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Vliv specifického zneciSténi povrchovych vod na chovani
sladkovodnich mlzi

Souhrn

Prace sestava ze dvou casti, teoretické a praktické. V teoretické ¢asti byly shrnuty
odborné poznatky tykajici se vlivu znecistujicich latek na vodni bezobratlé se zamétenim na
mekkyse. Vybrané prace uvadéji, ze ptirozené chovani téchto zivocichu je nékterymi latkami
ovlivnéno. Téchto zmén by mohlo byt vyuzito pfi detekci vybranych latek ve vodnim
prostiedi. Vyvraceni €i potvrzeni této domnénky bylo néplni experimentalni ¢asti prace.

Cilem experimentalni Casti prace bylo potvrdit nebo vyvratit hypotézu tvrdici, ze
monitoringu behaviordlnich charakteristik mlzi lze vyuzit jako efektivniho néstroje
identifikace vlivu specifickych polutantii na vodni prostiedi. K tomu bylo vyuZzito glochidii
(larev) Skeble ticni (Anodonta anatina). Polovina ziskanych glochidii byla vystavena ucinku
tramadolu, druhd vystavena nebyla. Poté byla glochidia aplikovana do kontaktu s rybim
hostitelem, téz rozdéleného do dvou skupin - vystavenym a nevystavenym ucinku tramadolu.
Celkem tedy vzniklo 28 skupin - 7 s glochidii nevystavenymi tramadolu na rybé nevystavené
tramadolu (CGCR), 7 s glochidii nevystavenymi tramadolu na rybé vystavené tramadolu
(CGTR), 7 s glochidii vystavenymi tramadolu na ryb¢ nevystavené tramadolu (TGCR) a 7 s
glochidii vystavenymi tramadolu na ryb¢ vystavené tramadolu (TGTR). Po uplynuti 24h byla
spocitana glochidia pfichycena na ryb¢ i nepiichycend na dné nadrze. Tyto hodnoty byly
statisticky vyhodnoceny.

Vysledky ukéazaly, ze mezi glochidii vystavenymi a nevystavenymi tramadolu
neexistuje statisticky vyznamny rozdil v poctu pfichycenych glochidii, ale existuje v poméru
prichycenych glochidii z plivodné ptichycenych glochidii. Statisticky vyznamny rozdil mezi
skupinami CGCR, CGTR, TGCR a TGTR v porovnani poméru piichycenych glochidii z
puvodné prichycenych glochidii se neprokézal.

Zaveérem lze tedy stanovit, ze 1ze vyuzit nékterych behaviordlnich zmén méekkyst k

detekci specifickych latek ve vodnim prostiedi.

Klicova slova: SSRI, antidepresiva, mlzi, sladkovodni prosttedi, znecisténi vody.



Effects of specific contaminants in surface waters on
behavior of freshwater bivalves

Summary

The thesis consists of two parts, theoretical and practical. In the theoretical part are
summarized expertises regarding the impact of pollutants on aquatic invertebrates focused on
molluscs. Some literature states that the natural behavior of the animals is influenced by
certain substances. These changes could be used for the detection of selected substances in the
aquatic environment. Denial or confirmation of this hypothesis was purpose the experimental
part.

The goal of the experimental part was to confirm or deny the hypothesis claiming that
monitoring the behavioral characteristics of bivalve molluscs can be used as an effective tool
for identifying the influence of specific pollutants to aquatic environments. For that glochidia
(larvae) of duck mussel (Anodonta anatina) were used. First half of the glochidia was exposed
to tramadol and the second half was not exposed. Glochidias were then applied in contact
with the host fish, also divided into two groups - the exposed and unexposed to tramadol. In
total, 28 groups were formed - 7 glochidia unexposed to tramadol on fish unexposed to
tramadol (CGCR), 7 glochidia unexposed to tramadol on fish exposed to tramadol (CGTR), 7
glochidia exposed to tramadol on fish unexposed to tramadol (TGCR) and 7 glochidia
exposed to tramadol on fish exposed to tramadol (TGTR). After 24 hours glochidia attached
to the fish and unattached at the bottom of the tank were counted. These values were
statistically evaluated.

The results revealed that there is no statistically significant difference between
glochidia exposed and unexposed to tramadol in the number of attached glochidia. However
there is difference in the proportion of parasitizing glochidias out of originally attached
glochidia. A statistically significant difference between groups CGCR, CGTR, TGCR TGTR
and relative proportion of the attached glochidia was proved.

The conclusion is that some of the molluscs behavioral changes can be used to detect specific

substances in the aquatic environment.

Keywords: SSRI, antidepressants, bivalves, fresh-water environment, water pollution.
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1. Uvod

Sladka voda zabird nemalou plochu na nasi planeté, je Zivotnim prostiedim milionti
druhti Zivo€ichtl a jsou na ni zavislé vSechny organismy bez rozdilu, véetné lidi. I pfesto musi
vodni prostiedi Celit neustdle se zvySujicimu znecistovani a soustavnému vymirani mnoha
druhli organismi (Dudegon, 2006). Se zdokonalujici se civilizaci stoupd mimo zneciStovani
vodniho 1 terestrického prosttedi také vyskyt patologickych zmén lidské psychiky. Odpovédi
na vzrustajici pocet lidi s diagnostikovanou tzkosti byla zavedena 1é¢iva tento stav regulujici
- antidepresiva (Farsimadan, 2016). S rostoucim vyskytem depresi roste pfirozen¢ i spotieba
téchto 1€¢iv (Silva et al., 2015). Antidepresiva se v lidském téle metabolizuji a tyto metabolity
se dostavaji do Cistiren odpadnich vod a odtud dale do vodniho prostfedi (Hubera et al.,
2016). Tak se dostavaji jednak zpét do pitné vody, jednak do ptirozeného vodniho prostiedi,
kde ovliviluji necilové organismy, které se v daném prostredi voln¢ vyskytuji (Fong and Ford,
2014; Van Donk et al., 2015; Vukovic-Gacic, 2014)). Je pomérn¢€ narocné detekovat ve vodé
tyto latky, které se vyskytuji ve velmi malych mnozstvich a jejich koncentrace miize kolisat.
Vedle klasického strojového méteni lze vyuZivat i vodni bezobratlé Zivocichy. Velmi vhodné
pro toto vyuziti se jevi rizné druhy mekkysu, kteti dokdzou dané latky z vody odfiltrovat, ve
svych télech kumulovat a na rozdil od strojit dokdzou navic i reflektovat dopad téchto latek na
dalsi vodni zZivoc€ichy (Stambuk et al., 2009; Farris, J. L. et J. H. Van Hassel, 2010; Vukovic-
Gacic, 2014). Stale je vsak tfeba zodpovézeni mnoha otazek o interakcich mezi t€mito
bioindika¢nimi Zivoc¢ichy a metabolity psychicky aktivnich latek i dalSich znecist'ujicich latek
vyskytujicich se ve vodnim prostiedi vlivem lidské ¢innosti, nez mohly byt uzivany rutinné.
Stale neexistuje dostate¢né mnozstvi informaci o synergickych, aditivnich ¢i antagonistickych
ucincich komplexnich smési chemickych latek, jejich distribuci v prostfedi, ani o jejich
dopadu na ekosystém (Hubera et al., 2016). I kdyz je tato skute¢nost znama pomérné dlouhou
dobu, tak nalé¢havost probadani tohoto celosvétového problému neodpovidala mnozstvi zajmu

odbornikll. Zajem o toto téma vSak nariistd a praci s dilezitymi odpovéd’mi piibyva.



2. Védecka hypotéza a cil prace

Védecka hypotéza: Monitoringu behaviordlnich charakteristik mlza lze vyuzit jako efektivni

nastroj identifikace vlivu specifickych polutantl na vodni prostiedi.

Cil prace: zpracovat literarni reSerSi z hlediska vlivu specifického znecisténi (napf.
antidepresiva) na etologii sladkovodnich mlzi a provést kratkodoby laboratorni experiment

s vybranou latkou pro ovéfeni vlivu.



3. Literarni analyza

3.1 Detekce antidepresiv ve vodé pomoci vodnich bezobratlych

Na poptedi zajmu detekce zneciStujicich chemickych latek ve vodnim prostiedi se
nejvice vyskytuji konvencné prioritni znecistujici latky, zejména akutné toxické Cci
karcinogenni pesticidy a primyslové meziprodukty a jejich perzistence v Zivotnim prostiedi.
Tato skupina chemikalii je vSak jen casti velké skupiny Skodlivych latek vyskytujicich se ve
vodnim prostiedi vlivem lidské ¢innosti (Daughton et Ternes, 1999).

Dal$i vyznamnou a ve vodnim prostfedi hojné se vyskytujici skupinou bioaktivnich
znecist'yjicich latek, jejichZz ptfitomnost ve vodnim prostfedi by méla byt téz divodem k
obavam, jsou léCiva a doplikové latky v produktech pro osobni péci lidi (Daughton et Ternes,
1999; Vieno et al., 2007; Azzouz a Ballesteros, 2013). A¢ je pfitomnost antidepresiv a jinych
humannich ¢i veterinarnich 1é¢iv 1 jejich Skodlivy dopad na vodni bezobratlé i mnohé dalsi
zivo¢ichy zndm z doby pied vice nez 38 lety (Hignite et Azarnoff, 1977; Richardson et
Bowron, 1985), tak se do vétsiho zajmu odbornikli dostaly az o témét 20 let pozd¢€ji. Mnohé z
téchto latek maji nepfiznivé ekologické ucinky jiz pii nizkych koncentracich (Halling-
Sorensen et al., 1998; Jorgensen et Halling-Sorensen, 2000; Heberer, 2002). V soucasné dobé
neexistuje dostatecné mnozstvi informaci o synergickych, aditivnich ¢i antagonistickych
ucincich komplexnich smési chemickych latek, jejich distribuci v prostfedi, ani o jejich
dopadu na ekosystém (Hubera et al., 2016). Aby se mohlo seri6zné pristoupit k vyzkumu
dopadu takovychto latek na vodni zivocCichy 1 Zivotni prostfedi viibec, je potfeba umét nejen
tyto latky ve vodnim prostfedi detekovat, ale i znat jejich pfimy i nepfimy vliv na Zivocichy,
jejich dopad na ekosytém a dalsi skutecnosti, které se s pokracujicim vyzkumem objevuji a je
potieba je znat. Uz nejzakladnéjsi krok tohoto procesu - detekce danych latek ve vodé, je
velmi obtizna a ukazuje se, Ze konvenc¢ni strojové meéteni (Liscio at al., 2009) je efektivni za
urcitych podminek kombinovat s vyuZzitim bioindikacnich Zivo¢ichl. Velmi vhodnymi se pro
bioindikaéni vyuZiti jevi mekkysi diky vlastnostem, jako je ptisedly zpiisob Zivota, ziskavani
potravy pomoci filtrace vody, sniZzena citlivost k nasledkim akumulace latek v téle, nebo

vysoka odolnost ke zménam kvality Zivotniho prostiedi (Stambuk et al., 2009).



