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Abstrakt

Sladkovodni mlZ sldgka mnohotvarnalfreissena polymorpha) je kwili svym bioakumul&nim
vlastnostem velmi dobrym bioindikatorem Zi#gujicich latek, ¢etns t&Zkych kowi. Cilem této
prace bylo provést chemickou analyzu potvrzujiciakumulaci a dale pak histopatologickou
analyzu za&enou na pozorovani neZzadoucich anatomickyainambranych orgainslavicek.

V rdmci prace byli jedinci vSech velikostnich skupfeneseni do akvarii. Do kazdého z akvarii
byla zvlag pridana jedna ze soltikych kowi - kadmia, olova a niklu o koncentraci kovu
0,5 mg/l. V pfibéhu ti-tydenni expozice nebyly sléky krmeny a nevymmovala se voda.
Dvakrat tydr bylo odebrdno 50 ml vody k chemické analyze. Jadydre byla tetina miz

z kazdého akvaria vylovena a relgha na d¥ poloviny, prvni k chemické analyze, druha
k analyze histopatologické. Koncentrace kove vod a ve tkanichD.polymorpha se
stanovovala pomoci atomové abswrp spektroskopie (AAS). Vysledky potvrdily
bioakumulaci, ale zcela nepotvrdily zavislosti ke#iti lastury na koncentraci kovu. Jista
zavislost platila u nejmenSich (1-1,9 cm) a aich (3-3,9 cm) skupin, kdy u nejmenSich
jedinal byla zjis&na nizSi koncentrace kéwez u nejetSich. Mikroskopické pozorovatézi
tkani neodhalilo vyrazné histologické &my, pouze vyjimeéné byly pozorovany nekrézy a
hypertrofie.
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1 Uvod

V dnedni dob se pouZzivaji k detekci z&iétujicich latek vod bioindikatory. Pojem
bioindikator (taktéz biologicky indikator) je orgamus, ktery svou fitomnosti nebo
negitomnosti ukazuje existenci direho kritického faktoru pro Zivotni prdsti.
Specialni pipad bioindikatoru mize byt bioakumukni biomonitor (od & pak slovo
biomonitoring, biomonitorovani). Biomonitor je orgamus, ktery dokaze hromadit
netistoty a Skodlivé latky ve svych tkani. Tyto latikak mohou byt z organismu
analyzovany a identifikovany (Phillips & Rainbowa3).

Vice nez 30 let se k bioakumulaci kontaminujiciétek ve vod pouZzivaji miZzi
(Boeining 1999; Richman & Somers 2005). V Kahag ¢asto pouziva mlElliptio
complanata, ale od konce 80. let, kdy doSlo k masivnimienpnozeniDreissena
polymorpha a Dreissena bugensis ve Velkych jezerech, se pi&tito mizi stalicastymi
bioindikatory vod (Richman & Somers 2005). DalSZngouZivani k biomonitorovani
jsou nap. Mytilus edulis, Mytilus californicus, Crassostrea virginica, Crassostrea gigas
¢i Ostrea edulis (Boeining 1999). Bvodu, prat zrovna slavika je vyborny bioindikator
a biomonitor, je spousta. Je to dano vysokou sab&tpbioakumulace a invaze (Binelli
et al. 2004) a dlouhodobym Zivotem sléyi (az 19 let) (Karatayev et. al. 2006). Ma
rychly Zivotni cyklus, brzo vstupuje do obdobi megukce (Faria et al. 2010). Jeji
velikost populace je obrovska aasem se ifliS neneni (stejré jako je to ufas a
zooplanktonu). Doda slavitky se toxické latky dostavaji vyhraglfiltraci a Zabernim
dychéanim (Binelli & Provini 2003). Jako vhodny bionitor je hlave proto, Ze dokaze
ve svém &le kumulovat mnozstvi Skodlivin z vody, kdy okolkdncentrace ve vad
jsou natolik nizké, ze by je dnesnimi analytickymetodami nebylo mozné detekovat
(Richman & Somers 2005).

Obecr plati, Ze koncentrace zfigtujicich latek v tkanich slasek je odrazem
koncentraci v Zivotnim pragtdi (Richman & Somers 2009InoZstvi kontaminujicich
latek v €le je ovliviovano fyziologickymi faktory nap reproduknim stavem,
pohlavim, ¥kem, velikosti lastury a obsahem duk me¢kké tkani (obsah lipitl byva
nejvyssSi po prvnim rozmnozovacim obdobi a poténeaklesat). Stefh jako
environmentalnimi faktory, sezonnostiteplotou vody (Richman & Somers 2005; Roe
& Maclsaac 1998). Nicmérjiné vyzkumy toto tvrzeni vyvraceji. Gossiaux et(4996)

v experimentu nenasel Zzadngtkdz, Ze by seffjem chemickych latek slaskou menil

v prab¢hu sezoény kili teplot€ vody (pozorovani bylo v rozmezi teplot od 4 do°2).



Nicmére potvrdil, Ze v zimnich ®sicich, kdy je teplota vody na&d °C nebo 5 niZsi,
ztratily slavitky schopnost filtrovani vody vidledku snizeni metabolismu, a proto v
n¢kterych z nich byly nizSi koncentrace polutant

Schopnost bioakumulace sléky muze byt fzna u fizr¢ velkych jedind.
VétSinou  ve ¥tSich slavikach byva nartena vysSSi koncentracézkych kowi nez

v menSich, ale neni to zcela potvrzeno (Richmarof&a&s 2005; Rutzke et al. 2000).
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Cile

1. Seznamit se s problematikou bioakumulazéyich kovi v organismech

. Sestavit laboratorni bioakumdld@ experiment s vyuZitim sla&ky mnohotvarné
(Dreissena polymorpha)

. Seznamit se s metodikou a technikdipravy mikroskopickych prepatépro hodnoceni
anatomickych zrn

.V pravidelnych intervalech odebirat vzorky exponoyeh organism a vody a laboratogn

analyzovat na obsah vybranyetikych kowi

5. Vyhodnotit bioakumuléni experiment

Provéstrezy fixovanych vzork mlzi a mikroskopicky vyhodnotit anatomické &ny
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3 Material a metody

3.1 Dreissena polymorpha: bioindikator znec¢isténi

Slavicka mnohotvarna Qreissena polymorpha, Pallas 1771) pé#t mezi sladkovodni
invazivni mlZe s oblastigyodu v povodi Kaspického @erného mee. Za poslednich
200 let se odtud dostala do vodnich nadrzi, jezekarychodni a zapadni Evropy diky
ekologickym a ekonomickym vldim i do USA a Kanady (Karatayev et al. 1997).
Schopnost $it se na ¥tSi vzdalenosti je u slay v prvnich larvalnich stadiich ve
formeé planktonu (Anzano et al. 2011). Velkou pozornasjisdostalo v roce 1980, kdy
byly zjisSttny negativni dopady jeji invaze na ekosystémy Vatkyezerech severni
Ameriky. Svym Sienim dochazi k ekologickym ale i ekonomickym Skodaayiklad
snizeni fytoplanktonu a zooplanktonu, &m v populacich ryb, dhynipodnich miZ,
pievazrié z celedi Unionidae, Skody v provozu vodnich elektraaghisticek odpadnich
vod (Sousa et al. 2011; Primack 2011). Cela Invaga ovliviiovana zejména lodni
dopravou, komenim rybolovem a budovanim kané&tvropskychiek (Karatayev et al.
1997).

Slavicky obyvaji hlave sladkovodni jezera #ky, ale hojs je nalezneme také
v lomech, piskovnach a chladnych rybnicich (MackieSchloesser 1996). \Ceské
republice se vyskytuji v povodeék Vitavy a Labe, kde jejich distribuce sahala lenc
19. stoleti az k Usti nad Labem. Dale je nalezn@o@él ieky Moravy, Dyje, ale i
v nadrzi Svihov naece Zelivce (Sedlak 2002; Horsék et al. 2013).

Bylo popsano az sedm systienklaikace kmene wkkysi. Druh Dreissena
polymorpha sefadi do fidy Bivalvia, podtida Heterodontaiad Veneroida, naeled
Dreissenoidea¢eled’ Dreissenidae, rodDreissena (Mackie & Schloesser 1996). Tento
rod neni moc p&etny, podle Herein se zdadi kron¢ D. polymorpha, D. andrusovi, D.
caspia, D. stankovici, D. rostriformis a D. bugensis (Rosenberg 1994).Cesky nazev
celedi slavékoviti a rodu slavika vznikl, protoze slavky svym zmisobem Zivota
piipominaji slavku jedloMytilus edulis (Horséak et al. 2013).

Tento Ziva@ich je jednim z mala mi ktery je dobe pizpusobeny k Zivotu ve
sladké i brakické vagi(Karatayev et al. 1998). Zijaipedle na jakémkolivifirozenéni
umélém pevném substratu, ktery se vyskytuje ve vodmdrzi. Na &m drZi pomoci
byssovych vlaken. i#° jeho oddleni od substratu ma tendenci se znovu byssovymi
vlakny pipojit. Musi gitom prodlouZit nohu a vystavit tak svéckké €lo vnéjSimu
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prostedi a toxickym sloteninam, které se vém nachazeji (Rajagopal et al. 2005).
Casto ohrozuje i jiné miZe fedevsim zastupce &eledi Unionidae, které vyuziva jako
substrat. Sla¢ka mize na jejich lasturach vytigt €2ké kolonie (drazy) a tim omezovat
jejich pohyb, blokovat a a znemavat dychani. K umrtnosti¢¢hto velkych mia
dochazi nejastji prave uduSenim (Sousa et al. 2011).

MIzi véetns slavicek jsou pevazi oddleného pohlavi (gonochoristé),
hermafrodité jen vyjiméne. Slavicky maji vysokou fertilitu a schopnost se réasat. Z
hlediskacasu je zivotni cyklus sladek pongrné kratky, ale rychly. Nez se z embrya
stane dosly jedince, musi projit #olika larvalnimi stadii (Faria et al. 2010; Sedlak
2002). Prvni larvalni stadium, ozftwvané jako trochophora, je velmi kratké. Velik@stn
se pohybuje mezi 57-12dm. S rostoucim pla&n se z larvy trochophora stava veliger,
kterda ma D-tvar a velikost asi 70-1@@n. Posledni vol&a plovouci larvalni fazi je
veliconcha. S dalSimistem, rozvojem nohy a vznikem byssovych vliaken kaarva
pediveliger, ktera je zhruba 167-30M velkad. DokdzZe se uz pomoci nohgmistit na
vhodné misto a byssovymi vidkny se k substré&tpepnit. Po pipevnéni se néni na
stadium plantigrade a zIno na dosgiého mlze. ZvySenyist a vyvoj vede u slaéek k
pohlavni dosglosti, ktera nize nastat uz ip velikosti lastury 5 mm. Tento fakt byl
potvrzen véervenci v roce 1990 Ackermanem, ktery si vSiglhlaého sekretu spermii u
takto malych jedint (Ackerman 1995). Obvykla délka lastury pohlavdosgliého
jedince byva spiSe kolem 8 az 10 mm a nastava dsulvém roce Zivota (Mackie &
Schloesser 1996). Maximalni zjigt velikost dosfého mize byla kolem 5cm
(Ackerman 1995).

