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VyuZziti sladkovodnich mli pro biosenzoring jakosti vody - moZnosti monitorirgu

reakce glochidii

Souhrn:

Prvni ¢ast prace shrnuje formou literarni reSerSe poznatkyiomonitoringu vodniho
prostedi a vyuZziti bezobratlych v této oblasti. Dale Igerarni gehled zabyva vlivem
specifickych polutarit a I&iv ve vodach na vodni organismy a z#tuje se na informace o
selektivnich inhibitorech zpného vatebavani serotoninu (SSRI), charakteristiku citadaomur

a vliv SSRI na sladkovodnigkkyse.

Experimentalni ¢ast této prace byla zatena na zjisovani reakci P vystaveni
parazitického larvalniho stadia (glochidii) veldvau malfského Unio pictorum)
koncentracim citalopramu po dobu 24 hodin. i&dehozich pokus je Zejme, Ze
antidepresiva ovlikuji reprodukni aktivitu pl4i, naruSuji lokomoci a snizuji plodnost u
hlemyaa. Citalopram pat do antidepresiv ze skupiny selektivnich inhibitarpétného
vstrebavani serotoninu (SSRI). V pokusu byly pouzitpdentrace citalopramu 1, 10, 100 a
1000 pg/l. Pro swj pokus jsem pouzila sésny vzorek glochidii vypushy tremi velevruby.
Testovala jsem vzdy Sest opakovani od kazdé koramentspolu se Sesti kontrolnimi
opakovanimi. Cilem bylo vyhodnotit Zmy prirozeného chovéani glochidii, zmy jejich
moznosti pichyceni na ryby a po#n glochidii gichycenych na Zaberni obloukyidr
celkovému poétu prichycenych na rybu. Hodnotila jsem &my ve frekvenci sklapavani
(snapping activity), reakci po aplikaci roztoku Na@ocet glochidii gichycenych na rybi
hostitele po 15 minutové expozici a procentiahpycenych glochidii z ptiu vyskytujicich se
v testovacich nadrzichiifpokusech vysSel signifikantni rozdil u koncentraitalopramu 100
a 1000pug/l v poneru glochidii gichycenych na zaberni obloukyadr celkovému pétu

nachazejicich se na ryb

Kli¢ova slova: biosenzoring, sladkovodni mizi, Unioeideitalopram



The use of freshwater mussels for water quality bsensoring - possibilities of
glochidia reaction monitoring

Summary:

The first part of the dissertation summarises figdi about the aquatic environment
biomonitoring and the use of invertebraes in the$sdf Using further literature, this paper
describes the effect of specific pollutants andrpia@euticals on aquatic organisms. The
focus is on selective serotonine re-uptake inhibi{f®SRI), citalopram characteristics and the

effect of SSRI on freshwater molluscs.

The practical part of the dissertation focuses eactions of parasitic larval stage
(glochidia) of Painter's MusselJgio pictorum) when exposed to Citalopram for 24 hours.
Previous findings proved that antidepressants taffex reproductive activity of gastropods,
disrupt locomotion and reduce fertility in snail€italopram belongs to a group of

antidepressants based on selective serotonin edpthibitors (SSRIS).

In this experiement, concentrations of 1, 10, 1@ H00ug /I of Citalopram were used. |
worked with a mixed sample of glochidia extractednf three different mussels. Each
concentration was measured six times and six doctecks were also done. The aim was to
evaluate changes in natural behaviour of glochichanges in the ability to attach to the fish
and the ratio of glochidia attached to gills to theerall amount of glochidia attached to the
fish.

| evaluated changes in the snapping activity fragyereactions after application of the
Sodium chloride, the amount of parasites attacbhate fish host after being exposed for 15
minutes, and percentages of glochidia attachekedish hosts out of all the parasites present
in test tanks. There was a significant differencteesults of the Citalopram concentration of
100 and 100@wg/I in the ratio of glochidia attached to gillsttee overall amount of glochidia
attached to the fish.

