3, zavedenou Simonem a kol. (2018) po 30-ti dnech
pokusu, kterad hodnoti prirtstky tfi nejlépe rostoucich jedincl v kazdé skupiné, takze jsou z hodnoceni
vytazeni ndhodné uhynuli jedinci a jedinci, ktefi malo pfirdstaji kvali horsi vstupni kondici, ktera
nesouvisi s jejich potravou v dobé experimentu.

Viem tfem odbérim vzorkl v roce 2024 predchazely zvysené srazkové Uhrny, ¢imz se liily tyto odbéry
pomérné vyrazné od roku 2023, kdy byl detrit odebirdn vsusSich dnech; tyto rozdily detailné
popisujeme v nasledujici kapitole. Detrit, ktery byl po srazkdch odebran, mize byt z vyZivového
hlediska horsi nez detrit, odebrany po sussim obdobi, protoZe vétsi pritoky mohly ¢ast Zivin odmyt.
Zatim jsme vyhodnotili pouze pfirdstky juvenill a zakladni chemické parametry, biochemické slozeni
bude v detailu analyzovano v roce 2025. Nestandardni sloZeni detritu se projevilo nejvice v jarnim
obdobi roku 2024 jak nizkymi pfirdstky, tak bohuZel i vysokou Umrtnostijuvenill. Z 20-ti skupin juvenild
po osmi jedincich bylo mozné vyhodnotit pouze 10 s minimalné tfemi jedinci, preZivsimi do konce
pokusu, v dalSich 5-ti skupindch se konce pokusu dozil pouze jeden jedinec a ve zbylych 5-ti skupinach
Zadny (obr. 14). Na obrézcich 15 a 16 jsou znazornény pfirlstky v sezénach 2024 — léto a 2024 —
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podzim. Data z bioindikacnich testl byla statisticky zpracovana pomoci Tukeyho HSD (Honestly
Significant Difference) testu. Tento test je post-hoc analyzou, ktera se pouZzivad po provedeni analyzy
rozptylu (ANOVA) a slouZi k porovnani primért mezi vice skupinami. Tukeyho HSD test umoznuje
identifikovat, které konkrétni skupiny se od sebe statisticky vyznamné lisi. Vysledky analyzy jsou
prezentovany ve formé stejnobarevnych boxplotl v grafu. Lokality, které sdileji stejnou barvu, nejsou
mezi sebou statisticky vyznamné odlisné, zatimco hodnoty s rliznymi barvami se od sebe lisi na
statisticky vyznamné urovni. Tento pfistup umoznuje jasnou interpretaci vysledk( a identifikaci skupin
s podobnymi charakteristikami. V letni sezoné byla jesté na dvou lokalitdch iUmrtnost 100%, prezivani
juvenill, krmenych podzimnim detritem bylo vyrazné lepsi.

Prirtistek %, Jaro 2024, TOP3
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Obr. 14: Procentudlni prirdstek juvenilt, jarni detrit 2024, metoda TOP 3 (z kaZdé skupiny 3 nejlépe
rostouci jedinci). Biondikace na detritu z lokalit v ¢erveném obdélniku preZila bohuZel jenom jedna

(lokality s ¢arou misto boxplotu) nebo Zddnd (lokality bez ¢dry) perlorodka a neni mozné je tedy do
hodnoceni zahrnout.
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Obr. 15: Procentudlni priristek juvenild, letni detrit 2024, metoda TOP 3 (z kaZdé skupiny 3 nejlépe
rostouci jedinci). ZakrouZkované lokality nebylo mozné vyhodnotit kviili vysokému uhynu perlorodek.
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Obr. 16: Procentudilni priristek juvenild, podzimni detrit 2024, metoda TOP 3 (z kaZdé skupiny 3 nejlépe
rostouci jedinci), ¢iselnou hodnotou doplnéno % preZivani.

Porovnani sezon 2023 a 2024

Z grafli znazornujicich prirGstky v bioindikacnich pokusech 2023 (Obr. 17) a 2024 (Obr. 18) je patrné ze
jarni detrity 2023 vykazuji dobré pfirtstky, naopak podzimni bioindikace mély vysokou umrtnost; vzdy
se jedna o vyhodnoceni po 30-ti dnech pokusu. V roce 2024 se v testovanych obdobich radily lokality
OT1, V20, TV11 a V21 mezi pro perlorodky perspektivnéjsi, naopak napt. B40, MMS8, LP4, ZP40 by Sly
oznacit jako méné perspektivni. Zaroven u nékterych lokalit vidime velké vykyvy, zejména u letni Casti
pokusu, které mohou byt dany odbérem detritu po zvySenych pritocich.
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Obr. 17: Procentudlini prirtistky perlorodek v bioindikacnich pokusech v roce 2023 po 30-ti dnech krmeni.
Pro kaZdou lokalitu a kaZdé obdobi je vykreslen boxplot ze tfi nejvyssich dosaZenych procentudlnich
hodnot prirastka perlorodek krmenych detritem z dané lokality (metoda TOP3), v poradi jaro-léto-
podzim. Barevnd ¢isla nad osou X zndzorriuji procentudlini preZivdani perlorodek pri pokusu (n=12, tj.
jeden jedinec = 8,3 %). Boxplot neni uveden na podzimni lokalité B3, kdy doslo ke 100% vymieni
perlorodek.
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Obr. 18: Procentudini prirdstky juvenilt v bioindikacnich pokusech v roce 2024. Pro kaZdou lokalitu a
kaZdé obdobi je vykreslen boxplot ze tfi nejvysSich dosaZenych procentudlnich hodnot prirlstki
perlorodek krmenych detritem z dané lokality (metoda TOP3), v poradi jaro-léto-podzim. Barevnd Cisla
nad osou X zndzornuji procentudlini prezivani perlorodek pfi pokusu (n=8, tj. jeden jedinec = 12,5 %).
Hodnota , Netest.” Je u lokalit, které na podzim nebyly testovdny z duvodu nedostatku perlorodek.
Boxploty ddle chybi u lokalit/obdobi, kdy bylo preZivani 25 % a niZsi.