3.2 Definice vyznamné bioindika¢ni tridy - Bivalvia

3.2.1 Trida: Bivalvia

3.2.1.1 Stavba téla

Télo mlz je mekké, bilateralné soumérné, tvoii ho trup a svalnatd noha, hlava je
redukovana. Zbytky hlavy se nachdzeji kolem ustniho otvoru jako tzv. pfiustni plachetky. T¢lo
pokryva plast’ tvofeny dvéma laloky, ze kterého je vyluCovana prava a leva lastura (Lang et
al., 1971). Okraje plasté jsou pevné primknuté, nékdy srostlé. V plasti se nachdzeji tfi otvory,
jeden pro svalnatou nohu a dva pro pfijimaci (téz inhala¢ni) a vyvrhovaci (exhala¢ni) otvor.
Pfijimacim otvorem, umisténym v zadni ¢asti téla, proudi voda do plastové dutiny, pokracuje
do Zaber a vyvrhovacim otvorem, vétSinou nachdzejicim se nad otvorem piijimacim, ven z
téla. Tato cirkulace je zajiSténa kmitajicim fasinkovym epitelem, ktery vystyla oba otvory,
zabry 1 Zaberni chodby (Papacek, 1994). Dychaci orgdn mlzd, Zabry, jsou tvofeny dvéma
parovitymi listy, vnéjSim a vnitinim. Svalnatd noha je volnym pokra¢ovanim trupu na btiSni
strané. Svalnatd noha mlze mit riizny tvar, od po stranach zplostélého klinu u velevrubovitych
(Unionidae) po protahle jazykovity tvar nohy u okruZzankovitych (Sphaeriidae). Vklesla usta

nachazejici se pii zakladné svalnaté nohy nemaji radulu ani celist (Pfleger, 1988).

3.2.1.2 Organové soustavy

Srdce je tvofeno jednou komorou a dvéma predsinémi, proudi jim télni tekutina
hemolymfa. Pod srdcem lezici parovy Bojanlv organ zastava funkci ledvin. Nervova soustava
je jednoduchd, tvotena ganglii. Parova cerebropleuralni ganglia nachézejici se nad tsty a po
jejich stran€ jsou spojena s parovymi viscerdlnimi ganglii nachazejicimi se v zadni ¢asti téla,
spojeny jsou i s parovymi pedalnimi ganglii ve svalnaté noze (Beran, 1998). Smyslové organy
jsou vzhledem ke zplisobu zivota a redukované hlavé vyvinuty nepatrné. Funkci ¢ichového
organu zastavaji ofradia umisténa pii bazi zaber. Rovnovazné vnimani je zajiSt€no parem

statocyst, nachazejicich se v blizkosti pedalnich ganglii. Hlavova tykadla a o¢i mlziim chybi,
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ovSem oc¢i mohou byt v n¢kterych pfipadech vyvinuty na riznych ¢astech téla (Dogel, 1961).
T¢€lni svalovina tvofi svalnatou nohu ve spodni ¢asti téla, svalnata noha je tzv. erektilnim
ustrojim. Pfi lezeni dochazi k jejimu pohybu vlivem zpevnéni v disledku ptitoku hemolymfy
do lakun (Lang et al., 1971). U nékterych druhil je vyvinuta Byssova zlaza, kterd produkuje
rychle tuhnouci sekret tvorici velmi pevna Byssova vlakna, ktera slouzi k ptichyceni k
podkladu. Vyskytuje se predev§im u moiskych mlzl, ale najdeme je i1 u sladkovodnich forem,
napiiklad u pfisedle Zijici slavicky mnohotvarné (Dreissena polymorpha), kterd ma slabé
vyvinutou svalnatou nohu a tato vldkna ji pomahaji udrZet se na podkladu (Beran, 1998).
Nekteré druhy mlza tvoii perly, pievazné se s timto jevem setkdvame u moiskych mlzi,
vyjimky najdeme vSak i u sladkovodnich druhii, jakym je napt. perlorodka fi¢ni
(Margaritifera margaritifera). Tvorba perly je zplUsobena sekreci plastového epitelu jako

odpovédi na drazdici necistotu, kterd pronikla mezi plast’ a lasturu (Papacek, 1994).

3.2.1.3 Pfijimani potravy

Mlzi jsou mikrofagové a filtratofi, malé ¢asti potravy jsou pfindSeny pohybem
fasinkového epitelu pies piijimaci otvor do plastové dutiny, kde se zachyti na Zabrach, jsou
slepeny slizem produkovanym fasinkovym epitelem a transportovany smérem ke svalnaté
noze a dale k ustnimu otvoru. Travici trakt je tvofen usty, hltanem, Zaludkem a stfevem, usti
do vyvrhovaciho otvoru. K Zaludku je pfipojen hepatopankreat. Stfevo prochazi ve svém
poslednim useku perikardem a srde¢ni pfedsini. Tento zpiisob piijmu potravy je typicky pro
sladkovodni mlZe, u ostatnich mize byt modifikovan, vzdy je vSak zasadni piijem potravy s
pfichazejicim vodnim proudem pfes pfijimaci otvor pomoci pohybu fasinkového epitelu

(Papacek, 1994).

3.2.1.4 RozmnoZovani
U mekkyst se vyskytuje oplozeni vnitini 1 vnéj$i. V ptipadé vnéjsiho oplozeni jsou
samc¢i a samici pohlavni buniky vypustény do vody, dojde k oplozeni a vznikne volné plovouci

larva, trochofora. Ta se poté vyviji ve veliger, nasleduje pfisednuti k podkladu a pfeména na

malého dospélého jedince. Z naSich mékkysu se takto rozmnozuje napt. slavicka



mnohotvarna (Dreissena polymorpha) (Beran, 1998). V piipad¢ vnitiniho oplozeni vypousti
samci jedinec spermie do vody, poté jsou nasaty sami¢im jedincem a k oplozeni dochéazi v
plastové dutiné. Vznika larva zvana glochidium. Za vhodnych podminek (jako je napiiklad
dostupnost kysliku, ptizniva teplota a ptitomnost vhodného hostitele) vypousti samici jedinec
slizovitd vldkna, kterd mohou dosédhnout az 15cm a obsahovat az 500 glochidii. Glochidia
vetSiny velkych mlzi (Cel. Unioidae) jsou obligatni parazité na rybich hostitelich. Glochidia
se po vyhledani hostitele encystuji v jeho tkanich, nasleduje metamorféza a excystace. To
zarucuje jednak ochranu glochidii, jednak i jejich distribuci ve vodnim prostfedi, ktera by
jinak pro takto malo pohyblivé Zivocichy byla velmi téZzce dosazitelna. Néasleduje vyvoj
zakonceny odpadnutim z rybiho hostitele a pfeménou v juvenilniho jedince. Glochidia jsou
dle druhu vybavena riiznymi adaptacemi, usnaditujicimi pfichyceni k hostiteli, jako jsou riizné
hacky ¢i ostny, které umozni ptichyceni nejen k zabram, ale u ne€kterych druhti i k ploutvim,
oCim ¢i jinym castem téla (Reynolds et al., 1997; Beran, 1998).

Svou vyznamnou roli v ekosystému zastavaji i ve vztahu opacném, kdy se stavaji
hostiteli. Nékteré¢ druhy mlzi jsou hostiteli ryb z rodu Rhodeus. Tyto ryby vyuZzivaji mlze ve
svém rozmnoZovacim cyklu tak, zZe samicky kladou jikry sifonem do Zaber mlzl, samecek
nasledné vypousti mli¢i v blizkosti dychaciho otvoru a k oplozeni dochazi uvniti mlze. To
poskytuje plidku docasnou ochranu, nez ho mlz vyvrhne ven. Timto napomahaji naptiklad
hotavkam k rychlému §ifeni do novych lokalit, kde mohou byt povazovany za invazivni druh

(Vrtilek et Reichard, 2012, Reynolds et al., 1997).

3.2.1.5 Etologie

I kdyz mlzi tvoii velké mnozstvi biomasy vodniho prostfedi a dosahuji vysoké hustoty
ve vétSing sladkovodnich stanovist, tak je znamo jen velmi mélo z jejich etologie (Zajac et
al., 2016). Obecn¢ jsou sladkovodni mlzi vykonnymi filtratory. Odfiltrovavaji jemny detrit,
plankton, bakterie i1 organicky materidl z vodniho sloupce (Beran 1998; Vaughn et
Hakenkamp, 2001; Ravera et Sprocati, 1997). N¢které druhy, naptiklad velevrubi a Skeble, se
zavrtavaji do dna 1 do né€kolikacentimetrové hloubky. Substrat, ve kterém mlzi Ziji zahrabani,
jeho typ a stabilita, jsou dulezité faktory, které ovliviiuji jejich hustotu a druhovou bohatost

(Allen et Vaughn, 2009). Rozmisténi mlzi v piirodnich podminkach neni nahodné, nejvice

obsazované stanoviste je podél biehu v pfiblizné palmetrové hloubce (Zajac et al., 2016).



MIlzi plni vyznamnou roli ve vodnim ekosystému, protoZe diky svym specifickym
schopnostem vyznamné ovliviiuji vodni prostfedi. Mimo jiz zminéného ¢iSténi vody se
uplatiiuji v ovliviiovani mnozstvi zivin ve vodnim prostfedi, nebo jako hostitel ¢i potrava pro
jiné zivocichy (Zajac et al., 2016). Obzvlasté schopnost odstranovat organické znecisténi je
klicovd u vodnich ploch s mnohostrannym vyuzitim. Nejvice jsou zatizeny mélké vodni
nadrze s pitnou vodou vyuZzivané zaroven jako rekreacni. RuSeni mlzi ptejezdy lodi,
obzvlasté motorovych, mize snizit denni filtracni rychlost populace mlzii az o 6,9%. Druhy

......

2013).

3.2.1.6 Vyuziti mlzi jako bioindikatori

Antropogenni zatizeni, zeméd¢€lské vyuzivani krajiny i primyslova ¢innost - to vse
prispiva k soustavnému snizovani kvality vody sladkovodnich stanovist’ (Guidi et al., 2010).
Sladké voda sice tvoii jen 0,01% svétové vody, presto je vSak Zivotnim prostiedim pro vice
nez 100 000 druht Zivocichtl, coz je ptiblizné 6% vSech dosud popsanych druht (Dudgeon et
al., 2006). Mimo to plni vodni plochy také ulohu ekonomickou, kulturni, rekreacni,
estetickou, ¢i dopravni, nemluvé o tom, Ze je na vod¢ zivotné zavisla vétsSina organismi na
Zemi. Zachovani kvality sladkovodnich ploch je rozhodujici pro vSechny lidi bez rozdilu, i
piesto vS§ak mnohé vodni plochy zazivaji pokles biodiverzity, ktery je mnohem vétsi, nez je u
nejvice postizenych suchozemskych ekosystémi (Dudegon, 2006). Pro uspéSnou ochranu
zbyvajiciho vodniho prostiedi je tfeba vhodna detekce stavu a zmén kvality vody. Jako velmi
vhodna cesta se jevi vyuzivani vodnich bezobratlych jako organismt schopnych z vody
zachytavat a ve svych télech akumulovat rizné ve vodé piitomné latky, velmi vhodnymi pro
mlzi patii prisedly zplisob Zivota, ziskavani potravy pomoci filtrace vody, snizena citlivost k
nasledklim akumulace latek v téle, nebo vysokd odolnost ke zmé&nam kvality Zivotniho
prostfedi (Stambuk et al., 2009). Mlzi fadu Unioida se v posledni dobé stavaji hlavnim
studijnim cilem v oblasti toxikologie (Farris, J. L. et J. H. Van Hassel, 2010). Pro potieby
biomonitoringu se vyuzivaji jedinci z umélého chovu, neptibuzni jedincim vyskytujicim se
v meétené lokalité. To zaruCuje eliminaci ruSivych efektd, naptiklad adaptaci organismu

meétené latce (Vukovic-Gacic, 2014).