Keywords: biosensoring, freshwater mussels, Unimiditalopram, SSRI
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1. Uvod

O problémech, které apobuji rybam pod vypustistiren odpadnich vod latky obsazené
v hormonalni antikoncepci vypuést do odpadnich vod a posléze aktivované biologitky
filtry cisticek odpadnich vod (Armstrong et al., 2016), ma jadomi WtSina Siroké
verejnosti. DalSi skupinou latek, jejichz sfeita u lidské populace v poslednich letech
dramaticky roste, jsou antidepresiva (Ciuna et 2004). Ve svém experimentu jsem se
zametila na antidepresivum ze skupiny selektivnich iitbith zpstného vstebavani
serotoninu (SSRI). Konkrétnjsem pouzila citalopram, ktery se uziva &€ depresi,
obsedant&rkompulzivnich poruch a mnoha dalSich psychickythizd (Hedges et Woon,
2007). Na citalopram zatim nebyly Zeg¥ny Zadné studie zkoumajici jejich vliv na
sladkovodni milze. Vliv citalopramu jsem zkoumala skdkovodnim mlzZi velevrubu

malitském [Jnio pictorum).

MIZi jsou vhodnymi druhy pro studium kvality sladiky vod. Givodem je jejich fisedly
zpasob Zivota a také to, Ze pro uspokojeni svych rasgch a nutdnich poteb gefiltruji
velké mnozstvi vody a tim do sebe dostanou latkyod obsazené (Brandao et al 2014;
Chen et al., 2004 Unio pictorum je nejl@&zn¢jSi druh rodu Unio ve stdni Evrog a byl
v Ceské republice vyhodnocen jako malodgoty (Jiickova et al. 2001), fiestoze lokal#
dochéazi k ubytkm patetnosti, ve séte je jeSt stale Siroce rozfdny a prokazuje stabilni
celkovou populaci (Van Damme, 2011).

Z hlediska vyskytu citalopramu v Zivotnim prigsti Loos et al. (2013) uvadigonérnou
koncentraci v evropskych vodach 33, 8 ng/l. Nejiyg&tenou koncentraci pak 189 ng /.
Metcalfe et al. (2010) uvéd vysSi pamérné koncentrace citalopramu v kanadskych
odpadnich vodach {iplizn¢ 0,25ug /I) a 10 m ve s#ru (priblizne 0,125ug /1). V mé préci
jsem pouzila celkenttyii koncentrace citalopramu a to 1, 10, 100 a 1Q@d0. Z toho
vyplyva, Ze jsem pro sy pokus pouzila koncentrace, které pokryvaji Skad
environmentald relevantnich hodnot az po koncentrace, které jssiokrat &tSi nez ty

nantiené ve volnych vodach.



2. Védecka hypotéza a cile prace

Hlavnimi cili bylo zjistit reakci parazitickych lav ml4i (glochidii) velevruba maigkého
na koncentrace citalopramu 1, 10, 100 a 10§Q kterému byly vystaveny po dobu 24 hodin.
Hodnotila jsem schopnostiphyceni glochidii na rybu, jako jejichfippzeného hostitele, a

také jejich moznou z#mu pirozeného chovani, sklapavani.

Védecka hypotéza Reakni schopnost parazitickych larev mlZglochidii) je mozné
vyuZzivat jako indikator itomnosti kontaminatve vodnim prosedi - konkréta pritomnost

citalopramu.



3. Prehled literatury

3.1. Biosenzoring a vyuziti bezobratlych

Biosenzoring je metoda vyuzivajici biosenzory (Han@009). Biosenzorem se obécn
rozumi Zivy organismus, kteryigméné podminek mimo jeho anosné hranicegminchovani
a tim poukaze na tyto zmy (Oh et al., 2015). Vigneseném vyznamu se dnes pojem
biosenzor pouziva pro elektronovy senzattioi rnékteré girodni ukazatele (Sokolov et al.,
2009). Déle @ biosenzoringu mohou Zivé organismy slouzit jakaearvoar latek, kdy po
jejich analyze lze ziskat informace o mnoZstvi guaohé latky na daném stanovisti (Chen et
al., 2014).

Zivé organismy jsou pro detekovani toxického &teni vyuzivany jiz dlouho (Gallo,
2001). Na rozdil od genotoxickycltiaka, které se obvykle projevi az po delSi d@maji
vyznamné biologické nasledky na cely organismusé@&inu jeho buinych struktur,

toxikologické &inky se projevi porrné brzy po expozici (Jha, 2008).