V nasledujicich grafech je moZné porovnat obé sezény 2023 (Obr. 19) a 2024 (Obr. 20) z hlediska
prezivani a prirastkd. Na obr. 19 vidime 3 skupiny bod( pro jaro (modra) Iéto (Cervena) a podzim
(zelend), pficemz jarni skupina ukazuje dobré pfirdstky a vysoké prezivani (= nizkou umrtnost), léto
vykazovalo niZsi prirGstky a nizkou dmrtnost a podzim nizké prirGstky a na nékterych lokalitach vyssi
umrtnost. Na grafu neni podzimni hodnota lokality B3, kterd méla 100% umrtnost. Z grafu tedy vyplyva,
Ze v roce 2023 byl pro perlorodky nejlepsi detrit na jare, naopak podzimni detrit Ize oznacit za méné
vhodny, na nékterych lokalitach (B6 s V20) az za nevhodny. Na obr. 20 se skupina bodd pro Iéto
(Cervena) a podzim (zelend) viceméné prekryva, letni hodnoty vykazuji oproti roku 2023 nizsi prezivani,
naopak podzimni hodnoty maji oproti roku 2023 prezivani vyrazné lepsi. V grafu nejsou zaneseny letni
hodnoty lokalit R1 a KL1, které mély 100% umrtnost.

V sezéné 2023 se na prirGstcich a prezivani ukazaly sezénni zmény znamé z odchoven perlorodek,
vyuZivajicich in-situ bioindikace na lokalitach. V roce 2024 s netypickym pribéhem teplot a srazek se
zadné zmény v roénim pribéhu neukazaly, prirGstani a prezivani bylo podprdmérné. Vliv sezény, tedy
vnéjsich podminek, je zatim z naseho porovnani vyrazné vyssi, nez vliv lokality; z osmi lokalit, které
jsme zkoumali v obou sezénach dosud nelze oznacit Zadné, které by se kvalitou detritu vyrazné
odlisovaly at uZz v pozitivnim nebo negativnim smyslu. Malé mnoZstvi vzorkd detritu s dobrymi
prirtstky juvenild mizZe do budoucna komplikovat vyhodnoceni specifickych chemickych sloucenin,
které nejvyraznéji prispivaji k rdstu.

Prvni predbézné vysledky, popisujici na prikladu detritu z podzimu 2023 pfirdstky perlorodek
v souvislosti s obsahem aminokyselin v detritu, jsou popsany v Casti 2 a zobrazeny na grafech na obr.
21A a 22A. V nasledujici etapé projektu se kromé pokracovani odbérl a ristovych pokusd zaméfime
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jiz také na statistické analyzy a hledani moZnych zavislosti obsahu jednotlivych sloZek potravy a ristu
juvenild.
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Obr. 19: Priimérné prirdstky (%) tri nejperspektivnéjsich jedinci (metoda TOP3) ve vztahu k prezivani
(%) ve tfech sezéndch roku 2023 na vSech lokalitdch; (n =12, tj. jeden jedinec = 8,3 %)
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Obr. 20: Prumérné priristky (%) tii nejperspektivnéjsich jedinct (metoda TOP3) ve vztahu k prezivani
(%) ve dvou sezéndch roku 2024 (jaro vyrazeno z divodu nestandardné vysoké umrtnosti) na vsech
lokalitdch; (n =8, tj. jeden jedinec = 12,5 %).
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Cast 2: Analyza vybranych latek a aktivit enzymi souvisejicich s
metabolismem dusiku, fosforu a uhliku v detritu

Dalsi fesitel: Pfirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy, Katedra biochemie

RNDr. Tomas Jemen, Ph.D., RNDr. Katefina Bélonoznikova, Ph.D., prof. RNDr. Helena Ryslava, CSc.,
doc. RNDr. Tomas Kfizek, Ph.D.

Shrnuti analyzy detritu z pohledu biochemicky vyznamnych sloucenin

Pro svUj rlist a prezivani musi organismy v nékteré z jejich forem pfijimat uhlik, dusik, kyslik, vodik,
fosfor a fadu dalsich biogennich prvkd. Jejich zdrojem jsou pro heterotrofy, kterym je také perlorodka
ficni, aminokyseliny a z nich slozené proteiny, sacharidy obsahujici jednu nebo vice cukernych
jednotek, mastné kyseliny a z nich slozené lipidy, vitaminy a minerdly. V ramci tohoto projektu se
soustfedime na detailni charakterizaci sloZzeni krmného detritu pomoci biochemickych a analytickych
pristupll, a snazime se urcit, které z faktorl jsou pro prospivani perlorodek klicové. Kromé kvantifikace
biochemicky vyznamnych skupin molekul také stanovujeme aktivitu vybranych enzym, které se
podileji na rozkladu sloZitéjSich, a pro nékteré organismy obtiZné vstfebatelnych nebo vyuzitelnych
sloucenin. V detritu jako zdroj enzym( predpokladame zejména r(izné mikroorganismy, jejichz
zastoupeni mUzZe vyrazné ovlivnit dostupnost Zivin.