Obecr plati, ¢im je slaveka mladsi, tim je mé&nodolna wici toxickym latkam.
Nejvice citliva je tedy embryonalni faze. Druhévini stadium veliger (s nejtsi
piirozenou umrtnosti) byva o dost citjgi na toxické latky nez dosp jedinci. Larva
pediveliger uz ma byssova vidkna @za se jimi pipevnit k pevnému podkladu, aby ji
proud vody neodnesl. Nevyhodou ale je, Ze¢jedma vytvéenou pevnou schranku
(lasturu) a tak se do¢ndostavaji biocidy vice nez do daspi. Toto stadium se fize
jevit jako nejlepSi bioindikator zkg&tujicich latek, protoze tstava pipevrené
k podkladu téns na jednom migt uz moc daleko necestuje atktomu, Ze je&t nema
schranku, se doéhsnadno dostavaji Skodliviny (Faria et al. 2010)sladkovodnich
mlzu existuje kratké larvalni stddium nazvané glochidikteré parazituje na rybach a je

mere citlivé nez embryonalni faze sléky a to az 50krat (Verween et al. 2009).

13



Slavicka secasto pouziva jako bioindikator perzistentnich orgiaych polutant,
téZkych kowa a radionuklid ve vodnich ekosystémech (Anzano et al. 2011).

3.1.1 Morfologie a anatomie

Télo slaviek je bilaterald soungrné, sredukovanou hlavou a kylovitou nohou,
chrartné dvmi lasturami (Sedlak 2002). Velikost lastur dégph jedindi D.
polymorpha se pohybuje né&asgji kolem 1-4 cm, jen vyjiméné je velikost tSi
(Ackerman 1995). Tvar a velikost schranek je r@olxrizpasobena Zivotnimu stylu
slavicek. Slavéky Ziji v koloniich tzv. drdzach, fjpevnéné na pevném podkladu nad
sedimenty byssovymi vlakny. Povrch lastury je plgcha konci kuZelové zazeny.
Slavicky jsou umisiny tésre k podkladu, aby je dravci nebo silné proudy nestine
(Alexander et al. 1997). Naipnémiezu ma lastura ventralni okraj vyrovnany, klenuty
nebo konkavni, gernohrgdymi a sw¥tlymi, rovnymi i klikatymi prouzky (Mackie &
Schloesser 1996). Diky této variald@ijinosi v anglitiné jméno zebra mussel protoze se
svymi nepravidelnymi prouzky podoba #eb(Nalepa et al. 1993, Claudi & Mackie
1994).

Lastury se otviraji pomoci elastickych gsmych va. Proti nim misobi gedni
(anterior) a zadni (posterior) sval zavirajici Uast Kdyz slavtka zente, svaly nejsou
v kontrakci a lastury se otéw (1).

Na povrchu je 8o obalené tenkym plaSn, ktery je vyl@dovan schrankou.
Vnitfni prostor mezi pla8in a €lem se nazyva plédva dutina. V zadndasti tla tvori
plag dva otvory, inhaléni a exhalani sifa. Inhalani otvor je ¥tSi a je obklopen 80-100
malymi chapadly, které pomahajii ffiltraci vody scastékami potravy (Claudi &
Mackie 1994). Inhaknim sifem proudi voda az do Zaber, kde odevzdaikkyslpoté
vytéka zpatky exhatmim otvorem (Sedlak 2002).

V dalSim otvoru plast je umistna byssova Zlaza s vlakny, kterd produkuje
sekret jehoZz pomoci sefighycuje slawika k podkladu (Sedlak 2002). Jedna se o
mimotIni sekreci nohy afidruZzenych Zlaz. Byssovy vldkna se skladajékatika ¢asti.

Z korene, ktery je ukotven v plasti pomoci svalu, stopkgkna a disku (tzv. plaque),
ktery se pipojuje k substratu. (Bonner & Rockhill 1994). [pdK jedinci vyluuji asi 23
byssovach vldken tydn nicméré rychlost jejich tvorby se liSi v zavislosti na igdj
velikosti, teplo¥é a kvalit vody (Mackie & Schloesser 1996). ¥m, stopka a disk
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obsahuji kolagen, zatimco vldkna obsahuji elastihyssovych vlaknech se nachazi 3
tiéidy proteini. Dva z nich jsou bohaté na tyrosin a dihydroxyfalanin (DOPA), teti
protein obsahuje cystein (Bonner & Rockhill 1994).

Po obou stranachelt, mezi pla3im a nohou se nachéazi zabry. Zabry skki
(Lamellibranchiata) se skladaji ze dvou lupenitydhken na kazdé stran spojené
piicnymi spojkami (Sedlak 2002). Kazdé lupenité viaks® sklada tady picne
orientovanych vlaken i@sinkami, uprosed vlakna je systéem vodnich kanallxicné
orientované vlakna jsou 6as oddleny ostiemi, viijSi a vnitni mohou byt spojeny
spojkami (septum). \#Si zabry se nikterak nelisi od vimfch (McElwain & Bullard
2014). Z&kladni funkci Zaber je transport vodyast&ékami potravy a kyslikem.
Proudni vody v Zabrach je zaji&to rasinkami. Jejich pohybem je voda po#dan
z inhal&niho a do dutiny plast odtud ostiemi do Zabekgs vodni kanaly do centralniho
kanalu. Nakonec voda opoustia exhal&nim otvorem. Ritok vody ftidi integrélni
Zaberni svaly, které reguluji roZmy ostii a interfilament a tim i tlak vody (MedI&r
Silverman 1997).

Ustni otvor Usti do kratkého jicnu, ktery vede peotr do Zaludku, do hepatopankreas
(tr&vici Zlaza; slinivkojaterni Zlaza), ddest, rekta a nakonec do exhaléo sifa (Claudi
& Mackie 1994).

V poslednich oddilechigtvo prochazi perikardiem (Sedlak 2002).

Cévni soustava slagk je otevena, srdce je tweno d¥mi predsigmi, uzavene
v perikardiu. Vyl&ovani je prosednictvim metanefridii, které Usti do exlaléno
otvoru (Sedlak 2002).

Nervovy systém je méncentralizovany nez u jinych dkkysa. Je tvdgen dvojici
ganglii (visceralni a pedalni), lezici v blizkggtinu. Visceralni ganglia inervuji zadni
sval (posterior adductor) a pedalni inervuji nol@myslové organy se nachazeji

v blizkosti vrgjSiho prostedi, na okraji plasta v blizkosti sif (1).
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3.2 Tézké kovy ve vodnim proskedi

Za ©7ké kovy povaZujeme kovy, jejich? hustota je vy88F 5 g/cm a jejich soli
reaguji se sulfidem sodnym za vzniku malo rozpudtrgulfidi (Pitter 1999). Jedna se
asi 0 40 prvik periodické soustavy,¢tSinou se jedna o kovy, ale v toxickému
pusobeni zde Zazujeme i polokovy selen a arsen (Adamek et al0R01

Do Zivych organism se v piibéhu jejich Zivota dostavaji jednak latky pro
Zivotni pochody velmi dlezité, ale i latky neuzitmé a Skodlivé. Prvky v biologickych
systémech #élime podle minimalni koncentrace, ktera je pro argaus nezbytna, na
makrobiogenni a mikrobiogenni téz stopové prvkpp8tve prvky se jeStdale @li na
esencialni, neesencialni a toxické (Bencko 1988Jezd, ndd’, zinek a mangan pét
mezi z&kladnimi kovy, nelgohraji dilezitou roli v biologickych systémech. Naproti
tomu rtu, olovo a kadmium jsou toxické, dokonce i ve stopétizen 2003; Kress
1998).

Do jaké miry bude d¢ita latka toxickd zavisi na jeji koncentraci, teplopH,
sloZeni vody (Pitter 1999) a na vztahu mezi daJiatky, (inku a dobou expozice. Za
davce po dostate¢ dlouhou dobu. Této zavislosti $ika Bertrandv zakon (Bencko
1984). Toxicita &Zkych kowi se nfize projevovat itznymi zpisoby,
predevsim poSkozovanim htky ovliviovanim propustnosti biomembran a inhibici
enzymatickych reakcich (Adamek et al. 2010). Intebspdiva v navazani kovu na
aktivni misto enzymu, n&gstji se jedna o sulfanylovou (—SH) nebo hydroxyloyeu
OH) skupinu. Latkdm, které tuto inhibici igobuji, se obeentikd katalytické jedy
(Rychlikova 1994). Vysoké koncentrace &ov tkanich mohou ovlivnit biochemii a
fyziologii mlza vyvolanim syntézy metalothioneinu (Geng et al. ®0Tento protein
detoxikuje organismus vazbou s kovem (Cd, Zn, Hghésleds jej imobilizuje
v granulich. Nakonec ho vyléu trusem nebo exocytdézou. Tato reakce zavisi na
biologickych faktorech jako je aktuélni fyziologickstav, genetikac¢i velikost
organismu. U neesencialnich pivkyva tato reakce velmi pomalad nebo nemusieec
probihat (Voets et al. 2009).

V Zivych organismech dochazasto ke vzajemnému oviievani Skodlivych
latek. Napiklad kombinace kav Cd ¢i Ni se Zn nebo Hg s Cu jsou vice toxické nez

kovy samotné. Jednd se o tzv. synergicky efektefP1999). Uvnit organismu dochézi
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také k gemenam slodenin kovi. Touto biotransformaci mohou vznikat produkty hén
nebo naopak vice toxické (Rychlikova 1994).

Pro €zkeé kovy jsou v organismech typické alkytareakce, pevazre methylace
kova, které spoivaji v navazani kovu na uhlik organické sleminy. Takovych
reakcich se vyuzivA v chemickém umyslu, v organickych syntézach, kde
organokovové slateniny funguji jako katalyzatory. Methylace vitlidch organismu je
zakladni biochemicky proces a probiha pomdtienzymi: S-adenosylmethionin,
methylcobalamin nebo N-methyltetrahydrofolat (Ma20i2).

Do zivotniho progedi se &2ké kovy dostavaji hlawndiky primyslu, €zbeg,
dopraw¥, a zemddélstvi. V malém mnoZstvi sefippzert vyskytuji v zemské e,
negastji ve formé slowtenin a z ni se pak dostavaji do podzemnich a povych vod
(Adamek et al. 2010). Narozdil od terestrickéhospeali, kde maji toxicke latky pouze
lok&lni vliv, ve vodnim prosédi se dostavaji az do velkych vzdalenosti od edroj
zneisteni (Primack et al. 2011).

Do potravinovéhoiettzce se dostavaji Skodliviny z vodniho predf a ze
sedimeni a kvl jejich lipofilnich vlastnostech se hromadi v icic (Jones & Voogt
1999). Tato bioakumulace je zavisla na velikostioosti, ¥ku, fyziologickém stavu
organismu, ale i na sezonnosti a rutiin stavu stanovi§t(Gundacker 1999; Zhong et
al. 2013). | v malych koncentracich mohou byt padm organismy toxické diky
biozesilovani neboli biomagnifikaci (Primack et a011). Biomagnifikaci se rozumi
zvySovani koncentrace polutarge zvySujici se Urovni trofickéltetézce (Gobas et al.
1999). Drobni Ziveichové jako jsou najklad mizi¢i plankton, maji schopnost filtrovat
zneisténou vodu a tim se do jejickela dostanou Skodliviny, které se hromadi v
tkanich. Bmito Zivatichy se Zivi drobni predatoa ti jsou zase potravou pratsi
predatory, a proto nalezneme nejvysSi koncentrametgmti v druzich, stojicich
nejvyse v potravninetzci (Primack et al. 2011).