Kromé standardné sledovanych znecistujicich latek se pomérné novym problémem
stava pritomnost estrogennich ¢i androgennich latek ve vodé, které mohou zplisobovat
endokrinni poruchy u volné Zijicich zvifat i lidi. (Hill et al, 2002; Madsen et al., 2004).
Estrogeny syntetické, tvorici aktivni slozku perordlni hormondlni antikoncepce, i pfirodni, se
dostavaji do vodniho prostiedi z vyméskt hospodaiskych zvitat ¢i lidi. Tyto slouceniny se v
odpadnich vodéach velmi rychle fedi a proto je velmi narocné je detekovat. Strojové méieni
vSak zaznamendvd pouze okamzité koncentrace danych latek a je tak zatizeno chybou
kratkodobého i dlouhodobého kolisani koncentraci téchto latek (Liscio et al., 2009).

To je jeden z divodl, pro¢ v poslednich deseti letech ziskdva na oblibé aktivni
biomonitoring vyuzivajici k detekci latek zivé organismy. Vyuziti téchto organismi je vedle
samotné detekce latek i mocnym ndstrojem k hodnoceni ekologickych rizik pro vodni
prostiedi. Mnozstvi druhli zivociSnych i rostlinnych organismi pouzivanych pro tento typ
monitoringu se rozSifuje. Mimo detekci organickych znecist'ujicich latek mohou byt vyuzity 1
k detekci anorganickych zneciStujicich latek, naptiklad vyskytu tézkych kovl (Vukovic-
Gacic, 2014).

Navzdory témto kladim vSak Liscio at al. (2009) pii detekci organickych latek,
konkrétn¢ estrogennich sloucenin, ve vodé upfednostituje pfistroje oproti bioindikacnim
zivoc¢ichim. Konkrétné porovnaval strojové méfeni s méfenim za pomoci mlzii z hlediska
nakladové efektivity a schopnosti spolehlivé monitorovat estrogenni latky v cistiCkach
odpadnich vod. Jeho vysledky ukazaly, ze pro méfeni téchto latek ve vode vykazuji mlzi horsi
vysledky ve srovnani s pfistroji. Divodem mize byt zatim nedokonald znalost endokrinniho
systému mlzli a s tim spojend chybna interpretace nékterych faktl, naptiklad do jaké miry
jsou nahromadéné estrogeny v téle metabolizovany, nebo kolik naakumulovanych estrogenti
ve tkéanich pochdzi z metabolizmu ZivoCicha. Dale zpracovani vzorkli mlzi je
komplikovanéjsi ve srovnani s pfistroji. I pfes dand fakta vSak uznava vyznamnou roli mlza
jako bioindikatori ve smyslu studia moznych UCinkli estrogennich sloucenin ve vodnim
prostredi.

Dalsi skupinou latek, k jejichz detekci lze uspéSn€ vyuzit mlzi jako detekénich
organismu, jsou antidepresiva. Antidepresiva patii mezi nejcastéji detekovatelnd huménni
1é¢iva ve vodnim prostfedi. Mlzi maji k témto latkdm velmi citlivé receptory. Ve vysSich

koncentracich dokonce dochézi k ovliviiovani pohybového a reprodukéniho systému (Fong



and Ford, 2014). Vodni Zivo¢ichy miZe dale ovlivnit i1 pfitomnost latek, které jsou bézné€ lidmi
vyuzivany a dostavaji se tak do odpadnich vod. Jsou jimi napiiklad rizné¢ viné, opalovaci
mléka (Daughton et Ternes, 1999), antibiotika, analgetika a protizanétlivé 1éky, steroidni
hormony a antihypertenziva (Puckowski et al., 2016) a dalsi bézné pouzivané latky.
Nedostatecné osSetfena odpadni voda vypousténa do piirodnich tokl s sebou piinasi i tyto
skodlivé latky. Cisticky odpadnich vod nebyly ptivodné navrzeny tak, aby byly schopny tyto
latky z vody odstranit. Jejich hlavnim tkolem je pfedevSim odstraiiovani organickych latek
pevnych i rozpusténych, zejména tukii a zivin. V disledku toho se léky, jejich rezidua,
hormony 1 latky bézné lidské spotieby dostavaji do pfijimaciho ekosystému, nejcastéji feky,
mofte, ocednu, nebo vodni nadrze (Hubera et al., 2016).

Pro vodni bezobratlé je to obzvlasté nebezpecné, vzhledem ke skutecnosti, ze se po
veétSinu zivota zdrzuji vyluéné ve vodé¢, ve které se 1 rozmnozuji. Fyziologické zmény
zpusobené pomalym hromadénim téchto latek v jejich télech nejsou vétSinou patrné, dokud
kumulativni troven téchto t¢inkd nezplisobi kaskadu nevratnych zmén. Tyto zmény mtizou
byt natolik rychlé, Ze organismy ani prostfedi, ve kterém Zziji, nebudou mit Sanci se jim
pfizptisobit (Daughton et Ternes, 1999). Reakce mlzli na stres vlivem prostfedi se mize
projevovat jako fyziologické, histologické a molekularni reakce organismu, vcetné
abnormalni morfologie, zmény DNA (Vukovic-Gacic, 2014), naruSeni interdruhové chemické
komunikace (Van Donk et al., 2015) a dalsi.

Faktem zistava, ze v nékterych cistickdch odpadnich vod s rtiznymi zptisoby ¢isténi
byla pozorovédna Castecna eliminace téchto latek. Mezi faktory ovliviiujici odstrafiovani patii
typ Cisticiho procesu, stupeil fedéni surové odpadni vody, ¢i teplota. Vyznam ma i geografické
umisténi a sezénni vykyvy teploty. Degradace probihd pomaleji pfi nizkych teplotach, v
Arktickych oblastech je eliminace nejnizsi. NefeSenym paradoxem zUstava, Ze zrovna v
téchto oblastech dochazi k intenzivnimu rybolovu, z n¢hoz vytézené maso putuje do celého

svéta (Hubera et al., 2016).



3.3. Antidepresiva

o 24

se zvySujici spotfebou souvisi zneciStovani Zivotniho prostfedi nasledované vymiranim
nékterych zivociSnych druhti. Vedle znecist'ujicich anorganickych latek se v ptirode vyskytuji
1 zneCist'ujici latky, které se do vodniho prostiedi dostaly jako rezidua 1€kii ¢i jinych latek pro
osobni péci lidi. Mezi stale Castéji detekovatelné latky patii antidepresiva, jejichz zvySujici se
vyskyt reflektuje nartst psychiatrickych onemocnéni (Daughton et Ternes, 1999; Puckowski
et al., 2016). Uzkost je nejéastéj$im typem psychiatrického onemocnéni, které bylo v
minulém stoleti Siroce rozsiteno po celém svété. Odpoveédi na to byla zavedena 1éCiva pro
kontrolu tohoto typu onemocnéni i souvisejicich psychiatrickych nemoci (Farsimadan, 2016).

Neuroaktivni latky - antidepresiva, patfi mezi skupinu lékt, které jsou pacientim
pfedepisovany velmi Casto. Pouzivaji se k 1écb€ depresi rizného pivodu, poruchy piijmu
potravy, poruchdm osobnosti (Brooks et al., 2003) i mnozstvi dalSich psychickych pathos.
Utinek se vyviji s latenci nékolika tydnd, a to pouze u psychicky nemocnych. Od
antidepresivniho uc¢inku je tfeba oddélit akutni ucinky, které se vyvinou i u psychicky
zdravych osob - celkovy utlum a vegetativné nezadouci G€inky (Lillmann, 2004). VétSina
antidepresiv je silnym inhibitorem REM spanku, at’ uz se podéavaji akutné, subchronicky,
nebo chronicky (McCarthy et al., 2016).

Existuje n€kolik typl antidepresiv, ale mezi nejoblibenéjsi patii selektivni inhibitory
zpétného vychytavani serotoninu (Lajeunesse et al., 2011). Tyto latky zptsobuji koncentraci
serotoninu v nervovych synapsich (Burkina et al., 2015). Podle zpravy OECD (Organisation
for Economic Co-operation and Development) z roku 2011 se spotieba téchto drog ve vSech
zemich v poslednim desetileti zvysila o 60% (Silva et al., 2015). Spotieba antidepresiv
(amitriptylin) v nemocnicich byla jen v roce 2007 zavratnych 34 836 t (Jean et al., 2012).
Proto neni divu, Ze antidepresiva jsou latky detekovatelné ve vod¢ ve stale vétSim mnozstvi.
Kromé 1é€by nemocnych dochézi i ke zneuzivani sedativnich Gcinki téchto 1é¢iv, takze mize
byt v budoucnu vyzadovano zjistovani jejich pfitomnosti v odpadnich vodach (Farsimadan,
2016).

Farmaceutickd rezidua se sice v pfirod¢ vyskytuji jen v nizkych koncentracich, ov§em

pfichdzeji do vodniho prostiedi rychleji, nez dochazi k jejich degradaci. Tak dochéazi k
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dlouhodobé expozici vodnich Zivo€ichll témto latkam, coz miiZze zpusobit nezadouci ucinky
na tyto necilové organismy. To je jeden z divodud, pro¢ jsou tyto latky povazovany za
nebezpecné kontaminanty. Farmaceuticka rezidua se vyskytuji nejen ve vodnim prostredi, ale
1 v sedimentech a padé¢ (Puckowski et al., 2016).

Pro lepsi orientaci je uveden stru¢ny seznam skupin, do kterych se antidepresiva déli.

3.3.1 Rozdéleni antidepresiv
Antidepresiva se daji délit dle riznych aspektii (Cedkova, E., 2016):
« podle generaci na antidepresiva L., IL., III. a IV. generace
« na klasicka a nov¢jsi
« podle chemické struktury na tricyklicka, tetracyklickd a heterocyklicka
 podle mechanismu ucinku na inhibitory zpétného vychytavani monoamint a

inhibitory biodegradace

Inhibitory zpétného vychytavani monoamint jsou déleny do Ctyf generaci:
« 1. generace
« tricyklika a tetracyklika, u¢inné latky: imipramin, amitriptilin, nortriptilin,
klomipramin a dosulepin
« II. generace
« heterocyklika, G¢inna latka: maprotilin
« III. generace
« specifické inhibitory zpétného vychytavani serotoninu (SSRI), uc¢inné latky:
fluoxetin, fluvoxamin, citalopram, paroxetin, sertralin, escitalopram
« serotoninovi antagonisté a inhibitory zpétného vychytdvani (SARI), aéinné
latka: trazodon
« alosterickd inhibice zpétného vychytavani serotoninu (ASRI), G¢innd latka:
escitalopram
« inhibitory zpétného vychytavani noradrenalinu (NARI), uc¢inné Ilatky:

reboxetin, atomoxetin

-11 -



« IV. generace
« inhibitory zpétného vychytavani serotoninu a noradrenalinu (SNRI), G¢inné
latky: venlafaxin, milnacipran, duloxetin
« noradrenergni a specificky serotonergni antidepresiva (NaSSa), ucinné latky:
mianserin, mirtazapin
« inhibitory zpétného vychytavani dopaminu a noradrenalinu (DNRI), u¢inna

latka: bupropion

Inhibitory biodegradace

« . generace (neselektivni)

« Ireverzibilni, i€¢inna latka: tranylcypromin

« Il.generace (selektivni)

« Inhibitory MAO
o -MAO-A, uc¢inna latka: moklobemid
« I-MAO-B, t¢inna latka: selegilin

Antidepresivni léCiva jsou velkou skupinou 1¢kti, obsahujici mnozstvi u¢innych latek a
jesté vetsi mnozstvi chranénych nazva 1ékl. Proto budou déale uvedeny a rozebrany pouze tii
ucinné latky ze skupiny selektivnich inhibitori zpétného piijmu serotoninu - citalopram,
sertalin a venlafaxin, dale za skupinu benzodiazepiml oxazepam a tramadol za opioidni
analgetika. U kazdé uc¢inné latky bude uveden ucinek na pacienty, kvili kterému je latka

uzivana, a popsany uc¢inek na vodni bezobratlé.