Pomoci postupl, optimalizovanych v predchozi etapé projektu jsme provedli vSechna méfeni pro
vzorky detritu odebraného na jare, Iété a podzim 2023, kde néktera stanoveni bylo potieba provést
pro vzorky s nizkou ¢i naopak vysokou koncentraci/aktivitou opakované (Obr. 23-34).

Zjisténé charakteristiky detritl ze vSech lokalit z pribéhu celého projektu budou v jeho zavéru
korelovany s pfirtistky a Umrtnosti jimi krmenych perlorodek. Parametry klicové pro rist a prezivani
budou uréeny pomoci multifaktoridlni analyzy celého pouzivané k sou¢asnému zkoumani vlivu vice
faktor na celkovy vysledek. Metoda umoznuje odhalit i na prvni pohled méné ziejmé zavislosti a
vzajemné interakce mezi sledovanymi parametry. Jiz z pribéznych vysledkl vyvozujeme déle popsané
predbézné zavéry.

Metody

Lyofilizace detritu

Vsechny vzorky detritu z oblasti Blanice Arnostov, Luzni p., MalSe pod D. Dvofistém, Malse pod
Hiltschen, Nahon Rokytnice, Rasnice Usti, Vitava na Ovesnou, Zbytinsky p. Gsti odebrané v obdobi jaro,
léto a podzim roku 2023 byly vysuseny mrazem (lyofilizovany) na pfistroji Lyovac GT 2 (FinnAqua) a
uchovavany pfi 4°C pred dalsi analyzou.

Stanoveni aminoskupin

Kcca 50 mg detritu byl pfiddn 1 ml 2M KCl. Tato smés byla inkubovdna 30 minut pfi 30°C za
kontinudlniho tfepani (1200 RPM). Poté nasledovala centrifugace po dobu 15 min, 13400 RPM (stolni
centrifuga MiniSpin, Eppendorf, Némecko). Primarni aminoskupiny byly stanoveny pomoci
fluorescenéniho detekéniho Cinidla o-ftalaldehydu (excitace 340 nm, emise 455 nm). Méreni bylo
optimalizovdno a provedeno dle Rovelli a Wilson (2023).
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Stanoveni volnych aminokyselin

Kapildarni elektroforéza s bezkontaktnim detektorem vodivosti byla pouzita k oddéleni 20
proteinogennich aminokyselin v kyselém pozadi elektrolytu. VSechny elektroforetické experimenty
byly provadény kapildrou z taveného oxidu kiemicitého (Polymicro Technologies, Phoenix, USA) za
pouZziti 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 Stérbinou. Vnitfni prdmér elektrod byl 400 um. Metoda byla optimalizovana a
provedena dle Hodek et al. 2017.

Stanoveni obsahu proteinti

K cca 50 mg detritu byl pfidan 1 ml 100 mM Bis-Tris pufru o pH 7,0 obsahujicim 15%(w/v) glycerol. Tato
smés byla inkubovana 1 hodinu pfi 30°C za kontinualniho tfepani (1200 RPM). Poté nasledovala
centrifugace po dobu 15 min, 4°C a 16,100xg. K 0,5 ml ziskaného supernatantu byl pfidan 1 ml ledové
vychlazeného acetonu a ponechan pres noc v -28°C. Poté nasledovala centrifugace za stejnych
podminek. Ziskana sraZzenina byla promyta 0,8 ml ledové vychlazeného acetonu a opét centrifugovana.
Srazenina byla poté ponechana proschnout na vzduchu a byla rozpusténa v 0,1 ml deionizované vody.
Vtomto vzorku byl poté detekovan obsah protein na principu stanoveni pomoci kyseliny
bicinchoninové (Smith et al. 1985). Kalibrace byla provedena nahrazenim vzorku roztokem
standardniho proteinu (hovézi sérovy albumin).

Aktivita celkovych proteas

K cca 25 mg detritu byla pfidana reakcni smés obsahujici 0,01 mg/ml fluoresceinem znaceny kasein
rozpustény v50 mM Tris-HCl pufru o pH 7,0. Tato smés byla inkubovdna 16 hodin pfi 37°C za
kontinualniho tfepani (1000 RPM). Poté nasledovala centrifugace po dobu 10 min, 4°C a 16,100xg.
V ziskaném supernatantu byl stanoven obsah uvolnéného fluoresceinu mérenim fluorescence pfi
excitaci 485 nm a emisi 538 nm. Méreni bylo provedeno dle kitu Pierce Fluorescent Protease Assay Kit
(Thermo-Scientific, USA).

Detekce proteolytické aktivity po elektroforetické separaci

Metoda je zaloZena na elektroforetické separaci proteinli v gelu s naslednou detekci proteolytické
aktivity. Polyakrylamidovy gel je pfipraven s obsahem Zelatiny, ktera slouZi jako substrdt pro proteasy.
Proteolytickd aktivita se tedy poté projevi jako prazdna (bild) mista v gelu, kde doslo k rozstépeni
Zelatiny a zbyvajici gel zUstane obarven dle Leber a Balkwill 1997.