Schopnost bioakumulace udava akursniakoeficient, ktery vyjatlije pongr
obsahu kovu v daném organismu ku jeho obsahu wokol® (Pitter 1999). Nejvyssi
akumul&ni koeficient z&kych kowi maji rtu, kadmium a olovo (Adamek et al.
2010).

U mlza, veetre slavicky mnohotvarné, snizujgtké kovy jejich vykonnost. i
zvySené koncentraci kovu sléky dokazi udrzet své ulity po delSi dobu uzmé,
produkuji mensi mnozstvi Byssovych vlaken, majienou srdéni frekvenci a filtréni

rychlost (Kraak et al. 1994 ).dKteré organy maji vys&i nizSi schopnost kumulovat
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teZké kovy, a proto se ve vSech organech nenachgimésmnnozstvi daného kovu. Ve
Vidni byly urité organy slaviek vypreparovany a podrobeny chemické analyze.
Experiment dokazal, Ze kadmium bylo nejvice nahiiima v nekkych c¢asti tla, ve
visceralni hmat, poté v Zabrach. NejvySSi koncentrace olova, ziakureédi byla

v byssovych vlaknech a poté v noze. Nejmensi mubasiech kow obsahovaly
schranky slawiek (Gundacker 1999).

3.2.1 Kadmium (Cd)

Kadmium seadi se zinkem a rtuti do 11.B skupiny periodick@stavy prvki. Jedna se
o bily, leskly a tazny kov, na vzduchu staly, palyse vrstuikou svého oxidu.
Vyskytuje se spolaé se zinkem v jeho rudach, samostase vyskytuje v mineralu
greenockit. Za vlihka ztraci gyvlesk a za vysSi teploty hiona oxid kademnaty. Reaguje
dolre s kyslikem, sirou a fosforem, za vyssi teplaynalogeny. Oproti zinku nereaguje
s hydroxidy, pouze s kyselinami. Jeho maximalndaii stup@& ve slodeninach je Il
(Kamenéek et al. 2009).

Je velmi toxické, kuli svym lipofilnim vlastnostem se ngseji hromadi
v jatrech a ledvinach. Zde se spwie se zinkem vaze silnou vazbou na protein
metalothionein (Moore & Ramamoorthy 1984).

Do odpadnich vod se dostavé jeho zpracovavani.iPelektrolytické vyrok
zinku vznika jako odpadni produkt, je sasticistirenskych kal. Pouziva se k vyrab
fosfore&inanovych hnojiv, pigmet(CdS jako kadmiova ztuse pouziva jako n&bva
hmota a k barveni skla), stabilizator hapi vyrobé PVC (polyvinylchlorid) spoléeng
s niklem @i vyrob¢ galvanickycheélanki. Vyznamné je i jeho uziti v jaderné energetice
jako regulator neutran(Kamenéek et al. 2009, Pitter 1999).

3.2.1.1Cd ve vodnim pros¥edi

Ve vodnim prosedi vSechny prvky II.B skupiny snadno podléhajirogze za vzniku
hydroxokomplex. Reaguiji vSak také s dalSimi anionty vyskytujeive vo@d za tvorby
nag.  sulfatokomplei  [Cd(SQ)(aq)], karbonatokompléx [Cd(CGs)(aq)],
chloridokomplex: [CACI]". V morské vod se Bzne vyskytuje i [Cd(CI) (aq)] ] (Pitter
1999).
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NejcastjSi dvoumocné kadmium Cd se vyskytuje ve &@& do pH 8, pod
podminkou, Ze se zde sp&t¢ s nim nevyskytuji fosfaty, sulfidgi jiné anionty,
s kterymi by kadmium ty@do ruzné rozpustné srazeniny.{fiPpH vysSSi nez 9
hydrolyzuje a tvéi sloweniny [Cd(OH)]. Naproti tomu rtinaty kation pouze
hydrolyzuje v rozmezi pH 2-6 za vzniku Hg(QHYYSSi hodnoty pH seipozere ve
vodk nevyskytuiji, proto ani vySSi hydroxylové (gophloridoveé) sloteniny s kadmiem
nenajdeme (Moore & Ramamoorthy 1984).

Chloridy jsou vice selektivni v interakci skterymi ®©zkymi kovy nap.
s kadmiem, rtuti, olovem. Kovalentnost vazby seiZavislosti na daném kovu. Oproti
jingm komplexotvornymginidlam jsou chloridy dote rozpustné ve vagjsou mobilni
a perzistentni (stalé ac¢zko odbouratelné z zivotniho proeti) (Moore &
Ramamoorthy 1984).

Také s organickymiinidly tvoti kadmium stabilni komplexni sldeniny. Podle
Pearsonovy hard-soft teorie (1963) se Cd s d@xigta cislem Il fadi k mékkym
kyselinam, které budoui@dnosté reagovat s gkkymi bazemi (ligandy) za tvorby
komplexi. K mé¢kkym zasadam p#tnag. CO, CN, R, SCN, R,S (Brezina & Pastorek
1991). Z organickych latek se ve woEzné vyskytuji aminokyseliny, aminosacharidy,
polysacharidy, alifatické i aromatické karboxylokgseliny. V mdské i sladké vod
reaguje Cd s huminovymi kyselinami (Moore & Ramantimp 1984). Jedna se o
makromolekuly s aromatickym charakterem a spoustolcnich skupin, pedevsim
karboxylovych a fenolickych, amino a sulfydrylovyddadmium se dokaze vazat na
vSechny tyto funéni skupiny (Voets et al. 2004).

Stabilita huminovych chelat roste v Irving-Williamse fade (Moore &
Ramamoorthy 1984):

Mg <Ca <Cd ~ Mn <Co <Zn ~ Ni <Cu <Hg

Voets et al. (2004) studovali pomoci iontowelektivnich elektrod vliv
huminovych kyselin na bioakumulaci kadmia st&keiu mnohotvarnou a dosli k z&w,
v piftomnosti huminové kyseliny do$lo k vyraznému pslleaktivity Cd* ionti ve
vodk z 51,6 % na 21,8 % a 19,9 %. V experimentu Fé@pmnosti huminovych kyselin

byly nantieny vysSi hodnoty kadmia ve slékéach.
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Nejvy3si mezni hodnota Cd pro pitnou vodu j€eské republice Sug/l
(vyhldSka¢. 252/2004 Sh.), pro balené&imdni mineralni vody je 0,003 mg/l, pro
povrchové vody g/l a podzemni vody 1,69/ (2).

3.2.1.2Metabolismus a toxikologie

Pri kontaktu toxické latky s Zivym organismem doch&Zéjich vzajemné interakci a
latka se tak dostdva do jeho metabolismu. Pohylllgkoy zatina vstupem do
organismu, nasleduje procesrestavani, transport, distribuce a wdvani (Picka &

MatouSek 1996). DlezZité je poznamenat, Ze pouze m&dt kadmia je v organismu
zadrzovana a kumulovana, zbytek byva vy Do jaké miry je vykovan a do jaké
kumulovan zavisi na ziwisném druhu, nagklad u krys je zdrzovano ¥le 0,3 % Cd,

u dribeze 7 %, ¢lovéka az 25 % (Bencko 1984).

Proniknuti Skodlivé latky do organismudge byt enteralni (vstup travicim
astrojim) nebo parentalni (vSechny cesty k¥dravici, tj. dychaci, ¥Zi apod.) (Picka &
MatouSek 1996). Po parentalnim vstupu je &85 % kadmia zdrzovano v krevni
plazne, kde je vazano na proteiny,iguazié na a-2-makroglobulin. Z krve je
transportovan do jater, ledvinfetni sliznice a dalSich tkani. Tato distribuce $ak/
zavisla na davce a délexpozice. B dlouhodobé expozici se kadmium hromadi nejvice
v ledvinéch, po jednordzoveé davce v@weii sliznici (Bencko 1984).

Do bezobratlych zivéicha (Intervetebrata) se kadmium dostava potravou a
vodou. Hodnoty BCF (biokoncentra faktor — pondr dvou koncentraci viaenych
fazich, napbiota/voda; ukazuje do jaké miry se @8éujici latka koncentruje z vody
do vodniho organismu) kademnatych anorganickychu¢slin jsou nizké oproti
organokademnatym sléeninam. Pimérné koncentrace kadmia ¥kierych skupinach

bezobratlych v prmyslovych zonach v USA jsou shrnuty v tabulce.

Tabulka 1. Praimérné koncentrace Cd u miznych skupin bezobratlych v pfimyslovych zonach USA
(Moore & Ramamoorthy 1984), upraveno K.Stachova 2@

Trichoptera | Ephemeroptera, | Crustaceae | Diptera Mollisca Hirudinea

1,5 mg/kg 5,9 mg/kg 2,3 mg/kg 2,2mg/kg 2,1 mg/kg ,8 rdg/kg

Maximalni koncentrace nahromsmwtho kadmia v organech bezobratlych je

specificka pro dany druh. Koncentrace Cd v konKoftrorganech se e zvySovati
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snizovat v zavislosti na teptoa reprodukni ¢innosti daného druhu. Transport Cd do
raznych tkani a orgdnbezobratlych je prostdnictvim hemolymfy. Ftomnost zinku
muze vést ke zvysSeni koncentrace Cd veminth organech a zarovgeho snizeni ve
svalech (Moore & Ramamoorthy 1984).

Kadmium pati mezi latky karcinogenni (Z&gobuje rakovinu), teratogenni
(poSkozuje plod) a reprotoxické (snizuje reprahik schopnost). Akutni otravy
zpasobuji zvySeni krevniho tlaku, selhavani ledvirozktad erytrocyid. U ¢lovéka se
piijem kadmia pohybuje okolo 5@ (2). U ml&i (konkrétré Mytilus edulis) se provad
experiment, kdy se do vodyigalo CdC} a zji¥ovaly se negativnidinky na tkag a
organy. Kadmium se nahromadilo nejvice v travidzel (hepatopankreas), ale zde
Zadné negativni dinky nebyly pozorovany. AZ po snizeni expozice @dobjevily

nekrozy, léze, zaiy a neoplazie (Sheir et al. 2013).

3.2.2 Olovo (Pb)

Tento stibroleskly kov pafi do IV.A skupiny periodické soustavy pifvkS rostoucim
protonovymcislem roste ve skupinelektropozitivita a tim i ochota vytigt sloweniny
s oxid&nim ¢islem Il, proto jsou slateniny olova v oxidénim cisle 1l velmi Ezné a
stalé. Ve vysSim oxidaim ¢isle tj. IV se projevuje kyselinotvornost st@min, zatimco
v Il amfoterita az zasaditost. Z triady Ge, Snj@blovo nejreaktivi§si (Kamenéek et
al. 2009).

