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Abstrakt

Mikroplasty jsou velmi rozsifenymi polutanty. Nachazi se ve vodném, vzdusném i pldnim prostredi.
Mikroplasty se uvoliuji pfimo do pldy kupfikladu z mulcovacich félii a textilii. V pldé se mikroplasty
deponuji a mohou mit negativni vliv na ptidni mikrofaunu a makrofaunu. Zizaly jako ekosystémovi
inZenyfi a padni a stfevni bakterie hraji vyznamnou roli pfi biogeochemickych cyklech biogennich
prvkd. Naruseni funkce Zizal, jejich stfevnich bakterii nebo bakterii pldnich by mohlo mit dopad na cely
ekosystém. Vramci této diplomové préace, byly ZiZaly Apporectodea sp. vystaveny mikroplastim
z polypropylenové éerné netkané textilie o koncentraci 1 g/kg pudy a 0,0265 g/kg pldy po dobu 14, 28
a 56 dni. Byla sekvenovdna DNA pro identifikaci bakterii ze stfeva ZiZal, z obsahu ZiZaliho stfeva
a z chovné pudy. Dale byla provedena necilend analyza metabolitl z ZiZaliho téla a extrakce imunitnich
bunék z Zizal pomoci tii rozdilnych metod. Nebyly zjistény Zadné signifikantni zmény zplsobené
pritomnosti mikroplastd v zastoupeni bakterii ze stfeva, obsahu stfeva a pldy, ale byly detekovany
statisticky vyznamné zmény v metabolomu. ZeZiZzal se nepodafilo izolovat dostatecny pocet
imunitnich bunék na dalsi analyzu. Z vysledkl neni mozno jednoznacéné prokazat, zda maji mikroplasty
vliv na stfevni mikrobiotu ZiZal a jaky konkrétni vliv maji na jejich metabolismus. Nicméné vysledky
naznacuji, ze mikroplasty nepredstavuji inertni ¢astice pro ZiZaly a vysledky prace ddle ukazuji, Ze je

treba dalSich vyzkum v této oblasti.

Klicova slova: Mikroplasty, MulCovaci textilie, Apporectodea, Stfevni mikrobiom, Metabolom, Imunitni

buriky



Abstract

Microplastics are widespread pollutants found in aquatic, atmospheric, and soil environments. They
are released directly into the soil, for example, from mulch films and textiles. Microplastics accumulate
in the soil and can have a negative impact on soil microfauna and macrofauna. Earthworms, acting as
ecosystem engineers, and soil and gut bacteria play a significant role in biogeochemical cycles
of biogenic elements. Disruption of earthworm function, their gut bacteria, or soil bacteria could have
an impact on the entire ecosystem. In the context of this thesis, earthworms of the species
Apporectodea sp. were exposed to microplastics from polypropylene black nonwoven textile
at concentrations of 1 g/kg soil and 0.0265 g/kg soil for 14, 28, and 56 days. DNA was sequenced to
identify bacteria from the earthworm gut, gut contents, and rearing soil. Additionally, untargeted
analysis of metabolites from the earthworm body and extraction of immune cells from earthworms
using three different methods were conducted. No significant changes caused by the presence
of microplastics were found in the representation of bacteria from the gut, gut contents, and soil, but
statistically significant changes in the metabolome were detected. A sufficient number of immune cells
could not be isolated from the earthworms for further analysis. The results do not unequivocally
demonstrate whether microplastics have an impact on earthworm gut microbiota and what specific
effect they have on their metabolism. However, the results suggest that microplastics are not inert

particles for earthworms, and further research in this area is needed.
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Seznam zkratek
ACN acetonitril

bp pary bazi (z angl. base pair)

BSA hovézi sérovy albumin

Cox oxidovateny uhlik

CTAB cetyltrimethylamoniumbromid

dH,O destilovana voda

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP deoxyribonukleotid

EtOH ethanol

FCH mira velikosti Gcinku (z angl. fold change)
FeSO, - 7H,0 heptahydrat siranu Zeleznatého

FTIR infracervena spektroskopie s Fourierovou
transformaci

HILIC chromatografie s hydrofilni interakci
(z angl. hydrophilic interaction
chromatography)

HNO; kyselina dusi¢na
H,0; peroxid vodiku

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
(z angl. high-performance liguid
chromatography)

H,S04 kyselina sirova
CHClI; chloroform

LC-MS kapalinova chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (z angl. liquid
chromatography—mass spektrometry)

MeOH methanol

MPP z angl. Mass Profiler Professional
MTEX mulcovaci textilie

NaCl chlorid sodny, sul

NC negativni kontrola

NO oxid dusny

OTU operacni taxonomicka jednotka (z angl.
operation taxonomic unit)

PBS fosfatovy pufr (z angl. phosphate buffered
saline)

PCoA analyza hlavnich souradnic (z angl.
Principal Coordinates Analysis)

PCR polymerazova retézcova reakce

PE polyethylen

PET polyethylentereftalat

PP polypropylen

PS polystyren

PVC polyvinylchlorid

QC kontrola kvality (z angl. quality control)

RPM otacky za minutu (z angl. revolutions per
minute)

TiO; oxid titanicity

TOC celkovy organicky uhlik (z angl. total
organic carbon)

UV ultrafialové svétlo (z angl. ultraviolet)

WHC schopnost pldy zadrzet vodu (z angl.
water holding capacity)



1 Uvod

Mikroplasty, Castice plastl o velikosti mensi nez 5 mm (NOAA, 2008), jsou dnes neoddélitelnou
soucasti Zivotniho prostfedi (Pandey et al.,, 2022; Rafique et al,, 2020; Olesen et al, 2019;
Beriot et al.,, 2021; Chubarenko a Stepanova 2017). Mikroplasty mohou do Zivotniho prostiedi
vstupovat jiz v mikroskopickém méfitku, takové mikroplasty jsou nazyvané primarni. Nebo mohou
vznikat rozpadem plastového odpadu, hracek ¢i riznych pracovnich pomucek v Zivotnim prostredi
plsobenim vnéjsich vliva. Takové mikroplasty jsou nazyvany sekundarni (Cole et al., 2011).

Mikroplasty pfitomné ve vodé nebo ve vzduchu by bylo moZno z tohoto prostfedi aspon ¢aste¢né
oddélit (Bannick et al., 2019; Dong et al., 2023), oviem casem se mohou dostdvat do pldy
(Allen et al., 2019; Corradini et al., 2019), kde dochazi k jejich depozici. Tyto pak izolovat z pevné
matrice jako je puda, Ize jen stézi.

Je pravdépodobné, Ze se pldni fauna postupem ¢asu dostane do kontaktu s ¢im dal tim vyssimi
koncentracemi mikroplastl. O tom, Ze mikroplasty maji vliv na Zivotni funkce a Zivotaschopnost
organismd, je publikovano mnoho ¢lankl (Lu et al., 2016; Oliveira et al., 2013; Ribeiro et al., 2017
Rodriguez-Seijo et al., 2018; Yang et al., 2020). Zizaly jako kli¢ovy druh terestrického ekosystému jsou
v pGdé mikroplastlim vystaveny a pomahaji i jejich transferu do hlubsich vrstev (Rillig et al., 2017).
U Zizal Eisenia andrei vystavenych mikroplastim byla kupfikladu detekovana imunitni odpovéd
a poskozeni stfeva (Rodriguez-Seijo et al., 2017). Byla zaznamendna i zména ve stfevnim mikrobiomu
Zizal (Li et al., 2022; Chan et al., 2023).

Bakterie se svymi metabolickymi procesy podileji na globalnich biogeochemickych cyklech prvkd.
V ptadé pomoci svych enzym(l dokazi rozlozit sloZité organické latky jako je celuldza na jednodussi cukry
a tim zvysit dostupnost uhliku pro vyssi organismy (Crawford a Sutherland, 1979; Bao et al., 2019).
Strevni mikrobiom ZiZal je velmi dlleZitou souéasti ptidniho kolobéhu prvk( a Zivin. Prchodem pldy
s mikroorganismy stfevem ZiZaly dochazi k namnoZzeni urcitych pldnich bakterii a k podpore a zesileni
nékterych biochemickych déjd (Zhou G. et al., 2019; Wu et al., 2015).

Pokud by vlivem mikroplastll dochazelo k negativhimu ovlivnéni Zizal, ke zméné stfevniho

mikrobiomu ¢i dysmikrobii, mohlo by to mit dopad na cely ekosystém (Blouin et al., 2013).



2 Literarni prehled

2.1 Plasty
Prvnim plastovym syntetickym materidlem, ktery byl roku 1907 objeven belgickym rodakem

Leo Hendrikem Baekelandem, je bakelit (Shashoua, 2012). Od té doby doslo k vyvoji mnoha dalsich
typl plastli, které lidstvu usnadnuji kaZzdodenni Zivot. K nejrozsifenéjSim patfi polyethylen (PE),
polypropylen (PP), polystyren (PS), polyethylentereftalat (PET), polyvinylchlorid (PVC).

Diky svym vlastnostem jako je napfiklad nizkd tepelnd a elektrickd vodivost, rozpustnost
a hustota, vysoka odolnost v(ci korozi a nizka cena se plast stal oblibenym materidlem ve vsech
odvétvich pramyslu. V roce 1950 ¢inila globalni produkce 1,5 milionu tun plastu ro¢né (PlasticsEurope,
2010), vroce 2021 390,7 milionu tun plastu ro¢né (PlasticsEurope, 2022a) a v roce 2060 se predpoklada
ro¢ni produkce plastu 1 014 milionu tun (OECD, 2022).

Desitky let tak dochazi k rapidnimu narlstu produkce plastd. Zaznamy z roku 2019 tikaji, Ze
z 29,5 milionu tun obalového materialu bylo jen 10,2 milionu tun poslano k recyklaci a pouhych
4,6 milionu tun plastu bylo zrecyklovano a vraceno do obéhu. Zbyly plast byl bud’ sklddkovan, spalen,
nebo doslo ke ztratam pfi recyklaci (PlasticsEurope, 2022b). Toto dokumentuje, Ze se plasty, nejen
z odpadového hospodarstvi, dostavaji do Zivotniho prostredi, kde se hromadi a dochazi k jejich

pomalému rozpadu na mikroplasty.

2.2 Mikroplasty

Termin ,,mikroplasty” se dostal do povédomi roku 2004, kdy ho poprvé zaved! britsky morsky
biolog, profesor Richard C. Thompson (Thompson et al., 2004). Termin mikroplasty pouZival pro
mikroskopické ¢astice plastu, dale mikroplasty nedefinoval. OvSem ani dnes neni zavedena jednotna
definice mikroplastl (Frias a Nash, 2019). Mikroplasty jsou nej¢astéji definovany dle NOAA (2008) jako
Castice plastd mensich nez 5 mm. Verschoor (2015) se ve své zpravé pustil hloubéji do definice
mikroplastd a doporudil pro popis mikroplastli pouZit 5 kritérii: chemické slozeni, skupenstvi, velikost
Castice, rozpustnost ve vodé a degradovatelnost. Definice by pak znéla nasledovné. Mikroplasty jsou
nedegradovatelné, ve vodé nerozpustné pevné syntetické polymerni ¢astice mensi nez 5 mm.

Mikroplasty jsou dnes vSudypfitomné a byly nalezeny v celé zemské biosfére
(Wang Ch. et al., 2021). Jako pfiklady mist, kde vSude byly mikroplasty nalezeny tak budou pouzita
spiSe mista neocCekavana. Mikroplasty byly detekovany v ledu Severniho ledového ocednu
(Obbard et al., 2014; Peeken et al, 2018), ve snéhu v Alpach a na Severnim pélu
(Bergmann et al., 2019), na morském dné (Bergmann et al., 2017; Mu et al., 2019), v Maridnském
prikopu (Peng et al., 2018), v Fekach Tibetské nahorni plosiny (Jliang Ch. et al., 2019) a na pousti v iranu
(Abbasi et al., 2021).
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2.2.1  Primarni mikroplasty
Mikroplasty se daji délit dle zplsobu vzniku a vstupu do Zivotniho prostfedi na primarni

a sekundarni (Cole et al., 2011). Primarni mikroplasty jsou mikroplasty vyrobené pfimo pro vyuziti
v primyslu, dostéavaji se do Zivotniho prostfedi jiz v mikroskopickém meéfitku. Do této kategorie tak
spadaji napfiklad i mikroplasty vzniklé pranim pradla (Hyeon et al., 2023), nebo mikroplasty vzniklé
z odirdni automobilovych pneumatik (Hoeke et al., 2024; Boucher a Friot, 2017). Dale se daji najit
v kosmetickych produktech, jako jsou rtzné télové krémy, sprchové gely, holici krémy a opalovaci
krémy, kde pini roli exofoliant(l (Fendall a Sewell, 2009; Hoang et al., 2022). Mimo jiZz zmifiovanych
kosmetickych produktl, mizZzeme primarni mikroplasty najit i v barvach na vlasy, v lacich na nehty,
v deodorantech a v zubnich pastach (Zitko a Hanlon, 1991; Lassen et al., 2015; Boucher a Friot, 2017).
Tyto plasty jsou dfive Ci pozdéji smyty z téla a tim se dostavaji do odpadnich vod, do Cistirny odpadnich
vod a do kall, kterymi se hnoji zemédélska pole. Dale se primdarni mikroplasty vyuZivaji
ve farmaceutickém primyslu jako nosi¢e ucinnych latek nebo jako primyslova abraziva pouZivana
napfiklad pfi ¢isténi tryskanim, Ci jako slozka vrtnych kapalin pfi prizkumu ropy a zemniho plynu
(Lassen et al., 2015; Sundt et al., 2014; Essel et al., 2015). Do Zivotniho prostfedi se mohou primarni

mikroplasty dostat také ptfimo z vyroby pfi transportu (Duis a Coors, 2016).

2.2.2  Sekundarni mikroplasty
Sekundarni mikroplasty vznikaji rozpadem makroplastd pfitomnych v Zivotnim prostredi. Vlivy

plsobici na makroplasty jsou mechanického typu (abraze piskem, vodou nebo zeminou) (Yang et al.,
2023; Bhattacharjee et al., 2023), fyzikdlniho (teplo, ultra fialové zareni, UV) (Mailhot et al., 2000)
a biologického (plsobeni mikroorganismu) (Jain et al., 2022; Jeon et al., 2021; Habib et al., 2020).
Za sekundarni mikroplasty se povazuji rozpadlé plasty, které se dostaly do Zivotniho prostredi
odhazovanim odpadu mimo mista k tomu uréena, Spatnym sklddkovanim, ale i pfi ptirodnich
katastrofach jako hurikdny a zaplavové viny (Ryan et al., 2023). Mezi velké zdroje sekunddrnich
mikroplastl se radi i rybarsky prlimysl a lodni doprava, kde dochazi mimo jiné k odéru a ztratdm
rybafskych siti a pasti na chobotnice (Andriolo a Gongalves, 2023; Skirtun et al., 2022). Z lodnich natérd
také dochazi k uvolriovani mikroplastl (Galafassi et al., 2019; Song et al., 2014; Imhof et al., 2016).
Ve meéstech, kromé jiz zmifnovaného plastového odpadu nachazejiciho se mimo mista pro odpad
uréend, se mikroplasty generuji i abrazi natérl budov, umélych travnikd (Lassen et al, 2015)
a pozemniho silni¢niho znaceni (Vianello et al., 2019). Nebo se pozdéji vlivem srazek mikroplasty
dostanou do odpadnich vod ¢i pfimo do Zivotniho prostredi (Zhang et al., 2019).

Vyznamnym zdrojem sekundarnich mikroplastd v p0dé jsou muléovaci filmy a textilie
pouzivané v zemédélstvi i na soukromych zahradach (Huang et al.,, 2020). Dale se ke zdrojiim
sekundarnich mikroplast(i v pidé mohou radit féliové kryty na zahrady, sendzni félie na baleni balik(

sena, rizné zavlaZovaci systémy a plastové zahradnické pom{cky (Kasirajan a Ngouajio, 2012).
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Pada patfi k prostredi, kde se mikroplasty hromadi spiSe, nez vznikaji. Dalsim zdrojem
mikroplastd v pUdé jsou kaly =z Cdistiren odpadnich vod, kterymi se pulda hnoji
(Carr et al., 2016; Magni et al., 2019).

2.3 Plastové mulCovaci textilie

Mulce obecné jsou prirodni a syntetické materialy organického nebo anorganického plivodu,
které se pokladaji na povrch pldy za ucelem muléovani (Chalker-Scott, 2007). Pfi muléovani nedochazi
k odparu vody z pady a tim dochazi ke zvyseni vlhkosti pady (Ahmad et al., 2020; Russel, 1940). Dalsi
vyhodou muléovani je zabranéni ristu plevele (Wilen et al., 1999; Ahmad et al., 2020), zabranéni eroze
pldy (Borst a Woodbrun, 1942) a udrZovani stalé teploty pldy (Kader et al., 2019). Mulc¢ovani tak
zvysuje produktivitu péstovani (Mutetwa a Mtaita, 2014).
V literatufe je mozno se setkat s pojmy: geotextilie (anglicky Geotextile), mulcovaci félie (anglicky
Mulching Film) a mulcovaci textilie (MTEX, anglicky Mulching Fabric).
Geotextilie je vyrobena ze syntetickych vlaken, mliZe byt tkand ¢i netkanda. PouZiva se ve stavebnim
inZzenyrstvi, kde ma funkci zpevnovaci, drenazni (odvod vody), filtraéni (zamezeni vyplavovani sypkych
zemin), ochrannou (ochrana hydroizolace) a separacni (zdbrana promichavani vrstev pldy rGznych
vlastnosti) (Ingold, 1993).

Mulcovaci fdlie je PE materidl podobny mékéenému PVC. PouZiva se téz na soukromé zahrady,
ale vétsi vyuziti ma v zemédélstvi, kde se pouziva k mul¢ovani velkych ploch. Zaroven se jedna o prvni
muléovaci material, se kterym prikopnik v muléovani pomoci plastové hmoty, profesor E.M. Emmert
z Kentucky, zacinal své experimenty (Emmert, 1957). Od té doby doslo k masivnimu narlstu pouzivani
plastu jako materidlu pro syntetické mulce. V roce 2020 bylo globalné na mulcovani pouZzito zhruba
2 milionu tun plastu (Wang S. et al., 2022).

MTEX je uZ z podstaty svého ndzvu textilie. Jedna se o synteticka vldkna propletend (tkana
forma textile) nebo pouze termicky spojena k sobé (netkana forma textilie). Barvu mohou mit MTEX
bilou, hnédou nebo cernou dle aditiv. Uhlikova cerni se kupfikladu pouZiva jako barvivo a zaroven
funguje jako UV stabilizator a chrani textilii pred oxidaci, stejné funguje oxid titanicity (TiO,), ktery
dodava textilii naopak bilou barvu. Riznych aditiv, kterd se pouZivaji i béhem vyroby textilii a maji
antimikrobidlni nebo proti hotlavy efekt, je celd fada (Wiewel a Lamoree, 2016). S MTEX se lze
majoritné setkat na soukromych zahradach. Nejcastéji si ji lidé spoji se sazenickami jahod, paprik,
salatu atp.

Ze studii je znamo, Ze na polich dochazi k postupnému rozpadu mulcovaci félie na mikroplasty
(Junhao et al., 2022; Li et al., 2020; Wang T. et al., 2021; Liu et al., 2022), ovsem téma rozpadu MTEX

by potfebovalo hlubsiho zkoumani.
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2.4  Toxicita mikroplastU
Z nepreberného mnoizstvi ¢lankd vyplyvda, Zze mikroplasty maji na Zivocichy negativni vliv.

U ZivocisSnych druhli vystavenych mikroplastim bylo sledovano zvySeni oxidativniho stresu
(Alomar et al., 2017; Schirinzi et al., 2017), genotoxicita (Jiang X. et al., 2019; Cobanoglu et al., 2021),
imunotoxicita (Zhou, et al., 2020; Tang et al., 2020; Li et al., 2023), neurotoxicita (Yu et al., 2023;
Suman et al., 2023), snizena reprodukce (Ju et al., 2019; Kwak a An, 2021), zména chovani organisml
(Yin et al., 2018; 2019) a zména stfevniho mikrobiomu (Li R. et al, 2023; Xu et al.,, 2024;
Zhu et al., 2024).