Ke cca 25 mg byl pfidan neredukujici vzorkovy pufr (63 mM Tris-HCl (pH 6,8), 10% (w/v) glycerol, 2%
(w/v) SDS a 0,0013% (w/v) bromfenolova modf). Vzorky byly 1 hodinu inkubovany pfi 37°C a tfepani
900 RPM, poté centrifugovany po dobu 5 min, 13400 RPM (stolni centrifuga MiniSpin, Eppendorf,
Némecko).

Elektroforetickd separace probihala v 12% separacnim polyakrylamidovém gelu obsahujicim 0,15%
Zelatiny pti teploté 4°C. Nasledné byly gely nékolikrat promyty destilovanou vodou a roztokem
2,5%(v/v) Tritonu X-100 v rdmci jedné hodiny. Nasledné byly gely inkubovany po dobu 24 hodin pfi
37°C v roztoku 50 mM Tris-HCl o pH 8,4 s 5 mM chloridem vapenatym. Poté byly promyty
deionizovanou vodou a barveny v roztoku Coomassie Brilliant Blue (0,1% (w/v) Coomassie Brilliant Blue
R-250 ve 40% (v/v) methanolu a 10% (v/v) kyseliné octové) po dobu 2 hodin. Gely byly nasledné
inkubovéany v odbarvovacim roztoku (10% (v/v) kyselina octova ve 25% (v/v) ethanolu) az do objeveni
bilych pruhd.
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Aktivita alkalickych a kyselych fosfatas

K cca 25 mg detritu byla pridana reakéni smés obsahujici 10 mM p-nitrofenylfosfat ve 100 mM MOPS-
NaOH pufru o pH 5,0 pro stanoveni aktivity kyselych fosfatas nebo ve 100 mM boratovy pufr o pH 9,0
pro stanoveni alkalickych fosfatas. Tato smés byla inkubovdna 10 min pfi 30°C za kontinualniho tfepani
(1200 RPM). Poté nasledovala centrifugace po dobu 10 min, 4°Ca 16,100xg. V ziskaném supernatantu
byl stanoven obsah uvolnéného p-nitrofenolu mérenim pri 405 nm v alkalickém prostredi (pH 9,0).
Kalibracni zavislost byla provedena pomoci roztokd p-nitrofenolu. Méreni bylo optimalizovano a
provedeno dle (BélonoZnikova et al. 2020).

Celkovy obsah sacharidii

K cca 3 mg detritu byl pfidan 1 ml vody, 1 ml roztoku 5%(w/v) fenolu a 5 ml koncentrované kyseliny
sirové. Po 30 minutové inkubaci byla zméfena absorbance pti 490 nm. Kalibrace byla provedena
nahrazenim vzorku detritu roztokem glukosy. Méreni bylo provedeno metodou dle Dubois et al. 1951.

Aktivita B-glukosidasy

K cca 25 mg detritu byla pfidana reakéni smés obsahujici 10 mM p-nitrofenyl-B-D-glukopyranosid v 100
mM MOPS-NaOH pufru o pH 5,0. Tato smés byla inkubovana 3 hodiny pfi 30°C za kontinudlniho tfepani
(1200 RPM). Poté nasledovala centrifugace po dobu 10 min, 4°C a 16,100xg. V ziskaném supernatantu
byl stanoven obsah uvolnéného p-nitrofenolu mérenim pri 405 nm v zasaditém prostredi (pH 9,0).
Kalibracni zavislost byla provedena pomoci roztokd p-nitrofenolu. Méreni bylo optimalizovano a
provedeno dle BélonoZnikova et al. 2020.

Stanoveni fenolickych Ildtek

K cca 50 mg detritu byl pfidan 1 ml 50%(v/v) EtOH a tato smés byla inkubovéana 1 hodinu pfi 30°C za
kontinualniho tfepani (1200 RPM). Poté nasledovala centrifugace po dobu 10 min, 4°C a 16,100xg.
V ziskaném supernatantu byl poté stanoven celkovy obsah fenolickych latek pomoci Folinova reagens.
Metoda byla mérena dle Hyskova et al. 2023.

Aktivita ureasy

K cca 25 mg detritu bylo pfidano 0,5 ml 50 mM mocovinu. Tato smés byla inkubovéna 3 hodiny pti 37°C
za kontinualniho tfepani (1200 RPM). Poté nasledovala centrifugace po dobu 10 min, 4°C a 16,100xg.
V ziskaném supernatantu byl stanoven obsah amonnych iontd pomoci reakce s 5,5%(v/v) NaClO
v 0,5%(w/v) NaOH a 0,05%(w/v) nitroprussidu sodného v 1%(w/v) fenolu. Kalibraéni zavislost byla
provedena pomoci roztokd siranu amonného. Méreni bylo optimalizovano a provedeno dle Pawar et
al. 2022.

Vysledky

Kvantifikace biochemicky vyznamnych Ildtek v detritu a stanoveni aktivit
pritomnych enzymii souvisejicich s metabolismem dusiku, fosforu a uhliku

Volné proteinogenni aminokyseliny jsou dusikaté latky obsahujici vidy primarni a-aminoskupinu, a
jsou hlavni organickou slozkou tkani. Ve vzorcich detritu jsme proto stanovovali celkové zastoupeni
dusiku (zavedena standardni metoda) a srovndvali jej se stanovenim celkového mnozstvi latek s
primarni aminoskupinou (relativné levna, citliva a rychld metoda) a stanoveni mnozZstvi
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proteinogennich aminokyselin (ndkladnéjsi a instrumentalné slozitéjsi analyticka metoda, ktera vsak
navic poskytuje kvantitativni informaci o jednotlivych esencidlnich a neesencialnich aminokyselinach).
Pro srovnani metod jsme zvolili charakteristiky podzimnich detrit(i sezény 2023, a k hodnoceni vlivu na
krmené perlorodky jsme pouZzili relativni pfirGstky dosazené po 20 dnech bioindikacniho experimentu,
kdy Gmrtnost nebyla jesté tak vysoka jako po 30 dnech (viz Cast 1).