NejrozstergjSi rudou olova je galenit PbS, z které se tak&axis jeji oxidaci
(Kamenéek et al. 2009). DalSi rudy jsou cerrusit Pa@anglesit PbSODo Zivotniho
prostedi se dostava jako organickd latka tetraethylglditeré byla #ive sowasti
vyfukovych plyri motorovych vozidel. DalSimi antropogennimi zdrigou pajené
spoje niédéného potrubi, vyroba akumulatgslitin, chemikalii a pigmeit(Pitter 1999;
Moore & Ramamoorthy 1984)

VSechny rozpustné sldeniny olova jsou jedovaté (Kamegk et al. 2009).

3.2.2.1Pb ve vodnim prostedi

Pod pH 6 se vyskytuje olovo ve vode forne P pop. jako karbonatokomplex
[Pb(CO)(aq)] (Pitter 1999). Nad touto hodnotou hydrolgglovo na nerozpustny
Pb(OH), [Pb(OH)(aq)] a [Pb(OH)], ktery @i pH 8,5 grevazuje. V bazické oblasti pH
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nalezneme také [Pb(GP] a @i vySsSim mnoZstvi oxidu uHiitého i
[Pb(CG)(aq)].V maské vod je oproti sladk&astjsi tvorba chloridokomplek které
pii pH 8,1-8,2 pevazuji nad hydroxylovymi (Pitter 1999; Moore & Ramoorthy
1984).

S organickymi ligandy obsahujici atom siry, dusfkkysliku vytv&i stredrg
silné chalaty. Olovo se také debvaze natstova média mikroorganisina burgk
(Moore & Ramamoorthy 1984).

Organokovové slaieniny olova jsou ménstabilni kvili slabé vazb mezi Pb a
C. Obecs jsou aryl slodeniny stabilgjsi nez alkylovél a jejich stabilita roste
s rostoucim pé&tem organickych skupin. Alkylolovo fize podléhat disproporcionaci:
2 (CHs)2PbX; — (CHs)sPbX + PbX + CHX
3 (CHs)sPbX — 2 (CHs)4Pb + PbX + CHsX
Kde X miZe byt acetéat, perchlorat, nitrat, chlorid, bronpadlid, dusitan...

Biomethylace olovnatych soli (napctanu olovnatého) u mikroorganigmede
za anaerobnich podminek az ke kov@nu produktu tetramethylolovo (Moore &
Ramamoorthy 1984).

3.2.2.2Metabolismus a toxikologie

Olovo je més toxické nez kadmium, &, zinek a rtti, ale tox&téjSi nez nikl, kobalt
nebo mangan (Moore & Ramamoorthy 1984). Zj$imo prostedi se dostava do
organismu dychacini travicim Ustrojim. Toto vée€bavani nezavisi pouze na mnozstvi
kovu v misk vstupu, ale také na fyziologickém stavu organissidii, velikosti, pohlavi
a na fyzikalnich a chemickych vlastnostech olovolatgloenin. Slogeniny dole
rozpustné ve vadjsou i dolfe vstebavany. Naproti tomu nerozpustné maji schopnost
se rozpustit v plicich (Bencko 1984).

Vstup ¢astic olova dychacim ustrojim zavisi na jejich kediti a na frekvenci
dechi za minutu. B frekvenci 30 dectvminutu se jedna o 6-16 %fifdrekvenci 10
dechi 40-50 %. V travicim systému se kedtava 5-10 %, udti vSak mize byt o dost
vySSi. Vstebavani olova zvysuji diety, namizky obsah vapniku, vitaminu D, Zeléza
hladowni. Piamérny piijem Pb wlovéka se odhaduje na 28-38 (Bencko 1984).
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Akutni otravy olovem v dnesni délmejsoucasté. Ve vyjiménych gipadech se
mohou projevit poruchami CNS, krvetvorby, zazZivaciistroji, ledvin apod. Olovo
prochazi placentou, je teratogenni (Picka & Matku¥896 ). Je karcinogenni pro
n¢které Ziva@ichy nag. pro krysy, u lidi je zatim v sekci potencialniréiaogen. Pro
vodni organismy je toxické a reprotoxické. Sgntes kadmiem séadi k perzistentnim
biakumulujicim latkdm (3). Zvla&t nebezpeéné jedy jsou organické latky
tetraethylolovo, tetramethylolovo a trialkylol@ité soli (Picka & MatouSek 1996 ).

U bezobratlych se akutni otravaube objevit v Sirokém rozmezi 0,002-670
mg/l. Nekteri bezobratli, ¥etné stejnonozé a mnoho&tinatai, jsou vSak uci
intoxikaci odolni. Chronické dinky se mohou objevit ip koncentracich pod L&
daného druhu. Vifrozenych podminkach se mohou nasledky vypmigilova do vod
objevit zcela nahlefftomnostici spiSe nefitomnost bezobratlych. Se zvySujicim pH se
snizuje koncentrace Pbve vod a tim dochazi ke snizovanim toxicity pro bezokratl
Zivotichy. Ke sniZeni toxicity vede také tvorba chal&tPli* (Moore & Ramamoorthy

1984). Nekteré letalni koncentrace bezobratlych (akutnidid)j jsou shrnuty v tabulce.

Tabulka 2. Akutni toxicita vybranych druha Intervetebrata, (Moore & Ramamoorthy 1984),
upraveno K.Stachovéa 2015

Akutni toxicita [mg/l]
Asselus aquaticus 670 (48h LC50)
Daphnia hyalina 0,055 (48 h LC50)
Cyclops abyssorum 3,8 (48 h LC50)
Tanytarsus dissimilis 0,258 (96 h LC50)
Lymnea palustris 0,036 (50 % snizeni produkce)
3.2.3 Nikl (Ni)

Jedna se o ibroleskly, tazny a kujny kowadici se do VIII. vedlejSi podskupiny
periodického systému. Spole s Zelezem (Fe) a kobaltem (Co)ipato tzv. Triady
Zeleza. Ve slateninach se vyskytuje v oxitiaim stavu I, mé& ¢asto v lll. Vzacs
muze existovat i v —I, I, IV (Kamebék et al. 2009).

V piirodé se nikl vyskytuje ne€psgji vazany v rudach se sirou, arsenem a
antimonem. Jedna se o mineraly nikelin NiAs, chibdiAs,, millerit NiS, breithauptit
NiSb, ullmanit NiSbS. PrazEbu a vyrobu méaidezity vyznam kemkiitan garnierit (Ni,
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MQ)sSiO10(OH)g a pentlandit (Ni, Fghg). Z rud se ziskava tavenim sirou, naslednym
praZzenim a redukci koksem. Veluaista je rafinace Mondovym procesem, coz je taveni
karbonyluniklu pi teplot kolem 200 °C (Kamenék et al. 2009).

Je dobry vodi elektrického proudu a nepodléha korozi (4). Pragkokl se
pouziva jako katalyzator v organickych syntézach.ddpadnich vod se dostava diky
chemickému a ski@kému piimyslu, @i povrchovych Upravach kav(Pitter 1999). Az
40-65 % produkce niklu se vyuZziva k legovani oeefiro vyrobu slitin. Jeho hydroxid

se pouziva s kadmiem v bateriich (Bencko 1984).

3.2.3.1Ni ve vodnim prost¥edi

Ve vot nikl tvori stabilni komplexni slateniny s anorganickymi i organickymi
ligandy. Z anorganickych ligaidsou to sirany, halogenidy, fosférany, uhléitany a
karbonyly (CO). S huminovymi kyselinami ttiostedre silné komplexy (Moore &
Ramamoorthy 1984). Obdobnjako u pgedchozich kofr v kyselé oblasti pH se
vyskytuje jako iont Ni*. V bazickém tvéi hydroxokomplexy [Ni(OH)] aZ [Ni(OH)4F

, karbonato i sulfatokomplexy. V odpadnich vodagbozrchovych Upravach kévse
vyskytuji i kyanokomplexy [NiCN] az [Ni(CN)]* i aminokomplexy [NiNH]** aZ
[Ni(NH 3)6]** (Pitter 1999).

3.2.3.2Metabolismus a toxikologie

Absorpce niklu Uzce souvisi gijpnem kadmia a zinku. Synergistické nebo
antagonistické d&nky latek se vSak mohou projevit az pociteg dokE, protoze
organismy ve vodnim prdsdi jsou obvykle vystaveny s$si chemickych latek
(Bourgeault et al. 2012). Worms et al. (2007) des@awru, Ze v pipad zelenérasy
Chlamydomonas reinhardtii pétinasobny narst koncentrace zinku snizitiggm niklu o
60 %, zatimco u kadmia to bylo jen o 10 %.

Vstiebavani niklu se &e prostednictvim Kize, traviciho a dychaciho Ustroji.
Jedna z nejjedovgBich latek niklu tetrakarbonylnikl se nejléperettava plicemi, kde
je oxidovan na oxid uhelnaty, ktery se vaze na lgaln. Postizeny jsou nejvice
alveoly (plicni sklipky). U krys se u&balo asi 50 % inhalované davky, zatimco

travicim astrojim pouze 10 %. \fsbavani kzi bylo pozorovano u maat, kraliki a
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krys (Bencko 1984). Wreissena polymorpha Bourgeault et al. (2012) zjistili, zetip
nizSich koncentracichtipodnich organickych latek bykiem niklu vySSi. Vysetlovali
to filtracni ¢innosti slaviek. Ri vysSi koncentracichippodnich organickych latek doslo
ke znené propustnosti membrany, a proto se maiklu dostalo doda slaviek.

Nejvyssi koncentrace niklu u obratldvkralikia a krys byly nalezenyipvazri
v ledvindch, hypofyze, jatrech a plicich (Bencko84p U sladkovodniho mize
Lamellidans marginalis bylo nejvice niklu nahrom&do v dychacim organu
(ctenidium) a hepatopankreas (4). Az 90 % nikluow Zivocichové mai (Bencko
1984).

Pro mnohé rostliny, Zivichy a clovéka je nikl biogenni, esencialni prvek
(Bencko 1984). $edni gijem dosglého ¢lovéka je cca 200-30lg denr. Lidske €lo
dokéaze az 10 mg niklu skladovat a vyuzit ho, kaypgteba. V krevni plazése vaze
na a-globulin, je dilezity pro &inné vstebavani Zeleza a krvetvorbu. Jeho nedostatek
ovliviiuje aktivitu mnohych enzyi Pokud je podavan v nadbytku dochazi v jatrech ke
zménam hladin glutatuionu a ksyntéze a zatowdegradaci hemu (Moore &
Ramamoorthy 1984). iP kontaktu s kzi maze u lidi vyvolat alergickou reakci Ve
vétSim mnozZstvi je toxicky, poskozuje jatra, ledvinglice ¢i CNS. Jedna se o
potencialni lidsky karcinogen. Pro vodni organiswykazuji jeho sloteniny akutni i
chronickou toxicitu, ktera je zavisla na tvrdostidy. Cim mekéi je voda, tim je #tSi

riziko kontaminace niklem (5).
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3.3 Chemicka analyza

Na koncifijna 2014 bylo odebrano asi 800 st#k z byvalé strkopiskovny, z jezera
Kvasice, nachazejici se mezi obcemi Kvasice a T¢toma

Po aklimatizaci byly sla¢ky v drizach gblizné stejného pé&u jedindi
jednotlivych velikostnich kategorii roglény doctyi akvarii o objemu 20 I. V prvnich
ttech akvariich bylo rozpusto tolik soli daného kovu, aby koncentrace kovuabyl
0,5 mg/l. Do posledniho akvéaria se zadny kov tigdpal, bylo ponechano jako

kontrola.