Z predchozich ¢lankl, popisujicich vlivy mikroplastd na ZivoCichy, by se mohlo zdat, Ze jsou
samotné mikroplasty velmi toxické ¢astice. Je ovSem nutno si uvédomit, Ze studie o toxicité jsou
provadény v laboratofich za uméle nastavenych podminek a modelové organismy jsou casto
vystavovany koncentracim mikroplastli neodpovidajicim environmentalnim koncentracim. Dale jsou
organismy vystavovany Cistym plastdm z vyroby (Zhu et al.,, 2024; Ding et al., 2024). V realném
prostredi se nachdazeji mikroplasty rGznych tvarl a sloZeni v rizném stadiu rozpadu (Kwak et al., 2013;
Barboza et al., 2020; Cheung a Fok, 2017) a diky svému velkému specifickému povrchu poskytuji
prostor pro sorpci jinych polutantl (Arienzo et al., 2021; Titov, 2022) a mikrobidlnich spolecenstev
(WanglJ. etal., 2021; Zhang W. et al., 2022; Virsek et al., 2017). Popis ucink mikroplastl na organismy

v realném prostredi tak pravdépodobnéji bude mnohem sloZitéjsi i z pohledu negativnich kontrol.

2.5 Zizaly jako modelovy organismus

2.5.1 O zizaldch obecné
Zizaly (Crassiclitellata) jsou spoleéné s pijavicemi jednou z nejznaméjsich skupin

malostétinatych opaskovcd (Clitellata). Fylogenetické studie postavené na vétsim mnoZstvi
molekularnich marker( stavi tuto monofyletickou skupinu do pfibuznosti se skupinou Moniligastrida
(Erséus et al., 2020). Charakteristické jsou vice vrstevnatym opaskem (clitellum), ktery je vyraznéjsi nez
u ostatnich malostétinatych opaskovci. Dalsi apomorfii je tzv. oktogonadalni uspofadani pohlavnich
organu. Jedna se o stav, kdy se ve 4 za sebou jdoucich segmentech nachazeji 2 pary semennych vacka
(testes) a 2 pary vajecnikl (ovarium). | kdyZz se pravé Zizaly vyvinuly zfejmé z druhd Cisté vodnich
(Rousset et al., 2008), vétsina pravych Zizal je Cisté terestricka.

Tvar téla maji zizaly valcovity a podlouhly, mérit mohou od 2 ¢i 4 cm po 1 m. Barvu mohou mit
od $edo/bilo réizové pres riizovou, purpurovou, hnédou a? zelenou (PiZl, 2018). Zizali coelom je
prepazkami rozdélen do c¢lank(, na kterych jsou stétinky. Povrch téla kryje kutikula, po kterou se
nachazi epidermis, okruzni a podélna svalovina. Celym Zizalim télem prochazi neprerusené nervova,
cévni a travici soustava. Nervova soustava je gangliovd, se zauzlinami v kazdém c¢lanku téla. V hlavové

Casti se nachazi hlavové a podhltanové zauzliny. Cévni soustava je uzavienad, podél bfisni a hibetni ¢asti
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prochazeji hlavni cévy propojené pricnymi spojkami (komisurami). Komisury v oblasti jicnu jsou
tvoreny svalnatymi cévami a zajistuji pumpovani krve. Zizaly dychaji povrchem téla, proto pokozka Zizal
obsahuje velké mnozstvi malych cév zajistujicich dychani. Travici soustava se déli na hltan, jicen,
Zldznaty zZaludek, svalnaty Zaludek a stfevo. V kazdém c¢lanku je pritomna metanefridie, vyluCovaci
orgén %izal viz Obrazek 1. Zizaly jsou hermafroditi, ktefi maji v dospélosti opasek s vajicky.

(Campbell a Reece, 2006; Rosypal, 2003).

Epidermis  kytikula

Okruzni
svalovina

Podélna
svalovina

Hrbetni
céva

|

L\ Metanefridie

Hlavové
zauZiny

Svalnaty
Zaludek
Zlaznaty

) BfiSni nerv zaludek
Podhltanové se zauzZlinami

zauz|iny Jicen

Obrdzek 1 Obecnd anatomie ZiZzal Obecnd anatomie ZizZaly, prevzato a upraveno v
programu Inkscape z webové stranky (Mehr a Dilip, 2017)
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Dle (Bouché, 1977) se Zizaly déli na 3 skupiny (viz. Obrazek 2). Na ZiZaly epigeické Zivici se
opadem a vyskytujicimi se na povrchu pldy. Na ZiZzaly endogeické Zivici se mineralni plidou méné
bohatou na organickou hmotu a vyskytujicimi se ve vrchnich vrstvach pldy. Hloubici vertikalni
chodbicky, zfidka lezouci na pQdni povrch. A na Zizaly aneické Zijici ve spodnich vrstvach pldy, hloubici
vertikalni chodbicky a Zivici se organickou hmotou z povrchu pldy, kterou zabudovavaji hluboko pod

povrch.

lﬁil AL

Epigelcky druh

Epl-endogeicky druh

*

Polyhumicky endogeicky druh \

Mesohumicky endogeicky druh

Oligohumicky endogelcky druh

Aneicky druh

Obrdzek 2 Obrdzek ilustrujici odlisné ekologické strategie (skupiny) Zizal, prevzato
a upraveno pomoci programu Inkscape od (Hsu et al., 2023).

Zizaly se vyskytuji na viech kontinentech, oviem prevdina vétsina se nachazi v subtropickych,
tropickych oblastech a v mirnych pasech. Dnes je zndmo pres 5000 druhi zizal. Ve stfedni Evropé je
nejvice Zizal z €eledi Zizaloviti (Lumbricidae) s vice nez 150 druhy, z éeho? je okolo 52 druh(i zndmo

v Ceské republice. Zizaly se vice vyskytuji v urodnéjsich rozmanitéjsich, nezaplavenych pldach
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v luznich lesich nebo na loukach, méné jiz v jehli¢natych lesich, raselinistich ¢i v orné ptdé. Vyskyt zizal
v pdé se pohybuje okolo poctu 80 aZz 800 jedincd na 1 m? (Miko, 2019; Pizl, 2018).

Zizaly patfi mezi saprofagni makrofaunu pldy, Zivi se odumfelou organickou hmotou,
mikroorganismy a velmi ztidka malymi pldnimi organismy. Svymi aktivitami méni fyzikalni vlastnosti
pltdy a chemické sloZeni pudy (Lavelle et al., 1997). Proto jsou Casto oznacovany jako ekosystémovi
inZeny¥i (Jones et al., 1994). Zizaly svou ¢innosti promichavaji a fragmentuji organickou hmotu
z povrchu plidy a zabudovavaji ji hloubé&ji pod povrch. Hraji tak dllezitou roli v cyklu uhliku a dusiku
(Don et al., 2008; Fahey et al., 2013; Parkin a Berry, 1999). Je prokazano, Ze se v ZiZalich chodbic¢kach
vyskytuji nitrifikaéni a denitrifikacni bakterie. Plida s Zizalimi chodbi¢kami obsahuje vys$si mnoZstvi
dusicnych (NOs’) a amonnych (NH4*) iontl nez plda, kde se Zizaly nevyskytuji (Parkin a Berry, 1999;
Horn et al., 2003; Tillinghast et al., 2001)

Bioturbaci Zizaly pldu téZ mechanicky rozrusuji a provzdusnuji (Friend, 1912). Dochazi tak
ke zméné anaerobniho prostiedi na aerobni a ke vzniku prostori, kde se mohou usadit
mikroorganismy. Zizali chodbicky téZ zvy$uji potencial pidy pojmou vodu (Capowiez et al., 2014; Ernst
et al., 2009). Pldy tak pri srazkach maji mensi tendenci byt podmacené.

DulezZité jsou i Zizali exkrementy, které maji vici padé vyssi zastoupeni nékterych iontl jako je
fosfor, draslik, hotcik ¢i vapnik (Basker et al., 1993), vyssi podil dusiku, rozpustného uhliku a vyssi
mikrobidlni aktivitu (Daniel a Anderson, 1992; Ruz-Jerez et al., 1992; Wu et al., 2015). Zizali exkrementy
jsou plné Zivin, které jsou dostupné pro rostliny. Rostliny v pldé s Zizalami maji zvySeny ptijem dusiku
(Zhao a Huang, 1991; Tomati et al., 1988) a vyssi biomasu (Lui et al., 1991; Edwards, 1995).

Diky tomu, Ze jsou ZiZzaly nejdulezitéjsSim pddnim makroorganismem a jsou citlivé k toxickym

latkam, byly ptijaty jako padni bio indikator (OECD, 1984; 2004).

2.5.2 Zizaly rodu Aporrectodea
Rod Zizal Aporrectodea (viz. Obrazek 3, str.17) se radi do Celedé ZiZaloviti. Druh Zizaly temné

(Aporrectodea caliginosa) (Savigny, 1826) je nejrozsifenéjsi Zizalou v palearktické oblasti a jedna se
o Zizalu, se kterou se ¢lovék nejcastéji setka na obdélavanych polich, loukdch nebo zahradach (Bostrom
a Lofs-Holmin, 1996; Pérez-Losada et al., 2009; Boag et al., 1997; Curry et al., 2008; Sims a Gerard,
1999). A. caliginosa je nazyvana komplexem druhl, kam patfi A. caliginosa s.s., Aporrectodea
trapezoides, Aporrectodea tuberculata a Aporrectodea nokturna, které od sebe nelze lehce
morfologicky rozliSit a musi se pristoupit k metodam molekularni biologie (Pérez-Losada et al., 2009;
Fernandez et al., 2012). Aporrectodea sp. je endogeicka (Bouché 1977) polyhumicka (Hsu et al., 2023)

%i7ala (viz. Obrazek 2, str. 15). Zije ve vrchnich 15 cm pod povrchem pldy (Bart et al., 2018) a Zivi se

rozkladajici se organickou hmotou bohatou na uhlik a hlavné dusik (Hsu et al, 2023;
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Zareitalabad et al., 2010). Jedna se o malo pigmentovanou SedorliZovou ZiZzalu o velikosti 60-85 mm

(Sims a Gerard, 1999).

Obrdzek 3 Fotografie zachycujici jedince ZiZaly Aporrectodea sp. nasbiraného v okoli obce Velké Prilepy, foto: autor.

A. caliginosa je stejné jako napfiklad Zizala hnojni (Eisenia fetida, ¢eled Lumbricidae)
modelovym organismem vyuZivanym v toxikologickych testech (Mosleh et al., 2003; Wang et al., 2012).
Prace s druhem E. fetida ma tu vyhodu, Ze je dostupny z laboratornich chov(. Vyuziti takto chovanych
Zizal zarucuje préci s definovanymi jedinci (stejné starymi, podobné velikymi a Zivenymi, chovanymi
ve stejnych definovanych podminkach). Dalsi vyhodou je jeho snadny chov a Sirsi znalosti o tomto
druhu (Lowe a Butt, 2007). Na rozdil od druhu E. fetida hodiciho se na prvotni testovani toxicity latek,
je A. caliginosa relevantnim druhem pro vyzkum toxickych latek vyskytujicich se ve volné prirodé
(Bart et al., 2018). Existuje nespocet ¢lankd o vlivu mikroplastd na Zizalu E. fetida (Li et al., 2024;
Traki¢ et al., 2024; Chen et al., 2020; Jiang et al., 2020), ale jen nékolik ¢lankd o vlivu mikroplastd

na zizalu A. caliginosa (Palmqvist et al., 2019).
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2.6 Zizali mikrobiom

2.6.1 Bakterie
Jednd se o Zivé jednobunécné prokaryotické organismy o velikosti od desetin do stovek

mikrometr(. Prvni, kdo pozoroval a objevil bakterie v roce 1676, byl holandsky obchodnik s textilem
Antonie van Leeuwenhoek. Bakterie pozoroval pomoci jim zkonstruovaného mikroskopu (Kutschera,
2023).

Z antropocentrického hlediska mohou byt bakterie vnimdny spiSe negativné, jako patogenni
agens. Bakterie ovsem nejsou jen patogenni a tvofi velmi duleZitou slozku biosféry. Diky dlouhé evoluci
se dokazaly prizpUsobit riznorodému prostredi a vyvinout rozmanité typy metabolickych drah, které
jsou neodlucitelnou soucasti biogeochemickych cykld celé Zemé.

,Zivot bez mikrob( by nebyl moiny“ (z angl. “Life would not long remain possible in the
absence of microbes.”), tvrdil jiz v 19. stoleti Louis Pasteur. Gilbert a Neufeld (2014) ve svém clanku
vytvareji fikci svéta bez bakterii. Popisuji, Ze kromé faktu, Ze jsou eukaryotické organismy bakteriim
vdécné za svou existenci v podobé mitochondrii a rostliny i v podobé chloroplastli, by bez bakterii
pravdépodobné doslo k zastaveni biogeochemickych cykll. Kupfikladu by nejspise doslo k zastaveni
fixace vzdugného dusiku, klesla by koncentrace kysliku a vzrostla koncentrace oxidu uhli¢itého. Ziviny
by se bez prispéni bakterii a bakterialnich enzym staly pro primarni producenty obtizné dostupné.
Autofi vénovali svoji pozornost i ZivoCichim a diskutovali moZnost negativniho dopadu nepfitomnosti
symbiotickych mutualistickych bakterii na imunitni systém a v neposledni fadé i na vstfebavani Zivin
ZivoCichy. NejenZe jsou tedy bakterie neodmyslitelnou soudasti prostfedi a Zivocichl, dnes jsou
i neodmyslitelnou soucasti velkého mnoiZstvi prdmyslovych odvétvi (Zhong et al., 2013;

Doelle et al., 1989; Zielinska et al., 2016; Gargouri et al., 2014).

2.6.2 Stfevni mikrobiom Zizal
Stfevo ZiZal je prostfedim, kde dochazi k prfimému kontaktu stfevnich bakterii s padnimi

mikroorganismy. Ackoliv jsou ZiZzaly v permanentnim kontaktu s plidou a pldnimi mikroorganismy, je
prokazano, Ze maji zizaly sv(j staly stfevni mikrobiom (Liu et al., 2018). Prichodem pldy a pldnich
mikroorganism( stfevem dochazi k jejich namnoZeni ¢i redukci. Jenkinson (1963) popisuje tzv. Priming
effect. Z literatury zndm téZ jako paradox Sipkové Rlizenky (Sleeping Beauty paradox), ktery fika, ze
v pldé se vyskytuji nékteré mikroorganismy v dormantnim stadiu. Tyto mikroorganismy se mohou
uhlik v asimilovatelné podobé a mikroorganismy se tak stanou metabolicky aktivnimi.

Za pomoci enzym( mikroorganism( ve stfevé Zizal dochazi k rozkladu slozitych organickych
latek jako je celuldza ¢i lignin (Scheu, 1993; Lattaudl et al., 1999; Beloqui et al., 2010) a k dalSim déjim

podporujicim biochemické cykly uhliku a dusiku (Wu et al., 2015). Stfevo Zizal je na Ziviny bohaté

18



(Barois et al., 1993), anoxické prostredi (Horn et al., 2003). O anaerobidze svédci pritomnost oxidu
dusného (N,O) ve stfevé 7Zizal jako produktu dychaciho retézce denitrifikacnich bakterii
(Karsten a Drake, 1997; Horn et al., 2006; Matthies et al., 1999; Ihssen et al., 2003) viz Tabulka 1.
Li et al., (2021) zkoumali abundanci bakterii schopnych anaerobni oxidace amoniaku (anammox)
ve stfevé endogeické Zizaly Pheretima guillelmi a v ptdé. Zjistili, Ze abundance anammox bakterii se
ve stfevé sniZuje oproti plidé, kde se abundance neméni oproti ostatnim zkoumanym bakteriim, které

prichodem stfeva svou abundanci zvysuiji.

Tabulka 1 Tabulka prevzata a preloZena dle (Drake a Horn, 2007).

(bakterie/g suché
Aporecrrectodea . . hmotnosti)
sk bakt S/P Ref
Spp. upiny bakterii Stievo piida / eference
(S) (P)

fakultativni aerobové 3x10® | 9x10° | 33 | (lhssen etal., 2003)
oxické podminky bakterie oxidujici NHs* | 2x10° | 2x10* | 10 | (lhssen et al., 2003)
bakterie oxidujici NO;” | 3x10° | 2x10* | 15 | (lhssen etal., 2003)
fakultativni anaerobové | 1x10” | 2x10° | 50 | (lhssen etal., 2003)
anoxické podminky | bakterie redukujici NOs™ | 1x10” | 4x10° | 25 | (lhssen etal., 2003)
denitrifikaéni bakterie | 6x10° | 2x10* | 300 | (lhssen et al., 2003)
Celkovy pocet bakterialnich bunék 1x 10" | 6x10° | 2 | (Kridtafek et al 1995)

Horn et al., (2003) ve svém clanku popisuji pfitomnost fermentativnich metabolitd jako je
formiat, acetat, laktat a sukcinat ve strevé Zizal téZ podporujici anaerobidzu stfeva. Zeibich et al., (2019)
popisuji pfitomnost fermentativnich bakterii ve stfevé Zizaly obecné (Lumbricus terrestris).
Fermentujici bakterie byly pfitomny jak v obsahu ZiZaliho stfeva, tak v samotném stfevu. Byla
pozorovana vyrazné snizena fermentace v pldé. Wust et al., (2011) identifikovali Clostridiaceae
a Enterobacteriaceae jako hlavni fermentujici celedé bakterii v obsahu stfeva L. terrestris. DalSimi
vyraznymi anaerobnimi mikroorganismy jsou metanogenni Archaea, ktera byla ve stfevé Zizal také
potvrzena (Koubova et al., 2012; Depkat-Jakob et al., 2012; Schulz et al., 2015), viz Tabulka 2, str. 20.

Kromé toho, ze mikroorganismy ve stfevé napomdhaji rozkladu sloZitych organickych latek,

samotné mohou Zizale slouzit jako zdroj aminokyselin (Larsen et al, 2016) a lipidd

(Sampedro et al., 2006).
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Tabulka 2 Tabulka prevzata a upravena dle (Drake a Horn 2007), zaloZena na datech z ndsledujicich clankd (Trigo a Lavelle
1993, Horn et al., 2003, Laverack 1963; Sampedro et al., 2006; Tillinghast et al., 2001; Trigo a Lavelle 1995; Barois a Lavelle,
1986).

Parametr Stfevo Pada
Kyslik 0 konce?trécle
proménliva

Obsah vody (% Cerstvé vahy) 40-90 =20-40

pH 6,4-7,7 4,6-7,1

Celkovy uhlik (C) (mg/g) suché vahy 80-110 20-40
Celkovy dusik (N) (mg/g) suché vahy 11 2
C/N 7 10
Dusi¢nany (NOs’) (mM) 0.3 0.9
Dusitany (NOy) (mM) 0,22 0,04

Amonny kation (NH4*) (mM) 0,5-20 0,05-0,09

Volné rozpustné aminokyseliny (UM) 410 10
Celkové rozpustné aminokyseliny (uM) 1280 17
Celkové mastné kyseliny (C12-Ca4) (umol/g) suché vahy 3,8 0,6
Glukoza (mM) 32 (az137) ND
Maltéza (mM) 3 (az 15) ND
Formiat (mM) 4 (az18) ND
Acetat (mM) 3 (az 24) ND
Laktat (mM) 1(az5) ND
Sukcinat (mM) 1(az3) ND

Na zmény ve stfevnim mikrobiomu Zizal ma nejvice vliv, jestli se jedna o ZiZalu epigeickou,
endogeickou nebo aneickou, poté v jakém prostiedi se nachazi a o jaky druh se jednd
(Thakuria et al., 2010).