Z celkového dusiku (50-650 nmol/mg) stanoveného pomoci prvkové analyzy ve vzorcich detritu
odebraného ve vSech ¢asovych obdobich vidy jen relativné mala ¢ast (1-12 nmol/mg) predstavuje
slouceniny s primarnimi aminoskupinami, mezi néz spadaji — jak ukazuji nase vysledky — z 50-100 %
proteinogenni aminokyseliny. Porovnanim méreni primarnich amin( a celkovych aminokyselin z
podzimniho experimentu je mozné vysledovat v obou pfipadech obdobné trendy, které navic kopiruji
trend v relativnim narGstu perlorodek (Obr. 21A, 22A-B).

A Primarni aminy a aminokyseliny v porovnani s pfiriistkem perlorodek za 20 dni
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Obr. 21: (A) Obsah primdrnich amind (-NH.) a celkovych aminokyselin (AMK) v porovndni s prirtistkem
perlorodek za 20 dni, a (B) celkovy dusik. Detrit odebrany na podzim (P) v roce 2023.
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Naopak stanovené hodnoty celkového dusiku do téchto trendl nezapadaji, kdy napf. pro vzorky LP4 a
R1, které jsou na aminokyseliny relativné chudé, patfi hodnoty celkového dusiku k nejvyssim (Obr.
21B). V ramci podzimni sady detritd jsme nezaznamenali, Ze by mnozstvi konkrétnich aminokyselin
(Obr. 25) mélo zasadni dopad na rist perlorodek, presto tuto metodu povaZzuje za prinosnou, jelikoz
faktor limitujici rist perlorodek mlze predstavovat jedina z esencialnich aminokyselin, i kdyZ vSechny
ostatni aminokyseliny budou perlorodce k dispozici v nadbytku.

Ostatni stanované skupiny latek jsou (i) proteiny, které mohou po Stépeni slouZit jako dalsi zdroj
aminokyselin, (ii) sacharidy vyuZitelné jako zdroj energie nebo jako zdroj uhliku pro biosyntézu
slozitéjsich biochemickych molekul a (iii) fenolické latky mohou plnit antioxidacni, protizanétlivou nebo
antimikrobialni funkci. Ve vsech tfech charakteristikach detrit z lokality MalSe pod Hiltschen, jimz
naopak mnozstvi proteinld a fenolickych latek v detritu z lokality Blanici Arnostov, jimz krmené
perlorodky pfrirlistaly nejvice, byla z celého souboru nejvyssi a mnozstvi sacharid( také pattilo k vy$sim
(Obr. 22C-E).

v

vy

Blanici Arnostov se jednalo o presné opacny trend (Obr. 22A,C,F). Nabizi se vysvétleni, Ze v prostredi
chudém na zdroje aminokyselin zejména mikroorganismy do prostredi sekretuji ve velkém mnozstvi
enzymy, které jim umozni rozlozit i fidce se vyskytujici proteiny. Elektroforeticka separace proteinC s
naslednou detekci proteolytické aktivity navic ukazuje, Ze se detrit z rliznych lokalit nelisi pouze v
celkové proteolytické aktivité, ale také v jejich profilu proteas, kdy se jednotlivé enzymy [isi v
molekulové hmotnosti (Obr. V6). Predpokladame, Ze rozdily v profilech jsou dlsledkem odlisného
spolecenstvi mikroorganism v jednotlivych lokalitach.

Mezi nutricné malo vyuzitelné vysokomolekularni slozky detritu patfi také dalsi polymery —
polysacharidy. Ty mohou byt rozlozeny na snadno vstiebatelné jednoduché sacharidy skupinou
enzym s glykosidasovou aktivitou, mezi jejiz zastupce patfi také nami sledovana B-glukosidasa. Tento
enzym uvolnuje z komplexnich sacharidd jako je celuléza — hlavni stavebni slozka rostlinné bunécné
stény — jednotlivé glukdzové jednotky a podili se tak na mobilizaci a zvySeni dostupnosti Zivin. Fosfatasy
jsou pak enzymy, které hydrolyticky Stépici fosfatovou skupinu z fady biochemicky vyznamnych
molekul (napr. DNA, RNA nebo fosfolipidll) pfitomnych ve formé fosforeénych esterd. Tato forma
fosforu je na rozdil od anorganického fosforu pro perlorodku vyuZitelnym zdrojem prvku, jehoz
dostupnost je v pfirodé casto limitujicim faktorem rdstu. Nejvyssi aktivita B-glukosidasy (Obr. 22G) a
alkalické fosfatasy (Obr. 22H) byla stanovena v detritu z relativné bohatého na sacharidy (Obr. 22D) a
nejbohatsi na celkovy fosfor (Obr. 5), z lokality Blanici Arnostov. Naopak kyseld fosfatasa, druhy ze
zjiSténa v detritu z lokality MalSe pod Hiltschen (Obr. 22I).