Tabulka 3. Hmotnostni koncentrace kow a jejich soli, K. Stachova 2015

Sil Hmotnostni koncentrace Hmotnostni koncentrace
soli [mg/l] kovu [mg/l]

CdChL- 2 H,O 0,976 0,5

Pb(NQGy), 0,799 0,5

NiCl, - 6 H,O 2,024 0,5

Doba expozice trvalaittydny. Vzdy po tydnu byly odstr&ni mrtvi jedinci a
1/3 z zivych slaviek byla odebrana a roddna na polovinu. Prvni polovina byla
ponechana v mrazicim boxu pro chemickou analyztubadpolovina byla viozena do
4-10% formaldehydu k histopatologické analyze. Daakydré bylo také odebrano
50 ml vody ze vSech akvérii pro stanoveni koncestrkovi ve vod, pro zjiseni
Ubytku kowi diky bioakumulaci sla¢ek. Prvni odebrana voda byla v ten samy den, kdy
se do akvarii ffdavaly soli kovu, proto prvni naifena koncentrace (v den 0) je brana
jako 100 %.

3.3.1 Stanoveni koncentrace kow v modelovém organismu a ve vad

3.3.1.1Mikrovinna mineralizace a Atomova absorgni spektroskopie
(AAS)

Pti pouziti vysoce citlivych metod jako je AAS, ICFES (kombinace indui¢ vazaneé
plazmy s optickou emisni spektroskopii), ICP-MSnkanace induéné vazaneé plazmy

s hmotnostni spektrometrii) nebo voltarimetrie sscpje se vzorky ve vodném roztoku
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(Knapp 1991). K rozloZeni vzorku a naslednéntavpdeni do roztoku slouzi tzv.
mineralizace zaisobeni mikrovinného #éni. Jejim principem jeipvést organickou
latku na jednoduché anorganické skeniny pisobenim kyselin nebo jejich $si za
zvysSene teploty a tlaku. Mineralizace se provadspecialnich uzaenych tlakovych
nadobkach, které jsou umisy v mineralizatoru (Opekar et al. 2003). Pokudujso
tlakové nadoby vyrobené z PTRE PFA, teplota uvnit mineralizatoru by netta
piekrctit 240 °C. Kkemenné nadoby se mohou pouzivatiiyysSich teplotach. Tlak
v nadold zavisi na pouzitém systému, duwizkotlaky systéem do 1,6 MPa nebo
vysokotlaky do 15 MPa. Pro biologické materidly mmiziva mineralizace kyselinou
dusinou (65-69%) v kombinaci s kyselinou sirovou, cistmu (hrozi exploze),
chlore&nou nebo peroxidem vodiku, protoZze samotna kyselustna nema tak silné
oxidatni vlastnosti, aby &které organické vzorky rozlozila (Knapp 1991).

Pred chemickou analyzou byly sléky rozmrazeny a rozteny do fti
velikostnich skupin. V prvni skupinbyli dosgli jedinci s délkou lastury 1-1,9 cm,
vdruhé 2-2,9cm a v posledni >2,9 cm. Po odsiiartastur byly vzorky suseny
v susars pii teplot 105 °C po #kolik hodin a poté byly feneseny do exsikatoru ke
zchladnuti.

VysuSené vzorky byly homogenizovany pomotéct misky s tlotkem a
zvazeny na digitalnich vahach. Vzorky s hmotnagstB00 mg byly nasypany do
teflonovych nadob a zality 7 ml 65% HN@ 1 ml 30% HO,, Pri Sumeéni krouzivym
pohybem a gepavanim nadob se zabréanilo jejimu &yfmi. Vzorky s hmotnosti + 200
mg byly zality mensim mnoZstvim kyseliny a peroxidle ve stejném potru (4,9 ml
65% HNQ a 0,7 ml 30% HO,). Nadoby byly uzateny teflonovymi wky a
Sroubovacimi hlavicemi a vloZzeny do mineratiziho z&izeni Speedwave 2, firmy
BERGHOF, byl nastaveniigslusny mineralizéni program. Teplota négsahla 180 °C,
mineralizace trvala 54 minutetre chlazeni. Celkem se jednalo o 36 vZork

Po vychladnuti se opatfrodSroubovaly hlavice, pojistnym otvorem adata
obsah nadob se nalil do odmych barkk. Vzorky s vysSi hmotnosti byly nality do
50 ml odngrnych barkk a ty s nizSi do 15 ml bak. Poté byly doplény destilovanou
vodou po rysku, promichany a zfiltrovankep skladany filtr.

Pro stanovenikych kowi Cd, Pb a Ni ve vata mineralizovanych vzorcich se pouzil
atomovy absoni spektrometr AVANTA, firmy GBC.
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Atomova absorgni spektrometrie (AAS) je spektrometricka metodalpzena
na nefeni absorpce elektromagnetickéhdera (veltina absorbance) volnymi atomy
v plynném stavu. Velikost absorbance je podle LaitnBeerova zakonaifmo ungrna
koncentraci ¢ stanovovaného prvku (Klouda 2003 ):

A=¢cl A... absorbance

...molarni absorgni koeficient [I/moicm]

... délka absorbuijici vrstvy [cm]

Zdrojem zé&eni je vybojka siemennym okénkem a s dutou katodotistého
stanovovaného kovu. Anoda je &kotavitelného kovu. Prostor kolem elektrod je
vyplnén vzacnym plynem (argonem nebo neonem) (Opekat. 2083). Pro kazdy
prvek je pateba pouzit jinou vybojku.

V plamenovém atomizatoru séepedou stanovované prvky z roztoku na atomy
v plynném stavu. Jako palivo se pouzil acetylen xéddavadlo vzduch. Nakonec
detektory (fotonasobe) detekuji z#eni a z absorbance vyhodnoti koncentraci

stanovovaného prvku ve vzorku (Klouda 2003).
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3.4 Histopatologicka analyza

Histopatologicka analyza se pouziva ke &jistnezadoucichdainkt chemickych latek
na zivy organismus.

Slavicky byly vystaveny ginkim t€Zkych kowi kadmia, niklu a olova po 3
tydny. VZdy po tydnu byla odebrana 1/3 Zivych vigrkterd byla naslednrozclena
na pil. Tato polovina seifchystala k histopatologické analyze, zatimco drpbi@vina
byla ponechana v mrazicim boxu pro chemickou analyz

Zakladem této analyzy je zhotoveni trvalyelzovych preparétpro pozorovani
piednich, diednich a zadnicltasti &l slavicek. Rezové preparaty se na rozdil od
totalnich pouzivaji k pozorovéani vimf stavby ¥tSich objeki, které se musi tiezat na
tenké platkyRezy se mohou zhotovovating pomoci Ziletky nebo nich mikrotoni.

Velmi tenkérezy se fipravuji na rotanich¢i saikovych mikrotomech.

Cely postup spfiva v rekolika krocich:
Fixace
Vyprani fixaze
Odvodnéni
Projasiiovani
Prosyceni
Vlastni zaliti
Rezani na mikrotomu
Barveni

Pozorovani pod mikroskopem

3.4.1 Priprava rezovych preparafti

Fixace

Po odebrani vzorku tkdrdochazi ki#iznym fyziologickym a morfologickym zémam

az k autolyze buik, coz by vedlo k jeho znehodnoceni. Aby &mtb nezadoucim
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zménam zabranilo, musi se tkéixovat. i fixaci dochazi k rychlému usmrceni ki
které spoiva v denaturaci bilkovindetrg enzymi (5).

Fixatni tekutina musi mit schopnost rychle pronikat ként, ale pitom nesmi
zmenit strukturu buiky (Habrova 1979). Navic ma rychle usmrtit Zivy angsmus a ma
upevnit struktury, aby sefippoz&jSim zpracovani dak barvily (Lellakova 1992). Jeji
mnoZstvi by nilo byt asi 50 krat vice nez je objem fixovanéhoetthj (Habrova 1979,
Lellakova 1992).

Fixacni prostedky mohou byt fyzikalni nebo chemické. Mezi fyikiametody
pati zejména fixace teplem, vyschnutim za mrazurychlym zmrazenim. Zadna
z téchto metod nema vsak v histologii Siroké uptain pouziva se zejména pro krevni
naegry (Habrova 1979) nebo v mikrobiologii (odkaz).ct$i uplatgni ma pouziti
chemickych fixgnich prostedki. Jedna se o anorganické i organické &oiny, které
se mohou pouzit samostatnve sngsich. Mezi nejznagjSi pati Bouinova tekutina,
Zenkerova, Carnoyova, formaldehyd, etha&iokyselina octova (subliméat) (Habrova
1979).

Zivé vzorky slavéek i s lasturou byly ponechany ve fixa tekutire 4-10%
formaldehydu (tzv. 10-25% formol), kde doSlo kg¢jiusmrceni. Formaldehyd se
prodava 35-40% #&edi se v porru 1:4 az 1:10, ifitom pro jemné objekty se pouziva
nizsi koncentrace (Lellakova 1992). Vzorky byly mikolik tydna uzawené v tmavych
lahvich, protoze se formaldehyd ¢dem oxiduje a vznikla kyselina mrawdnby
poskodila Ziv@isnou tkd (6).

Vyprani fixaze

Vypirani fixanich tekutin je velice wezité, protoZze tomnost fix&ni tekutiny
v tkanich by byla fekadZkou pro dalSi zpracovani preparaejména fi zalévani do
parafinu a barveni (Habrova 1979).

Vybrané vzorky o velikosti lastury 2-2,9 cm bylgjdtive zbaveny schranek.
Poté byly tkas uzaweny v gazovém s&u 7,5 x 7,5cm a na 6-8 h zéeny do
nadobky s vodou, ktera se dvakréat @nifa.

Odvodnéni
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Pro pipravu mikroskopickychiezi ZivogiSnych tkani se jako montovaci meédium
pouziva parafin. Parafin je latka ve ¥ogerozpustna, a proto jéeba objekty fed
vlastnim zalitim odvodnit. Odvodni se provadi vzestupnou alkoholickiadou, ktera
zarwi co nejmensi smr&ti tkare (Habrova 1979).

Objekt byl genesen do ethanolu n&jk do 70%, 80% a nakonec do 96%.
V kazdé lazni byl ponechan asi 6 hodin, podle wdik objektu. Dlezitou roli i
odvodiovani hraje mnozstvi alkoholu, které bglmbyt spiSe ¥tSi a 1azé by se ndla

alespa jednou vyngnit (Jirovec 1958).