3.3.2. Definice péti nejéastéji uZivanych psychicky aktivnich latek

3.3.3 Selektivni inhibitory zpétného piijmu serotoninu

Znaci se SSRI z anglického selective serotonin reputake inhibitors. Vedouci latkou je
fluoxetin. Tyto latky inhibuji v CNS zpétny pfijem uvolnéného serotoninu do nervovych
bunék a tim zvysuji extracelularni koncentraci serotoninu v synaptické §térbiné. U¢inkem jsou

srovnatelna s tricyklickymi antidepresivy, jejich spekrtum nezaddoucich ucinki je vSak zcela
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odlisné. Typické neZzadouci uCinky jsou nauzea, nechutenstvi, poruchy spanku, muze se
stupniovat agresivni chovani. Metabolizuji se s polocasem 50-70 hodin. (Liillmann, 2004). Pti
pokusech s mlzi rodu Ilyanassa obsoleta byly pozorovany poruchy lokomoce a problémy
souvisejici s funkénosti svalnaté nohy, zejména vyrovnéavaci schopnost, a to po vystaveni
latkam z této skupiny antidepresiv. Nejnapadnéjsi ucinek byl pozorovan pii expozici mekkysa
fluoxetinu, kdy se negativni zmény oproti kontrolni skupiné projevily pii koncentraci 3,45 pg/
1, coz je cca 3,71 krat vySsi koncentrace oproti Zivotnimu prostfedi, pfi expozi¢ni dob¢ 2
hodiny (Moreno-Gonzélez et al., 2016). Vliv fluoxetinu na me&kkyse potvrdil i Fong et al.
(2014), konkrétné zjistil sniZzeni rychlosti i Cetnosti pohybli smérem k rozhrani vody a

vzduchu u mekkysa druhu Urosalpinx cinerea a Lithopoma americanum.

3.3.3.1 Citalopram

Citalopram (CIT) je mimo svého Ccistého stereoizomeru escitalopramu
nejselektivnéj$im inhibitorem zpétného vychytavani serotoninu. Je vhodny k 1é€bé starSich
nemocnych nebo u pacientd, u kterych nepfevazuje utlum a neklid (Glassman et al., 2002).
Hlavni indikaci je deprese, dale se pouziva k 1écbé panické poruchy, dysthymie,
premenstruacni dysforické poruchy, télesné dysmorfické poruchy a obsedantné¢ kompulzivni
poruchy (Farsimadan, 2016). Fong et Hoy (2012) provedli pozorovani ucinku citalopramu a
venlafaxinu na vodni mékkyse, konkrétné na druhy Leptoxis carinata a Stagnicola elodes.
Laboratorni testy ukazaly, ze vystaveni mekkyst pfitomnosti citalopramu i venlafaxinu
zpisobuje vyznamné naruSeni piilnavosti k podkladu. Jedinci, kteti se od podkladu oddélili,
nebyli jiz schopni se znovu piichytit. K témto vysledkiim dochazelo pii nizsich koncentracich
danych latek, nez jaké jsou hlaSeny z Cistiren odpadnich vod v Severni Americe i Evropé.
zivocichy. Fong et Molnar (2012) provedli pozorovani ovlivnéni pfilnavosti vodnich
mekkysi, tentokrat druhti Zijicich ve slané vodé€, konkrétné druht Chlorostoma funebralis,
Nucella ostrina, Urosalpinx cinerea, Tegula fasciatus a Lithopoma americanum, latkami
obsazenymi v antidepresivnich lé¢ivech - fluoxetin, fluvoxamin, venlafaxin a citalopram.
Vysledky ukazaly, stejné jako u sladkovodnich plzi, Ze tyto latky, bézné se vyskytujici v

odpadnich vodach vypousténych do sladkych i slanych vod, ovliviuji pfilnavost plza k
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podkladu. V téchto experimentech byli mofsti plzi méné citlivi k u¢inktim latek obsazenych v

antidepresivech, nez jejich sladkovodni piibuzni.

3.3.3.2 Sertraline

Sertraline (SRT) je bezpecné a ucinné 1é¢ivo pro 1écbu depresi, stavi po infarktu
myokardu, nebo v souvislosti s nestabilni anginou pectoris (Glassman et al., 2002). Casto se
pouziva k 1écb¢ deprese, panické poruchy, dysthymie, premenstruacni dysforické poruchy, ¢i
obsedantn¢ kompulzivni poruchy (Farsimadan, 2016). Na pacienty nepiisobi sedativné a po
pfekonani moznych prvotnich nezadoucich G¢inkl pii jeho uzivani neplyne pro pacienty
zadné omezeni v bézném zivoté (Glassma et al., 2002). Vliv na vodni bezobratlé¢ byl zkouman
na tfech raznych druzich vodnich zivocichl - Amphibalanus amphitrite, Brachionus plicatilis
a Mytilus galloprovincialis, jez byly vystaveny stejnym koncenrtacim sertralinu, jaké se
vyskytuji v zZivotnim prostiedi. U jedinch Amphibalanus amphitrite a Brachionus plicatilis
vyvolaly jiz nizké koncentrace sertralinu vyznamné behaviordlni zmény plavani, vyssi
koncentrace vedly k imobilizaci ¢i amrti. U druhu Brachionus plicatilis byla pozorovéana
embryotoxicita (Estévez-Calvar et al., 2016). Moreno-Gonzalez et al. (2016) pozorovali u
moftského mekkyse Ilyanassa obsoleta poruchy lokomoce a problémy souvisejici s funk&nosti
svalnaté nohy, zejména omezeni jeji vyrovnavaci funkce. Krom¢é mékkysa byl prozkouman i
vliv na jiné vodni bezobratlé, konkrétné u druhu Daphnia magna. Sertraline zvysil plodnost
FO generace, ale snizil pocet potomkii F1 generace. Mimo tuto skuteCnost lze sertraline
povazovat za hrozbu pro Zivotni prostiedi 1 kviili jeho kumulaci ve vodnich fasach a kvali
fyziologické slabosti zkoumanych Zivocichli pozorované po celé¢ generace (Minguez et al.,

2015).

3.3.4 Inhibitory zpétného vychytavani serotoninu a noradrenalinu (SNRI)

Latky této skupiny inhibuji zpétné vychytdvani serotoninu a noradrenalinu, ve
vysokych davkach ovliviiuji i vychytdvani dopaminu. Maji Siroké spektrum antidepresivniho
pusobeni diky dudlnimu uc¢inku, nemaji afinitu k muskarinovym, histaminovym, ani

adrenergnim receptorim. Vyznacuji se kratkym poloCasem rozpadu, malo se vazi na
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plazmatické bilkoviny, maji linearni farmakokinetiku a nizké riziko farmakokinetickych
reakci. Snasenlivost téchto latek je u rtiznych pacientli rozdilnd, oproti SSRI jsou zatizeny
serotoninovymi a noradrenalinovymi nezddoucimi G¢inky. Noradrenalinové nezadouci t¢inky
jsou naptiklad anxieta, agitovanost, tachykardie a zvySeni krevniho tlaku, mezi serotoninové
nezadouci ucinky patii nauzea, vomitus, prijem, insomnie, tenze, sexualni dysfunkce (Dusek

et al., 2010).

3.3.4.1 Venlafaxine

Vyuziva se k 1é€bé vSech druhli depresi a tzkosti, G€inny je i pii 1é€bé chronickych
bolestivych stavli. Pomérné rychle zlepSuje utlumenou psychomotoriku. (Janti et Rackova,
2006; Boucek et al., 2005). Venlafaxine je U¢inny i u pacientii, u kterych selhaly jiné
terapeutické postupy, vcetn¢ inhibitori monoaminooxiddzy (IMAO) a elektrokonvulzi
(Raboch et al., 2005). Na mlze ma velafaxine podobné ucinky jako citalopram, narusuje
schopnost ptichytit se k podkladu a to jiz pfi nizkych koncentracich. Jednou oddéleni jedinci
jiz nebyli schopni se znovu pfichytit (Fong et Hoy, 2012). Rychlost pohybu je taky
venlafaxinem ovlivnéna. Pozorovani probéhlo na meékkySich druhu Urosalpinx cinerea a
Lithopoma americanum. Venlafaxin pisobil na mékkySe tak, ze se pohybovali rychleji a
Castéji smérem k hladin¢ (Fong et al., 2014). Byl potvrzen i vliv na dal$i vodni bezobratlé¢,
konkrétn€ na hrotnatku velkou - Daphnia magna. Venlafaxine snizil mnozstvi potomkt u FO

generace a zpusobil drogovou toleranci u F1 generace (Minguez et al., 2015).

3.3.5 Benzodiazepimy

Latky této skupiny plisobi pomérné specificky proti staviim strachu a anxiézni nalad¢.
Jejich terapeuticka Sife je velkd. Ve vysSich davkach plisobi tlumivé, myorelaxaéng, pii
chronickém podavani mohou vyvolat zavislost a nutkavé zneuzivani. Uinek na organismus je
vyvolan zesilenim inhibi¢niho G¢inku transmiteru GABA na jeho receptory. Vedouci latkou je
diazepam. Benzodiazepiny nemaji antipsychoticky ucinek, ale snizuji elektrickou aktivitu
retikularni formace a limbického systému a tim snizuji vliv zevnich 1 vnitinich stimuli, ¢imz

se védomi distancuje od vnitinich i vnéjSich prozitkt (Liillman, 2004).
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3.3.5.1 Oxazepam

Oxazepam je jednou z mnoha uU¢innych latek skupiny benzodiazepimii. Patii do
skupiny benzodiazepimi se slab§im ucinkem a kratkym polo€asem eliminace v organismu, v
primé&ru 12 hodin (Lincova et Farghali, 2005). Patfi mezi velmi ¢asto predepisované latky.
Mackul'ak et al. (2015) provedl méfeni odpadnich vod nemocnic na tizemi Ceské a Slovenské
republiky a jeho vysledky prokazaly oxazepam spolu s dalSimi latkami (kotinin, tramadol,
venlafaxin, kodein, oxykodon) jako nejvice koncentrované latky v téchto vodach (Mackulak
et al., 2016). U sladkovodnich mlzi vyskytujicich se v fekdch kontaminovanych
oxazepamovymi rezidui pochazejicimi z Cisticek odpadnich vod bylo popsano poSkozeni

DNA (Kolarevi¢ et al., 2016).

3.3.6 Opioidni analgetika

Opioidy jsou nejucinnéjsi analgetika, miizeme rozdélit na slabé a silné opioidy podle
miry aktivace opioidnich receptori a afinity k nim. Podle blokace ¢i stimulace téchto
receptorti délime opioidy na agonisty, agonisty-antagonisty a antagonisty. Mezi nezadouci
ucinky patii zacpa, nauzea, sedace, nava, ospalost, zvraceni, pruritus, retence moci, pocent,
zavraté. Nutno je pocitat i s fyzickou ¢i psychickou zdvislosti pfi neuvdzeném uzivani

(Rokyta et al., 2005).