Poslednim mérenym enzymem byla ureasa, kterd katalyzuje hydrolyzu mocoviny na oxid uhlicity a
amoniak. Aktivita ureasy je Casto mérena v souvislosti s ¢innosti mikroorganism(. Lokalita Blanice
Arnostov vykazovala nejnizsi aktivitu ureasy (Obr. 22J). Vzhledem k tomu, Ze nadmérné mnoZstvi
amoniaku muze byt pro perlorodky toxické, je tedy nizsi aktivita ureasy v detritu spiSe vyhodou pro
jejich rast. Nizka aktivita ureasy také muze souviset s nizkym vyskytem substratu mocoviny v lokalité
Blanice Arnostov a tedy i nizsi produkci amonnych iont0 (Priloha 2, NH4*).

Pro zhodnoceni vzorkl z podzimu 2023 na zakladé provedenych biochemickych stanoveni Ize detrit z
lokality MalSe pod Hiltschen povazZovat jako zdroj Zivin pro perlorodky za nejméné vhodny, zatimco z
lokality Blanice Arnostov jako nejvice Uzivny.
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vy
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(zelend) stanovend hodnota souboru.
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Srovnani jednotlivych obdobi roku 2023
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Obr. 23: Stanoveni obsahu celkovych volnych aminokyselin v detritu odebraném v obdobi jaro, Iéto a
podzim roku 2023.
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Obr. 24: Stanoveni primdrnich aminu v detritu odebraném v obdobi jaro, Iéto a podzim roku 2023.
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Obr. 25: Stanoveni jednotlivych volnych aminokyselin v detritu odebraném v obdobi jaro, Iéto a podzim
roku 2023. Sedé oznacené jsou hodnotu pod limitem detekce; v pfipadé Asn, Asp, Cys a GiIn se viak
jednd o neesencidlni aminokyseliny, které si perlorodka dokdZe sama syntetizovat (Bishop et al. 1983).
Koncentrace aminokyselin Ala a Glu byla oproti ostatnim aminokyselindm ve vyznamném nadbytku; v
mapé neni uvedena z diivodu lepsi porovnatelnosti koncentraci ostatnich aminokyselin.
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Obr. 26: Stanoveni obsahu proteint v detritu odebraném v obdobi jaro, léto a podzim roku 2023.
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Obr. 27: Stanoveni proteolytické aktivity pomoci fluorescencné znaceného kaseinu v detritu odebraném
v obdobi jaro, lIéto a podzim roku 2023.
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Obr. 28: Elektroforeticka separace proteinti v gelu s ndslednou detekci proteolytické aktivity v detritu
odebraném v obdobi jaro (A), Iéto (B) a podzim (C) roku 2023. Zkratky: +, pozitivni kontrola proteolytické
aktivity; B3, Blanice Arnostov; B6, Zbytinsky p. usti; LP4, Luzni p.; MM35, MalSe pod D. Dvofistém; MMS8,
Malse pod Hiltschen; R1, Ndhon Rokytnice; V11, Rasnice usti: ST, standardni smés proteini; V20, Vitava
nad Ovesnou.
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Obr. 29: Stanoveni obsahu celkovych sacharidi v detritu odebraném v obdobi jaro, Iéto a podzim roku
2023.
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Obr. 30: Stanoveni aktivity 8-glukosidasy v detritu odebraném v obdobi jaro, lIéto a podzim roku 2023.
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Obr. 31: Stanoveni obsahu celkovych fenolickych Idtek v detritu odebraném v obdobi jaro, Iéto a podzim
roku 2023.
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Obr. 32: Stanoveni aktivity alkalickych fosfatas v detritu odebraném v obdobi jaro, léto a podzim roku
2023.
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Obr. 33: Stanoveni aktivity kyselych fosfatas v detritu odebraném v obdobi jaro, léto a podzim roku
2023.
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Obr. 34: Stanoveni aktivity ureasy v detritu odebraném v obdobi jaro, Iéto a podzim roku 2023.
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Cast 3: Vystupy
Pasivni odbérové zarizeni detritu

V minulém roce byla vyvinuta nova konstrukce odbérového zafizeni na detrit, ktera vychazi ze starsiho
uzitného vzoru, a vyuZiva zejména technologie 3D tisku dill, ktera drive nebyla k dispozici, a bylo nutné
pfi sestavovani vychazet pouze z dostupnych soucasti primarné urcenych pro jiné ucely. Konkrétné
byla navrzena zadkladni moduldrni konstrukce skladajici se z nastavce s otvorem pro vtok vody s
detritem, otvory pro uchyceni hadi¢ek pro odtok vody, se zavitem na béiné dostupnou, levnou
Slitrovou PET lahev slouZici k zachytu detritu. Na vnitini ¢ast ndstavce je zavit pro pfipevnéni volitelné
dlouhé clony branici nasdtému detritu ptfimo vstoupit do odtokové hadicky, aniz by mél cas
sedimentovat v lahvi. Na vnéjsi ¢asti nastavce je pak zavit na pripevnéni vtokového trychtyre riizného
tvaru a velikosti, pfipadné Ize volitelné mezi nastavec a trychtyr vlozit dalsi funkcni prvky (napfr. teplotni
senzor, pratokomér...)