Projasiiovani

DalSim krokem je tki& projasnit benzenem. Parafin je v benzetiuzphati dolre
rozpustny, navic se benzen #@®bmisi i sethanolem. Objekt je ponechan ve
ttech benzenovych lazni, v kazdé po dobu 10-15 minpdésledni lazni by #ta byt
tkan prasvitna. Pokud tomu tak neni a tkig ml&né zbarvend, ila by se znovu vratit
do 96% ethanolu na 6 hodin (Habrova 1979).

Prosyceni

K prosyceni objektu se pouZziva specialni paraftinhpstologii tzv. paraplast. Paraplast
je ¢isty parafin s fidavkem polyisobutylenu, ma podobu bilych voskovysdtiek,
které taji v rozmezi 55-57 °C. Je vhodny fepy tenké az fm (7).

Do benzenu bylo nasypano takové mnozstvi parafény, vznikl nasyceny
roztok (pondr cca 1:2 parafin:benzen). Termostat byl nastaeeteplotu 35-40 °C a po
rozpuséni parafinu byly do & vlioZeny objekty. Po i hodiré byly tkare preneseny
do rozpustnéhocistého parafinu a byly ponechany v termostatu totep5-60 °C. Po
2-3 hodinach byla la2evyménéna, v druhé lazni byl objekt ponechan asi 3-4 htigtv
lazni byl ponechanips noc, asi 12 h (Habrova 1979).

Vlastni zaliti

Po posledni lazni nasleduje vlastni zaliti do patafa zhotoveni tak parafinovych
blo¢ka. Z papiru byly zhotoveny malé kr&hy, které byly naslednpopsany znikou
kovu. Novy rozpuginy parafin byl nalit do krabky, rychle nabkatou pinzetou byly do
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n¢j umiseny tkareé a krabéka byla ponéena do vody o teplétl0-15 °C. Dbalo se na
to, aby se voda nedostala doyritabicky, doSlo by tak k znehodnoceni tho. Az
vznikla na povrchu blkku parafinova ztuhla vrstva, krgka se potopila cela (Habrova
1979).

Rezani na mikrotomu

K fezani tenkychiezi pro mikroskopovani se pouzivaji specialifispoje zvané
mikrotomy. Podle zfisobu ovladani rozliSujeme mikrotomy ngédveé a rotani.
Mikrotomy, které pracuji se zmrazenymi &ty se nazyvaji zmrazovaci (Habrova
1979).

DnesSni mikrotomy mohou byt manualni, poloautomatick automaticke.
Parafinové bleky s tkarmi slavicek byly krgjeny na rotaim mikrotomu Microm
Ergostar HM 200, firmy Zeiss. Kazdy rotd mikrotom se sklada ze zékladny, na
kterou se upeawje drzak s nozem, s kterym se da pohybovat. Dékdrge fipevni niz
pomoci svorek a pomoci &imich Srould se nastavi sklon. Parafinovy bbk je pevi
umisgn v malém drzaku nad nozem atbhoni rukojgmi se posouva béek ve svorce
nahoru a ddl a tim vznik& souvisla tenk& paska. Na mikrotonow jdatitka pro posun
svorky s blékem dogedu a dozadu a nastaveni velik@ef.

Nejprve byly blgky zalratym parafinem ilepeny k devenému Spatiku. Po
jeho ztuhnuti se Spabk s blgdkem upevnil do svorky (drzaku) mikrotomu, nastagia
poZadovana tlowka ezl (7 a 12um) a sklon noze 10-15° k rowinrezu. Pomoci
tenkého Sttecku byly fezy genaSeny a lepeny na podlozni &kbi natené snisi
glycerol-bilek s kapkou destilované vody navrchkii¢cko se poté polozilo na ploténku
o teplog 40-45 °C, aby s&ezy natahly.

Barveni

Nekteré bugéné a tkéoveé struktury nejdou bez barveni delpozorovat ve s¥elném
poli klasického mikroskopu (nebarvené se daji poear pouze ve specialnich
mikroskopech).

V histologii se rozliSuji barviva podle acido-bdgich vlastnostech na kyselé,
zasadité a neutralni. Kyselé barvi tioloytoplazmu, péit zde nap eosin, erytroeosin,

kysely fuchsirti oranz G. Zasadité barvi jadra, ale i jiné cytaplatické struktury jako
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jsou teba mitochondrie. Kémto barvivim fadime hematoxylin, methylovou z#le
azokarmin G, toluidinovou moéa@ bazicky fuchsin (Habrova 1979).

Sklicka s parafinovymiezy se barvi ve specialnich skiagich nadobach, tzv.
Hellendahlovych kyvetach, aby se urychlil proces/bai a zabranilo se slepeni gkk.
Nejprve serezy zbavuji parafinu pobenim skléek do dvou xylenovych lazni v kazdé
na 5 minut. Poté nésleduje sestupna alkoholtada (96%, 80%, 70%) koiti
destilovanou vodou. Jednotliva sika byla genaSena pomoci pinzety vzdy z jedné
kyvety s roztokem do druhé. Jeha dbat na to, aby séta nezaschly, ale zaravee
hrany skléek otiraji filtratnim papirem, aby nedoSlo ke smichéni roktok Po
odparafinovani se skka prenesou na 5 min do hematoxylinu, nasleduje opl&civeu
vodk, diferenciace v okyseleném 96% alkoholu (na 10Glkkbholu 3-5 kapek HCI) a
prani v tekouci va#l Poté se portdy sklicka do druhého barviva, do kyselého eosinu.
Nasleduje znovu oplachnuti vodou z vodovou a destilou vodou, poté odvoetmi
vzestupnou alkoholovotadou (70%, 80%, 96%) a &2 lazré xylenu. Pokud bychom
chili zhotovit trvaly preparat, nabarvemézy se fixuji pomoci kanadského balzamu a

prikryji krycim sklickem.
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Pro pgehlednost je zde uvedeno schéma &k barveni:

Odparafinovani, zavodni:

Xylen | 5 min
Xylen li 5 min
Ethanol 96% 5 min
Ethanol 80% 5 min
Ethanol 70% 5 min
Destilovana voda 5 min

Barveni hematoxylin-eosin:

Hematoxylin 5 min

Opléachnuti ve vo#l(dokud nepestane téct modrofialova voda)
Diferenciace okyselenym ethanolem 2 min

Prani v tekouci vadl

Eosin 5 min

Oplachnuti ve vod

Odvodreni, prosyceni xylenem:

Ethanol 70% 5 min
Ethanol 80% 5 min
Ethanol 96% 5 min
Xylen | 5 min
Xylen lI 5 min

Pozorovani pod mikroskopem
Nabarvenérezové preparaty byly ogany popisky a &kolik dni suSeny. Poté byly

pozorovany pod s¥elnym mikroskopem Olympus BX60 pod objektivem 4@x nebo
20x a foceny digitalni kamerou Olympus DP70.
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4 Vysledky

4.1 Chemicka analyza

4.1.1 Stanoveni koncentrace kow ve vod

Pomoci AAS byla stanovena hmotnostni koncentr&esth kowi Pb, Ni a Cd ve vod
pro dikaz bioakumuléni schopnosti slavek. Jiz paityiech dnech pozorujeme u olova,
kadmia a niklu vyrazny pokles jejich mnoZzstvi vel&oU olova klesne koncentrace az
na 0,010 mg/l (2,7 % ztpodni hodnoty, ze dne 0), u kadmia na 0,045 md/Jg %) a

u niklu 0,077 mg/l (15,1 %). V dalSich dnech uz tgkazny pokles nepozorujeme.
Koncentrace kazdého kovu ve wopt oproti vychozi hodnétnizka, téndt linearni,
pozorujeme malé vykyvy koncentraceiddu vyluiovani odpadnich latek sl&kami

a jejich ogtovnou filtraci. Nejnizsi koncentrace u olova b@®1 mg/l coz odpovida
2,7 % mvodnich hodnoty, u niklu byla 0,048 mg/l (9,4 %) &admia 0,018 mg/l (4,6
%). Z grafi I1ze také vyist, Ze nejnizSi hodnota u niklu byla az po 21 tdndc az 14.
den byly hodnoty jesto dost vysSi. Zatimco u olova byla nejnizsi koticee hned po

prvnim tydnu, u kadmia v 17. den.
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Obrazek 1. Graf zavislosti koncentrace Pb iorit ve vod na doh# expozice, K.Stachova 2015
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Obréazek 2. Graf zavislosti koncentrace Ni ioni ve vod na dobs expozice, K.Stachova 2015
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Obrazek 3. Graf zavislosti koncentrace Cd ioni ve vod na dobg expozice, K. Stachova 2015
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Obréazek 4. Graf srovnani koncentrace ko ve vods, K. Stachova 2015

4.1.2 Stanoveni koncentrace kol v modelovém organismu

Mikrovinou mineralizaci a AAS byla stanovena hmatimd koncentracestkych kowi
Cd, Pb a Ni ve tkanich dodgch jedind@i slaviky mnohotvarné reissena
polymorpha). V kazdém akvariu s kovem byly jedindizné velikosti, kt& byli pred
mineralizaci rozéleni do ti skupin podle délky lastury. Spektrometr vyhodnoti
koncentraci kovu v roztoku (v mg/l), a proto se elaskoncentrace ippQitat na

hmotnost kovu (mg) v jednom kg suSiny.

@1-1,9cm
m2-29cm
03-3,9cm

70 4 63,659
60 54,400

51,710
48,100

50 -
0 4 37,100

29,147
30 -
20,963

20 13,800
9,750
10 -

koncentrace Pb v Dreissen & [mg/kg susiny]

1 2 3
doba expozice [tydny]

Obréazek 5. Graf bioakumulace Pb slawikou, srovnani t velikostnich skupin, K. Stachova 2015
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Obrazek 6. Graf bioakumulace Ni slawtkou, srovnani ti velikostnich skupin, K. Stachova 2015
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Obrazek 7. Graf bioakumulace Cd slawkou, srovnani i velikostnich skupin, K. Stachova 2015
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Obréazek 8. Graf bioakumulace kovi slavitkou, bez srovnani velikostnich skupin, K. Stachova015
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VSechny stanovované kovy se porovnavaly s blankdamkterého Zzadny kov
nebyl gidavan. Nicméa i v blanku byly pomoci AAS na#éiieny nizké koncentrace
kazdého zeft stanovovanych kay a proto se jejich hodnoty otksly.

Pokud porovnavame jednu velikost st@k v zavislosti na dab expozice,
vysledky nevykazuji stejnou zavislost. Line&ronste u olova pouze u malych jedinc
niklu a kadmia u $édnich velikosti.