3.3.6.1 Tramadol

Tramadol je stfedné silné opioidni analgetikum. Pouziva se k tlumeni akutni i
chronické stfedné silné az siln¢ bolesti. Na rozdil od jinych opioidnich analgetik u tramadolu
hrozi jen velmi malé riziko vzniku zavislosti. VSeobecné je velmi dobfe snasen, ve vysSich
davkach se miZe objevit depresivni efekt na kardiovaskularni a respiracni systém, nauzea a
zvraceni (Mirossay et al., 2006). Patii mezi ¢asto predepisované analgetikum, na uzemi CR a
SR patii mezi nejcastéji detekované latky v odpadnich vodach nemocnic (Mackulak et al.,

2016). Vliv na vodni bezobratlé¢ byl zkoumadn na druhu hrotnatka velka (Daphnia magna).
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Zkouman byl vliv tramadolu na procento pfeziti, délku téla F1 generace a pocet mlad’at na

samici, vSechny aspekty byly tramadolem ovlivnény negativné (Le et al., 2011).

-17 -



4. Material a metody

Experimentalni ¢ast prace byla provedena v pribéhu prosince 2016 v prostorach
Ceské zemddélské univerzity v Praze. Samotnému experimentu piedchéazela p¥iprava a po
zakonCeni experimentu nasledovalo zpracovani ziskanych vzorkd a zpracovani dat. V ramci
pfipravy byly nachystany nezbytné pomiicky, vybaveni, pfistroje a stanoven postup prace v

piehlednych bodech:

Seznam pomticek a ptistroji:

+ 14 sklenénych nadob o objemu 50ml

« 14 kust Al folie o rozmérech 15 x 15 cm

« filtracni papir o rozméru 50 x 30 cm

« dva plastové kanystry o objemu 20 1

« plastové pipety o objemu 5 ml

« 32 ks injek¢nich stiikacek o objemu 5 ml

« 32 ks biologickych filtrti na stiikacky

« 32 ks sklenénych vrorkovacich lahvic¢ek

« roztok tramadolu o koncentraci 1pg/l

« odstata kohoutkova voda

« 5 dospélych jedinct skeble ti¢ni (4nodonta anatina)
« zdravotnicka jehla - rizova

« injekeni stiikacka o objemu 10 ml

« plastova nadoba o objemu 350 ml

« svorka na otevirani lastur

« sonda na méfeni konduktivity, teploty, pH a tvrdosti vody
« mikroskop s moznosti nahravani videi + PC + HDD
« pipeta + nasada

« NaCl

* 56 ks petriho misek

e 56 ks filtraénich viéek
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« trychtytovita lahev

« 35 ks plastovych nadrzi o objemu 5 1, s vickem a vzduchovanim

« 14 ks juvenilnich jedinci ryby druhu jelec tloust’ (Leuciscus cephalus) dlouhodobé
vystavenych tramadolu

« 14 ks juvenilnich jedinci ryby druhu jelec tloust (Leuciscus cephalus) nevystavenych
tramadolu

« stopky

+ 2 ks nadob na vodu o objemu 50 1

« pocitaci Petriho miska

« stiicka

« anestetikum pro ryby

« sacky

« popisovaci fixa

4.1 Priprava sklenénych nadob pro glochidia

Prvnim krokem experimentu bylo namichani roztoku tramadolu o koncentraci 1pug/l.
K tomu bylo vyuzito 190 ml roztkoku tramadolu o koncentraci 10,7 mg/l pfidaného do
plastového kanystru s 2000 ml odstaté kohoutkové vody. Tento kanystr byl oznacen
popisovaci fixou symbolem T (T = tramadol). Druhy plastovy kanystr byl oznacen symbolem
C (C = control) a naplnén 2000 ml odstaté kohoutkové vody. Poté byly na filtra¢ni papir
rozmistény sklenéné nadoby o objemu 50 ml tak, aby vytvotily dvé skupiny po 7 kusech.
Kazda nadoba byla oznaCena popisovacim fixem kédem CG1 - CG7 pro skupinu nadob s
kontrolnimi glochidii, nebo TG1 - TG7 pro skupinu naddob s glochidii vystavenymi tramadolu.
Poté byly nadoby skupiny CG naplnény 30 ml odstaté kohoutkové vody a nddoby skupiny TG
byly naplnény 30 ml roztoku tramadolu o koncentraci 1pg/l. Bezprostiedné po naplnéni byly
nadoby uzavieny alobalovou f6lii. Pak byly odebrany kontrolni vzorky z obsaht ¢ty nadob
ze skupiny CG a Ctyf nddob ze skupiny TG. Pomoci 5 ml injekénich stiikaek byl odebran
vzorek a pres biologicky filtr aplikovan do sklenénych vzorkovacich lahvicek, oznacenych dle
odebiranych nadob CG1 - CG4 S (S = start), nebo TG1 - TG4 S (S = start). Lahvicky byly

uzavieny vickem, ulozeny do saCku a poté do mrazaku ptritomného v laboratofi, pred
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dorucenim na rozbor specializovanou laboratofi. Prubézn¢ byla méfena a zaznamenéavana
konduktivita, teplota, pH a koncentrace rozpusténého kysliku ve vodé¢ pomoci specialni

sondy.

4.2 Ziskani a umisténi glochidii

Glochidia potiebnd pro dany experiment byla ziskdna z péti mateiskych jedinct
vodniho mlze Skeble ti¢ni (Anodonta anatina). Mlzi byli manualné ocisténi a jednomu po
druhém byly pootevieny jejich lastury pomoci svorky na otevirdni lastur. Po otevieni
schranky mlze bylo nalezeno, odkryto a manualné pomoci jehly perforovano marsupium. Poté
byl proveden vyplach marsupia pomoci jehly a 10 ml stiikacky naplnéné odstatou
kohoutkovou vodou. Proud vychazejici z mlze obsahoval mnozstvi glochidii a byl zachycen

do plastové nadoby.

Obr. ¢. 1 - svorka na otevirani lastur

Postup byl zopakovan u vsech jedinci stejnym zplsobem. Ziskana glochidia byla
otestovana testem vitality: z kazdého odbéru bylo 5 ml plastovou pipetou oddéleno cca 20 ks

glochidii. Ta byla umisténa na Petriho misku s malym mnozstvim vody a vloZzena pod
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mikroskop. Do vody byly pfidany 3-4 zrnka NaCl, ktery simuluje pfitomnost hostitele.
Glochidia by po kontaktu s NaCl meéla sklapnout. V nami testovanych péti skupinach o
celkovém poctu 192 jedinci byl pocet reagujicich glochidii 191 ku 1 glochidiu, které se
nezavielo. Test prokazal velmi dobrou reaktivnost u vSech péti odebranych skupin. Glochidia
od vSech péti dospélcli byla smichdna do jedné skupiny, ktera byla aplikovana do
pripravenych sklenénych nadrzi pomoci plastové pipety. Dvé davky o pfiblizné stejném

mnozstvi jedinct do kazdé nadoby. Nésledovala 24 hodinové expozice.

Obr. €. 2 - otevieny jedinec s prodéravénym marsupiem

4.3 ZaloZeni nadrzi s rybami

Béhem trvani expozice glochidii tramadolu byly zaloZeny nadrZe pro ryby. Celkem 24
plastovych nadrzi o objemu 5 litrd bylo umyto, rozdéleno do dvou skupin, aplikovano vicko a

vzduchovaci kaminek. Nasledovalo pfidani 2 litri odstaté kohoutkové vody, zprovoznéni
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vzduchotechniky a oznaceni popisovaci fixou dle skupin, symbol CGICR - CG7CR pro
nadrze s glochidii nevystavenymi tramadolu a pro rybu nevystavenou tramadolu, CG1TR -
CG7TR pro nadrze s glochidii nevystavenymi tramadolu a pro rybu vystavenou tramadolu,
TGITR - TG7TR pro nadrze s glochidii vystavenymi po dobu 24 hodin tramadolu a pro rybu
vystavenou tramadolu a TGICR - TG7CR pro nadrZze s glochidii vystavenymi po dobu 24
hodin tramadolu a pro rybu nevystavenou tramadolu. Nadrze byly umistény na nerezovém
stojanu ve dvou fadach po 14 nadrzich. Pro minimalizovani mozného vlivu teploty na

vysledek experimentu byly nadrZe riiznych skupin mezi sebou na stojanech promichany.

Obr. ¢. 3 - nadrZe s rybami

4.4 Umisténi ryb a glochidii do nadrzek

Glochidia byla plastovou pipetou vyjmuta ze sklenénych nadrzek a pfenesena na
jemné sitko, to bylo vlozeno do uzaviratelné Petriho misky oznacené stejnym kodem jako
puvodni sklenénad nadrzka. Opét byla specidlni sondou zmétfena konduktivita, teplota, pH a

saturace O2. Nameéfend primérnd konduktivita byla 406,5 uS, praimérna teplota 22 °C,
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primémé pH 8,01 a primérna saturace 8,26 mg/l. Namétené hodnoty se neliSily mezi
skupinami.

V dalsim kroku byli do kazdé ptredem piipravené plastové nadrze aplikovani juvenilni
jedinci ryby druhu jelec tloust (Leuciscus cephalus) dle skupin s rybou vystavenou c¢i
nevystavenou tramadolu. Primérna hmotnost ryb byla 8,6 g (smérodatnd odchylka 1,7) a
prumérna délka byla 8,98 cm (smérodatna odchylka 0,77). Poté byla dle skupin ptfidana
vystavena ¢i nevystavend glochidia. Nasledné byla po dobu 15 minut manuélné vifena voda
vytvafenim proudu pomoci plastové pipety. Potom byly ryby pfemistény do jiné nadrzky,
voda z puvodni nadrzky byla piefiltrovana ptes jemné sitko, které zachytilo nepfichycené
glochidie k pozdéjsimu spocitani. Nadrzky byly opét naplnény vodou a ryby do nich byly
vraceny. Nasledovala 24 hodinova expozi¢ni doba béhem niZ byla spocitdna piedcasné

odpadla glochidia, vysledky jsou uvedeny v tab. ¢. 1 (viz. kapitola 8. - Pilohy).

4.5 Ukonceni experimentu s rybami

Po uplynuti 24 hodin byla kazda ryba vylovena z nadrzky, vloZzena do nddoby se smési
vody a anestetika, jehoZ vysoka koncentrace rybu usmrtila. Po usmrceni byla ryba vlozena do
plastového sacku se stejnym oznacenim jako nadrzka (CG1CR-CG7CR, TGICR-TG7CR,
CGITR-CG7TR, TGITR-TG7TR) a uskladnéna v mrazdku k pozdéjsimu vyhodnoceni.
Pomoci speciadlni sondy byla zmétfena priimérna teplota v nadrzkach 18,7 °C, kterda se mezi
skupinami neliSila. Voda z nadrzky byla pfelita pfes jemné sitko a 1 se zachycenou hmotou
ulozena do uzaviratelné Petriho misky oznacené stejné¢ jako nddrzka k pozdéjSimu
vyhodnoceni. Po dokonceni vSech nadrzek nasledovalo vyhodnoceni hmoty zachycené na
sitcich. Vyhodnocoval se pocet glochidii pfitomnych na vicku, u glochidii pfichycenych, ale
odpadlych béhem 24 hodinové expozice véetné zdznamu, zda byla zaviend, ¢i oteviena.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce €. 2 (viz. kapitola 8 - Ptilohy).

Nasledné bylo ptikro€eno k pocitani glochidii zachycenych na télech ryb. Ryby byly
prohlédnuty pod mikroskopem, nejprve ploutve v potadi ocasni, hibetni, fitni, bfi$ni a hrudni,

nasledovaly skiele z vnéjsi i1 vnitini strany, usta a ustni okoli a zdvérem zbyly povrch téla.