V navaznosti na to jsme v letoSnim roce naslednym zplisobem konstrukci upravili (Obr. 35):
(i) zménili jsme geometrii tak, abychom maximalizovali plochu otvoru pro vtok vody (~ 630 mm?2);

(i) upravili vedeni odtokové hadicky, aby ta v ném dostatecné pevné drzela bez pouziti lepidla, zaroven
ji vsak bylo mozné v pfipadé potieby vytahnout a zpét nasunout bez pouziti vétsiho Usili a specidlnich
nastrojq;

(iii) byly vytvoreny konstrukce pro 1 hadi¢ku o vnitfnim priiméru 4 mm, 6 mm, nebo 8 mm a pro 2
hadi¢ky o priméru 8 mm; dle potfeby tak Ize pouZit odtok s plochou 12-100 mm?;

(iv) vtokovy trychtyr byl dopInén o Uchyty pro snadnéjsi kotveni odbéraku v toku; ty zaroven zpevniuji
celou konstrukci trychtyre;

(v) byla clona upravena do formy za sebe seSroubovatelnych dill o délce 6 cm, aby bylo mozné dle
potfeby upravovat jeji délku; na posledni z dild je moZné také na zavit pfisroubovat vicko se sitkou.
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Obr. 35: Vyvoj odbérového zarizeni detritu. Vlevo — model vtokového trychtyre (priimér 12 cm, vyska
10 cm); vpravo — model ndstavce na sbérnou lahev a jeho rezy. Ndkresy byly vytvoreny v programu
Autodesk Fusion Personal.

Jednotlivé dily byly navrzeny v programu Autodesk Fusion Personal, exportované modely upraveny pro
3D tisk v programu Prusa Slicer 2.8.0 s rliznym nastavenim tiskovych parametr( pro jednotlivé dily a
vytistény na tiskarné Original Prusa i3 MK3S z PETG materialu. Barva byla zvolena tmavé Seda ¢i Cerna,
aby byly odbéraky ve vodé co nejméné napadné.

Funkci odbérakl sestavenych z rlznych kombinaci vytisténé dily jsme nejprve otestovali pfi odbéru
detritu z mensiho toku (Bakovsky potok). Odbéraky byly ukotveny v toku ke dnu pomoci roxorovych
tyCi a uvazany na lané kotveném do bfehu potoka, a detrit byl pomoci zafizeni sbirdn po dobu 7 dnd.
Vyvody vybranych typl odbérakd byly zavedeny do dalsi sbérné lahve, aby bylo mozné odhadnout,
jaké mnoistvi detritu se pfi prlchodu odbérdkem nepodati zachytit. Poté bylo porovnano celkové
mnozstvi detritu, ziskaného odliSnymi typy odbérakd (Obr. 36). Z vysledkd testovani jsme vyvodili
nasledujici zavéry, a ty budou zohlednény pfi vyrobé dalsi verze odbéraku, ktery bude dale upravovdn
a pouZivan v dalsSim roce projektu:

(i) pomoci odbérakd typu A a B jsme ziskali mensi nez oéekdavané mnozstvi detritu (celkem 2,5-4 g
detritu po Zihani), kde referencni typ A se jevil jako nejhorsi; pfi poutZiti vice odbérakd najednou je
takovéto mnoizstvi ziskaného detritu dostacujici pro bioindikacni pokusy, tyto 2 typy zafizeni se v
nezménéné podobé nehodi k odbéru vétsiho mnoZstvi detritu pro potieby odchoven perlorodek;

(i) nebyly pozorovany rozdily v mnoizstvi ziskaného detritu v pomérech odpovidajicich poméru
pramér( odtokovych hadicek, které predstavuji nejuzsi misto celého systému; divodem zde vsak
mohlo byt také nestejné umisténi odbérakd v toku, kdy nebyl zajistén stejny proteéeny objem vody;

(iii) poutziti clony dle predpokladu brani v odtoku detritu — pfi zapojeni 2 sbérnych lahvi za sebe bylo ve
druhé sbérné lahvi zachyceno 5 % detritu v porovnani s mnoZstvim, zachycenym v prvni lahvi v
sestaveni bez clony (typ C) a pouze 1 % u zafizeni se clonou (typ B);
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(iv) nejvétsi mnozstvi detritu (celkem 10-20 g po Zihani) bylo ziskano u odbéraku typu D; jeho zdsadni
nevyhodou vsak je ndsledny obtizny transport vzorku, kdy sbérnou lahev neni snadné jednoduse a
spolehlivé uzavfit;

(v) uchyty pro kotveni pomoci roxorll a vazani ke brehu plnily svou predpokladanou funkci; zejména
pro ukotveni odbérakd v obtiznych podminkach by ale bylo pfinosné konstrukci pozménit pro snadné;jsi
pouziti.

Obr. 36: Testované typy odbérdki. A/ Typ odpovidajici starsimu ndvrhu s hadickou (primér 4 mm)
vedenou do zadni dsti sbérné lahve, pouze s vyssi plochou vtokového otvoru; B/ Typ s clonou do zadni
&asti lahve, priimér hadicky 4 mm, 6 mm, 8 mm nebo 2x 8 mm; C/ Typ bez clony, prumér hadicky 8 mm
nebo 2x 8 mm; D/ Typ s prorazenym dnem sbérné lahve opatfenym odtokovou hadic¢kou o pruméru 8
mm. U vsech odbéraki pouZit vtokovy trychtyr o priméru 12 cm, vyusténi odtokovych hadicek ve vsech
pripadech cca 1 m po proudu od hrdla lahve.