Sapkota et al., (2020) urcili zastoupeni jednotlivych bakterialni kment (phyllum) z obsahu
stfeva u zizal A. caliginosa, Allolobophora chlorotica, A. tuberculata a Lumbricus herculeus. Byly
identifikovdny Acidobacteria (nyni Acidobacteriota) (Oren a Garrity, 2021), Actinobacteria (nyni
Actinomycetota), Bacteroidetes (nyni Bacteroidota), Chloroflexi (nyni Chloroflexota), Firmicutes (nyni
Bacillota), Latescibacteria, Nitrospirae (nyni Nitrospirota), Patescibaceria, Proteobacteria (nyni
Pseudomonadota), Rokubacteria, Tenericutes (nyni Mycoplasmatota) a Verrucomicrobia (nyni
Verrucomicrobiota), z ¢ehoZ byl pro Zizalu A. caliginosa charakteristicky kmen Acidobacteria a tfida
Alphaproteobacteria. Tikhonov et al., (2016) z travici tekutiny ze stfeva Zizaly A. caliginosa izolovali
a namnotZili 5 hlavnich bakteridlnich druh(, kterymi byly Aeromonas encheleia (Proteobacteria, nyni
Pseudomonadota), Bacillus thuringiensis (Bacillota), Acinetobacter sp. (Pseudomonadota), Aeromonas

sp. (Pseudomonadota) a Streptomyces sp. (Actinomycetota). Nasledné zkoumali rozklad huminovych
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kyselin témito bakteriemi s a bez stfevni tekutiny Zizal. Jediny Acinetobacter z pocatku
inkubace vykazovat zpomaleny rUst, ostatni druhy bakterii nikoliv. Ve stfevé A. caliginosa se mizeme
setkat s vySe zminénymi druhy bakterii rozkladajicimi huminové kyseliny. Byzov et al., (2009) izolovali
ze stfeva zizaly A. caliginosa nasledujici kultivovatelné druhy Aeromonas sp., Buttiauxella sp.,
Buttiauxella brennerae, Acinetobacter sp., Pseudomonas sp., Pseudomonas proteolytica
(Gammaproteobacteria, Pseudomonadota). Dalsimi byly Delftia acidovorans (Betaproteobacteria,
Pseudomonadota), Ochrobactrum grignonense (Alphaproteobacteria, Pseudomonadota), Bacillus
circulans  (Bacillota), Microbacterium paraoxydans, Streptomyces sp. (Actinomycetota),
Chryseobacterium scophthalmum, Sphingobacteriaceae bacterium (Bacteroidota).

Bakterie produkujici N,O byly u A. caliginosa nalezeny hlavné v obsahu stfeva. V samotném
stfevnim mikrobiomu se bakterie s disimilativni redukci nitratu a denitrifikac¢ni bakterie moc
nevyskytuji (Horn et al., 2003; Ihssen et al., 2003).

Bylo publikovdno mnoho studii o ovlivnéni mikrobiomu polutanty u Zizal.
Astaykina et al., (2022) zkoumali vliv 3 pesticid( na stfevni mikrobiom Zizaly L. rubelus. Byly ovlivnény
bakterie, které se Géastni rozkladu organické hmoty, nitrifikace, denitrifikace a disimilace nitratu. Maze
tak dochazet k ovlivnéni cyklu uhliku a dusiku v plidé. Ovlivnéni mikrobiomu miZze mit vliv na preziti
a schopnost rozmnoZovani u zizal, jak zjistili Ding et al., (2020), ktefi vystavili Zizalu Enchytraeus
crypticus mikroplastim z automobilovych pneumatik. Dale doslo k namnoZeni patogennich bakterii
z cCeledé Enterobacteriaceae a Aeromonadaceae, které byly spojeny se stfevnimi zdnéty
(Winter et al., 2013; Takahashi et al., 2014) a tim by ddle mohlo dochazet k Siteni patogennich bakterii
do pldy. PrestozZe existuje mnoho ¢lankd o vlivu rliznych druhl polutantl na stfevni mikrobiom Zizal
(Zhao et al, 2024b; Zhang et al, 2023; Mirleau et al, 2024; Chang et al, 2021;
Krishnaswamy et al., 2021; XIA et al., 2023; Zhu et al., 2022), ¢lankd o vlivu mikroplast( na stfevni

mikrobiom je pouze nékolik (Lahive et al., 2022; Yang et al., 2022; Xu a Yu 2021).
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3 Metody a materialy

3.1 Materidly a roztoky

CHEMIKALIE, PRISTROJE, MATERIALY ZNACKA/DODAVATEL ZEME POVODU
Aceton pro HPLC VWR Chemicals Francie
Peroxid vodiku H202 30% Lach-ner CR
Sal jedld kamenna s jodem K+S Czech Republic a.s., zdvod SOLNE MLYNY CR
Heptahydrat siranu Zeleznatého Lach:ner CR
! 95% kyselina sirova VWR Chemicals Francie
; Pisek na tryskani Metal Project s.r.o. CR
L Muléovaci netkana textilie AGRO CS a.s. ¢r
A Celuldzo nitratové membranové filtry, 0,2um Whatman SNR
C 0,2 um, 47 mm, polytetrafluorethylenové filtry Sigma-Aldrich Irsko
E Podlo#nisklitka 76x52x1 mm Marienfald SNR
Kryci sklicka 50x75 mm Marienfald SNR
hln Mechanické poéitadlo Heathrow Scientifics Cina
K Mixér model BO11EG se dvéma rychlostmi Waring USA
R CGisti¢ka vzduchu Dyson Pure Cool TPOO Dyson Ltd VB
o] Membranova vyvéva LABOPORT® N 86 KT.18 KNF Francie
P Tablet a kamera, Moticam® BTU10 Motic SNR
; Laboratorni pec, LE 15/11 LAC CR
5 Pec Memmert SNR
T Opticky mikroskop MBL2100 Kriiss SNR
0 Plynovy chromatograf Varian 3400 Varian USA
Hmotnostnispektrometr ITS40 Finnigen MAT USA
Lyofilizator Labio CR
Pyrolyzér PYR-01 Labio CR
Infraderveny spektrometr s Fourierovou transformaci Nicolet iN10 Thermo Fisher Scientific USA
Guaiacol Glyceryl ether Sigma-Aldrich Taiwan
! Fosfatowy pufr (PBS) bez vapniku a hoféiku MP Biomedicals USA
': B Dihydrat sodné siili kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) Sigma-Aldrich USA
n Y Pocéitaci sklitka Buerker SI}IR
N Baterie alkalicka ETA PREMIUM 6V Eta CR
T K Baterie zinkouhlikova Varta Super Heavy Duty 4,5V Varta CR
N ¥ Centrifugaénizkumavky 15 ml Biofil Spanélsko
i Centrifuga Mikro 220R Hettich® SNR
Opticky mikroskop IM-3 s fazowym kontrastem OPTIKA Italy Itdlie
P OASIS® IDEAL Black, araniovaci hmota OASIS CR
.ll. Entomologické Zpendliky 0,5/39 mm Sphiinx CR
v Lékarské oéninlzky WESTCOTT pruZinové DIMEDA Instrumente GmbH SNR
A Mattoni perliva Mattoni CR
Roztok fenolu Sigma-Aldrich USA
Hexadecyltrimethylammonium bromid (CTAB) Molekula SNR
Octan sodny trihydrat (NaAc) Penta chemicals CR
Tris-{hydroxymethyl) - aminomethan Loba feinchemie Rakousko
ZI n-Amylalkohol Penta chemicals CR
o Chloroform Penta chemicals CR
L Chlorid sodny Sigma-Aldrich USA
A Dodecylsiran sodny (SD5) Carl ROTH SNR
C Dihydrat dihydrogenfosforeénanu sodného Lach:ner CR
E Kyselinaethylendiamintetraoctova (EDTA) Penta chemicals CR
D Isopropanol VWR Chemicals Francie
N Homogenizaéni mikrozkumavky, 2 mL Bl Oplastics Nizozemsko
A Vitka k homogenizaénim mikrozkumavkam Bl Oplastics Nizozemsko
Sklenéné kuli¢ky 0,25-0,5mm Carl ROTH SNR
Mikrocentrifugaéni zkumavky 1,5ml Biologix CR
Nitrilové rukavice VWR Chemicals Malajsie
Mikrocentrifuga Spectrafuge™ 24D Labnet USA
UltraH20 Top-Bio CR
Hovézisérovy albumin (BSA) GeneON SNR
Deoxy nukleosid trofosfat (dNTP) Thermo Fisher Scientific Litva
Q5® High-Fidelity DNA Polymeraza Biolabs UK
CP Q5® Reaction Buffer Pack Biolabs UK
R Q5® High GC Enhancer BiolLabs UK
Primery (515F, 806R) Sigma-Aldrich USA
NanoDrop ND-1000 Spektrofotometr MGP USA
Zkumavkové stripy Biologix CR
Termo cykler T100 BIO RAD Singapur
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Q MinElute PCR Purification Kit (50) QIAGEN SNR
V)
B T Qubit™ dsDNA Quantitation, Broad Range Invitrogen USA
SEKV MiSeq Illimuna USA
Methanol Honeywell USA
M Chloroform Penta chemicals CR
E Acetonitril Honeywell SNR
T Octan amonny 299%, HiPerSolv CHROMANORM® for LC-MS VWR Chemicals UK
N A A Mraven¢an amonny 299%, HiPerSolv CHROMANORM® for LC-MS VWR Chemicals UK
E B N Amonny roztok 20 - 22% HiPerSolv CHROMANORM® for LC-MS VWR Chemicals UK
<I': 0 A Kyselina mravenci Merck CR
L L L Kyselina trihydrogen fosfore¢na 99% Merck CR
E 0 Y| Fluorid amonny Honeywell SNR
N M z InfinityLab Deactivator Additive Agilent USA
A I A Sklenéné kulicky 0,3 mm VWR Chemicals CrR
c FastPrep-24™ 5G MGP Indie
'f Concentrator 5310 Eppendorf SNR
A 1260 Infinity Il LC systém a 6546 LC/Q-TOF hmotnostni spektrometr s X
. L, Agilent USA
elektrosprejovou ionizaci

ROZTOKY MOBILNi FAZE
SM Nacl 29,22 g NacCl 100mM 3,15262 g mravenc¢an amonny
100 ml ddH20 mravencan 500 ml ultra Cista voda
40,8 NaA Y,
g aAc 100mM octan 3,85870 g octarvl-arrllonny
3M NaAc, pH5 40 ml ddH20 , 500 ml ultra cista voda
amonny, pH9
pH CH3COOH pH NHaOH
Chloroform/isoamyl 2ml isoamylalkohol Vodna faze, 100ml  100mM mravenéan amonny
alkohol (24:1) 48 ml chloroform méfeni v 900 ml ultra &ista voda
itivni
35 ml EtOH p<132| vhim 1ml kyselina mravenci
70% EtOH mddu, HILIC
15 ml dH20 Vodna faze, 100 ml 100mM octan amonny
41¢g NacCl méreni v 900 ml ultra Cista voda
negativnim
10% CTAB v 0,7M 50 ml ddH20 g 0,5 ml Deaktivacni roztok
NaCl maddu, C18
10g CTAB Organickd 100 ml  100mM mravenéan amonny
do 100 ml ddH20 faze, méreniv. 900 ml ACN
itivni
788¢g Tris-HCI p<132| vhim 1ml kyselina mravenci
maddu, HILIC
(] ickd
1M Tris-HCI, pH8 450 ml ddH20 B rgarllvc a, 100 ml 100mM octan amonny
faze, méreniv
pH HCl negativnim 900 ml ACN
do 500 ml ddH20 mddu, C18 0,5 ml pasiv
10 SDS
Extrakeni pufr SOmM rfl 5M NaCl Pasiv 45500 mlI It {A'Ct’\f d
NaH2PO4, pH8; 50mM _ m ultra cista voda
. 100 ml 1M Tris-HCI, pH8 2,5 ml H3PO4
NaCl; S00mM Tris- ) oy NaH2P0a-2H:0 18 ml ACN
HCI; 5% SDS 2008 anz2ila-2H2 60% ACN m ACN
do 200 ml ddH20 12 ml ultra Cista voda
NaCl
SMNaCl_MTEX 20228 3 60% MeoH &M MeOH
1000 ml dH20 12 ml ultra Cista voda
15g FeS04.7H20 MeOH:ultra 15 ml MeOH
Fentondv roztok 1000 ml dH20 Cista voda 15 ml ultra Cista voda
0,
6 ml 96% H2504 1M NH4F 3,7037 g lil.HA,F
5 ks tablety PBS 100 ml ultra Cista voda
PBS (3:2) - "
830 ml kldv. ultra Cistd voda 21 MeOH
MeOH + NHaF
2,50¢g GGE 1ml NHa4F
Extrakéni pufr 039¢g EDTA ultra &ista 11 ultra &ista voda
150 ml PBS (3:2) voda + NHaF 0,5 ml NHaF
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3.2 Metody

3.2.1 Pfiprava mikroplastl a analyza hmotnosti mikrovlaken
Typ plastu, ze kterého je vyrobena textilie pouzivand v této praci, je PP. Pfi zpracovavani textilie

na mikroplasty byl omezen kontakt textilie s jakymikoliv jinymi plastovymi laboratornimi pomuckami.
MTEX byla v laboratofi na podkladu z hlinikové félie nGzkami nastfihana na ¢astecky zhruba o velikosti

5 x5 mm (viz. Obrazek 4).

\

o . Sl
ikl

Obrdzek 4 Fotografie postupu rucniho strihdni mulcovaci textilie na ¢dstecky zhruba o velikosti 5 x 5 mm, foto: autor.

Pro zpracovani textilie o velikosti 5 x 5 mm na vlakna byl pouZit mixér. Navdzka ¢astic o velikosti
5 x5 mm ¢inila maximalné 2 gramy. Navazka byla vloZzena do mixéru a byla homogenizovana ve smési
ethanolu (EtOH) s destilovanou vodou (dH20) v poméru 1:1. Vznikly shluk vidken byl z mixéru preveden
do 1000ml sklenéné kadinky a postfihan nlzkami na mensi shluky vlaken. Tyto mensi shluky vldken
byly opét prevedeny zpét do mixéru a homogenizovany za Uucelem rozvolnéni viaken.

Vznikla smés vldken PP textilie v dH,0 a EtOH byla filtrovana pres vakuovou filtraéni aparaturu
pomoci membranové vyvévy pres celuldzovy filtracni papir a fddné proplachnuta EtOH. Proplachnuta
vldkna byla pomoci pinzety prenesena do zvazienych 50ml Sroubovacich vzorkovnic a zbyla vldkna
na filtracnim papite splachnuta do Sroubovacich vzorkovnic pomoci EtOH. Timto byl zmensen objem
kapaliny nutné k odpareni a k vysuseni vldken. VIdkna ve Sroubovacich vzorkovnicich se dosusovala
pomoci dusiku a vyhtivané desticky. Sucha vlakna byla zvdaZzena a uchovana ve Sroubovacich
vzorkovnicich.

Vyrobena vldkna byla zkoumana pod svételnym mikroskopem a focena. Z fotografii byla

pomoci programu Imagel zjisténa prdmérna délka a sirka mikroplastovych vldken.
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K uréeni hmotnosti PP z vlakna netkané MTEX byla pouzita pyrolyza spojena s plynovou
chromatografii a hmotnostni spektrometrii. Postup prace a nastaveni stroje dle (Havlickova, 2022).

Vysledna spektra byla porovndna s jiz namérenymi spektry PP.

3.2.2 lzolace mikroplastovych vldken z pUd
S drobnymi Upravami bylo postupovano dle (Pospichalova, 2023). Cely postup byl proveden

v laboratofi prizplisobené na praci s mikroplasty z redlného prostiedi.

Jedna se o laboratof bez oken s kovovou pracovni deskou a naslapnou lepenkou umisténou
za vchodovymi dvefmi, aby nedochdzelo k pfiliSnému transportu prachu na botach do laboratore. Dale
se v laboratofi nachazi ¢isticka vzduchu, ktera byla v provozu po dobu prace v laboratofi. Po celou dobu
bylo pracovdno v bilém bavinéném obleceni. VSechno sklenéné nadobi, aparatury, laboratorni nastroje
jako IZi¢ky a pinzety, ale i hlinikova félie byly pred pouZitim umyty acetonem pro HPLC (vysokoucinna
kapalinova chromatografie, z angl. high-performance liguid chromatography) ve skle za UGcelem
zbaveni se potencidlné pritomnych mikroplastll. VSechny roztoky, vyjma 30% peroxidu vodiku (H,0,)
s nimizZ se v laboratofi pracovalo, byly nejméné 3x (roztok chloridu sodného - NaCl 5x) filtrovany pres
celuldzo-nitratovy filtr za icelem snizeni vyskytu mikroplastovych ¢astic a vldken v roztocich.

Pro izolaci MTEX vlaken z pad byly poskytnuty 500g vzorky pld vystavenych ¢erné PP MTEX
ze soukromé zahrady (viz. Tabulka 3). Jako negativni kontrola zde byl pouzit ocistény pisek na tryskani.

Postup Cisténi pisku viz. Tabulka 4, str.26.

Tabulka 3 Ndzvy a popisy jednotlivych vzorka pid vystavenych a nevystavenych mulcovaci textilii (MTEX).

Nazev

vzorku Popis vzorku ptdy

1 ROK vzorek pldy ze hnojeného zahonu; doslo zde k degradaci a rozpadu MTEX na kusy
12-13 LET vzorek plidy pod kefi; MTEX zde leZela 12-13 let

8-9 LET vzorek pldy pod kefi; MTEX zde leZela 8-9 let

Travnik vzorek pldy pod travnatym porostem; plda zde nebyla pfimo vystavena MTEX
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Tabulka 4 Postup cisténi pisku na tryskani pouZity v této prdci jako negativni kontrola pri extrakci mikroplastt z pudy.

Postup &isténi pisku: . . Cas
(skle:éné kédlionky) Pocetkrokd | i)
1) promyt v kohoutkové vodé 8x _
2) promyt v dH,0 3x _
ULTRAZVUK _ 15
3) promyt v EtOH na myti 3-4x _
ULTRAZVUK _ 15
4) promyt Cistym EtOH 3-4x _
5) promyt Cistym acetonem 3-4x _
ULTRAZVUK _ 15
6) vyschnout v digestofri _ pres noc
7) promyt v kys. dusi¢né 1x
HNO; -
ULTRAZVUK _ 30
8) vyplachnout vodou 5x _
9) vyplachnout dH,0 1x _
10) promyt Cistym acetonem 4x _
ULTRAZVUK _ 15
11) nechat vyschnout v .
digestofi - pres noc

3.2.2.1 Homogenizace pid
Vzorky pUd byly lyofilizovany a poté homogenizovany. Nejdfive byla plda dana mezi 2 filtracni

papiry a za pomoci palice rozbita na mensi ¢astice. Nasledné byla plida rozemleta v tfeci misce

a preseta pres sito s velikosti ok 1 mm.

3.2.2.2 Digesce
Byl pfipraven Fentonlv roztok rozpusténim 15 gramU heptahydratu siranu Zeleznatého

(FeSO4 - 7H,0) v 1000 ml dH,0 a pridanim 6 ml 96% kyseliny sirové (H2SO4). Nasledné byl Fentoniv
roztok 3x prefiltrovan pres celulézo nitratové filtry.

Do 100ml Erlenmeyerovych banék, které byly po celou dobu prekryty hlinikovou félii, bylo vidy
navazeno 10 gramU pudy (Blank-pisek, 1 rok, 12-13 let, 8-9 let, travnik). Bylo vidy pracovano se
4 vzorky od 1 pldy a s 1 pozitivnim vzorkem, kam byly pfidany vidy dva mensi shluky vyrobenych
mikroplastovych vldken MTEX za Ucelem ovéreni funkénosti metody. Celkem bylo 24 vzorkd pld
navazenych v Erlenmeyerovych barkach.

Ke kazdému vzorku bylo pomoci sklenéné pipety pfidano 30 ml Fentonova cinidla a déle
opatrné po 5 ml byl pfidavan 30% H,0, tak, aby nedochazelo k pfilisnému prehtivani ¢i vykypéni vzorku
a tim ke ztraté nebo degradovani mikroplastovych vldken (Hu et al., 2022). Po pfidani celého objemu
30 ml 30% H,0, byly bariky se vzorky dany do pece predehiaté na 60°C na 24 hodin. Po 24 hodinach,

kdy byl veskery H,0, pfeménén na vodu, byla digesce ukoncena.
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3.2.2.3 Flotace

Byl pfipraven 5M roztok NaCl pfidanim 233,6 g NaCl do 800 ml dH,O. NaCl byl zihan
v laboratorni peci v tfeci misce na 600 °C po dobu 4 hodin za Ucelem degradovat potencialné pfitomné
mikroplasty.