Po prohlédnuti povrchu téla byly odstranény skiele, vypreparovany zaberni oblouky,
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separovany na jednotlivé oblouky a téZ prohlédnuty. Vysledky pocitani jsou uvedeny v

tabulce 3a, 3b, 3c a 3d (viz. kapitola 8 - Ptilohy).

Obr. €. 4 - zaberni oblouk s pfichycenymi glochidii

Timto skoncila prakticka ¢ast experimentu a bylo ptikroceno ke zpracovani

nasbiranych dat. Statistické hodnoceni dat bylo provedeno pomoci programu Statistica for

Windows 7.1 (Statistica 7.1, 2006).
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5. Vysledky

5.1 - Rozdil v ¢etnosti prichytavani mezi CG a TG

Vlastnost potencidln¢ ovlivnitelna tramadolem je schopnost larev pfichytit se k
rybimu hostiteli. V praktické ¢asti experimentu byla tato schopnost experimentalné provérena
(viz. kapitola 5. Material a metody, podkapitola 4. 5 - Ukonceni experimentu s rybami) a
vysledné mnozstvi pfichycenych jedinct je uvedeno v tabulkach 3a, 3b, 3¢ a 3d (viz. kapitola

8 - Piilohy).

Takto ziskand data byla testovana v programu Statistica (Statistica 7.1, 2006). Jako

nulova a alternativni hypotéza bylo stanoveno:

HO: Rozdil v cetnosti pfichyceni mezi larvami vystavenymi a nevystavenymi

tramadolu neexistuje.

HA: Rozdil v cetnosti pfichyceni mezi larvami vystavenymi a nevystavenymi

tramadolu existuje.

Hypotéza byla ovéfena analyzou rozptylu. Test byl proveden s 5% hladinou
vyznamnosti. Pfedpokladem pro provedeni analyzy rozptylu je test pro normalni rozloZeni dat
ve skupinach a shoda rozptyli. Ovéieni predpokladu normality bylo provedeno Shapiro-

Wilkovym testem s nasledujicimi vysledky:

Glochidia: CG/CR Pocet larev: SW-W = 0,8833; p = 0,2414
Glochidia: CG/TR Pocet larev: SW-W =0,8919; p =0,2849
Glochidia: TG/CR Pocet larev: SW-W =0,9095; p = 0,3925
Glochidia: TG/TR Pocet larev: SW-W =0,9566; p = 0,7893
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P-hodnoty testil normality byly pro vSechny vybéry vyssi nez zvolena hladina
vyznamnosti 0,05, vybér tedy pochéazi z normélniho rozlozeni. Ovétfeni piedpokladu shody

rozptylti bylo provedeno Levenovym testem.

Levenelv test homogenity rozpyla
Oznac. efekty jsou vyzn. na hlad. p <,05000

sC SV PC sC SV PC F p
Proménna efekt | efekt | efekt | chyba | chyba | chyba
Pocet larev 778,89 3 259,63 382828 24 159,51 1,628 0,209

Obr. €. 5 - vystup z programu Statistica (Statistica 7.1, 2006) - Leventv test

P-hodnota Levenova testu byla vyssi, nez zvolena hladina vyznamnosti 0,05,

ptedpoklad shody rozptyll byl tedy splnén. Konecné mohlo byt pfikroceno k samotné analyze

rozptylt.
Analyza rozptylu
Oznag. efekty jsou vyzn. na hlad. p <,05000
sC SV PC sC SV PC F p
Proménna efekt efekt efekt chyba | chyba | chyba
Pocet larev 1709,54 3 569,85 12953,71 24 539,74 | 1,056 @ 0,386

Obr. €. 6 - vystup z programu Statistica (Statistica 7.1, 2006) - analyza rozptylu

P-hodnota analyzy rozptylu byla vysS§i nez zvolend hladina vyznamnosti 0,05.
Nulovou hypotézu o nerozdilu cetnosti pfichyceni mezi larvami vystavenymi a

nevystavenymi tramadolu nezamitdme. Nepodafilo se ndm prokézat, ze vystaveni tromadolu

nema vliv na ¢etnost prichyceni.

Cetnosti prichycenych glochidii 1ze pro vét§i obraznost znazornit i graficky. Obr. &. 7
a 8 znazornuji vSechny cCtyfi skupiny (tedy glochidia nevystavena tramadolu na rybach
nevystavenych tramadolu - CG/CR, glochidia nevystavena tramadolu na rybach vystavenych
tramadolu - CR/TR, glochidia vystavena tramadolu na rybéach nevystavenych tramadolu - TG/
CR a glochidia vystavena tramadolu na rybach vystavenych tramadolu - TG/TR) a graficky

znazornéné pocty prichycenych glochidii téchto skupin.
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Kategoriz. krabicovy graf: Pocet larev
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Obr. ¢. 7 - krabicovy graf zobrazujici grafické zndzornéni Cetnosti prichycenych glochidii

mezi skupinami CGCR, CGTR, TGCR a TGTR
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Obr. ¢. 8 - rabicovy graf zobrazujici grafické znazornéni Cetnosti piichycenych glochidii mezi

skupinami CGCR, CGTR, TGCR a TGTR
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5. 2 - Rozdil procenta prichycenych glochidii

Jako dalsi bylo statisticky testovano mnozstvi pifichycenych glochidii, ktera se na
rybim hodstiteli udrzela béhem 24 hodinové expozice, ku glochidiim celkové pfichycenym,
ale odpadlym béhem 24 hodinové expozice, vyjadiené¢ v procentech. Pro vypocet téchto
hodnot byly pouzity vysledky pocitani pfichycenych a odpadlych glochidii ziskané pfti
praktické casti experimentu, ze kterych byl vypocten procentudlni podil pfichycenych
glochidii po 24 hodinové expozici z celkem pfichycenych. Piehled poctu pfichycenych,
odpadlych a plvodné ptichycenych glochidii a procento pfichycenych z ptvodné
prichycenych a procento odpadlych z celkem aplikovanych je uveden v tabulce 4 (viz.

kapitola 8 - Ptilohy).

Takto ziskana data byla testovana v programu Statistica (Statistica 7.1, 2006). Nejprve
byly porovnany dv¢ zakladni skupiny glochidii vystavenych a nevystavenych tramadolu (CG,
TG), potom ctyti dil¢i skupiny glochidii nevystavenych tramadolu na rybach nevystavenych
tramadolu (CGCR), glochidii nevystavenych tramadolu na rybach vystavenych tramadolu
(CGTR), glochidii vystavenych tramadolu na rybach nevystavenych tramadolu (TGCR) a

glochidii vystavenych tramadolu na rybach vystavenych tramadolu (TGTR).

5.2.1 - Porovnani skupin CG a TG

Nejprve byly testovany dvé zakladni skupiny, tedy CG - glochidia vystavena
tramadolu a TG - glochidia nevystavena tramadolu. Jako nulova a alternativni hypotéza bylo
stanoveno:

HO = rozdil mezi procentem pfichycenych z piivodné ptichycenych glochidii mezi

glochidii vystavenymi a nevystavenymi tramadolu neexistuje.

HA = rozdil mezi procentem ptichycenych z plivodné pfichycenych glochidii mezi

glochidii vystavenymi a nevystavenymi tramadolu existuje.
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Test byl proveden s 5% hladinou vyznamnosti. Hypotéza byla ovéfena T-testem s

nasledujicimi vysledky:

t-testy; grupovano: trideni (Tabulky pro print screenEXCEL)
Skup. 1: 1
Skup. 2: 2
Pramér Pramér t % P Po¢ plat Po¢ plat. Sm.odch. ‘ Sm.odch. F-pomér p
Proménna 1 2 1 2 1 2 Rozptyly Rozptyly
% prichycenych 71,47608/ 58,64606 2,738120 26] 0,011003 14 14 13,38653 11,32176/  1,398003,  0,554408

Obr. €. 9 - vystup z programu Statistica (Statistica 7.1, 2006) - T-test

P-hodnota pro rozptyly je vétsi, neZ zvolend hladina vyznamnosti 0,05, pfedpoklad

shody rozptylt je tedy splnén.

P-hodnota T-testu je niz$i, neZ zvolend hladina vyznamnosti 0,05, nulovou hypotézu o
nerozdilu mezi procentem pfichycenych z ptivodné pfichycenych glochidii mezi glochidii
vystavenymi a nevystavenymi tramadolu zamitdme. Nezamitdme tedy alternativni hypotézu,
ktera tikd, ze existuje statisticky vyznamny rozdil mezi procentem pfichycenych glochidii z

pivodné ptichycenych mezi skupinami vystavenymi a nevystavenymi tramadolu.

Krabicovy graf: % pfichycenych
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Obr. ¢. 10 - krabicovy graf znazoriiujici pocty prichycenych glochidii z ptivodné

ptichycenych pro skupiny CG a TG
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5.2.2 - Porovnani skupin CGCR, CGTR, TGCR a TGTR

Jako dalSi byl statisticky vyhodnocen procentudlni zastoupeni ptichycenych glochidii
z puvodné piichycenych u skupin glochidii nevystavenych tramadolu s rybami
nevystavenymi tramadolu (CGCR), glochidii nevystavenych tramadolu s rybami vystavenymi
tramadolu (CGTR), glochidii vystavenych tramadolu s rybami nevystavenymi tramadolu
(TGCR) a glochidii vystavenych tramadolu s rybami vystavenymi tramadolu (TGTR). Jako

nulova a alternativni hypotéza bylo stanoveno:

HO: Rozdil mezi procentem piichycenych z plivodné pfichycenych glochidii mezi
glochidii nevystavenymi tramadolu na rybach nevystavenych tramadolu (CGCR), glochidii
nevystavenymi tramadolu na rybach vystavenych tramadolu (CGTR), glochidii vystavenymi
tramadolu na rybach nevystavenych tramadolu (TGCR) a glochidii vystavenymi tramadolu na

rybach vystavenych tramadolu (TGTR) neexistuje.

HA: Rozdil mezi procentem pfichycenych z ptivodné pfichycenych glochidii mezi
glochidii nevystavenymi tramadolu na rybach nevystavenych tramadolu (CGCR), glochidii
nevystavenymi tramadolu na rybach vystavenych tramadolu (CGTR), glochidii vystavenymi
tramadolu na rybach nevystavenych tramadolu (TGCR) a glochidii vystavenymi tramadolu na

rybach vystavenych tramadolu (TGTR) existuje.

Hypotézu ovéfime analyzou rozptylu. Test provedeme na 5% hladin€ vyznamnosti.

Predpokladem pro test je normalni rozlozeni dat ve skupindch a shoda rozptyla.
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Ovéfeni predpokladu normality Shapiro-Wilkovym testem:

Pravdépod. graf : % pfichycenych

NProm: 1 % pfichycenych: SW-W = 0,9367; p = 0,6090
NProm: 2 % pfichycenych: SW-W = 0,9732; p = 0,9203
NProm: 3 % pfichycenych: SW-W = 0,9533; p = 0,7596
NProm: 4 % pfichycenych: SW-W = 0,9734; p = 0,9219
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Obr.¢. 11 - vystup z programu Statistica (Statistica 7.1, 2006) - Shapiro-Wilkiiv test

Pozorovany kvantil

w

P-hodnoty testi normality jsou pro vSechny vybéry vyssi nez zvolend hladina

vyznamnosti 0,05. Nulovou hypotézu o normalit¢ dat nezamitdme. Vybéry pochazi

z normalniho rozloZeni.