Z grafi miaZzeme vyist, Ze nejvyssi koncentrace Kobyla u jedind s nej\¢tSi
velikosti (aZ na jedinou vyjimku 1. tyden u Pb, Kayla nejvySSi koncentrace uestni

velikosti), nejmensi byla naopak u nejmensich slikich kategorii.
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1

1 2 3
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Obrazek 9. Graf bioakumulace kovi slavickou, srovnani velikostni skupiny 1-1,9 cm, K.Stacha
2015
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Obrazek 10. Graf bioakumulace ko slavitkou, srovnani velikostni skupiny 2-2,9 cm, K.Stacha
2015

39



koncentrace kov U v Dreissen & [mg/kg

]

susiny]

200 +
180 ~
160 ~

SN
N b
o O
L1

=

D 0 9

O O O
T R

N
o
I

N
o o
I

161,390

9,14

70,643

123,572

114,930

2
doba expozice [tydny]

182,989

51,71

87,056

O Ni
= Pb
o Cd

Obréazek 11. Graf bioakumulace ko slavickou, srovnani velikostni skupiny 3-3,9 cm, K.Stach@

2015

40



4.2 Histopatologicka analyza

Pro tuto analyzu bylo nadhoé&irnvybrano asi 120 jediricstredni velikostiDreissena
polymorpha. Fi krajeni na mikrotomu se na sia lepilytezy tenké 7-12im z predni,
stredni (tvar pitfezu €la) a zadni (inhatai a exhalani ony)c¢asti €la. Bylo zhotoveno

96 skltek siezovymi preparaty, které byly pozorovany pod mikopem.

4.2.1 Tvar téla

Cilem bylo zjistit, jestli se #nil tvar prifezu stedni ¢asti €la slaviek po gidani
daného kovu oproti blanku po 3 tydny expozice. Ktobylo nahod& vybrano 7
mikroskopickychrezi strednicasti €la z kazdého zeitkovu a blanku, z kazdého tydne
(dohromady tedy 84ezi). Tvar se ufil pomoci ponéra vySka a ka, kdy ovalny tvar
mé&l pomér mezi hodnotami 1-2,5, podlouhly 2,5-4. Sirokyrtbg se nerl moc bréat v
Gvahu, nebt se nejspis jednalo o ovaldiypodlouhly tvar, ve kterém chybi kousekat

¢i nohy. Vysledky shrnuje nasledujici tabulka.

Tabulka 4. Srovnani tvaru prirezu s¥edni éasti téla slavicek po i tydenni expozici Cd, Pb, Ni
s blankem, K.Stachové 2015

3 4 5 6 7|0/PIS

blank ovalny ovalny ovalny ovalny ovalny |Siroky Siroky 5,0,2
S kadmium ovalny ovalny ovalny [3,4,0
Z% olovo ovalny ovalny Siroky 24,1
i nikl Siroky Siroky Siroky Siroky ovalny [1,2,4

blank ovalny ovalny 2,50
S kadmium |ovalny ovalny ovalny ovalny |4,3,0
o 1 = G = G TN PN
> olovo ovalny | Siroky Siroky ovalny ovalny 3,2,2
¥ nikl ovalny ovalny ovalny ovalny ovalny |5,2,0

blank ovalny ovalny ovalny 3,4,0
S kadmium | ovalny ovalny ovalny ovalny ovalny ovalny |6,1,0
g olovo ovalny | Siroky ovalny ovalny ovalny 42,1
™ nikl ovalny | ovalny | ovalny ovalny ovalny |5,2,0

Nebyly zjiS€ny zadné zavislosti tvaru {iezu €la na gidani ukitého kovu v rdmci
expozice. Byly nalezeny ovalné i podlouhlé tvaryitpeu, Zadny kov nevykazoval
jenom ovalné nebo naopak jenom podlouhlé, nebyézeaml Zadny shodny p@m

ovalnych a podlouhlych u stejného kovu v ramci daxpozice. Jen u niklu byl
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v druhém aitetim tydnu shodny po#n 5:2 ovalny: podlouhly. V prvnim tydnu b§asto
tvar pitezu u Ni Siroky, proto neideme vylodit, jestli by se porér také neshodoval
S ponérem 5:2.

4.2.2 Zabry

Zabry mlz véetns slavicky mnohotvarné se nachazi ve dwadach pod pladm podél
téla. VétSinu z nich Slo date pozorovat ve Btdni a pednic¢asti €la. Zabry ze sedni
¢asti se anatomicky nijak neliSily odch ze pedni. Jejich distalni konce byly vzdy
zaoblené, ficné orientovana vlakna (PV), vodni kanal (WT) a sepf dolie
pozorovatelné.

Ve wtSing pripadi nebyly pozorovany zadné zny. Jen ojedifle byly
nalezeny nekrozy (N) tkani a vdruhém tydnu expozioétSené (HT) picné

orientované viakna zaber.

Obréazek 12. Mikroskopicky Fez ZzaberDreissena polymorpha, Pb2, zv.10, K. Stachova 2015
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Obréazek 13. Mikroskopicky iez ZaberDreissena polymorpha, Ni2,

zv.10, K. Stachova 2015
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Obréazek 15. Mikroskopicky Fez Zzaber Dreissena polymorpha, Cd1, zv.20, K. Staméé 2015
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4.2.3 Travici trubice

7w 4

Na picnémiezu ve dedni a pedni ¢ésti €la Ize pozorovat travici Ustroji swo,
Zaludek, rektum). Riez trubic byl ovalny az kulaty, nebyli zde &d Zadni paraziti,

nekrozy ani jiné morfologické zny. Casté bylo jedit zvétSeni lumenu.

Obrazek 16. Mikroskopické fezy travici trubici D. polymorpha, rektum (obr. A,C,E), stievo (obr.
B,D,F), A: Cd2, zv.20, B : Pb2, zv.10, C : Cd1, 20, D : Pb2, zv.10, E : Ni2, zv.20, F : Pb2, zv,10
K. Stachova 2015

45



4.2 .4 Sifa

Inhalatni a exhalani sifa hraji dlezitou roli ve fyziologii, reprodukci a obramlzi
(Ram et al. 1999). Nachéazi se blizko sebe v z&dlti €la, nicmér pii fezani se mi
pouze obas pod#lo zhotovit piifez obou sif najednou. Inhéld sifo bylo vzdy ¥tSi,
ale oba mily rizné tvary pittezu, od ovalnych, zpladfch az po kulaté. BohuzeEkdy

dochazelo k jejich potrhani a tim i k znehodnodenmi.

Obrazek 18. Mikroskopicky ez exhal&niho sifaD.polymorpha, Nil, zv.10, K.Stachova 2015
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i h_ .
- - ‘ J" .:- =
Obréazek 19. Mikroskopicky fez inhalaéniho (IN) a exhalaniho (EX) sifa D.polymorpha, blank2,
zv.4, K. Stachova 2015
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5 Diskuze

Z experimentu vyplyva, ZBreissena polymorpha je dobry bioindikator sladkych vod,
vhodny pro biomonitorovaniéikych kowi kadmia, niklu a olova. Ma schopnost
filtrovat vodu a dostat tak do svéhat nizSi i vySSi koncentrace kinvZ grafi mizeme
vycist Zetelrg viditelny Ubytek kazdého zeitkova Cd, Ni, Pb ve vod jiz 4. den
expozice (obrazek 1,2,3,4). Z analyzy vodyzemerici, Ze nej¥étSi Ubytek koncentrace
kovu zaznamenalo olovo, které¢lm minimalni koncentraci v 1. tydnu, konkrétn
0,010 mg/l (2,7 % fvodni hodnoty). Poté nasledovalo kadmium, v 17. @€48 mg/I
(4,6 %) a nakonec nikl, v posledni den experimedby@48 mg/l (9,6 %). VSechny
Ubytky koncentrace kdvve vod a procentudlni Ubytky jsou shrnuty v nasledujici

tabulce.

Tabulka 5. Koncentrace kovii Ni, Pb a Cd ve vod a Ubytky v zavislosti na dol expozice,
K.Stachovéa 2015

hmotnostni procentualni Ubytek doba expozice
koncentrace kovu ve [%0] [dny]
vodé [mg/l]

Ni 0,077 15,1 4
0,065 12,8 7
0,068 13,3 10
0,070 13,7 14

0,051 10,0 17

0,048 9,6 21

Pb 0,010 2,7 4
0,048 12,9 7

0,018 4,9 10

0,026 7,0 14

0,010 2,7 17

0,038 10,2 21

Cd 0,045 11,6 4
0,028 7,2 7

0,029 7,5 10

0,024 6,2 14

0,018 4,6 17

0,020 51 21
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Slavicka m& velmi dobrou bioakumwai schopnost, coZ dokazuji grafy
bioakumulace kow slavikou (obrazek 5,6,7,8). U vSechi tkova platilo, Ze
v nejmensich jedincich (1-1,9 cm) byla nizSi kornse kow nez v nejétSich (3-
3,9cm). Nicmeéa u stednich velikosti (2-2,9 cm) nebyl pozorovan Zzadriyv v
koncentrace kovu na velikosti. V nejmenSich slié&ch pozorujeme u Pb s rostouci
dobou expozice linearni nemt koncentrace. V prvnich dvou tydnech byly u NCa
nizsi hodnoty ve #tdnich velikosti nez v malych, jinak byly vysSi.uBe v prvnim
tydnu u Pb byly nejvysSi koncentrace viedhich velikosti, jinak byly vzdy nejvyssSi
v nejwtSich slavikach.

Tabulka 6. Koncetrace kovi Ni, Pb, Cd ve slawkach u t¥i velikostnich skupin, K.Stachova 2015

koncentracewo[mg/kg susiny]
1-1,9cm 2-29cm| 3-3,9 cm

1. tyden |Ni 60,4 38,2 161,4
Pb 9,75 54,4 29,1

Cd 50,7 34,3 70,6

2. tyden | Ni 88,1 59,7 123,6

Pb 13,8 37,1 63,6

Cd 73,7 41,6 114,9

3. tyden | Ni 60,2 85,3 182,9

Pb 20,9 48,1 51,7

Cd 64,5 76,1 87,1

K podobny zawram dosla i studie Richman & Somers (2005), kterdurkala
vliv velikosti D. polymorpha aD. bugensis na koncentraci #Ekych kowi (Cd, Cu, Hg,
Mn, Ni, Pb, Zn). Pouze u Cd, Cu a Mn byly na jednonisg feky Niagara rozdilné
koncentrace uazné velkych jeding, vetsi jedinci (1,6-2,5 cm) sy vySSi koncentrace
kova v tkanich nez ti mensSi (<1,5 cm). V zavislosti draizich se koncentrace liSily.
D. polymorpha méla ve tkanich vyssi koncentrace rie@zbugensis. Jina studie Kwan et
al. (2003) zjigovala zavislost koncentraci kovu v tkdnich a obgaku tkarf na
velikosti €la slavtek pomoci regresivnich modela korelgnich matic. Vysledky
ukazaly, Ze kovy As, Pb, Mn, Se a Hg nevykazovalyribu pozitivni korelaci, naproti
tomu pozitivni zavislost byla nalezena u Cd, Ni, Ca, Zn a Cu. Studie Rutzke et al.
(2000) dosla také k podobnym z&wn. V jezeru Ontario se &ila koncentrace
n¢kolika tzkych kowi v zavislosti na velikostiD. polymorpha a D. bugensis a

konkrétre u Cd a Pb byly nalezeny vysSi koncentrace kovwatgich jedincich (2-
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2,5 cm) nez v menSich (1,5-2 cm). U Ni byly hodnstiginé. Stejijako u Richman &
Somers (2005), byly koncentrace u stepelkych jediné u D. polymorpha vySSi nez u
D. bugensis, proto mizemetici, ZeD. polymorpha ma lepSi akumutai schopnost.