Metody biosenzoringu maiji dlouhou historii. Do VBeoného potdomi se dostal nap
biodetektor ,kanarek v kleci®, jenz slouzil horfitk v dolech k detekci zameni €Zebnich
prostor Skodlivymi plyny (States et al., 2003). Eetekci uniku nervay paralytickych latek
ve vojenskych skladech byvaly jgstedavno doéchto prostor rozmtevany klece s kraliky
(States et al., 2003).

VyuZziti organisni pro detekci toxického zggteni ma své vyhody i nevyhodyriRyuziti
Zivého biodetektoru, pokud neni jeho cilem monkatounik jedné konkrétni latky, je
detekce zn@Steni nespecifickd. To znamena, Zgizani ohlasi, Ze gcto je Spatd’, oviem
neidentifikuje co (Lange et Lange, 1997).

V sowasné dob je zpisob sledovani toxického ztigténi pomoci Zivych organisin
piedevsim vyuzivan k monitorovani toxického &g&ni vody (Lange et Lange, 1997).
Organismy, které se Krnto (Celim vyuZivaji, jsou téZasto pouzivany v ekotoxikologickych
testech. Tyto testy jsou jednim z piliakvatické ekotoxikologie. Jejich hlavnimi cili jegit
kritické mnoZstvi toxické latky nebo jejich gsi pro vodni organismy aigdpowdét jejich
vliv na ekosystém. Mezi n&gstji pouzivané organismy patryby (nag. akvarijni rybka Pavi
ocko), bezobratli (perlatky, zabronozky, whici), rostliny (okehek, semena rostlin),

jednobur¢né zelendasy a bakterie (Farré et Barceld, 2003).



Pro detekci toxického zgsteni v redlnémcéase byly vyvinuty takzvané ,biologické
systéemy ¥asného varovani (BEWS - biologically early warnisgstems) (Gregor et
MarsSalek, 2004). Jsou to izzeni, ktera jako detektor toxického Zi&Eni vyuZzivaji zivy
organismus, a skladaji se &nlika ¢asti: zéizeni na odér testované vody, experimentalnich
prostor, elektronickéhd mechanickéhdidla (kamery), odkud jsou naifena data fgnasSena
do analyzatoru a alarmu, jenZ upozorni na &)t toxicitu. Monitorovani toxického
zneisténi je prakticky kontinualni nebo probihd opakavae velice kratkych intervalech,
¢as nutny pro detekci je snizen na minimum. ¢Biefji se vyuZivaji, stejg jako v
ekotoxikologickych testech, ryby, perkgy, fasy a velice popularni jsou také&kkysi (mlzi)
(Cairns et Van der Schalie, 1980)idroje BEWS byly vyvijeny postupn Nejprve byla
sledovana imobilita, pdfpact amrti testovaného organismu, postupéasu se zslo

vyuZzivat sledovani zaém v chovani a fyziologickych parametrech.

V souwasné dob se prosazuji BEWS, které jako detekorganismy vyuZzivaji gkkyse,
konkrétré mize. Negastji se jedna o druhy sla&ka mnohotvarnaljreissena polymorpha) a
slavka jedla Mytilus edulis). Princip zéizeni je jednoduchy. Wity pocet mli je umisén do
pratokové komory, kde jako indikator toxického Zrseni slouzi pohyb lastur. Kdyz se mlz
dostane do styku s vodou obsahuijici toxikant, neaganenim lastury. Pokud je kontaminace
siln4, mlzi uhynou a jejich lastury se naopak éplozevou. Pro patby BEWS je sledovan
podil ote¥enych a uzaenych lastur v populaci uméste v zdizeni. Rivodni systémy byly
jednoduché. Mizi byli filepeni jednou lasturou k podkladu, na druhou lastoyl umisén
magnet, ktery slouzil jako spitiaalarmu. Sotasna z&izeni umo#uji sledovat pomoci
elektromagnetického senzoru unifgtho na obou lasturach i stipgk jsou lastury oteéeny
(Brosnan, 1999; Kamer et al., 1989; Lummer et2411,6).