Ovéfeni predpokladu shody rozptyli Levenovym testem:

Levenelv test homogenity rozpyli (Tabulky pro print screenEXCEL)
Oznat. efekty jsou vyzn. na hlad. p < ,05000

sC SV BC S sV BC F p
Proménna efekt efekt efekt chyba chyba chyba
% prichycenych 79,570191 3 2652340 1345,451 24  56,06044 0,473121 0,703876

Obr. €. 12 - vystup z programu Statistica (Statistica 7.1, 2006) - Leveniiv test

P-hodnota Levenova testu je vys$i nez zvolend hladina vyznamnosti 0,05. Nulovou

hypotézu o shodé¢ rozptylii nezamitame. Predpoklad shody rozptyll je splnén. Muze byt

prikroc¢eno k analyze rozptylu.
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Analyza rozptylu:

< Analyza rozptylu (Tabulky pro print screenEXCEL)
Ozna¢. efekty jsou vyzn. na hlad. p < ,05000
SC SV PC SC SV PC F p
Proménna efekt efekt efekt chyba chyba chyba
% prichycenych 1245 506! 3 4151688 3902,718 24 162,6133 2,553106 0,079235

Obr. €. 13 - vystup z programu Statistica (Statistica 7.1, 2006) - analyza rozptylu

P-hodnota analyzy rozptylu je vyssi neZ zvolena hladina vyznamnosti 0,05. Nulovou
hypotézu o nerozdilu mezi procentem ptichycenych z celkem aplikovanych glochidii mezi
glochidii nevystavenymi tramadolu na rybach nevystavenych tramadolu, glochidii
nevystavenymi tramadolu na rybach vystavenych tramadolu, glochidii vystavenymi
tramadolu na rybach nevystavenych tramadolu a glochidii vystavenymi tramadolu na rybach

vystavenych tramadolu nezamitame.

Porovnani skupin CGCR, CGTR, TGCR a TGTR bylo provedeno i pomoci Schefteho
testu, ktery porovna skupiny mezi sebou po dvojicich a ur¢i, mezi kterymi skupinami existuje

statisticky vyznamny rozdil. Test ukézal nasledujici vysledky:

Scheffeho test; promén.:% prichycenych (Tabulky pro print screenEXCEL)
Oznag. rozdily jsou vyznamné na hlad. p < ,05000
{1} {2} {3} {4}
NProm M=73,668 | M=69,284 | M=60,008 | M=57,284
1 {1} 0,936383 0,285213 0,152339
2 {2} 0,936383 0,610528 0,395652
3 {3} 0,285213 0,610528 0,983415
4 {4} 0,152339 0,395652 0,983415

Obr. €. 14 - vystup z programu Statistica (Statistica 7.1, 2006) - Scheffeho test

Byla stanovena nasledujici oznaceni: proménnd (1) pro CGCR, proménné (2) pro
CGTR, proménna (3) pro TGCR a proménna (4) pro TGTR. P-hodnoty vSech skupin jsou
vys$$i, nez zvolend hladina vyznamnosti 0,05, Scheffeho test tedy neprokéazal statisticky

vyznamny rozdil mezi zddnymi dvéma skupinami.
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Kategoriz. krabicovy graf: % pfichycenych
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Obr. €. 15 - krabicovy graf znazoriujici pomér prichycenych glochidii z ptivodné
pfichycenych mezi danymi skupinami. Proménnaé (1) pro CGCR, proménna (2) pro CGTR,
proménna (3) pro TGCR a proménna (4) pro TGTR
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6. Diskuze

Smyslem prace bylo dokdzat nebo vyvratit moznost vyuziti behavioralnich
charakteristik mlz jako efektivniho nastroje identifikace vlivu specifickych polutanti na
vodni prostiedi. Literarni analyza ukézala, Ze vodni bezobratli reaguji riznymi zptsoby na
pritomnost znecistujicich latek ve vodnim prostfedi a teoreticky by tedy mohla byt tato
hypotéza experimentalné potvrzena a pozd€ji i vyuzita v praxi. Mezi pozorované behavioralni
zmény po vystaveni antidepresiviim patii zmény lokomoc¢niho chovani po vystaveni vlivu
fluoxetinu (Moreno-Gonzalez et al., 2016; Fong et al. 2014), naruSeni schopnosti pfilnout k
povrchu po vystaveni citalopramu (Fong et Hoy, 2012), nebo imobilizace, umrti a
embryotoxicita pii vystaveni setralinu (Estévez-Calvar et al., 2016).

Pro experiment provedeny pro tuto praci byly jako modelové organismy vybrany
paraziticky zijici larvy vodniho mlze Skeble ti¢ni (Anodonta anatina), jako modelovy rybi
hostitel juvenilni jedinci ryby jelec tloust’ (Leuciscus cephalus) a jako modelova latka
tramadol ze skupiny opioidnich analgetik o koncentraci 1 pg/l.

Prvni testovanou vlastnosti byl pocet glochidii schopnych pfichytit a udrzet se
na rybim hostiteli po 24 hodinové expozici. Pfichycend i odpadla gloochidia se po uplynuti
dané expozicni doby spocitala pod mikroskopem a vysledné pocty byly statisticky
vyhodnoceny.

Nejprve bylo zjisténo, zda existuje statisticky vyznamny rozdil v celkovém poctu
pfichycenych glochidii k rybimu hostiteli po 24 hodin po infikaci ve standardizovanych
laboratornich podminkach mezi skupinami glochidii vystavenych a nevystavenych tramadolu.
Pouzit byl test analyzy rozptylu. Statisticky vyznamny rozdil se zde neprokazal. Zkreslujicim
faktorem mohly byt nestejné pocty glochidii mezi skupinami. Vliv antidepresiv na larvy,
tentokrat motského plze Ilyanassa obsoleta, zkoumal 1 Couper, J. M. et Leise, E. M. (1996).
Vystavili larvy ucinku serotoninu, ktery u vystavenych larev spoustél metamorfozu. Jako
ucinnym spoustéfem metamorfézy se ukazal i fluoxetin.

DalS§imu testovani byly podrobeny opét pocty glochidii pfichycenych k rybimu
hostiteli, ovSem aby byl eliminovan mozny negativni vliv nestejného mnozstvi glochidii v
jednotlivych skupinach, bylo urceno, kolik procent tvoii Uspé$né parazitujici glochidia z

puvodné prichycenych glochidii. Nejprve bylo hodnoceno, zda existuje rozdil v procentu
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pfichycenych glochidii z plvodné pfichycenych glochidii mezi skupinami glochidii
vystavenymi a nevystavenymi tramadolu. Pouzit byl T-test, ktery potvrdil, Ze existuje
statisticky vyznamny rozdil v procentu piichycenych glochidii z poctu ptivodné pfichycenych
glochidii mezi skupinami glochidii vystavenych a nevystavenych tramadolu. Podobny zavér
1ze vyvodit 1 z vystavéného krabicového grafu. Dal§im potvrzenym vlivem antidepresiv na
mlze je regulace ciliarni aktivity Zaber vlivem serotoninu, pozorovana u nékterych druht
mekkyst (Aiello, 1970; Saimi et al, 1983). U larev (veliger) Mytilus edulis byla pozorovana
inhibice ciliarniho pohybu Zaber a sniZené projevy potravniho chovani po vystaveni
dopaminu (Beiras et Widdows, 1995).

Déle bylo testovano, zda existuje statisticky vyznamny rozdil mezi procentem
pfichycenych glochidii z celkem aplikovanych glochidii mezi skupinami CGCR (glochidia
nevystavend tramadolu na rybé nevystavené tramadolu), CGTR (glochidia nevystavena
tramadolu na rybé vystavené tramadolu), TGCR (glochidia vystavend tramadolu na ryb¢
nevystavené tramadolu) a TGTR (glochidia vystavena tramadolu na rybé vystavené
tramadolu). Hodnoty byly testovany pomoci analyzy rozptylu. Statisticky vyznamny rozdil
mezi testovanymi skupinami nebyl zjistén. Za piedpokladu, Ze tramadol negativné ovliviiuje
vitalni funkce jemu vystavenym zivo¢ichim (Le et al., 2011) se da ptredpokladat, Ze narusi
schopnost glochidii pfichytavat se k rybimu hostiteli a naru$i schopnost rybiho hostitele se
parazitim branit. Proto bylo pfedpokladano, Zze nejveétsi mozny rozdil v procentu
prichycenych glochidii z celkem aplikovanych bude mezi skupinami s glochidii
nevystavenymi tramadolu na rybach vystavenych tramadolu (CGTR, nevystavené glochidie
se budou lépe pfichytdvat a vystaveny rybi hostitel se bude hiife branit) a glochidii
vystavenymi tramadolu na rybach nevystavenych tramadolu (TGCR, vystavené glochidie se
budou hiie pfichytavat a nevystaveny rybi hostitel se bude 1épe branit). Teoreticky by se tedy
jednalo o porovnani skupiny s nejvyS$$im procentem pfichycenych larev z plvodné
prichycenych. Pro vyhodnoceni byl pouzit Scheffeho test, ktery porovnd vSechny zadané
skupiny po dvojicich. Nebyl vSak nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi danymi
skupinami. Grafické znazornéni pomoci krabicového grafu ovSem ukazuje bodové rozdily
mezi skupinami, absence signifikantnich rozdild mohla byt zplisobena nedostatecnou silou

testu v dasledku mens$iho mnozstvi vzorki. U obou test porovnavajicich Ctyfi rtzné
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kategorie, analyzy rozptylu i Scheffeho testu, se tedy neprokdzalo, Ze existuje statisticky
vyznamny rozdil mezi schopnosti glochidia pfichytit se k rybimu hostiteli, bez ohledu na to,
zda bylo glochidium nebo rybi hostitel vystaveno ucinku tramadolu. Pro analyzu datového
souboru by vsak bylo vhodné vyuzit i dalsi, vice citlivé statistické metody (napt. zobecnény
linearni model), které by zohlednily konkrétni vliv obou faktorii a jejich interakce. Takové
vyhodnoceni vSak nebylo pfedmétem této diplomové prace.

Bez ohledu na vysledky statistického testovani musi byt v kazdé praci provadéjici
experiment s biologickymi systémy pifihlédnuto k moznosti mnoha vlivl, které mohou
ovlivilovat chovani pokusnych organismii. Mezi mozné faktory, které mohly ovlivnit projevy
hostitelsko-parazitického vztahu v této praci zkoumanych zivocichti, mohlo byt umélé ziskani
glochidii z matefskych jedincii bez moznosti nechat matetského jedince vypustit glochidia ve
vhodny okamzik. Tento postup je vSak vyuzivan jiz po celd desetileti a je povazovan za
standardni zpiisob ziskavani glochidii (Dodd et al., 2006). Dale vystaveni rybich hostitelt
stresu mohlo zménit jejich odpovéd na napadeni parazitem a mohlo dojit k ovlivnéni
vysledkii vlivu tramadolu na tuto schopnost, ovSem napadeni ryby parazitem pfirozen¢
doprovazi stresovd reakce (Douda et al.,, 2016), kterd muze vést az k thynu, zvlasté¢ u
mladého plidku (Cusack a Cone, 1986). Vystaveni glochidii tramadolu po dobu 24 hodin
mohlo byt nedostatecné, v ptipad€¢ vyskytu tramadolu v ekosystému muze dochazet k delsi
expozici a tim 1 pozménénym reakcim zivoc¢ichii. Glochidia vypuzena z matetského jedince
jsou vsak zivotna 48-72 hodin (Araujo et al., 2015), proto by museli byt v pfipad¢ nutnosti
delsi expozice byt exponovani jiz mateisti jedinci. Navic v pfirodé€ latky rozpusténé ve vodé
znacn¢ kolisaji (Liscio et al., 2009). I vybér experimentalniho rybiho hostitele mize ovlivnit
vysledky ptichytavani glochidii. Dle Bauera a Vogela (1987) se glochidia mtzou pfichytit 1 na
netradi¢niho hostitele, z néhoz ovSem odpadavaji pfed dokoncenim metamorfdzy. Jelec tloust
je ovSem dobry hostitel pro durh A. anatina (Douda et al. 2013).