Do banék se vzorky pld a se vzniklou vodou o objemu 60 ml byl pfidan vypaleny NaCl
o hmotnosti 17,5 g tak, aby vznikl roztok o koncentraci 5 M. Poté byly barnky se vzorky dolity 5M
roztokem NaCl cca 1 cm pod okraj, prekryty parafilmem a hlinikovou félii. Takto uzavienymi bankami
bylo fadné zatfepano tak, aby se promichal cely objem. Nasledné se nechala probéhnout flotace
po dobu 7 dni.

Po ukoncéeni flotace byl roztok NaCl s flotovanymi ¢asticemi filtrovan pomoci vakuové filtracni
aparatury pres polytetrafluorethylenové filtry. Byla filtrovana vétSina objemu roztoku NaCl tak, aby
nedoslo ke kontaminaci usazenou zeminou na dné Erlenmeyerovy banky. Filtry s flotovanymi ¢asticemi
byly 3x promyty dH,0 a nasledné EtOH, aby doslo ke smyti ¢astic z ndlevky filtracni aparatury. Filtr
s Casticemi byl nasledné pfendan na podloZni sklicko a prekryt krycim sklickem. Kryci a podloZni sklicko
k sobé byly pfilepeny lepici paskou a vzorek uchovan pro pozdé;jsi analyzu.

3.2.2.4 Detekce vldken
Filtrované vzorky ptd na podloZznim skli¢ku byly mikroskopovany pod svételnym mikroskopem

a za pomoci mechanického pocitadla byla poditana vldakna MTEX. Nasledné byla ze vzorkl ndhodné
vybrana vldkna a pomoci pinzety ¢aste¢né prilepena na lepici pasku. Lepici paska s vlakny byla poté
pfilepena na podlozZni sklicko hladce potazené hlinikovou félii. Takovy vzorek byl analyzovan pomoci
infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) a ziskané absorpcni spektrum bylo

porovnano s absorpénim spektrem zakoupené ¢erné netkané MTEX.
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3.2.3 Sbér a urcovani zizal, sbér pldy
Zizaly byly sbirany v obci Velké P¥ilepy (50.1571011N,

14.3127675E; 50.1569397N, 14.3120758E; 50.1570150N,
14.3124622E) (viz Obrazek 5) ve dnech 31.7. 2023, 1.8. 2023
a 6.9.2023. Podminky pfi kopani: 23 °C a 19 °C, zataZeno,
destivo. Kopani bylo provedeno ryéem do hloubky 15-25 cm.
Zizaly byly shirany do sklenice s lokalni padou.

Na chov Zizal a charakterizaci plidy bylo nasbirdno cca
8 kg pudy do plastovych kyblik(i ve stejné lokalité. Opad byl
nasbiran do jednoho plastového kybliku v téZe lokalité.

Zizaly byly uréeny na zakladé morfologie za pomoci prof.
Ing. Mgr. Jana Frouze, CSc. z Ustavu pro Zivotni prostiedi
Prirodovédecké fakulty UK. ProtoZe u ZiZzal nebyla provedena
sekvenace, bude v praci uvddéno pouze jméno Apporectodea

sp. Ddle ovsem budou citovany i ¢lanky zmifujici druh

A. caliginosa, protozZe byl s urcitou pravdépodobnosti nasbiran

Obrdzek 5 Fotografie ze sbéru ZiZal v obci
a pouzit do experimentu hlavné tento druh. Velké Pilepy, foto: autor.

3.2.4 Charakterizace chovné pldy
Analyza pud byla provedena standardizovanymi metodami v laboratofi Vyzkumného Ustavu

melioraci a ochrany pady, v.v.i. (VUMOP) a v Laboratofi environmentdlni chemie a analyzy ptd
na Ustavu pro Zivotni prostiedi (LECHAP).

Déle bylo uréeno WHC pldy (z angl. Water holding capacity, schopnost pldy zadrZet vodu).
Na Petriho misky bylo na pfedvazkach navazeno pfiblizné 50 g pidy. Plida byla susena v peci pfi 60 °C
po dobu 24 hodin. Dalsi den byla plda zvazena pro stanoveni WHC a objemu vody v pladé. Vysusena
plda byla vsypana do nalevky s filtracnim papirem. Do nalevky bylo pfevedeno 50 ml ultra Cisté vody

a ponechano 1 hodinu stat. Po 1 hodiné bylo na odmérném valci odecten objem proteklé vody.

objem proteklé vody - 100

Hodnota WHC byla pocitdna pomoci vzorce: ——— - - .
(navazka pidy—objem proteklé vody)

3.2.5 Experimentdlni design
Experiment byl zaloZen 2.8. 2023 (na 14 a 28 dni) a 7.9. 2023 (na 56 dni). Pida byla navlhéena

tak, aby vihkost pUdy byla 25 % (Eriksen-Hamel a Whalen, 2007; Butt et al., 2020). Sebrané Zizaly byly
ten samy den prevezeny do laboratofe a po jedné zvazeny na predvazkach. Pro ziskanivzork( SO (stfeva
v Case 0) a HO (obsah ze stfev v ¢ase 0), bylo 10 ZiZal pfimo vypitvano. Do zavarovacich sklenic o objemu

4| byla navazena puada tak, aby vyska ptdy ve sklenicich byla aspon 15 cm. Sklenice byly oznaceny NC
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(negativni kontrola bez mikroplastd), c1 (vysoka koncentrace mikroplastll) a c2 (nizZsi koncentrace
mikroplastt). Do sklenic byly vypustény Zizaly a pfidan opad a do sklenic c1 a c2 v opadu zamichana
mikroplastova vlakna. Jednotlivé navazky pudy, pocet Zizal vypusténych do jednotlivych sklenic
a navazky mikroplastovych textilnich vlidken jsou uvedeny v Tabulce 5. Hrdla takto pfipravenych sklenic
s Zizalami byla pretaiena silonovou puncochou, upevnéna gumickou a sklenice byly umistény
do chladnicky nastavené na 15 °C (Bart et al., 2019; Bart et al., 2020; Butt et al., 2020; Holmstrup, 2001)
viz. Obrazek 6. Vlhceni plidy bylo provadéno 1x za 14 dni 15 ml dH,0. Ze sklenic byly postupné

odebirany Zizaly na pitvu. BEhem 56denniho experimentu byly odebirany vzorky chovné pldy v ¢asech

14,42 a 56 dni.

- "'L,_é S o L

e i o (0 . . \
Obrdzek 6 Fotografie 3 chovnych sklenic v inkubdtoru (15 °C) se zeminou, opadem s a bez mikroplasti a Zizalami v Case
0 dni, foto: autor.

Tabulka 5 Nastaveni experimentu s navdZzkami mikroplasti odpovidajicim hmotnosti Cerstvé ptdy ve sklenicich. (NC
negativni kontrola; c1 koncentrace mikrovidken z muléovaci textilie (MTEX) 1 mg/kg; c2 koncentrace MTEX mikrovldken
0,0265 mg/kg).

Prefix Cas experimentu Vaha pudy ve Navazka MTEX Pocet zizal ve
vzorku (dny) sklenici (g) (g) sklenici (ks)
14 1953,090 24
NC 28 B
56 1956,000 _ 16
14 1954,110 1,9565 24
cl 28
56 1954,200 1,9564 17
14 1956,520 0,0519 24
c2 28
56 1956,000 0,0518 17
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3.2.6 Pitva zizal
Pitevni desticky byly vyrobeny z aranZovaci hmoty napusténé vodou a omotané parafilmem.

Takto pfipravené desticky byly uloZzeny do mrazdku. Veskeré nastroje pouzité na pitvu byly
dezinfikovany EtOH.

Zizaly byly umyty v dH,0 a jednotlivé zvaZeny na predvazkach. Namérené hodnoty hmotnosti
Zizal po experimentu byly porovnany s hmotnostmi Zizal pfed experimentem pomoci statistického
testu jednocestna ANOVA v programu Origin 2019b.

Zizaly byly postupné viozeny do perlivé vody za Ucelem jejich uspani. Poté byly polozeny
na studenou pitevni desti¢ku na hrbet. Zi¥ala byla na desti¢ku upevnéna pomoci entomologickych
Spendlikd v hlavové a ocasni ¢asti. Pomoci nlizek byla Zizala nastfihnuta v misté pod opaskem a dale
podélné oteviena pro zpfistupnéni celych stfev. PokoZka se svalovinou byly pomoci entomologickych
Spendlikd uchyceny tak, aby neprekazely pti dalSich ukonech. Nasledné bylo pomoci nizek otevieno
samotné stievo. Ze stfeva byla do homogeniza¢ni mikrozkumavky odebrana plda a uchovana na ledu.
Po odebrani pldy ze streva byla Zizala oplachnuta dH,0, aby doslo k vymyti zbytk( pldy ze stiev. Dale
byla odebrana stfeva, vloZena do dal$i homogenizaéni mikrozkumavky a uchovdna na ledu. Zbytek
Zizaly byl vloZzen do dals$i mikrocentrifugacni zkumavky a téZ uchovdn na ledu.

Streva, stejné jako obsah ze strev z 10 pitvanych ZiZal vystavenych stejnému typu podminek
(koncentrace mikrovldken, ¢as expozice) byla spojena do 1 homogenizacni mikrozkumavky. Téla Zizal
vystavenych stejnému typu podminek na analyzu metabolomu byla po 2 uchovana

v mikrocentrifugacnich zkumavkach. Po pitvé byly vzorky uchovany pfi teploté -80 °C.

3.2.7 Analyza bakteridlniho mikrobiomu

3.2.7.1 lIzolace DNA
Izolace byla provedena dle protokolu (Stach et al., 2006). Vzorky byly zpracovany v digestofi

za poutziti nitrilovych rukavic. Do homogenizac¢nich mikrozkumavek bylo pfevedeno 300 pl extrakéniho
pufru, 75 pl fenolu a 75 pl smési chloroform/ isoamyl alkohol (24:1). Smés byla promichana pomoci
vortexu a homogenizovana pomaoci pfistroje FastPrep-24™ 5G (5,0 m/sec; 20 sec). Poté byly vzorky
centrifugovdny po dobu 3 min pfi 10 000 g (tihové zrychleni). Supernatant byl odebran do novych
mikrocentrifugacnich zkumavek. Byl pfidan fenol a smés chloroform/isoamyl alkohol v mnoZstvi
ekvivalentu 1/2 objemu odebraného supernatantu. Smés byla promichana na vortexu a centrifugovana
pfi 6000 rpm (otacky za minutu, z angl. revolutions per minute) po dobu 5 minut. Opét byl odebran
supernatant do novych mikrocentrifugacnich zkumavek a ptidan fenol a chloroform/isoamyl alkohol
v mnozstvi ekvivalentu objemu odebraného supernatantu. Smés byla promichana na vortexu
a centrifugovana pfi 6000 rpm po dobu 5 minut. Po centrifugaci byl supernatant odebran do novych

mikrocentrifugacnich zkumavek a byl pfidan 5M NaCl o objemu 1/3 ekvivalentu objemu odebraného
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supernatantu. Dale bylo pfiddno 10% CTAB (cetyltrimethylamoniumbromid) v mnoZstvi
1/10 ekvivalentu objemu odebraného supernatantu. Smés byla promichana na vortexu a inkubovéana
pri teploté 65 °C po dobu 30 min. Vzorky poté vychladly na laboratorni teplotu. Nasledné byl
ke vzorkdim ptidan chloroform/isoamyl alkohol v mnozstvi ekvivalentu objemu supernatantu, 5M NaCl
a 10% CTAB. Vzorky byly promichany na vortexu a centrifugovany pfi 4500 rpm po dobu 20 min.
Supernatant byl preveden do novych mikrocentrifugacnich zkumavek. Dale byl k supernatantu pfidan
isopropanol v mnozstvi 3/5 ekvivalentu objemu odebraného supernatantu a 3M octan sodny
v mnozstvi 1/10 ekvivalentu objemu odebraného supernatantu. Vzorky byly velmi pomalu 5x ru¢né
prevraceny dnem vzhUru za téelem promichani a byly ponechany v mrazaku do dalsiho dne. Nasledujici
den byly vzorky vyndany a pfi laboratorni teploté centrifugovany pfi 10 000 rpm po dobu 20 minut.
Supernatant byl odstranén a zbyld peleta v mikrocentrifugacnich zkumavkach susena pfi teploté 65 °C.
Nasledné byla peleta uchovana v 50 pl ultra Cisté vody bez enzym( degradujicich DNA
(deoxyribonukleova kyselina) a ribonukleovou kyselinu pfi teploté -20 °C.

Koncentrace ziskané DNA byla méfena pomoci Nanodropu a vzorky dle potreby fedény

na koncentrace DNA pohybuijici se v rozmezi 40-120 ng/pl.

3.2.7.2  Polymerdzovd retézcovd reakce (PCR)
Metoda je zaloZena na namnoZeni zajmovych vlaken DNA principem replikace DNA pomoci

primer( kompatibilnich s danou sekvenci. Byly pouZity primery rozeznavajici region V4 16S rRNA.
Forward primer 515F (5'-3'): GTGCCAGCMGCCGCGGTAA a reverse primer 806R
(5'>3"): GGACTACHVGGGTWTCTAAT (Caporaso et al., 2011).

Pfed samotnou praci v boxu byly pipety v boxu ocistény EtOH a samotny box byl sterilizovan
UV svétlem po dobu 20 minut. Autokldvem sterilizované zkumavkové stripy byly umistény do
vymrazeného stojanku. Primery byly na centrifuze kratce stoceny a do kazdé mikrozkumavky byly
prevedeny 2 ul danych primerd. Dale byly pomoci vortexu promichany vzorky izolované DNA.
Z 1 vzorku bylo prevedeno po 1 ul do 3 mikrozkumavek ve stripu. Byl vytvofen tzv. ,,master mix“
skladajici se z Q5 reakéniho pufru (5 pl/vzorek), nukleotidd (0,5 pl/vzorek), BSA (hovézi sérovy albumin)
(1,5 ul/vzorek), Q5 Enhanceru (5 pl/vzorek) a ultra Cisté vody (9,75 pl/vzorek) bez enzymi
degradujicich DNA a ribonukleovou kyselinu. Bylo vZdy prevedeno 22 ul master mixu do jednotlivych
mikrozkumavek ve stripu, PCR probihala v 25 ul. Vzorky byly kratce centrifugovany za ucelem spojeni
reagencii na dné zkumavkovych stripa. Vzorky byly vioZeny do termo cykleru, nastaveni viz. Tabulka 6,

str 32.
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Tabulka 6 Tabulka s nastavenim termo cykleru pro polymerdazovou retézcovou reakci (PCR).

Nastaveni PCR termo cykleru
Kroky Teplota (°C) | Cas (s) | Opakovani
1 94 240 _
2 Denaturace 94 45
3 Nasedani primert( 50 60 25
4 Syntéza 72 75
5 72 600 _
6 4 o -

3.2.7.3 Precisténi vzorku
Precisténi vzorkd po PCR bylo provedeno pomoci MinElute PCR Purification Kit. Vzniklé

3 paralely jednoho vzorku ze zkumavkovych stripli byly spojeny dohromady nanesenim na kolony
MiniElute Spin Columns z MinElute PCR Purification Kit, dale jen kolon. Poté byl do kolon pfeveden
objem PB pufru odpovidajici 5nasobku objemu vzorku DNA. Vzorky byly centrifugovany pfi 13 300 rpm
po dobu 1 minuty. Po centrifugovani byl odstranén eluent a do kolon bylo pfevedeno 750 ul PE pufru.
Vzorky byly za stejnych podminek znovu centrifugovany, eluent odstranén a vzorky znovu
centrifugovany. Kolony byly umistény do novych autoklavem sterilizovanych mikrozkumavek a bylo
do nich prfevedeno 10 pl PCR ultra Cisté vody bez enzymU degradujicich DNA a ribonukleovou kyselinu.
Takto byly kolony ponechany 1 minutu stat a nasledné byly centrifugovany za totoZzného nastaveni

centrifugy. Kolony byly odstranény a eluent byl uchovan pfi teploté -20 °C.

3.2.7.4 Qubit
Pfi barveni vzorkd na méreni koncentrace DNA pomoci Qubit byl pouZit Qubit™ dsDNA

Quantification Assay Kit, Broad Range (Siroka skala) a bylo postupovano dle schématu viz Obrazek 7,

str. 33.
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Standardy

Reagencie pfi
laboratorni teploté D D
10 pI\10 pl
1 x n*pl H \ u\
190 pl U v Finalni objem Vzorky nutno pfed méfenim

~m™ - .

Qubit 200 pl promichat pomoci vortexu
. a nechat stat pfi laboratorni

reagencie teploté po dobu 2 minut.

Vzorky

199 x n*pl
Qubit ™ 1o\ 1N 1N

roztok 199 ul
H Finalni objem
200 pl

*n = pocet Vzorkd + 2 Standardy

Obrdzek 7 Schéma prdce pri barveni vzorkd izolované DNA pomoci Qubit™ dsDNA Quantification Assay Kit, Broad Range
(Sirokad Skdla) pro zjisténi koncentrace izolované DNA, schéma upraveno dle (Invitrogen 2010) v programu Inkscape

3.2.7.5 Sekvenace a zpracovdni sekvenacnich dat
Sekvenace probéhla v Laboratofi environmentdalni mikrobiologie na Mikrobiologickém Ustavu

AV CR, v. v. i. na ptistroji MiSeq.

Sekvenace technologii Illumina je tzv. sekvenace pomoci syntézy. Pfed samotnou sekvenaci
dochazi k pfipojeni adaptord a primer( na namnozené zajmové DNA sekvence. Nasledné dochazi
k homolognimu parovani mezi oligonukleotidy na desticce pfistroje a adaptory s primery sekvence.
Dale probiha namnoZeni sekvenci a odmyti prebytecnych sekvenci tak, Ze na desti¢ce zbyvaji pouze
pfipojend vldkna DNA soligonukleotidy. Samotnd sekvenace zacind pfipojovanim znacenych
deoxyribonukleotidl (dNTP) a syntézou vldkna. Kazdé pripojeni dNTP emituje fluorescencni signal
charakteristicky pro dany dNTP (lllumina, 2010). Analyza sekvenacnich dat probéhla v programu
SEED 2 (Vétrovsky et al., 2018; Vétrovsky a Baldrian, 2013). V prvnim kroku byly sparovany pdrové
konce amplikond sekvenci, nasledné byly odstranény sekvence s nizkym skodre kvality (PHRED <30)
a sekvence sdélkou mensi nez 238 paru bazi (bp, zangl. base pair) (odstranéni sekvenci
mitochondrialniho ¢i plastidového plvodu) a vétsi nez 350 bp. V dalsim kroku byly sekvence seskupeny
podle barcode motivi a ze sekvence byly odstranény primery s prilehlymi sekvencemi indexu
a sekvencemi kompatibilnimi s oligonukleotidy na sekvenacni desti¢ce. Nasledné byly sekvence
sefazeny do klastrd (8 236), vymazany chimérické sekvence (40 741) a vybrany reprezentativni klastry
sekvenci (mostabundant). Sekvence byly porovnany s BLAST databazi (Zhang et al., 2000) a vysledné
tabulky byly exportovdny do excelového souboru. V programu Excel byla vytvorena tabulka klastr(
s po¢tem sekvenci v jednotlivych vzorcich. Nasledné byla vytvorena OTU tabulka (z angl. operational

taxonomic unit, funkéni taxonomicka jednotka) s podobnosti sekvenci nad 97 %. Bylo vymazano
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37 klastr( bakteridlniho druhu Verminephrobacter aporrectodeae, bakterie z metanefridii Zizal,
z celkového poctu klastra 8236.