Soucasna verze odbérakl byla téz na 2 vybranych lokalitach pouZita paralelné s jednorazovym ruc¢nim
odbérem detritu (TetFivei potok v povodi Blanice a Rasnice — Usti v povodi Teplé Vltavy, jaro 2024). Pro
odbér byl zvolen odbérdk s primérem trychtyfe 12 cm, bez clony, se 2 odtokovymi hadickami o
prdméru 8 mm. Pro ziskani dostate¢ného mnozZstvi detritu pro dalsi analyzy a experimenty jsme na
kazdé lokalité zachycovali plaveny detrit zarover do 5 odbérak(, po dobu 2 tydnd.

Obr. 37: Prototypy pasivnich odbérdku a jejich testovdni. Na prvnim obrdzku jsou vidét jednotlivé
soucdsti, které Ize dle potreby pridat/odebrat, pfipadné vyménit, na druhém obrdzku je pohled na
sloZzené nové odbérové zafizeni. Treti a Ctvrty obrdzek ilustruji umisténi v toku, respektive stav po
vyjmuti.

Smésné vzorky, které jsme z nich ziskali, proto reprezentovaly delSi obdobi nez vzorky odebrané pfimo
z toku v dobé, kdy jsme odbéraky vyjmuli z toku. Z drivéjsiho vyuZziti odbérakl vime, Ze v pfipadé, ze
jsou podminky srazkové stabilni, rozdil v chemickych parametrech rizné odebranych detritl je maly.

31



V tomto pripadé ale byly dva dny pted odbérem zaznamendany v povodi pomérné silné srazky, da se
tedy predpokladat, Ze kvalitativné se tyto na stejnych lokalitach, ale dvéma zpUsoby odebrané detrity
mohly lisit. V detritu z odbérakd byly na obou profilech zdkladni chemické parametry (pomér org.
susiny, vapnik, celkovy fosfor, Zelezo) nizsi nez v detritu sbiraném ruc¢né, pouze obsah Zeleza v detritu
z odbéraku v Usti Rasnice byl mirné vyséi nez v detritu odebraném ru¢né. Celkové viak tyto chemické
parametry detritu z odbérak( nevyboduji z priméru, jak je vidét na obr. 6-9, ve kterych jsou data
z odbérakd vyznacena Cervenymi sloupci. Co se tyce srovnani u detritu z odbérakd s ruénim odbérem,
na profilu Rasnice Usti byl detrit pomérem C:N stejny, v Tetfivéim potoce mirné vyssi (obr. 38)

Oba smésné vzorky z odbéraku byly také zarazeny do rlstovych experiment( s juvenily. Zde se projevil
vyznamny rozdil pouze u detritl z Tetfivéiho potoka, kde pfi krmeni detritem z odbéraku preZilo 6 z 8
jedincd 30-ti dni do konce pokusu (tab. 2). Detrit z odbérakd z Rasnice vykazoval obdobné $patné
preZivani a prirGstky jako velkd ¢ast detritd z jara 2024 obecné. Pro lepsi porovnani kvality detrit(
z odbérakl a z pfimého odbéru bychom vsak potrebovali vice dat, takZze kromé testovani odbéraki a
jejich Upravdm smérem k vyssimu zachytu detritu, se zaméfime v sezéné 2025 také na porovnani
kvalitativnich parametrt detritd, odebranych obéma zplsoby a na porovnani prezZivani a prirlstka.

um % PreZivani (%) | preiilo
B20A db. 185,5 113,9 75 628
2 119,0 107,3 12,5 1z8
V11A 'Odb. 64,2 104,6 12,5 128
l V11 4 75,3 104,8 12,5 1z8

Tab. 2: Primérné hodnoty priristka juvenild (v mikrometrech i procentech) a prezZivani (v procentech i
poctech jedincu) na detritu, odebraného primo z toku a na detritu z odbérakd (B20 Tetrivci potok, V11
Rasnice — usti+ A zna¢i detrit z odbérdkuy).

Pomér C:N v detritu - jaro 2024:
ruéni jednorazovy odbér vs. odbéraky

Rasnice usti Rasnice usti (odbéraky) Tetfivei p. Tetfivi p. (odbéraky)

Obr. 38: Porovndni poméru uhliku a dusiku v susiné detritu odebiraného rucné nebo pomoci odbérdku
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Ostatni vystupy

Slibenymi vystupy v roce 2024 byla v bfeznu Souhrnna vyzkumna zprava (Vsouhrn) za prvni rok feseni
projektu a v prosinci populdrné - nauény ¢lanek (0). Zprava byla zaslana odbornému garantovi na MZP
ve slibeném terminu, na zadost Agentury ochrany pfirody a krajiny CR jsme zaslali zpravu také
koordinatorce Zachranného programu perlorodky ficni. Popularizacni ¢lanek na téma ,Klicové slozky
potravy perlorodky Fi¢ni“ byl pFijat do ¢asopisu Sumava, vydavaného Narodnim Parkem Sumava, a
bude publikovan v jarnim Cisle 2025 vzhledem k tomu, Ze zimni Cislo uz bylo obsazené.

Téma projektu a jeho predbéziné vysledky jsme vroce 2024 také prezentovali na dvou seminafrich.
Prvnim byl XXII. Hejného seminaf z ekologie mokradud a hydrobotaniky, ktery byl zaméfen na témata
zamérena na vodni a mokfadni ekosystémy a soucasné financovana programem PPZ od TACR, ktery se
konal 10. 4. 2024 v Praze za MZP. Druhym byl Poradni sbor Zachranného programu perlorodky fiéni ve
dnech 15. -16. 10. 2024 ve Zbytinach.
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