Je zajimaveé, Ze k opaym vysledkm doSly studie, za#éiené na bioakumulaci
perzistentnich organickych polutantslavickou. Nagiklad studie provathy na
pesticidu Lindanu (Berny et al. 2002) nebo na oofamové slodenirg tributylcinu
(Fent & Hunnt 1991) abdokazuji, Ze nejvysSi koncentragehto latek byla nalezena
praw naopak v nejmensich jedincich.

Rada praci se zabyvala stanovovanim koncentigidyt¢h kowi v uritém
vodnim systému (¥ece, jezeée, nadrzi apod.) s vyuZzitim bioakuméhéch schopnosti
slavikky mnohotvarné. Tento experiment £pgal bioakumulaci slagky
za laboratornich podminek, nicnéeprotoze malé mnozstvi kadmia, olova i niklu bylo
nalezeno v kontrolnich vzorcich (be#idani kowi) mizeme tyto vysledky porovnat
s vybranymi studii (tabulka 7).

50



Tabulka 7. Srovnani celkovych koncentrace ko Cd, Pb a Ni naméfenych v tkanichDreissena
polymorpha na vybranych mistech severni Ameriky a Evropy, KStachové, 2015

Cd Pb Ni rok

lokace [ng/g sudiny] | [ng/g suSiny]| [ng/g suSiny] | sbéru studie
jezero Kvasice(R) 3,14-5,00 0,55-8,2 13,23-34,70 2014  tato studie
jezero Ontario (USA, Kan.) 6,76 - - 2003  Johns 2010

1,53 - - 2002

3,35 - - 2001

4,17 - - 2000

3,46 - - 1999

4,78 - - 1998

5,25 - - 1997

6,86 - - 1995

12,04 - - 1994
feka
St.Lawrence,1(USA,Kanadp) 3,08 1,51 52,5 1996 Kwan et al. 2003
feka St.Lawrence,2 3,01 1,27 40,4
feka Niagara,1 (USA) 2,2-7,3 0,55-8,9 31-45 1995 hRign & Somers 200
feka Niagara,2 4-79 2,3-10 37-51
feka Dunaj,Vida,1(Rak.) 0,37-0,69 0,11-0,25 - 1993-94 Gundacket.£098
feka Dunaj,Vida,2 0,33-1,75 0,27-0,73 -
néadrz,Antverpy,1(Belgie) 3,9 0,45 4.3 20072 Berveaxtal. 2004
nadrz,Antverpy,2 0,4 0,42 2,35
nadrz,Antverpy,3 17 7,94 4,52
jezero Zeneva,1(Svyc.) 0,9 3,1 - 199¢  Berny 2603
jezero Ontario 8,9-10 1-15 16 1997 Rutzke et@d2
jezero Erie (USA) 3,5 5 17 1997| Rutzke et al. 2000
jezero Erie,1 8,27 40 17,9 1993-94 Lowe & Day 2002
jezero Erie,2 10 113,7 41,9
jezero Ontario,1 2,04 26 24,4
jezero Ontario,2 1,36 2,78 57,9

V této praci se nezjfdvala akumulace kdvslavickou v riznych ¢astech dla,
ale zhotovovaly se mikroskopickézy napi¢ celého &la k pozorovani anatomickych
zmén rekterych organ. Podle vysledk Gundacker (1999) se kadmium nejvice
akumuluje v nikkych ¢astech dla (pla¥, noha) a ve vnihich organech. vodem je
nejspiSe vysoka afinita k metalothioneinu, ktery zeke nachazi. Vysoké mnozstvi
tohoto proteinu rizeme také nalézt v Zabrach, kde se Cd také dostddlitn. Kwili
vazkE s metalothioneinem neibe D.polymorpha hladinu kadmia regulovat, jeho
vylucovani je velice pomalé. Velice malé mnozstvi Cdobyhlezeno ve schrankach
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neba bylo zjiS€no, Ze se zde vaze na aragonit lasturgheim rozpougni uhlicitanu
vapenatého se zZjuvoliuje.

V byssovych vlaknech, byssbvlaze a v noze byly nejvice nahrordiag kovy
olovo, meéd’ a zinek (Gundacker 1999).

Nenalezla jsem Zadnou histopatologickou studiiwli#Zkych kowi piimo na
D. polymorpha. VétSinou jsem vychézela ze studii, které se zabyvilem tZkych
kovi na utité organy jinych mlid nebo histopatologické analyzy sléek po expozici
perzistentnimi organickymi polutanty rapPCB (polychlorované bifenyly), DDT
(dichlordifenyltrichlorethan), atrazin, tributylcatrifenylcin.

Zakladem histopatologické analyzy bylo zhotovitiisémikroskopickych tezi
z predni, stedni a zadndasti €l slavicek stedni velikostni kategorie. Néiti se zhotovit
parafinové bloky, naezat je pomoci mikrotomu, nabarvit a pozorovat pod
mikroskopem.

NenaSla se Zadnéa zavislost tvaruipreu tla na gidani ugitého kovu v ramci
expozice. B pozorovani zabeb. polymorpha byly vyjimecné nalezeny nekrozy tkani
(2/150) a hypertrofie (2tSeni) @icné orientovanych vlaken (4/150). Cilie nebylo
mozné pozorovat. Studie Sheir et al (2013) prénadnaMytilus edulis porovnavala
anatomické zmrny Zaber, hepatopankreas (travici Zlaza) a gomagrigani 20pug/l
CdCk s kontrolnimi vzorky, které pochazely ze &8&nych mist v jihozapadni Anglii.
hemolymg. U slavek ze zrdSténych mist byly obas pozorovany léze, nekrozy, 28n
a neoplazie, ale kupodivu se jejitatnost naopak snizila az po expozici Cd. U Zaber
dochéazelo vyjiméne k nekr6zam a ciliarni erozi, u hepatopankreaswseni lumenu
a nekrézam. U pohlavnich organu to byly degenemacgarty spermii a OOCW,
nekrozy. Obdobné vysledky nalezneme u Regoli et(2001), kté&i zkoumali vliv
tributyl a trifenylcinu na gonadach sléek z vysoce kontaminovanych oblasti nebo u
Binelli et al. (2004), zkoumaci vliv DDT. Vysledkikazaly velmi nizké drovnrozvoje
spermii a oocyi, jejich ztratu a degeneraci. &%eni lumenu travicich zlaz bylo
pozorovano na sladkovodnim mlzamellidens marginalis po kontaminaci insekticidem
dimethoatem (Kumar et al. 2011) nebo Dapolymorpha po kontaminaci atrazinem
(Zupan & Kalafatic 2003). Jina studia zjistila bisigické znény u mlZzeAnadara sp.

v disledku kontaminace vody kadmiem. V hemolyndoSlo k poklesu hemoadyta
v pojivové tkani obklopujici epitel travici zZlazyekzvySeni p&u hredych burk

s lipofuscinem (hédy pigment) (Kolyuchkina & Miljutin 2013).
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Zadné histopatologické studie na inkalaa exhalani sifa nebyly nalezeny. U
sif se «tSinou autéi zabyvali morfologii napp Smith (1999) morfologicky srovnaval
sifa D. polymorpha sD. bugensis. Ram et al. (1999)ili s tim, Ze sifa s okolni tkani
hraji dileZitou roli v nervosvalové kontrole niizKoncentrace 10— 10° M serotoninu
5-HT, ktery je sodasti mnoha tkani miz véetrg sif a gilehlé tkarg plast, zpisobuje
relax a koncentrace 0~ 10 M naopak kontrakci pléSta sif. V mé praci jsem pod
mikroskopem pozorovala tvar inhatdch a exhaknich sif, nicména zadné zvlastni

zmeény jsem nezaznamenala.

53



6 Zavér

V souwasnosti setastotresi problém vyskytu toxickych latek ve vodach aclej
kumulace v sedimentech¢dké kovy pati mezi viceci mere Skodlivé latky, s hustotu
vy$8i nez 5 g/cth K velmi toxickym &Zkym kowvim fadime rtd, kadmium a olovo.
Nikl patti mezi biogenni, esenciélni prvky. Rilovéka a rekteré Ziv@ichy je nezbytny
pro Einné vstebavani Zeleza a krvetvorbu, v naginém mnoZzstvi je vSak toxicky. Pro
vodni organismy je toxicky uz v nizSich koncentcaci

Pomoci AAS byly stanoveny koncentrace kadmia, olavaniklu ve vod i
v modelovém organismD. polymorpha. UZ z analyzy vody izemetici, Ze slawika
ma schopnost filtrovat vodu s rozptrsimi kovy, které dokaze po ditou dobu
skladovat v tkanich. Jiz payiech dnech pozorujeme u vSech k@okles koncentrace.
Nikl mél procentualni Ubytky ze zibvanych kow nejvyssi, coz odpovida skutesti,
Ze nikl ma nejnizsi bioakumulai koeficient (nejméhse kumuluje).

Ve slavikach tSinou roste s rostouci dobou expozice v ramckestni skupiny
koncentrace kovu. Bylo potvrzeno, Ze v nejmenSietedoriich (1-1,9 cm) byla
nantiena vzdy nizSi koncentrace Kownez v nej¢tSich (3-3,9 cm). Nicmén u
strednich velikosti to nevykazovalo Zadnou praviddind$ olova zde byla vyssi
koncentrace nez u nejmensich, u niklu a kadmia byeavnich dvou tydnech naopak
niZsi.

Histopatologicka analyza byla dosti n&mé kvili viastni gipraw trezovych
preparéi. Zabry i travici trubice byly v mikroskopustginou dolse pozorovatelné, ale
pouze vyjimené se zde objevily nekrozy a hypertrofie. Tvatijezu €la nevykazoval
Zadnou zavislost nafigdaném kovu vramci doby expozice, stejmak nebyly
zaznamenany zadné anatomickéemyninhala&nich a exhaknich sif. Doba expozice
trvala pouzeif tydny. Je mozné, Ze po delSi doéxpozice by bylo viditelnych vice
anatomickych zrn.

Slavicka mnohotvarna Oreissena polymorpha) se potvrdila jako vhodny
modelovy organismus pro biomonitorovagikych kovi ve vodach, ale toxickésiinky
vybranych kow nebylo mozné zaznamenat. Myslim si, Ze v budoucrmys se jeji
akumul&ni vlastnosti mohly vyuZitféba prasisténi odpadnich vod.
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Obrazek 20. Vnittni anatomie dosglé D. polymorpha (Claudi & Mackie 1994), upraveno
K.Stachovéa 2015

ZAVESIY VAZ perilcardium

plagtova
dutina
stfevn 4 plast
gonady lastura

Obrazek 21. Riény fez ®lem mize (8), upraveno K. Stachova 2015
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Obrazek 22. Foto, A: zivé D.P. v akvériich v dob expozice;B: mrtva D.P.; C: AAS Avanta. D: zivé
D.P. v drizéch; E: mineralizator Speedwave 2; F: [P. bez lastur v benzenu, K.Stachova 2015
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Obrazek 23. Foto, vlevo: D.P. zalité v parafinu; nkiroskopické fezy; sklicka s¥ezy v kyvetach f¥i
barveni. Vpravo: mikrotom Microm; skli ¢ka s¥ezy v Eosinu a Hematoxylinu; nabarvené skika,
K. Stachova 2015
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