Dale byla vytvorena taxonomicka tabulka klastr(i zafazenych do taxonomickych jednotek
(doména, kmen, tfida, fad, Celed, rod, druh) a tabulka se jmény vzork( liSici se proménnymi
(koncentrace MTEX mikrovlaken, ¢as). Tyto tabulky byly pouZity jako vstupni data do programu R
s balicky phyloseq, readxl, ggplot2, vegan, ggsignif a ggforce, kde byl na zdkladé jednocestné analyzy
ANOVA proveden TukeyHSD test pro vicendsobné srovnani bakteridlni diverzity mezi skupinami.

Pro grafické zobrazeni shlukovani vzorkd byla pouZita metoda analyzy hlavnich soufadnic
(PCoA, z angl. Principal Coordinates Analysis) s vyuZitim odmocnéné Bray-Curtisovy vzdalenosti mezi
vzorky.

Diverzita byla hodnocena dle Shannon-Wienerova indexu (H) a byla pocitana v programu excel
dle vzorce: H = — ), p; X In(p;), kde In je pfirozeny logaritmus (= 2,718) a p; je podil jednoho OTU
vUci celkovému souctu OTU. Pro statistické porovnani hodnot diverzit mezi vzorky (NC-c1 a NC-c2) byl

pouzit Hutcheson(v t-test pro dva indexy diverzity (Hutcheson, 1970). Hutcheson t-test (t) byl pocitan

Hg—H . . . .
—=2—b_ kde H, a Hp jsou porovnavané Shannon-Wienerovy
A (SI%Ia‘I'SI%Ib)

indexy diverzity a S%4a a S%w jsou variance Shannon-Wienerovych index poéitanych dle vzorce:

v programu Excel pomoci vzorce: t =

2 _ Epix(np)?-(Epi-lnp)® | S-1
Su = +
N 2XN

kde N je pocet OTU ve vzorku a S je soucet vSech OTU ve vzorku.

— (SI%Ia"' Sl?lb)z
4% SHY
Nqg Ny

Déle byly vypocitany stupné volnosti dle vzorce: df Hodnota signifikance (p) byla

vypocitdana pomoci funkce TDIST v programu excel.

Pro statistické porovnani hodnot diverzit mezi vzorky (0-14-28/42-56) byl pouZit vicenasobny
Hutchesonlyv t-test. Test byl proveden v programu R pomoci bali¢ku ecolTest. Vysledkem byla matice
p hodnot.

Graf s relativnim zastoupenim bakterii a tabulka s procentudlnim zastoupenim jednotlivych
bakterialnich tfid ve vzorcich byly vytvofeny vprogramu R. Do grafu bylo zobrazeno

20 nejzastoupenéjsich bakteridlnich tfid, dalsi tfidy byly zahrnuty do ,,ostatnich”.
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3.2.8 Extrakce Zizalich imunitnich bunék
Extrakce Zizalich imunitnich bunék byla postupné provedena pomoci 3 rozdilnych metod. Zizaly

jsou dorzalnimi pdéry v kontaktu s prostfedim a do coelomové dutiny se mohou dostat bakterie
z prostredi. V coelomové dutiné jsou pfitomny imunitni burky, které jsou schopné cizorodé bakterie

pohltit a nasledné jsou tyto buriky pres dorzalni pory expedovany z Zizaliho téla ven (Cameron, 1932).

3.2.8.1 Extrakce imunitnich bunék extrakénim pufrem
Pfi extrakci bylo postupovano dle (Navarro Pacheco et al., 2021). Zizaly byly den pted

experimentem nechdny pfi laboratorni teploté na navlheném filtraénim papiru defekovat. Dalsi den
byly Zizaly po 6 kusech dany na 2 minuty do 15ml centrifugacnich zkumavek s 6 ml extrakéniho pufru
(laboratorni teplota). Po 2 minutach byly ZiZzaly vyjmuty a oplachnuty vodou. Vzorky byly precistény
nasledujicim postupem. Centrifugacni zkumavky simunitnimi burfikami v extrakénim pufru byly
centrifugovany pfi 150 g po dobu 10 minut pti 4 °C. Poté byly centrifugacni zkumavky s bufikami
na ledu preneseny do lamindrniho boxu a zde byl z centrifugacnich zkumavek odstranén supernatant
a pfidan 1 ml roztoku PBS (3:2) (z angl., Phosphate Buffered Saline, fosfatovy pufr). S centrifugacnimi
zkumavkami bylo lehce zamichano, aby doslo k resuspendovani bunék, ale ne k jejich poniceni a byly
opét centrifugovany (150 g, 10 minut, 4 °C). Tento postup byl jesté 1x zopakovan. Po 3. centrifugaci byl
supernatant odstranén a do centrifugacnich zkumavek ptriddno 150 pl PBS, nasledné s nimi bylo lehce
zamichano, aby doslo k homogenizaci smési. Vzorky byly prozkoumdany pod mikroskopem za ucelem

urceni mnozstvi vyextrahovanych bunék.

3.2.8.2  Extrakce imunitnich bunék Pasteurovou pipetou
Zizaly byly 2 dny pFed experimentem nechdny pfi laboratorni teploté na navlhéeném filtraénim

papiru defekovat. Nasledné byly Zizaly jednotlivé uspany v perlivé vodé a preneseny na chlazenou
desticku. Zde byly Zizaly pomoci ukazovacku a prostfednicku natazeny do délky v oblasti opasku.
Pod opasek byla zapichnuta dlouha Pasteurova pipeta ulomena do Spicky a dale s ni bylo pohybovano
pod kdZi ve sméru od hlavy k fitnimu otvoru. Pipeta se plnila coelomovou tekutinou. Bylo provedeno
celkem 5 odbérl z 5 Zizal. Buriky byly precistény pouze 1x. Tedy byly centrifugovany pfi 150 g, po dobu
10 minut pfi 4 °C a resuspendovany ve 150 ul PBS. Vzorky byly prozkoumany pod mikroskopem

za Ucelem uréeni mnoZstvi vyextrahovanych bunék.
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3.2.8.3  Extrakce imunitnich bunék elektrickym napétim
Na baterie o napéti 4,5V a 6 V byly umistény vodic¢e v podobé médéného dratku (viz. Obrazek

8), které byly ponoreny do Petriho misky s PBS a Zizalou tak, aby byly pod hladinou roztoku a nedotykaly
se misky. Vodice byly v roztoku ponofeny 1 minutu. Poté byla ZiZzala z misky vyjmuta a roztok s burikami
prfeveden do centrifugacnich zkumavek. Celkem bylo odebrano 5 vzork(. Celkem 3 Zizaly byly
vystaveny baterii o napéti 6 V a 2 Zazaly baterii o napéti 4,5 V. Bunky byly precistény pouze 1x. Tedy
byly centrifugovany pfi 150 g po dobu 10 minut pti 4 °C a resuspendovany ve 150 pl PBS. Vzorky byly

prozkoumany pod mikroskopem za ucelem urceni mnozstvi vyextrahovanych bunék.

Obrdzek 8 Baterie s vodici poufZité pri extrakci imunitnich bunék
z ZiZzal o vykonu 4,5 V (vlevo) a 6 V (vpravo), foto: autor.

36



3.2.9 Mikroskopovani imunitnich bunék
Vzorky byly analyzovadny na svételném mikroskopu. Ze vzorku bylo vidy odebrano 7,5 ul

a mikroskopovano. Na pocitacim sklicku bylo ndahodné vybrano 10 ¢tvercd, ve kterych byly pocitany
buriky za pomoci mechanického pocitadla. Nasledné bylo dle vzorcl niZe vypocitdno mnozstvi bunék
v 1 ml (x) a hodnota objemu, ve kterém by se nachazelo 200 000 bunék (y) nutnych na analyzu testu

fagocytdzy pomoci cytometru.

X = mnozstvi bunék v deseti ¢tvercich -objem mikroskopovaného vzorku [pl]
pocet ¢tverci (10)- 0,004

10° -103
X

3.2.10 Necilena metabolomickd analyza

3.2.10.1 Homogenizace a extrakce
Zizaly bez stieva, uchované po pitvé v mrazéku pfi teploté -80 °C (5 paralelnich vzorkd po

2 zizalach), byly homogenizovany v tfecich miskach za pomoci tekutého dusiku. Se vzorky bylo
pracovano na ledu. Od kazdého vzorku bylo na analytickych vahach co nejpfesnéji odvazeno 100 mg
do homogenizacnich mikrozkumavek s homogeniza¢nimi kulickami. K navdzce bylo ihned pfidano
500 pl chlazeného chloroformu (CHCIs) a nasledné 500 pl chlazeného roztoku methanolu (MeOH)
a ultra cisté vody (1:1). Vzorky byly homogenizovany na stroji FastPrep-24™ 5G (5,0 m/sec; 20 sec).
Nasledné byly homogenizované vzorky odstfedény na centrifuze (5000 rmp, 20 min, 4 °C). Doslo
k oddéleni dvou fazi, horni polarni a spodni nepolarni. Obé faze byly pipetou zvlast rozdéleny
do mikrocentrifugaénich zkumavek (cca 450 pl), odpafeny do sucha na vakuové odparce Concentrator

5301 a uchovany pfi teploté -80 °C.

3.2.10.2 Priprava vzorkid na méreni
Vzorky na analyzu polarnich metabolitl byly pomoci vortexu rozpustény ve 150 pl 60% roztoku

acetonitrilu (ACN). Dale byly vzorky centrifugovany (5000 g, 10 min, 4 °C). Po centrifugaci bylo
odebrano 130 ul supernatantu do vzorkovnic se Sroubovacim uzdvérem sinsertem. V odebranych
vzorcich dochdzelo k samovolnému rozdéleni kapaliny na spodni vzezienim olejovitou ¢ast a horni
C¢irou frakci. Vzorky tak byly ponechany do dalsiho dne pfi teploté -20 °C pro lepsi oddéleni vzniklych
Casti. Nasledujiciho dne bylo do novych insertli odebrano 50 ul horni ¢iré frakce vzorku a nafedéno
pomoci 50 pl 60% ACN. Z téchto nafedénych vzorkl byl ptipraven QC vzorek (z angl. quality control,
kontrola kvality) odebranim a sloucenim 5 ul z kazdého vzorku (vysledny objem 230 pl).

Vzorky na analyzu nepoldrnich metabolitl byly pomoci vortexu rozpustény ve 150 ul 60%
roztoku MeOH. Ndasledné byly vzorky centrifugovany (5000 g, 10 min, 4 °C). Po centrifugaci bylo

odebrano 130 pl supernatantu do vzorkovnic se Sroubovacim uzavérem s insertem. Byl vytvoren
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QC vzorek prevedenim 5 pul z kazdého vzorku (vysledny objem 250 pl) Vzorky o vysledném objemu 125
ul byly nechany do druhého dne pfi teploté -20 °C.

3.2.10.3 Analyza extrahovanych vzorku
Necilend metabolickd analyza byla provedena na stroji 1260 Infinity I LC (kapalinova

chromatografie, z angl. Liquid chromatography) s 6546 LC/Q-TOF (technologie kvadrupdl doba letu,
z angl. Quadrupole time-of-flight) hmotnostnim spektrometrem s elektrosprejovou ionizaci. V pribéhu
analyzy byly zaznamenavany ionty v rozsahu 50-1200 m/z. Vzorky byly méfeny v randomizovaném
poradi. QC vzorek byl nastfikovan po kazdych 7 az 10 mérenych vzorcich.

Pro analyzu polarnich metabolitd byla pouZita kolona Poroshell 120, HILIC-Z 2,7 um
chromatografie s hydrofilni interakci (z angl. hydrophilic interaction chromatography), 2,1 x 150 mm
od Agilentu. Nastaveni stroje pro analyzu polarnich metabolitl bylo nasledujici. Jako mobilni faze byly
pouZity ultra Cista voda (A) a 90% ACN (B), oboji obohaceno o 10mM mravenc¢an amonny a 0,1% (v/v)
kyselinu mravenci. V pozitivnim moddu cinil nastfik vzorku 5 pl, rychlost toku mobilni faze byla
0,25 ml/min, teplota kolony 25 °C a gradient eluce byl (min/% A): 0/0, 3/0, 13/95, 16/95, 18/0, 20/0.
V negativnim maodu Cinil nastfik vzorku 5 pl, rychlost toku mobilni faze byla 0,25 ml/min, teplota kolony
50 °C a gradient eluce byl (min/% A): 0/0, 3/0, 13/50, 18/50,20/0, 22/0. Jako mobilni faze byly v tomto
pfipadé opét pouzity ultra Cistd voda (A) a 90% ACN (B), tentokrat vsak byly obé obohaceny o 10mM
octan amonny a 2,5 uM deaktivacni roztok. Pro analyzu nepolarnich metabolitl byla pouZita kolona
Acclaim RSLC 120 C18, 2,2 um, 120A, 2,1 x 150 mm od ThermoFisher. Jako mobilni faze byly pouzity
ultra Cistd voda (A) a MeOH (B), vodna i organicka faze obsahovaly aditivum fluorid amonny
o koncentraci 500 pM. Nastaveni stroje pro analyzu nepolarnich metabolitl bylo nasledujici. Nastrik
vzorku €inil 5 pl, rychlost toku mobilni faze byla 0,4 ml/min, teplota kolony 40 °C a gradient eluce byl
(min/% A): 0/95, 1/95, 10/0, 23/0, 25/95 a 27/95.

Mobilni faze a aditiva byly pfipravovany zchemikdlii v LC-MS kvalité (kapalinova

chromatografie s hmotnostni spektrometrii, z angl. liquid chromatography—mass spektrometry).

3.2.10.4 Zpracovadni dat
Pomoci softwaru MassHunter Profinder 10.0 (Agilent) byly vyhledany znaky (peaky), jejichz

intenzita byla vétsi nez 2000 jednotek dopadu iontd (z angl. counts) a byly pfitomné alespon
v 1 skupiné vzorkd v alespon 3 z5 paralelnich vzork(. Znaky byly nasledné statisticky zpracovany
pomoci softwaru Mass Profiler Profesional (MPP) (Agilent). Byla provedena jednocestna ANOVA
(hodnota p <0,05) a dale byla data filtrovdna dle velikosti zmény oproti NC, zde byla jako hranice

stanovena mira velikosti zmény, z angl. fold change (FCH)> 2.
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4 Cil prace
Cilem této diplomové prace bylo urcit, zda a jaky vliv maji mikroplasty na imunitni systém,
metabolom a na stfevni mikrobiom Zizal Apporectodea sp. DalSim cilem bylo zjistit, zda se v padé

nachdazeji mikroplasty z cerné netkané PP MTEX a urcit jejich koncentraci.
Hypotézy byly nasleduijici:
Mikroplasty maji vliv na fagocytdzu imunitnich bunék zizal.
Mikroplasty zpUsobuji zmény v Zizalim metabolomu.

Mikroplasty zpUsobuji zmény v relativnim zastoupeni bakterii ve stfevé Zizal a sniZuji jejich

diverzitu.

Do puldy zakryté netkanou MTEX se z této textilie uvolfiuji plastova mikrovlakna.
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5 Vysledky

5.1 Priprava a charakterizace mikroplast(
Celkem bylo ptipraveno 22,84 g mikroplast(i. Na primérnou navazku textilie 1,27 g Cinila ztrata

mikroplastl pfi zpracovani textilie priimérné 0,05 g. Primérna délka mikroplastl z MTEX byla 890 um
a pramérna sirka 24 um, minimalni zjisténa délka byla 141 um a maximalni 4811 um. Fotku vlakna
ze svételného mikroskopu zobrazuje Obrdazek 9 a fotka vldkna ze FTIR, expozice 22 s, focena plocha

30 x 30 um je zobrazena na Obrazku 10.

Priimérna hmotnost vldkna byla 4,5 pg.

225,30 x 30 pm

Obrdzek 9 Fotka vidkna z muléovaci textilie ze svételného Obrdzek 10 Fotka vidkna mulcovaci textilie z infracerveného
mikroskopu, zvétseno 40x, foto: autor. spektrometru s Fourierovou transformaci. Expozice 22 s,
focend plocha 30x30 um, foto: Mgr. Kamila Srédlovd, PhD.

5.2 lzolace mikroplastovych vidken z pad a pyrolyza
Ve vzorcich pldy ze soukromé zahrady vystavené a nevystavené netkané MTEX byl stanoven

pocet mikroplastovych vldken. V 1 kg vzorku blanku bylo priimérné nalezeno 53 kusl vidken. V 1 kg
suché pldy pod travnatym povrchem bylo nalezeno primérné 167 kusl vldken mikroplastd.
V 1 kg suché pldy ze zahonu, ktery byl pokryt textilii po cely 1 rok a doslo zde k rozpadu textilie, byl
pramérny pocet nalezenych vldken 5900 kusl. V1 kg suchych pld pod kefi, kde textilie lezi 8-9
a 12-13 let, byl prdmérny pocet nalezenych vldken 1075 kus( a 1658 kusu (viz. Obrazek 11, str.40).
V pozitivhim vzorku z pady pod travnatym povrchem bylo nalezeno primérné 2958 vldken na 1 kg
suché pldy. V pozitivnim vzorku z pldy ze zahrady, kde byla MTEX po 1 rok, bylo nalezeno priimérné
6333 vldken na 1 kg suché pldy. V pozitivhim vzorku z pady pod kefi, kde byla MTEX 8-9 let bylo
nalezeno primérné 3750 a v pGdé pod kefi, kde byla MTEX 12-13 let bylo nalezeno primérné
1658 vldken na 1 kg suché pldy. Metoda extrakce MTEX mikrovldken z pidy tedy timto byla ovérena.

Jako environmentadlné relevantni koncentrace mikroplastovych vldken byla zvolena

koncentrace odpovidajici koncentraci vldken nalezenych v pidé ze zdhonu po 1 roce. Pocet vidken
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ve 120 gramech takové pldy byl 708 kus(. Hmotnost vldken pridavanych na 1 kg pudy dcinila

0,02655 g. Presné navazky pud a textilnich vlaken do experiment( viz. Tabulka 5, str.29.

Primeérny pocet vldken netkané textilie (MTEX) v 1 kg suché pudy

7000
6000
5000
7
=
— 4000
7}
-
~O
> 3000
-
7}
>0
& 2000
1000
0 —_— *
Cistény pisek na  PGda pod travnatym P(ida ze zéhonu, po Plda pod kefi, pod Plida pod ke¥i, pod
tryskani (blank) povrchem, 1 roce uplny rozklad MTEX, 8-9 let MTEX, 12-13 let
nevystavena MTEX MTEX expozice expozice

Popis vzorkU
Obrdzek 11 Pocet vidken mikroplastu z netkané MTEX nalezenych ve vzorcich pady vystavené a nevystavené MTEX.
5.3 Sbér a uréovani zizal
Sbér byl proveden na 3 mistech o rozloze cca 7 metri krat 2 metry do hloubky 20 cm. MnoZstvi

pfekopané zeminy na 1 misté &inilo zhruba 2,8 m3. Celkové bylo jen do pokus(i nasbirdno 131 Zizal.

Zizaly byly dle morfologie uréeny jako Apporectodea sp.
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5.4 Charakterizace pldy
Vysledky charakterizace pUd ziskané standardizovanymi metodami jsou shrnuty v Tabulce 7.

Elektricka vodivost pady udava miru salinity pady. Pokud se vodivost pohybuje do 2000 pS/cm, jedna
se o pldu nezasolenou, s nizkym obsahem iontl (Gartner et al., 1999). Bylo uréeno procento
oxidovatelného uhliku (Cox) pfitomného v pudé, celkovy organicky uhlik (TOC, z angl. total organic
carbon). Dale byl urcen amoniakalni dusik (N-NHs*), dusi¢nanovy dusik (N-NOs’) a procentualni

zastoupeni uhliku (C) a dusiku (N) a jejich pomér v pldé a dalsi zastoupeni prvku.

Tabulka 7 Tabulka parametri uréenych pfi charakterizaci chovné ptdy. Koncentrace uvedené v jednotkdch mg/kg jsou v kg
suché pldy aZ na akt. N-NH4* a akt. N-NOs:, kde jsou hodnoty uddny v mg na kg Cerstvé pldy.