Na vsechny tyto biologické faktory je tfeba brat pti podobnych experimentech zietel a
pii pfipadném opakovani tohoto ¢i podobného experimentu se je snazit zohlednit. V ptipadé
opakovani podobného experimentu je na zdkladé poznatki této prace doporuceno vétsi
mnozstvi pokusnych Zivoc¢ichli a provést vice opakovani experimentu. Pro praktické vyuziti
zjiSténych faktl je tfeba zjistit mnoho dalSich udaji, naptiklad na jakou minimalni a

maximalni koncentraci tramadolu larvy reaguji, jaky rybi hostitel je vhodny, larvy jakych
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dalSich vodnich mlzii lze vyuzit, jak dlouhd je vhodnd expozi¢ni doba, jak métfeni ovlivni
rocni doba a teplota a dalsi.

Vysledkem této prace je tedy poznani, ze za uritych okolnosti lze vyuzit
behaviordlnich zmén larvalniho stadia skeble ti¢ni (Anodonta anatina) pro detekci tramadolu

ve vodnim prostiedi.
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7. Z.avér

Teoreticka Cast prace sesbirala poznatky o vyuzitelnosti vodnich bezobratlych,
zejména vodnich mé&kkysi, jako bioindikéatort psychicky aktivnich latek ve vodnim prostiedi.
Uvedené prace uvadéji, ze pfirozené chovani téchto zivocicht je vyskytem danych latek
ovlivnéno. Téchto zmén by mohlo byt vyuzito jako ukazateli na pfitomnost danych latek ve
vodnim prostfedi. Vyvraceni ¢i potvrzeni této domnénky bylo naplni experimentalni ¢asti
prace.

Experimentalni ¢ast prace prokazala rozdil v poméru procenta pfichycenych glochidii
na rybim hostiteli z celkového poctu aplikovanych glochidii mezi glochidii vystavenymi a
nevystavenymi tramadolu. Rozdil v pfichytavani na rybiho hostitele vystaveného Cci
nevystaveného tramadolu se neprokazal.

Ziskanych poznatkli lze za urcitych okolnosti vyuzit pro praktické detekovani
tramadolu, popfipad¢ 1 dalSich latek, ve vodnim prosttedi. Poptipadé je brat jako varovani o
ovlivilovani necilovych organismii ve vodnim prostiedi. Experiment prokdzal moZnost
vyuzitelnosti behavioralnich zmén mekkysi jako indikacnich ukazateldi pro detekci urcitych

latek ve vodé¢, pted pouzitim v praxi je vSak tfeba jesté dalSiho, rozsitujiciho vyzkumu.
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9. PFilohy

Pocet Pocet
neprichycenych neprichycenych

CG1CR 1002 TG1CR 828
CG2CR 337 TG2CR 1546
CG3CR 950 TG3CR 1058
CG4CR 722 TG4CR 1003
CG5CR 830 TG5CR 1014
CG6CR 576 TG6CR 954
CG7CR 1156 TG7CR 1180
CG1TR 1188 TG1TR 1068
CG2TR 860 TG2TR 904
CG3TR 604 TG3TR 1348
CG4TR 658 TG4TR 1216
CG5TR 804 TG5TR 732
CG6TR 808 TG6TR 972
CG7TR 590 TG7TR 1196

Tab. €. 1 - Pocty glochidii, ktera se nedokdzala zachytit na rybim hostiteli béhem 15 min

expozice, béhem niz dochazelo k vifeni vody
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Pocet otevienych | Pocet zavienych Odpadenych
glochidii glochidii celkem

CG1CR 15 7 22
CG2CR 1 0 1

CG3CR 16 9 25
CG4CR 4 5 9
CG5CR 4 4 8
CG6CR 4 5 9
CG7CR 7 17 24
CG1TR 4 11 15
CG2TR 0 6 6
CG3TR 7 16 23
CG4TR 3 17 20
CG5TR 1 3 4
CG6TR 4 15 19
CG7TR 2 8 10
TG1CR 16 10 26
TG2CR 49 25 74
TG3CR 8 4 12
TG4CR 13 16 29
TG5CR 17 7 24
TG6CR 12 16 28
TG7CR 20 28 48
TG1TR 19 15 34
TG2TR 21 18 39
TG3TR 5 12 17
TG4TR 8 11 19
TG5TR 15 13 28
TG6TR 5 13 18
TG7TR 12 18 30

Tab. ¢. 2 - Pocty glochidii zachycenych béhem 15 min expozice a odpadenych

béhem nésledujicich 24 hodin, véetné zdznamu, zda byla nalezena oteviena ¢i zaviena
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. - . T Panevni | Panevni | Hrudni | Hrudni
. , Ocasni | Hrbetni Ritni Nozdra
Vaha Délka ploutev | ploutev | ploutev | ploutev .
ploutev | ploutev | ploutev . , . , leva
leva prava leva prava
3 16
CG1CR 9,2 9,8 3 0 1 3 20 0
CG2CR 5 8,4 5 0 3 10 5 9 3 0
CG3CR 7,5 9,5 1 1 4 4 1 5 4 0
CG4CR 9,5 10,5 1 0 2 4 2 0 1 0
CG5CR 41 7,5 1 2 4 5 8 12 6 0
CG6CR 6,6 9 1 0 2 3 4 2 0 0
CG7CR 7.1 9,1 0 0 8 5 3 12 6 0
CG1TR 8,2 9,6 0 0 3 2 1 8 1 0
CG2TR 7,3 9 1 0 2 3 8 10 8 0
CG3TR 7,5 9,7 0 0 3 0 0 2 1 0
CG4TR 6,4 8,8 8 1 8 6 0 5 4 0
CG5TR 6,7 9 0 0 1 0 1 1 1 0
CG6TR 6,5 8,6 0 0 8 5 3 5 9 0
CG7TR 6,9 8,8 1 0 2 1 2 1 2 0

Tab. ¢. 3a - PocCty glochidii nevystavenych tramadolu Gspésné zachycenych na rybach, vcetné

zaznamu, na kterych ¢éstech téla byla nalezena a v jakém poctu
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Nozdr’a SkFe,I € SkFek’e Usta iab1e.rn|' 2ab2e-rni ial:?e.rm’ ia:e.rm’ iab?rnl' Kuze
prava | leva | prava oblouk | oblouk | oblouk | oblouk | dutina
CG1CR 1 0 3 1 6 10 4 2 0 0
CG2CR 0 0 1 0 6 2 2 0 0 0
CG3CR 0 0 2 0 0 3 4 1 1 0
CG4CR 0 3 2 0 0 2 0 0 0 0
CG5CR 0 2 0 0 0 6 0 2 0 0
CG6CR 0 1 0 0 6 2 2 0 0 0
CG7CR 0 1 0 0 6 0 8 0 3 0
CG1TR 0 0 0 0 8 4 4 0 0 0
CG2TR 0 0 0 0 4 6 8 4 0 8
CG3TR 0 0 0 1 2 6 2 0 0 4
CG4TR 0 3 0 0 4 6 4 0 0 0
CG5TR 0 0 0 0 2 0 2 2 0 0
CG6TR 1 1 1 1 18 8 0 0 0 1
CG7TR 0 0 0 0 2 0 2 0 0 2

Tab. ¢. 3b - Pocty glochidii nevystavenych tramadolu Gspésné zachycenych na rybach, vcetné

zaznamu, na kterych ¢éstech téla byla nalezena a v jakém poctu
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Vaha Délka | Ocasni [ Hibetni |  Ritni i?:ft‘:; ';Té‘ft‘;'l' ;:::ﬁ:\'z ;2::12\': el
ploutev ploutev ploutev leva prava leva pravé leva
TG1CR 5,6 8,3 0 0 5 1 1 3 2 0
TG2CR 9,5 9,9 0 2 1 4 8 5 6 0
TG3CR 55 8,5 4 3 4 5 6 6 3 0
TG4CR 12,1 11,2 2 3 0 3 1 5 9 0
TG5CR 6 8,6 4 1 2 1 0 4 3 0
TG6CR 6,5 8,7 2 1 3 3 3 10 4 0
TG7CR 5,9 8,6 7 3 10 22 14 30 14 0
TG1TR 47 8,4 3 3 6 9 4 6 9 0
TG2TR 6,5 8,7 6 2 1 6 6 10 14 0
TG3TR 5,5 9 0 2 2 4 5 12 13 0
TG4TR 6,4 8,7 1 0 2 4 3 6 0 0
TG5TR 7,3 9,5 1 0 2 3 2 6 5 0
TG6TR 5,1 7,9 0 0 1 3 1 3 2 0
TG7TR 5,3 8,2 1 1 4 4 4 16 3 2

Tab. €. 3¢ - Pocty glochidii vystavenych tramadolu Gspésné zachycenych na rybach, vcetné

zaznamu, na kterych ¢éstech téla byla nalezena a v jakém poctu
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Nozdr’a SkFe’Ie SKFeI’e Usta 1. zaberni | 2. zaberni | 3. Zaberni | 4. zaberni 2ab_erni Kize
prava leva prava oblouk oblouk oblouk oblouk dutina
TG1CR 1 2 0 0 0 0 0 4 0 0
TG2CR 0 3 0 1 14 12 10 2 0 5
TG3CR 0 1 1 0 4 8 2 0 0 0
TG4CR 0 0 0 0 8 10 10 6 1 2
TG5CR 0 0 0 0 6 0 0 2 0 0
TG6CR 0 2 3 0 2 2 2 2 0 4
TG7CR 0 0 0 0 2 6 6 6 0 1
TG1TR 0 2 0 0 0 0 2 0 0 0
TG2TR 0 0 1 0 6 2 6 4 0 0
TG3TR 0 0 0 0 2 0 2 0 0 0
TG4TR 0 0 0 1 2 0 6 4 0 0
TG5TR 0 0 3 0 2 4 0 0 0 0
TG6TR 0 0 0 0 2 0 0 0 1 0
TG7TR 3 0 0 1 4 0 0 0 0 0

Tab. €. 3d - Pocty glochidii vystavenych tramadolu GspéSné zachycenych na rybach, vcetné

zaznamu, na kterych ¢éstech téla byla nalezena a v jakém poctu
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Celkem % prichycenych % odpadlych po
prichycenych po 24 hodinach 24 hodinach

CG1CR 76 71 29
CG2CR 47 98 2

CG3CR 56 55 45
CGA4CR 26 65 35
CG5CR 56 86 14
CG6CR 32 72 28
CG7CR 76 68 32
CG1TR 46 67 33
CG2TR 68 91 9

CG3TR 44 48 52
CG4TR 69 71 29
CG5TR 14 71 29
CG6TR 80 76 24
CG7TR 25 60 40
TG1CR 45 42 58
TG2CR 147 50 50
TG3CR 59 80 20
TG4CR 89 67 33
TG5CR 47 49 51
TG6CR 71 61 39
TG7CR 169 72 28
TG1TR 78 56 44
TG2TR 103 62 38
TG3TR 59 71 29
TG4TR 48 60 40
TG5TR 56 50 50
TG6TR 31 42 58
TG7TR 73 59 41

Tab. ¢. 4 - Pocty glochidii celkem pfichycenych po 15 min expozici, procento glochidii

uspesné prichycenych i1 po 24 hodinach, procento glochidii odpadlych béhem 24 hodin
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