CHARAKTERIZACE CHOVNE PUDY

vodivost oH(aq) Cox susina humus TOC hlina
(1S/cm) d (%) (%) %) (ppm) (%)
380,5 6,8 5,07 79,18 8,72 64,5 18
. , akt. akt.
(’0)') p(';e)k N-NHs  N-NOs /N (;) (5)
0 0 (o) (o)
(mg/kg) (mg/kg)
68 14 1,30 112,95 10,8 6,5 0,6
P Fe Mn Al K Mg Ca
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
51,6 49,0 88,1 194,0 489,6 322,1 64952
Na Cd Pb Cu Ni Cr As Zn
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
23,3 0,2 11,1 7,1 1,7 0,1 0,8 10,7

Hodnoty namérenych WHC chovné pldy pred a po experimentu jsou zobrazeny v Tabulce 8.
Priimérné hodnoty WHC se pohybovaly v rozmezi 34—48 %. Primérna vlhkost chovné pldy pred a po

experimentu tak Cinila 24 %.

Tabulka 8 Tabulka s primérnymi hodnotami WHC (z angl. water holding capacity) v ¢ase 0 a 28 dni (pokus 1 od 2.8. 2023) a
v ¢ase 0 a 56 dni (pokus 2 od 7.9. 2023).

Cas (dny) | Prdmérné WHC pidy (%)
Pokus 1 0 34.96
28 37.26
Pokus 2 0 39.97
56 47.33
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5.5 Hmotnost ZiZzal v pribéhu experimentu

Vv

Hmotnosti ZiZzal pfed a po experimentu se vyznamné nelisily (p <0,05). Cas experimentu ani
koncentrace mikrovldken, kterym byly Zizaly vystaveny nemély vliv na hmotnosti ZizZal, viz Obrazek 13.
Ani po 56 dnech nebyl zaznamenan zadny Ubytek na hmotnostech Zizal. To svéd¢i o Zivotaschopnosti
modelového organismu. Vysledky statistickych parametra byly zobrazeny v podobé krabicovych grafu.

Vysvétleni krabicovych grafli viz. legenda na Obrazku 12.

Maximaini  y¢_—Odlehl4 hodnota <)
naméfend — T
hodnota \25 % naméfenych
Horni kvartil /hOd"Ot dat
0.8+ n=10
Median — e B "
1 50 % naméfenych 3 n=14 ches
Priimér / hodnot dat % 064
o
g
; |
E ]
Spodni kvartil \ 25 % naméfenych 2 04 :
g
/ hodnot dat 1 A
Minimaln{
naméfend 0.2
hodnota
T . T
Obrdzek 12 Legenda ke krabicovym grafiam. L14NG 114 et e
Wzorag
A) D)
08 08
.:10 n=14 -
5 0% n=24 n=13 5 081 n=13 i w
5 ‘ £
i | BRI
k) | & |
] ! I l L T
02| l 02
| 1 X T T T
NC_t0 NC_t14 NC_t28 1,28 NC 1,28 ¢t 128 c2
Vzarky Vzorky
B) E)
07 07+
_ 064 n=15
0.6 n=la n=1s - n=12
c] 1 n=13
3 & 054
o 3
g . 059 i
£ - Z
E o £ 0.4
= E
2 04 = il
8 z
l ‘ & 03
0.3 45l
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NC_t0 NC_t56 {_56_NC t.56_c1 t_56_c2

el Vzorky

Obradzek 13 Rozsah hmotnosti Zizal (n = pocet ZiZal) v zdvislosti na case A), B) (NC-negativni kontrola v ¢ase 0, 14, 28 a 56
dni) a na koncentraci mikroplastt, kterym byly ZiZaly vystaveny C), D), E) (v ase t 14,28 a 56 dni o koncentraci c1=1 g/kg,
€2=0,0265 g/kg Cerstvé pudy.
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5.6 Analyza bakterialniho mikrobiomu
PFi upravé dat byl odstranén druh bakterii V. aporrectodeae. Bylo vymazano 37 klastra. Pocet

sekvenci konkrétné u vzorkd ze stfev Zizal byl 32565, po vymazani klastrd odpovidajicich
V. aporrectodeae, se celkovy pocet sekvenci bakterii ze stfev Zizal snizil na 6926. Bylo vymazano 25 639
sekvenci odpovidajicich 78 % sekvenci bakterii ze stfev ZiZal. Po Upravé dat popsanych v metodické
sekci (kapitola 3.2.7.5 Sekvenace a zpracovani sekvenacnich dat) shlukovalo celkovych 58 317 sekvenci
do 916 OTU. Maximalni pocet sekvenci napftic vSemi vzorky (stfeva, obsah stfeva, plida) Cinil 3097,
minimalni 305. Priimérny pocet sekvenci na vzorek bylo 2010 sekvenci. Primérny pocet OTU na vzorek
bylo 236, maximalni pocet OTU na vzorek byl 340 a minimalni 96. Pocty sekvenci a OTU ve vzorcich

viz. Obrazek 14.

Pocet sekvenci a OTU ve vzorcich
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Obrdzek 14 Pocet sekvenci a OTU v jednotlivych vzorcich ze strev (S), obsahu stfeva (H) a chovné pady (P) v ¢ase O, 14, 28, 42
a 56 dni o koncentracich mikroplasti 0 g/kg (NC), 1 g/kg (c1) a 0,0256 g/kg (c2) Cerstvé pidy.
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Pti vyneseni vSech vzork(l do grafu PCoA zaloZzeném na odmocnéné Bray-Curtisové vzdalenosti

mezi vzorky nemél ¢as expozice ani koncentrace mikrovlaken vliv na bakteridlni sloZeni Zizalich strev,

obsahu stfeva a chovné pudy u jednotlivych vzorkd, viz Obrazek 15 a 16.

0,1

0,0

Cas

expozice

Koncentrace

02

03

032 o1 00 o1 0z
Osa 1[22,7%]

Obrdzek 15 PCoA na zdkladé odmocnéné Bray-Curtisovy
vzddlenosti mezi vSemi vzorky ze strev ZiZal (S), z obsahu
streva (H) a z chovné pldy (P) pfi expozici mikroplasty po
dobu 0, 14, 28, 42 a 56 dni. Koncentrace mikroplasti byla
0 mg/kg (NC), 1 mg/kg (c1) a 0,0265 mg/kg (c2) suché
pldy. Elipsami zndzornéno shlukovdni vzorki na zdkladé
casu expozice.

I3 ol (dny) =3 mikrovldken
&
o 3 = 0 o \| (me/kg)
= g1 + 14 = ,
o~ + 28 ™~ + 0,0265
* 56 /

02 . L 4
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02 01 0,0 01 02 B

Osa 1 [22,7%)]
Obrdzek 16 PCoA na zdkladé odmocnéné Bray-Curtisovy
vzddlenosti mezi vSemi vzorky ze strev ZiZal (S), z obsahu
streva (H) a z chovné pudy (P) pfi expozici mikroplasty po
dobu 0, 14, 28, 42 a 56 dni. Koncentrace mikroplasti byla
0 mg/kg (NC), 1 mg/kg (c1) a 0,0265 mg/kg (c2) suché
pldy. Elipsami zndzornéno shlukovani vzorki na zdkladé
koncentrace mikrovldken.

Naopak bylo pozorovano shlukovani vzorkl podle mista, odkud byla izolovana bakterialni DNA.

Ta bylaizolovana ze stfeva (S), z obsahu stfeva (H) a z chovné pldy (P) viz Obrazek 17. SloZeni stfevniho

mikrobiomu se lisilo od sloZeni mikrobiomu z obsahu stfeva a chovné pudy. SloZeni mikrobiomu

z obsahu stfeva a z chovné pldy si je z ¢asti podobné.
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Obradzek 17 PCoA na zdkladé odmocnéné Bray-Curtisovy vzddlenosti mezi
vSemi vzorky ze stiev ZiZal (S), z obsahu streva (H) a z chovné ptdy (P) pri
expozici mikroplasty po dobu 0, 14, 28, 42 a 56 dni. Koncentrace mikroplastt
byla 0 mg/kg (NC), 1 mg/kg (c1) a 0,0265 mg/kg (c2) suché pidy. Elipsami

zndzornéno shlukovdni vzorkd dle skupiny.
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Pti vyneseni vzorkl pouze z Zizalich stfev nedochdzelo ke shlukovani vzork( ani podle ¢asu

expozice ani podle koncentrace mikroplastu, kterym byly Zizaly vystaveny, viz. Obrazek 18. Elipsami

jsou ohraniceny vzorky ze stejné casové linie experimentu.
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Osa 1 [19,9%]
Obrdzek 18 PCoA na zdkladé odmocnéné Bray-Curtisovy
vzddlenosti mezi vzorky zndzorriujici shlukovdni vzorka ze
strev Zizal dle koncentrace mikrovidken (0 mg/kg (NC), 1
mg/kg (c1) a 0,0265 mg/kg (c2) suché pidy) a ¢asu

expozice (0, 14, 28, 42 a 56 dni).

TukeyHSD test na zdkladé jednocestné analyzy ANOVA odhalil signifikantni rozdil v bakterialni

diverzité mezi vzorky ze stfeva (S) a vzorky obsahu stfev (H, p=0,00031) a vzorky chovné pudy (P,

Vv

p=0,00002). Nejvyssi diverzita byla sledovana u vzorkd chovné pldy, nasledné byla pozorovana mensi

diverzita

u vzorkl z obsahu stfeva a nejnizsi bakterialni diverzita byla pozorovana u vzork( z ZiZalich strev,
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Obrazek 19 Porovndni alfa diverzity (dle Shannonova
indexu) mezi vzorky podle skupiny vzorki z obsahu
streva (H), chovné pudy (P) a streva (S).

viz. Obrazek 19.
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Na zakladé Hutchesonova t-testu pro porovnani dvou Shannon-Wienerovych index( diverzity
nebyly sledovany signifikantni zmény v bakteridlni diverzité ve stfevech ZiZal vystavenych rliznym
koncentracim mikrovlaken. Avsak byla sledovéana signifikantni zména (p = 0,0008) v diverzité stievniho
mikrobiomu u Zizal vystavenych koncentraci mikroplastd 1 mg/kg po dobu 56 dni viéi kontrole po
56 dnech. Déle nebyla u vzork( z obsahu stfeva ani z chovné pldy sledovana zadna signifikantni zména
v diverzité mikrobiomu, viz. Tabulka 9. Hypotéza navriena v této praci ve znéni: mikroplasty snizuji
bakteridlni diverzitu,

byla zamitnuta v naSem experimentalnim nastaveni. Nulova hypotéza

Hutchesonova t-testu (diverzity se od sebe nelisi) zamitnuta nebyla.

Tabulka 9 Porovndni Shannon-Wienerovych index( diverzit (H=) vZdy mezi kontrolou (NC) a vzorkem exponovanym
mikrovldknim o koncentraci 1mg/kg (c1) a 0,0265 mg/kg (c2). Indexy diverzity jsou uvedeny pro vzorky ze strev Zizal (S), z
obsahu streva (H) a z chovné pidy (P) v ¢asech 14, 28 a 56 dni. Porovndni probéhlo pomoci Hutchesonova t-testu, p =
signifikance.

$14cl $28c1 S56¢1
H=4,26 H= 4,37 H=3,78
S14NC p=0,29 [ s28NC p=0,91 | S56NC p = 0,0008
H=4,17 S14c2 |H=4,38 $28c2 |H=4,25  S56¢2
H=4,22 H=4,19 H=4,13
p=0,72 p=0,19 p=0,15
H14c1 H28c1 H56c1
H=4,24 H=4,31 H=4,31
H14NC p=0,99 | H28NC p=0,99| H56NC p=0,99
H=4,28 H14c2 |H=4,28 H28c2 |H=4,05  H56c2
H=4,32 H=4,25 H=4,28
p=0,99 p =0,99 p =0,99
P14cl P42c1 P56c1
H=4,26 H=4,29 H=4,26
P14NC p=0,99 [ P42NC p=0,99| H56NC p=0,80
H=4,28 P14c2 |H=4,32 P42c2 [H=4,25 P56c2
H=3,91 H=4,27 H=4,26
p=0,98 p =0,99 p=0,80

Byl proveden vicenasobny Hutchesonllv test pro porovnani diverzit vzork( béhem casu
experimentu. Byly sledovany signifikantni zmény v diverzité stfevniho mikrobiomu v zavislosti na ¢asu
experimentu. Diverzita bakterii ve stfevé Zizal po 14 dnech experimentu se signifikantné lisila
od diverzity bakterii ve stfevé Zizal v ¢ase 0 (p = 0,023). Dale se lisila diverzita bakterii ze stfev zizal

po 14 dnech od diverzity bakterii ze stfev po 28 dnech experimentu (p = 0,001). Byla téZ zaznamendana

47



signifikantni zména v diverzité bakterii ze stfev zZizal po 28 dnech od diverzity bakterii ze stfev po
56 dnech experimentu (p = 0,041), viz. Tabulka 10, str.48.

Tabulka 10 Matice p hodnot po vicendsobném porovndni Shannon-Wienerovych indexd diverzit (H) mezi kontrolnimi vzorky
(NC) ze strev Zizal (S) v ase O, 14, 28 a 56 dni. Porovndni probéhlo pomoci vicendsobného Hutchesonova t-testu.
Signifikantni p hodnoty zvyraznény oranZove.

Vzorky ze stiev zZizal (S)
Nazev SO S14NC S28NC S56NC
vzorku H 4,31 4,17 4,38 4,25
SO 4,31 X 0,023 0,144 0,334
S14NC 4,17 | 0,023 X 0,001 0,290
S28NC 4,38 | 0,144 0,001 X 0,041
S56NC 4,25 | 0,334 0,290 0,041 X

U vzorkl z obsahu stfeva Zizal byly zaznamenany signifikantni zmény (p <0,05) v diverzité
bakterii pouze u vzorkl v ¢ase 0, 14 a 28 dni v(ci diverzité bakterii z obsahu stfeva po 56 dnech, viz.
Tabulka 11. Nejvétsi zména v diverzitach bakterii byla zaznamendna mezi vzorky kontrol z obsahu stiev
po 28 dnech a po 56 dnech (p = 6,20*10"). Byla téZ zaznamenadna signifikantni zména v bakterialni
diverzité mezi kontrolnimi vzorky z obsahu stfev po 14 dnech a 56 dnech (p = 7,71*10*). Déle byla
sledovdna signifikantni zména v bakteriadlnich diverzitdich mezi kontrolnimi vzorky z obsahu stfeva
v éase 0a 56 dni (p =7,79*%101%).

Tabulka 11 Matice p hodnot po vicendsobném porovndni Shannon-Wienerovych index diverzit (H) mezi kontrolnimi vzorky
(NC) z obsahu strev ZiZal v ¢ase 0, 14, 28 a 56 dni (HO, H14NC, H28NC, H56NC). Porovndni probéhlo pomoci vicendsobného
Hutchesonova t-testu. Signifikantni p hodnoty zvyraznény oranZové.

Vzorky z obsahu stfev Zizal (H)
Nazev HO H14NC H28NC H56NC
vzorku H 4,58 4,57 4,58 4,31
HO 4,58 X 0,956 0,973 7,79*10™
H14NC 4,57 0,956 X 0,928 7,71*10-"*
H28NC 4,58 0,973 0,928 X 6,20*10™
H56NC 4,31|7,79*10* 7,71*10*  6,20*10*" X

U vzorkd chovné pady byla zaznamenana pouze 1 signifikantni zména v diverzité bakterii

ve vzorku po 42 dnech vici vzorku po 56 dnech (p = 0,004), viz. Tabulka 12.

Tabulka 12 Matice p hodnot po vicendsobném porovndni Shannon-Wienerovych indext diverzit (H) mezi kontrolnimi vzorky
(NC) chovnych pud (P) v ¢ase 14, 42 a 56 dni. Porovndni probéhlo pomoci vicendsobného Hutchesonova t-testu. Signifikantni
p hodnoty zvyraznény oranZove.

Vzorky z chovné pldy (P)
Nazev P14NC P42NC P56NC
vzorku H 4,71 4,75 4,64
P14NC 4,71 X 0,265 0,078
P42NC 4,75 0,265 X 0,004
P56NC 4,64 0,078 0,004 X
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Dale byl vytvoren sloupcovy graf znazornujici 20 nejzastoupenéjSich bakteridlnich tfid
ve vzorcich ze strev Zizal, z obsahu stfeva a z chovné pldy, viz Obrazek 20. Nebyly pozorovany zadné
vyznamné zmény v relativnim zastoupeni bakteridlnich tfid v ndvaznosti na vystaveni Zizal MTEX
mikrovldkndm. U vzork( z obsahu stfeva po 56 dnech expozice koncentraci mikroplastd 0 a 1 mg/kg
(H56NC a H56c1) doslo k navyseni relativniho zastoupeni bakterii z tfidy Thermoanaerobaculia,
Planctomycetia a Gammaproteobacteria. Naopak doslo k poklesu relativniho zastoupeni bakterii z tfid
Rubrobacteria, Bacilli, Thermoleophilia a Acidimicrobiia vzhledem k ostatnim vzorkim. U vzorku
ze stfeva Zizal po 56 dnech expozice mikroplastiim o koncentraci 1 mg/kg (S56c¢1) doslo k vyznamnému
navyseni relativniho zastoupeni bakterii z tfidy Mollicutes.

Vprogramu R byla vytvofena taxonomicka tabulka uddvajici procentudlni zastoupeni
jednotlivych bakterialnich tfid dle poctu sekvenci pfitomnych ve vzorcich ze stfev. Bylo zobrazeno
prvnich 20 nejzastoupenéjSich  bakteridlnich  tfid.  NejzastoupenéjSimi  tfidami  byly
Alphaproteobacteria, Actinomycetes nebo Acidimicrobiia, viz Tabulka 13 (str. 50). Nejzastoupené&;jsimi
kmeny bakterii (hodnoty uvedeny v procentech sekvenci) byly Actinomycetota (49,29 %), dale
Pseudomonadota (23,04 %), Bacillota (11,42 %), Planctomycetota (3,09 %), Myxococcota (2,56 %),

Acidobacteriota (2,23 %), Nitrospirota (1,69 %), Mycoplasmatota (1,62 %) a Bacteroidota (1,21 %).

I|III|||III||I||I|I||||.|| |

Tfida

. Alphaprotecbacteria Myxococcota

. Actinomycetes Polyangia

. Acidimicrobiia Thermoanaerobaculia
. Thermoleophilia Cytophagia

. Rubrobacteria Gemmatimonadetes

0,50

’

Bacilli Thermomicrobia
. Gammaproteobacteria Mollicutes

]
i
Planctomycetia . Desulformonilia
||
i

Relatwnl zastoupeni bakterlalnlch trid

Clostridia

Betaproteobacteria

ll Il Verrucomicrobiae

ostatni

Nitrospiria

T L R e B aaie o

00Z00Z00Zz002002002 502002092

Nt OOOO st NN © WO = = = 00 00 00 W O W

O v+ N NN DLW v~ v v o o = 10 0 00 v v v 0 0 O D 1D 10

ITTIITITITIo o0 0DOOOOONOMEen
Vzorky

Obrdzek 20 Relativni zastoupeni bakteridlnich tfid ve vzorcich ze strev Zizal (S), z obsahu stfeva (H) a z chovné pidy (P). Doba
expozice mikroplasty byla 0, 14, 28, 42 a 56 dni. Koncentrace mikroplasti byla 0 mg/kg (NC), 1 mg/kg (c1) a 0,0265 mg/kg
(c2) suché pudy.
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Tabulka 13 Tabulka zobrazujici 20 nejzastoupenéjsich bakteridlnich trid ze streva ZiZal Aporrectodea sp dle procentudiniho

zastoupeni sekvenci.

Kmen Trida Sekvence (%)
Pseudomonadota Alphaproteobacteria 16.05
Actinomycetota Actinomycetes 15.84
Actinomycetota Acidimicrobiia 13.08
Actinomycetota Thermoleophilia 11.69

Bacillota Bacilli 9.22
Actinomycetota Rubrobacteria 8.63
Pseudomonadota Gammaproteobacteria 5.76
Planctomycetota Planctomycetia 2.83
Bacillota Clostridia 2.08
Nitrospirota Nitrospiria 1.69
Mycoplasmatota Mollicutes 1.62
Myxococcota Myxococcota 1.24
Pseudomonadota Betaproteobacteria 1.23
Myxococcota Polyangia 1.09
Acidobacteriota Thermoanaerobaculia 0.97
Bacteroidota Cytophagia 0.73
Gemmatimonadota Gemmatimonadetes 0.63
Acidobacteriota Terriglobia 0.51
Thermodesulfobacteriota Desulfomonilia 0.51

5.7 Extrakce imunitnich bunék
Mnozstvi imunitnich bunék vyextrahovanych jednotlivymi metodami viz. Tabulka 14. Data

ukazuji, Ze ani jedna z metod pouzitych na extrakci imunitnich bunék nebyla Uspésna. Pocet

extrahovanych bunék nebyl dostatecny pro provedeni nasledné analyzy.

Tabulka 14 Pocty vyextrahovanych imunitnich bunék pomoci 3 metod z ZiZzal Apporectodea sp. Extrakce bunék pomoci
elektrického napéti 6 a 4,5 V trvala 60 sekund. * Po extrakci bunék Pasteurovou pipetou a bateriemi doslo pouze k 1

precisténi vzorka.

Pocet zizal Pocet Objem Obiem iamk
Metody extrakce bunék v jednom extrahovanych s 2x10° v 96 iiest:éce (y )
vzorku bunék/ml bunék (pl) H
6 6750 29630
Extrakce bunék pufrem
6 7500 26667
Extrakce bunék Pasteurovou 1 50000 4000 400
pipetou*®
325000 615
Extrakce bunék za pomoci &V 100000 2000
elektrického napéti 60 s* 4 cy 1 75 000 2667
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5.8 Necilend metabolomicka analyza
Metodou necilené analyzy metabolitl byly sledovany zmény ve znacich u vzork( Zizal

vystavenych mikroplastim po urcity cas v porovnani s negativni kontrolou ZiZzal nevystavenych
mikroplastim. Znaky ve vzorcich oznacenych HILIC jsou metabolity polarni. Znaky ve vzorcich
oznacenych C18 jsou metabolity nepoldrni. U polarnich znakd ve vzorcich Zizal vystavenych koncentraci
MTEX 1 mg/kg (c1) po dobu 14 dni (C18_t14 c1) byla zaznamenana 1 zména. U Zizal vystavenych
po dobu 14 dni koncentraci 0,0265 g/kg (c2) (C18_t14 c2) byly zaznamenany 3 zménéné znaky. U zizal
vystavenych po dobu 28 dni mikroplastim o koncentraci c1 (C18 t28 c1) bylo zaznamenano
5 zménénych znakl a o koncentraci ¢2 (C18_t28_c2) 33 zménénych znakd. U Zizal vystavenych 56 dni
MTEX o koncentraci c1 (C18_t56_c1) bylo zaznamenano 49 zménénych znak( a pfi koncentraci c2
(C18_t56_c2) 48 zménénych znakad.

U nepolarnich znak(l ve vzorcich Zizal vystavenych koncentraci MTEX c1 po dobu 14 dni
(HILIC_t14 _c1) byly zaznamenany 4 zmény stejné jako u Zizal vystavenych MTEX o koncentraci c2
(HILIC_t14_c2). U Zizal vystavenych po dobu 28 dni mikroplastim o koncentraci c1 (HILIC_t28 c1) byl
zaznamenan 1 zménény znak a o koncentraci c¢2 (HILIC_t28_c2) 2 zménéné znaky. U Zizal vystavenych
56 dni MTEX o koncentraci c1 (HILIC_t56_c1) bylo sledovano 62 zménénych znakd a pfi koncentraci c2
(C18_t56_c2) 5 zménénych znakl viz. Obrazek 21.

Graf poctu sledovanych zménénych znakd ve vzorcich
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Obrdzek 21 Pocet nalezenych signifikantné zménénych znakd (p <0,05, FCH=2) (C18-nepoldrni znaky; HILIC-poldrni znaky) u
jednotlivych vzorki Zizal vystavenych mikroplastim o koncentraci 1 mg/kg pidy (c1) a 0,0256 mg/kg (c2) z mulcovaci textilie
(MTEX) po dobu 14, 28 a 56 dni.
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6 Diskuse

6.1 Mikroplasty z mulcovaci textilie
Mulcovani syntetickymi muléi je dodnes velmi ¢asté a oblibené feseni, jak zvysit rostlinnou

produkci (Kamal et al., 2012; Devasinghe et al., 2015; Moursy et al., 2015). V roce 2020 bylo globalné
pouZzito pres 2,1 milionu tun plastového mulce (Wang et al., 2022). PE je prvni plastovy material, ktery
byl vyuzit na muléovani (Emmert, 1954) a moznd pravé proto nejrozsifenéjsi material na mulcovani.
S jistotou lze fici, Ze tématu orientovanému na rozpad muléovacich PE ¢&i LDPE fdlii
(Crossman et al., 2020; Kim et al., 2021; Ling Ding et al., 2020; Li W. et al., 2020; Ramos et al., 2015)
a vlivu PE ¢i LDPE mikroplastd na ptdni parametry, na pidni mikrobiotu nebo faunu (Chen et al., 2023;
Qi et al., 2020b; Huang et al., 2019; Qi et al., 2020a; Song et al., 2023) je vénovano vice pozornosti.
Clanky vénuijici se vidkndim z MTEX byly nalezeny pouze 2 (Sobhani et al., 2021; Wang et al., 2023),
ze kterych pouze 1 zminuje PP MTEX (Sobhani et al., 2021).

Sobhani et al., (2021) izolovali mikroplasty ze zahradni puady v jizni Australii, Bellevue Heights
5050 pomoci béZzného domaciho vybaveni po 7 letech pouZivani PP MTEX. MnoiZstvi nalezenych
mikroplastd z MTEX o velikosti 0,8-100 um bylo okolo 10 000 kusl na 10 g suché pudy. Mikroplastd
o velikosti 100 um-0,75 mm bylo nalezeno okolo 1000 kus(i na 10 g suché plidy a mikroplastl o velikosti

0,75-5 mm bylo nalezeno v 10 gramech suché pUldy okolo 100 kus( viz. Obrazek 22.

10000 4

1000

Muléovaci textilie
L - - 0,75 mm - 5mm
] 100 pum - 0,75 mm
1 0,8 um - 100 pm
10 E

1
Velikosti ¢astic multovaci textilie

Obrdzek 22 Sloupcovy graf poctu &dstic izolovanych z pudy v zdvislosti na
jejich velikosti, prevzato a upraveno dle (Sobhani et al., 2021).

Pocet vSech velikosti ¢astic mikroplastd z MTEX prepocten na 1000 g plGdy by pak Cinil
11 100 000 castic mikroplastl. Této hodnoty poctu viaken v plidé nebylo v této praci ani zdaleka
dosazeno. Pocet vlaken v 1000 g plidy se pohyboval v fadech deseti tisic(, nikoli desitek miliond. Tento
velky rozdil v poétu nalezenych mikroplastli by mohl byt zplsoben pouZzitim rozdilnych detekcnich

metod. Vtéto diplomové praci byl pouzit na kvantifikaci pouze opticky mikroskop umoZznujici
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detekovat pouze viditelna vlakna vizudlné a dale FTIR na potvrzeni, Ze sledovana vldkna pod svételnym
mikroskopem jsou PP. Zatimco v praci (Sobhani et al., 2021) byla pouZita Ramanova spektroskopie,
ktera umoznuje detekci mensich ¢astic. Vzhledem k nedostatku publikaci na mikroplasty uvolfujici se
z MTEX, byl tento pokus proveden za Ucelem zjisténi, zda k rozpadu textilie viibec dochazi a za Ucelem
zjistit rdmcovou koncentraci takovych mikroplastl v plidé. Pro tento Ucel byly zvolené metody detekce

vldken zcela dostacuijici.

6.2 Sbéra urCovani zizal

Vzhledem k tomu, Ze nebyl nalezen zadny dostupny chov Zizal rodu A. caliginosa, byly Zizaly
nasbirany. Ve vétSiné nize zminénych studiich, kde byla pouZita A. caliginosa jako modelovy
organismus, byly ZiZzaly ru¢né nasbirany. Nasbirané ZiZaly pak byly v nékterych pfipadech v téZe studiich
uréeny dle morfologie, tedy dle klice. Ve vétsiné pripadl nebylo uvedeno podle ¢eho byly Zizaly

taxonomicky uréeny viz Tabulka 15.

Tabulka 15 Studie zahrnujici A. caliginosa a sledované parametry (zplsoby ziskani A. caliginosa do studie a zplsob urceni
Zizal).

Zisk zizal
Samosbé Urceni zizal Zdroj
Chov
v X neuvedeno (Eriksen-Hamel a Whalen, 2007)
X v _ (Elyamine a Hu, 2020)
X v _ (Neilson a Boag, 2003)
v X neuvedeno (Dai et al., 2004)
v X urceni dle klice Sims a Gerard (1999) (Butt et al., 2020)
v X neuvedeno (Khalil, 2016)
v X neuvedeno (Holmstrup, 2001)
v X urceni dle klice Sims a Gerard (1999) (Bart et al., 2020)
v X uréeni dle klice Sims a Gerard (1999) (Hobbelen et al., 2006)
v X neuvedeno (Bart et al., 2019a)
v X neuvedeno (Eriksen-Hamel a Whalen, 2006)
v X uréeni dle klice Blakemore (2006) (Pérez-Losada et al., 2009)
v X uréeni dle klice Sims a Gerard (1999) (Bart et al., 2019)
v X neuvedeno (Owojori a Reinecke, 2009)
x v _ (Elyamine et al., 2018)
x v _ (Puga-Freitas et al., 2012)
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6.3 Charakterizace pldy
Chovna plda byla charakterizovdna za ucelem zjisténi parametr(l pady a za Ucelem zjisténi

pfitomnosti toxickych prvkd, jejichZz pfitomnost by mohla ovlivnit vysledky toxicity mikroplastd. Je
znamo, Zze na povrch mikroplastli se mohou sorbovat jiné polutanty, mezi které patti i tézké kovy
(zhou et al., 2019). Sorpci tézkych kovl na mikroplast se mohou kovy stat biologicky dostupnéjsi
Ze pritomnost mikroplastl v piidé zvysuje ukladani kadmia v téle ZiZaly E. fetida.

Limity téZzkych kovl v plidé dle WHO (1999) jsou 100 mg chromu, 0,8 mg kadmia, 85 mg olova,
36 mg médi a 50 mg zinku na 1 kg pldy. Ani v jednom z pfipadl nepresahla koncentrace zminénych
prvkl v chovné pGdé dané limity. Koncentrace hliniku se v pldé pfirozené pohybuje od 10 000 do
300 000 mg/kg pudy (Lindsay, 1979). Limit pro koncentraci arsenu v zemédélské pidé je 20 mg/kg
(Rahman et al., 2023). Ani v tomto pripadé nebyly v chovné pldé nalezeny nadlimitni koncentrace.
Namérené hodnoty koncentraci tézkych kovl v chovné plidé se téZ pohybuji v minimalnich hodnotach
namérenych koncentraci kovl po celé Evropé (Téth et al., 2016).

Béhem experimentu bylo nutno dodrzovat podminky vhodné pro chov Zizal Apporectodea sp.,
aby nemél na stav Zizal vliv jiny faktor nez koncentrace mikroplastli a ¢as, po ktery byly Zizaly
mikroplastim vystaveny. Zizaly byly chovany ve tmé, pfi 15 °C, v ptidé o pH 6,8, vihkost ptidy byla cca
24 % (pfiblizné 37 % WHC), coZ odpovida nastaveni chovnych podminek v dalSich experimentech,
viz Tabulka 16. Brami et al., (2017) k chovu ZiZal nedoporuduji pouZiti standardizovanych pld, tohoto
doporuceni bylo v této praci vyuzito.

Tabulka 16 Tabulka podminek chovi ZiZaly A. caliginosa v jinych studiich.

Teplota  Svétlo .
i Vlhkost (% H Zdro
15 0 25 6,3 (Eriksen-Hamel a Whalen, 2007)
25-30

10-15 0 18 4,5-7 (Lowe a Butt, 2005)
15 0 20-25 _ (Butt et al., 2020)

232 12 60 5,57 (Khalil, 2016)

5,9

15 0 12 67 (Holmstrup, 2001)
20 0 30 6,3 (Eriksen-Hamel a Whalen, 2006)
15 _ 28 7,5 (Bart et al., 2019)
15 0 28 7,5 (Bart et al., 2019)

15+1 _ 28 7,5 (Bart et al., 2020)
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6.4 Analyza bakterialniho mikrobiomu
Na stfevni mikrobiom Zizaly Aporrectodea sp. neméla vliv koncentrace mikroplastd, ani Cas,

po ktery byly Zizaly mikroplastiim vystaveny. Z dfivéjsich studii jsou popsany pripady vlivu mikroplastl
na stfevni mikrobiom rdznych organismui (Qiao et al.,, 2019; Li et al., 2020; Lu et al., 2018). Zmény
ve stfevnim mikrobiomu byly téZ pozorovany u pUdnich organism(. Zhu et al., (2018) vystavili
chvostoskoky Folsomia candida PVC mikroplastim o velikosti 80-250 um po dobu 56 dni a sledovali
zmény ve slozZeni stfevnich bakterii a snizeni bakterialni diverzity. U roupic Enchytraeus crypticus
vystavenym mikroplastim z pneumatik byla téZ sledovana zména ve sloZeni stfevniho mikrobiomu,
ktery byl obohacen o patogenni bakterie (Ding et al., 2020). V této praci oviem nebyl pozorovan vliv
mikroplastl na relativni zastoupeni bakterii ve stfevé Zizal, na relativni zastoupeni bakterii obsahu
Zizaliho stfeva, ani na relativni zastoupeni bakterii v chovné pUdé. SloZeni bakterii se liSilo pouze
v zavislosti na skupiné, tedy na tom, zda byly baterie izolovdny ze stfev, obsahu stfev nebo chovné
pldy. Tyto vysledky se zcela shoduji s praci (Adhikari et al., 2023), kterd se nastavenim experimentu
velmi podoba této praci. Adhikari et al., (2023) vystavili po dobu 20 dni ZiZalu L. terrestris LDPE
mikroplastdm o velikosti <250 um, jako materidlu odpovidajicimu sloZzenim muléovaci folii.
Mikroplasty, shodné jako v této praci, dali do opadu, nikoli do ptdy. MnoZstvi pfidanych mikroplast(
Cinilo 1,4 g. Nasledné zkoumali bakterie ze stfev ZiZal, z Zizalich exkrementll a chovné puldy.
Nezaznamenali Zadné signifikantni ovlivnéni mikrobiomu po vystaveni Zizal mikroplastim ani
u jednoho ze 3 druht vzork(l. Zaznamenali pouze signifikantni odliSnosti ve sloZzeni mikrobiomu ze stiev
Zizal, z exkrementU a z chovné pldy. Ani hmotnosti ZiZal se pfed a po experimentu nelisily. Stejné tak
nemély PE nanoplasty o koncentraci 200 mg/kg suché pldy po 28 dnech vliv na stfevni mikrobiotu
Zizaly Metaphire vulgaris (Wang et al., 2022).

Naopak je publikovano vice ¢lankl o negativnim vlivu mikroplastli na stfevni mikrobiom Zizal
(Chan et al., 2023; Zhao et al., 2024a; Yang et al., 2022; Kwak a An 2022; Cheng et al., 2021;
Yuetal., 2022; Xu a Yu, 2021).

Zhao etal., (2024a) sledovali zmény v relativnim zastoupeni bakterii ze stfev po vystaveni Zizaly
E. fetida PVC a LDPE mikroplastim o velikosti 900 um a koncentraci 50 g/kg. Yu et al., (2022) vystavili
Zizalu E. fetida PE mikroplast( o 6 riznych koncentracich po dobu 28 dni a nezaznamenali signifikantni
zmény v zastoupeni dominantnich stfevnich bakterii, jen zménu v relativnim zastoupeni bakterii,
snizeni diverzity a bohatosti stfevni mikrobioty. Chan et al., (2023) vystavili Zizalu Eudrilus euganiae PE
mikroplastdm o velikosti 40—-48 um. Zizaly byly chovany v namletém kartonu. Koncentrace mikroplastti
byla 5 a 20 % (w/w). Nasledné pak sledovali zmény v relativnim zastoupeni bakterii pfitomnych
ve stfevé zizal. Chovem Zizaly E. euganiae v namletém kartonu s mikroplasty, vytvofili umélé prostredi,
kde zZizaly nemély jinou moznost nez pozfit homogenni uniformni stravu s mikroplasty. Vyloudili tak

chovnou pldu jako heterogenni proménnou matrici, kterda by mohla interagovat s mikroplasty
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a stfevnim mikrobiomem ZiZal. Vytvofili prostredi, kde do styku mohly pfijit pouze stfevni bakterie Zizal
a mikroplasty, ovSem neodpovidajici realnému prostredi. Je otdzka, zda v Zivotnim prostredi opravdu
mUze dochazet k ovlivnéni stfevni mikrobioty Zizal mikroplasty.

Tento rozdil ve vysledcich mizZe byt zpUsoben tim, Ze ve vySe zminénych pracich byly
mikroplasty zamichany do pady a tim se ZiZzaly nutné musely s mikroplasty setkat a s nejvétsi
pravdépodobnosti je pozfit, jak také zminuji Adhikari et al., (2023) v zavéru své prace. Je moiné, Ze
pokud jsou mikroplasty v opadu, nepozie jich zizala tolik, aby bylo mozné sledovat na organismu
ptipadné projevy toxicity mikroplasta.

Huerta Lwanga et al., (2016) téz pfidali PE mikroplasty <150 um o rdznych koncentracich
do opadu a sledovali koncentraci mikroplastd v ptdé, vliv mikroplastli na rychlost rlstu a mortalitu
Zizal L. terrestris po 60 dnech. Pokud bylo ve 13 g opadu 0,91 g mikroplast(, bylo po 60 dnech v chovné
pudé pritomno 0,2 % (w/w) mikroplastl a nebyly zaznamenany zmény v rlistové rychlosti Zizal ani
Zadna umrtnost. Naopak pokud bylo v opadu pfitomno 3,64 g nebo 5,85 nebo 7,80 g mikroplast(, byly
sledovany zmény v rlistové rychlosti, mortalita a zvySena koncentrace mikroplastd v padé. To, Ze byly
sledovany negativni vlivy mikroplastl na ZiZalu L. terrestris, mohlo byt zplsobeno i rozdilnym stylem
Zivota Zizal. L. terrestris je na rozdil od A. caliginosa Zizala aneicka, ktera primarné Zije ve vertikalnich
chodbickach a zabudovava organicky opad do pady (Brown, 1995). Ackoliv A. caliginosa obcas
na povrch pldy vyleze (viz Obrazek 23, str.54), nemuselo to byt dostacujici k pozieni plastd. Obrazek

23, str.54 nize jsou dlkazem, Ze oviem dochazelo ke kontaktu ZiZal s mikroplasty.
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Obrdzek 23 Fotky zachycujici pritomnost Zizal Aporrectodea sp. v opadu, foto:autor

Nicméné samotny kontakt ZiZzal s mikroplasty nemusel vést k pozieni mikroplastl Zizalami. Je
znamo, Ze velikost ¢astic ovliviiuje rlst a reprodukci ZiZal (Lowe a Butt, 2003). Bostrom (1988) sledovala
zvySeny ruast a produkci kokond, pokud byla A. caliginosa krmena opadem o velikosti mensi nez
200 um oproti Zizaldm krmenym opadem o velikosti nad 200 um. Priimérna délka mikroplast( z MTEX
byla 890 um a primérna sirka 24 um, minimalni namérena délka byla 141 um a maximalni 4811 um.
Je tak mozné, Ze i kdyz byly ZiZzaly v opadu, nedokazaly mikroplasty pozfit.

V této praci byla jako vysoka koncentrace mikroplastll pouzita 0,1 % (w/w) odpovidajici
1 g mikroplastd na 1 kg Cerstvé pldy. Tato koncentrace byla pouZita v jinych ¢lancich a byl pozorovan
negativni  vliv mikroplast na Zizaly (Chen et al, 2020; Zhang et al, 2022
Prendergast-Miller et al., 2019; Rodriguez-Seijo et al., 2017). Je tedy mozné, Ze vldkna nebyla pro Zizaly
toxicka pouze z ddvodu jejich zamichani do opadu. Pokud by k pozfeni mikroplastll ZiZzalami preci jen
doslo, byla koncentrace 1 g/kg dostatecnd, aby potencialné doslo k projeviim toxicity.

Urcené kmeny bakterii ze stfeva Zizal Aporrectodea sp. se shoduji s témi, které urcili
Sapkota et al., (2020). Byly téz identifikovany kmeny Actinomycetota, Acidobacteriota, Bacteroidota,
Pseudomonadota, Bacillota nebo Nitrospirota. V praci Sapkota et al., (2020) urcili jako charakteristicky
kmen bakterii Acidobacteriota z obsahu stfeva A. caliginosa a jako charakteristickou tfidu
Alphaproteobacteria v porovnani s jinymi druhy ZiZal. V této préci byl kmen Acidobacteriota zastoupen
z 2,23 % poctu viech sekvenci. Tfida Alphaproteobacteria byla nejzastoupenéjsi (16,05 % vsech

sekvenci). U (Sapkota et al., 2020) bylo vyrazné relativni zastoupeni kmene Verrucomicrobiota, okolo
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25 %, v této praci byly sekvence tohoto kmene pritomny pouze z 0,60 %. Rozdil v zastoupeni
Verrucomicrobiota by mohl byt zplsoben tim, Ze Sapkota et al., (2020) izolovali DNA z obsahu Zizaliho
stfeva. Aira et al., (2022) totiz zjistili pfitomnost kmene Verrucomicrobiota ve stfevé a obsahu stieva
u Zizaly A. caliginosa a také v pudé. Zjistili téz, Zze prichodem pldy ZiZalim stfevem dochazi k namnoZeni
bakteridlniho kmene Verrucomicrobiota.

Ve sttevé zizal byly téz zjistény druhy bakterii Bacillus sp., Acinetobacter sp., Streptomyces sp.,
jaké byly uréeny v praci (Tikhonov et al, 2016). Nebyl ovsem zjistén druh Aeromonas sp.
Tikhonov et al., (2016) urcovali bakterie ze stfevni tekutiny, ovSem v této praci byla Zizali stfeva pred
odebranim pro pozdéjsiizolaci DNA oteviena a vymyta dH,0, mohlo dojit k vymyti tohoto bakteridlniho
druhu.

Ve vzorku ze stfev Zizal po 56 dnech vystavenych koncentraci mikrovldken 1 mg/kg byla
pozorovadna vyrazné zvySend relativni abundance bakteridlni tfidy Mollicutes, patfici do kmene
Mycoplasmatota. Jednd se o mutualistické komenzalni nebo parasitické Gram pozitivni bakterie bez
bunécné stény s malym genomem (Johansson a Pettersson, 2002). Bakterie tfidy Mollicutes byly jiz
dfive nalezeny v Zizalach L. rubellus, L. terrestris i A. caliginosa (Nechitaylo et al., 2009;
Singleton et al., 2003). Nechitaylo et al., (2009) popsali pfitomnost nekultivovatelnych Mollicutes
podobnych bakterii v orgdnech, ve strevé i v obsahu stfeva Zizal. Singleton et al., (2003) zjistili novy
bakterialni klastr ze stfeva Zizaly L. rubellus ptibuzny Spiroplasma sp. a Mycoplasma capricolum. V této
praci tfida Mollicutes zahrnovala bakteridlni rod Spiroplasma. Spiroplasma byla taktéZ objevena
v zastupcich kmene ¢lenovcl (Nechitaylo et al., 2009). V chovné sklenici, kde byly ZiZaly vystaveny vyssi
koncentraci mikrovlaken po dobu 56 dni tak mohlo dojit k namnoZeni drobného hmyzu s bakterii
Spiroplasma a nasledné kontaminaci zizal.

Déle byla u vzorkid z obsahu strev Zizal vystavenych mikrovlaknim o koncentraci 0 a 1 mg/kg
sledovdna zvySend relativni abundance bakterii Planctomycetia a Gammaproteobacteria.
Lv et al., (2018) zjistili narlst bakteridlniho kmene Planctomycetota v pidé, kde byla pfitomna Zizala
E. fetida béhem vermikompostovani. Mohlo se stat, Ze Zizaly Aporrectodea sp. v téchto dvou pfipadech
mohly pozitivné ovlivnit vlastnosti pldy pro namnoZeni bakterii tfidy Planctomycetia. Byla
zaznamenana snizena abundance bakteridlni tfidy Bacillus, jejiz zastupci mohou degradovat slozZité
organické latky jako je celuldza (Rastogi et al., 2010) nebo mohou pomahat pfi mineralizaci fosfatu
a redukci dusikatych sloucenin. Ve studiich, kde byly organismy vystaveny mikroplastim ¢i jinym
polutantim, byly zaznamendany zvySené abundance bakterii tfidy Bacillus (Wang et al., 2019;
Kuipa et al., 2016; Baihetiyaer et al., 2023; Zhu et al., 2018). Zvysenou abundanci bakterii tfidy Bacillus
prikladaji autofi schopnosti téchto bakterii rozkladat plasty a jiné polutanty (Cameron et al., 2020;

Ragu et al., 2024; Huerta et al., 2018; Hadad et al., 2005).
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Byly pozorované zmény v diverzitich mikrobiomd mezi vzorky. Signifikantné sniZzena
bakterialni diverzita u vzorku ze stfev Zizal vystavenych mikrovlaknim o vyssi koncentraci (S56¢1) mlize
korelovat s narlistem relativniho zastoupeni Mollicutes, viz Obrdazek 20, str. 49. Signifikantné zménéné
diverzity ve vzorcich z obsahu stfeva a z chovné pldy nevykazuji Zadny trend. Zmény v diverzitach

mohly byt detekovany v disledku ménicich se podminek, jako je vihkost ptdy, v chovnych nadobach.

6.5 Extrakce imunitnich bunék
Ani jednou z uvedenych metod nebyl z ZiZzal Aporrectodea sp. izolovan dostate¢ny pocet

imunitnich  bunék  (2x10°) pro nasledné analyzy a méfeni pomoci cytometru.
Navarro Pacheco et al., (2021) a Semerad et al., (2020) dokazali z Zizal E. fetida pomoci pufru
vyextrahovat potfebné mnozstvi imunitnich bunék. Tento rozdil mize byt dan tim, Ze Navarro Pacheco
et al., (2021) a Semerad et al., (2020) pouzili Zizalu E. fetida, zatimco v tomto pokusu bylo pracovano
s zizalami Aporrectodea sp. Po komunikaci nyni jiz s pani doktorkou Natividad Isabel Navarro Pacheco
a pani doktorkou RNDr. Petrou Prochazkovou, Ph.D., obé tou dobou z Laboratofe bunécné
a molekularni imunologie Mikrobiologického Ustavu Akademie véd Ceské republiky bylo pFistoupeno
k dalSim metodam extrakce imunitnich bunék.

Buniky byly extrahovdny pomoci Pasteurovy pipety (Suzuki et al., 1995). Kwak et al., (2014)
pro extrakci imunitnich bunék z Zizal E. andrei a Perionyx excavatus pouzili Uspésné jehlu, kterou
defekovanym Zizaldm zavedli pod opasek a nasali tak coelomovou tekutinu. Stejné jako
Garcia-Velasco et al., (2019) poutzili k extrakci imunitnich bunék z ZiZaly E. fetida jehlu. Rozdil
v Uspé$nosti metody by opét mohl byt v pouziti rozdilnych Zizalich druh(. Zizaly Aporrectodea sp. jsou
malé Zizaly, které po defekaci ztraci objem téla a je tézké do Zizaly Pasteurovu pipetu zavést tak, aby
doslo k minimdlnimu poskozeni Zizaly, k zisku adekvatniho poctu imunitnich bunék a nedoslo
k perforaci stfeva. Extrakce imunitnich bunék Pasteurovou pipetou je v ptipadé Zizal Aporrectodea sp.
nevhodnd metoda.

Dale bylo pfistoupeno k metodé extrakce imunitnich bunék pomoci elektrického napéti.
Santocki et al., (2016) poutZili k extrakci imunitnich bunék z E. andrei napéti 4,5 V, stejné jako
Homa et al, (2021). Usp&%nou extrakci imunitnich bunék z Zi¥aly E. fetida zaznamenali i
Singh et al., (2020), ktefi pouzili napéti 6 V. Opét jsou znamy publikace pracujici s ZiZzalou rodu Eisenia,

nebo jinymi, ovSem Zadnd o zizalach Aporrectodea sp.
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6.6 Necilend metabolomicka analyza
Byly sledovany zmény v metabolickém profilu Zizal Aporrectodea sp. U Zizal vystavenych

mikroplastdm o koncentraci 1mg/kg po dobu 56 dni byla vétsina zménénych zvySenych znaku
anotovana jako dipeptidy (viz Tabulka 2, pfiloha). Zmény souvisejici s metabolismem aminokyselin
po vystaveni organismu mikroplastiim byly zaznamenany jiZ dfive (Qiao et al., 2019; Wan et al., 2019;
linetal, 2019; Ye et al., 2021).

Chan et al., (2023) sledovali po vystaveni Zizaly E. euganiae PE mikroplastim mirné zvySenou
po vystaveni Zizaly E fetida kombinaci mikroplast( s plastifikatorem tris (2-chloroethyl) fosfat sledovali
naopak snizenou pritomnost znakl souvisejicich s metabolismem aminokyselin, konkrétné znaky
spjaté se syntézou alaninu, argininu, aspartatu, glutamatu, fenylalaninu, tyrosinu a tryptofanu. Snizeny
metabolismus aminokyselin mdze vést k zesileni reakci citratového cyklu a tim k pfipravé organismu
na stresové situace (Zhang et al., 2021). Xu a Yu (2021) sledovali po vystaveni Zizaly E. fetida PS
mikroplastim zménu v metabolismu alaninu, aspartatu a glutaminu.

U zizal vystavenych mikroplastim o koncentraci 1mg/kg po dobu 56 dni byla sledovéna
zvysena pritomnost u znaku anotovaného jako L-galactonat a 3-dehydro-L-threondt, coZ jsou molekuly
Ucastnici se metabolismu askorbatu a aldaratli, metabolismu pravdépodobné spjatého s oxidativnim
stresem (Kanehisa a Goto, 2000). Dale byla detekovdna zvysend pfitomnost znaku anotovaného jako
2,4-bis(acetamido)-2,4,6-trideoxy-beta-L-altropyranéza, molekuly Ucastnici se metabolismu
aminosacharid( a nukleotidovych sacharidd (Kanehisa a Goto, 2000). Dale byla sledovana zvysena
pfitomnost znaku anotovaného jako N-a-acetylcitrulin, molekuly Uéastnici se v biosyntetické draze
argininu, ktera je dale spjata se syntézou pyrimidinu, polyamidd a dalsimi biodegradacnimi drahami
(Wishart et al., 2022). Byly sledovany i zmény ve 3 znacich tentativné identifikovanych jako
N-a-acetyl-L-2,4-diaminobutyrat, 1,6-anhydro-N-acetyl-beta-muramat a 4-oxo-L-proline, molekuly
produkované bakterialnimi kmeny. Jedna se pravdépodobné o kontaminaci, nebo chybné anotovani
molekuly programem. Dale byla sledovdana vysokda pritomnost znaku anotovaného jako
26 — hydroxybrasinolid. Jednd se steroidni fytohormon, tedy nejspise o kontaminaci, ktera mohla
vzniknout nedostateénym ocisténim Zizal ur¢enych na necilenou metabolomickou analyzu od pudy.
Stejnou kontaminaci mohou byt i znaky, které byly anotovany jako 3-(7'-methylthio) heptyl malonova
kyselina a 4 — hydroxykumarin, latky ucastnici se metabolismu rostlin a hub (Bye a King, 1970;
Kanehisa a Goto, 2000). U ZiZal vystavenych mikroplastim o koncentraci 0,0265 mg/kg po dobu 56 dni
byla téZ sledovana zvySena pfitomnost 26 — hydroxybrasinolidu, 3-(7'-methylthio) heptyl malonové
kyseliny a 4-hydroxykumarinu.

Latky rostlinného plivodu z poziené zeminy by se mohly dostat do coelomové tekutiny pres

stfevo, které by bylo zaroven poskozeno kuprikladu mikroplasty. O pozieni mikrovlaken Zizalami neni
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dlikaz a pokud by doslo k pozieni, neexistuje diikaz o poskozeni stfev. Kdyby preci jen doslo k pozieni
mikrovlaken Zizalami a poskozeni stfeva a praniku rostlinnych latek ze stfeva do coelomu, byly by pfi
pitvé vymyty dH,0. Jedna se tedy s nejvétsi pravdépodobnosti o kontaminace z vnéjsi ¢asti téla Zizal
vzniklé nedostatecnym oplachem zizal.

U zZizal vystavenym mikroplastdm o koncentraci 0,0265 mg/kg po dobu 28 dni byla
zaznamendna snizend pritomnost znaku tentativné identifikovaného jako sfinganin, latka spojena
se signalizaci a oxidaci lipid( (Chan et al., 2023; Kanehisa a Goto 2000). Xu a Yu (2021) detekovali
naopak zvySenou pfitomnost sfinganinu, stejné jako Chan et al., (2023). Snizena pritomnost sfinganinu
by mohla naznacovat, Ze u ZiZal neprobihal oxidativni stres.

Didle byla  zaznamenana  zvySena  pfitomnost v  latce  anotované  jako
7-methoxy-2,2,4-trimethyl-3-(4-methoxyfenyl)-2H-1-benzopyran a snizena pfitomnost
u 1-oktadekanoyl-2-(9Z,1Z-oktadekadienoyl)-3-O-[(N,N,N-trimethyl) homoserin-glycerolu.
7-methoxy-2,2,4-trimethyl-3-(4-methoxyfenyl)-2H-1-benzopyran je isoflavan, tudiz opét mozna pidni
kontaminace vzorku Zizal (NCBI, 2024).
1-oktadekanoyl-2-(9Z,1Z-oktadekadienoyl)-3-O-[(N,N,N-trimethyl) homoserin-glycerol je latka patfici
do skupiny betain lipidd, které se vyskytuji u nizsich eukaryotickych organisma jako jsou fasy a houby
(Christie W., 2024).

Ostatni znaky v podobé sumdrniho vzorce nebyly programem anotovany.
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7 Zavér

Jednim z cil( diplomové préace bylo zjistit, zda se mikroplasty uvolnuji z MTEX a pomoci
flotaéniho experimentu a nasledné kvantitativni a kvalitativni analyzy stanovit pfibliznou koncentraci
mikroplastovych vlaken z pld. Vysledky experimentu potvrdily, Ze se vldkna z MTEX uvolnuji a tvofi tak
mikroplasty. Primérny pocet vldken v 1 kg suchych pld vystavenych MTEX se pohyboval v rozmezi
od 1075 do 5900 kusG. Cerna netkand PP MTEX je dal$im zdrojem sekunddrnich mikroplastd
uvolnujicich se do pud.

DalSimi cili diplomové prace bylo zjistit, zda a jaky vliv maji mikroplasty uvolnéné z MTEX
na stfevni mikrobiom Zizal Aporrectodea sp. a zda a jaky vliv maji na Zizali imunitni buriky a metabolom.

Vysledky neukazuji Zddnou zménu v relativnim zastoupeni stfevni mikrobioty po vystaveni Zizal
mikroplastim, stejné tak neukazuji zménu mikrobioty v obsahu stfeva Zizal ani v chovné pudé.
Mikrobiota se ménila jen v zavislosti na misté, odkud byla odebrana (stfeva, obsah stfeva, chovna
plda). Tento fakt je vsouladu s dalsimi studiemi. Dle vysledkd nelze jednoznacné fici, zda maji
mikroplasty vliv na stfevni mikrobiom ZiZal. Byla pozorovana zména v bakteridlni diverzité v zavislosti
na case. V chovnych sklenicich ¢asem muselo dochazet ke zméndam podminek a tim k ovlivnéni
mikrobioty.

Hypotéza o vlivu mikroplast(i na imunitni buriky ZiZzal nelze vyvratit, ovsem ani potvrdit. Nebyl
vyextrahovan potiebny pocet bunék na dalsi analyzu pomoci cytometru. PfestoZe existuji zavedené
metody extrakce imunitnich bunék zZizal, nebyly vtomto pfripadé pro Zizaly Aporrectodea sp.
relevantni.

Vysledky necilené metabolomické analyzy u Zizal vystavenych mikroplastiim z MTEX ukazaly
zmény ve znacich. Na zmény neméla vliv koncentrace mikroplastl, spiSe ¢as, po ktery byly Zizaly
mikroplastdm vystaveny. Nejvice zménénych znakd vici kontrole bylo pozorovano u Zizal po 56 dnech.
Dle vysledkl nelze jednoznacné Fici, zda maji mikroplasty vliv na metabolom Zizal.

Vzhledem ktomu, Ze dochazi krozpadu MTEX, ma smysl se do budoucna zabyvat
rozlozitelnymi materidly vhodnymi k vyrobé& MTEX, Ci prejit na organické mulce.

Ackoliv jsou vysledky diplomové prace tykajici se skodlivosti mikroplastll z MTEX negativni,
pfinesly znalosti o modelovém organismu Zizaly Aporrectodea sp, ktery je relevantnim druhem zizal
pro vyzkum toxicity polutant(l pfitomnych v redlném prostredi. Vzhledem ke stylu Zivota téchto Zizal je
doporuceno mikroplasty a jiné polutanty zamichat do chovné pldy, aby bylo jisté, Ze se Zizaly
s polutanty setkaji, nebo chovat endogeické ZiZaly s aneickymi, které by polutanty v opadu
zabudovavaly do chovné pldy.

Oproti Zizaldam rodu Eisenia nebo Lumbricus, jsou Zizaly Aporrectodea sp. malé a po defekaci
ztraci vyznamnou cast objem téla. Pitva je tak mnohem slozitéjsi nez u zizal rodu Eisenia nebo

Lumbricus. Metody extrakce imunitnich bunék pouzivanych pro jiné druhy ZiZal nejsou aplikovatelné
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pro Zizaly Aporrectodea sp. a bylo by nutno pfistoupit k jinym metodam a zvazit jejich relevantnost,
pokud by ty stejné Zizaly po extrakci bunék mély byt pouzity pro ziskani sttevniho mikrobiomu.

Také vytéZznost DNA ze strev Zizal pomoci komercnich sad pro extrakci DNA byla velmi mala. Tzv.
rucni metoda izolace DNA se v této praci osvédcila. Pfi izolaci DNA musely byt spojeny vzorky stfev
z 10 Zizal, aby bylo dosazeno koncentrace DNA vhodné na PCR.

Mikroplasty jsou perzistentni, prokazatelné vSudypritomné polutanty, jejichz vliv na biologické
systémy ovsem z(stdva neznamy. Existuje mnoho ¢lankd zpracovavajicich téma vlivu mikroplastu
na organismy, které se svym nastavenim a vysledky lisi. Pokud je organismus v umélém laboratornim
prostfedi vystaven mikroplastiim a vysledky potvrdi toxicky vliv mikroplastd, je otazka, zda tento
vysledek mUlze odpovidat déni v redlném prostiedi. Zda byl dany organismus vystaven redlnym
environmentalnim koncentracim, zda byly mikroplasty Cisté, mély stejny tvar a tak dale. Tato prace se
svym nastavenim snaZila napodobit realné prostiedi, proto byly Zizaly kuptikladu chovany v pldég,
ze které byly nasbirany. Z vysledk( experimentu nelze jednoznacné fici, zda maji mikroplasty vliv
na stfevni mikrobiom Zizal. Vysledky naznacuji, Ze by pritomnost mikroplastd mohla mit vliv
na metabolom Zizal. Je moZné, Ze samotné nastaveni experimentu vytvofilo tak sloZity systém, kde se
nachazelo mnoho proménnych, které mohly ovlivnit pfipadnou toxicitu mikroplastu.

le ovsem zifejmé, Ze mikroplastl v Zivotnim prostfedi bude nadale pribyvat a budou stale

pfitomny v Zivotnim prostfedi a mély by byt dale zkoumany.
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