DalSim z organisiin které se pogrné casto vyuZzivaji, jsou sladkovodni korySi —
perloatky. Perlo@ky jsou zooplanktonni Zziwichové o velikosti maximakh n¢kolika
milimetra, ktefi se vol@ pohybuji ve vodnim sloupci (Vesela, 2004). TypicBEWS
obsahuje &kolik perloaiek, které plavou v uz#éené phitocné nadob, jeZz je prosvtlovana
paprsky infréerveného sstla. FreruSeni prochéazejiciho paprsku organismem je dedeico
¢idlem umisénym na opa&ném konci nadoby, stupeaktivity perlo@dek je dan hodnotou
poctu preruSeni infréervenych impuliz. Toxikant ve vod nejprve zvysi aktivitu perlaek,
COZ se projevi zvySenim @o impulzi. Znehybrni ¢i thyn perlogek nasledkem intoxikace

se naopak projevi ostrym poklesem aktivity (Brosri£99).
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NowjSi BEWS je zaloZen na fijpném monitorovani chovani perkek. Pomoci
videokamery je v witych intervalech sniman obraz nadoby, ktery je détitatovym
programem vyhodnocovan. Aktivita kazdé z petko je kontinuald monitorovana, je
sledovano, zda nedochazi keémhjednohoci vice definovanych paramétrTyto parametry
jsou: paimeérna rychlost pohybu, rozteni perlogek do tid podle rychlosti plavani,
pramérnd vzdalenost organignod sebe, zakeni drahy pohybu, imérnd vyska perlogek
ve vodnim sloupci,ist perlogek a péet pezivajicich jeding. Jednotlivym parameaim je
piitazen index dlezitosti, zngény jsou vyhodnocovany a naslédje pcaitan index toxicity.
Pokud dojde ke zem¢ v chovani perlogek, dojde i ke zmé v hodno¥ indexu toxicity. Po
dosaZeni wité hodnoty indexu je vyhlaSen alarm (Lechelt et2000).

Vyuziti BEWS pro on-line monitoring toxického zZn&eni je Siroké. Jsou pouzivany k
monitorovani kvality vody a procasné zachycovani ekologickych havatiiumysiného
znetisténi vodnich tok. Z tohoto divodu byly vytvdeny monitorovaci sitskladajici se z
jednotlivych monitorovacich stanic, kde je urangt jedno nebo vice #aeni BEWS. V
piipadt ohlaSeni alarmu nackteré stanici je vyhlasen poplach a jsou podnikmésledna
opateni s cilem eliminovati alespa snizit nasledky zrgsteni dale po proudu (Van der
Schalie et al., 2001).

Citlivost jednotlivych BEWS jetzna. Oilezitou roli hraji organismy, jeZ jsou vitzeni
pouzity, typ sledovanych parametrodezvy a jejich citlivost, Zjsob vyhodnoceni a
interpretace vysledk spektrum toxickych latek. Proto jsou v ramci morovacich siti
pouzivany ¥tSinou minimalg dva fizné typy BEWS s odliSnym druhem organis(an der
Schalie et al., 2001)

3.2. Vliv specifickych polutantti a 1é¢iv ve vodach

Daughton et Ternes, (1999) zavedli géast specifickych polutafitvypoustnych do tok
pojem PPCP (Pharmaceuticals and Personal Care d@spddsou to latky, které se do
odpadnich vod dostavaji az po pouziti populacicbkciva, kosmetické Ppravky, cistici a
hygienické pipravky apod. Mezi PPCP zaujimaji zvlastni mistéiv jejichz zakladni
slozkou jsou biologicky aktivni latky podavan&egevsSim peroraty parenteralé a
dermatologicky. Je to skupina latek vymezend pqdiezivani a zahrnujici latky s velmi

raiznou chemickou strukturou a fyzikalnimi vlastnostnZi pohledu systétn kontroly
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zneiisténi je podstatné, Ze di&#a obecr nelze prohlasit za nebezpe latky a pouzit tedy
standardni nebo modifikované legislativni podklady ochranu vod nebo Zivotniho priesti

vabec. Je nutno respektovat jejich uzivani vcasané (a rozvijejici se) mei a zkoumat
moznosti jejich eliminace v systémecisténi komunalnich odpadnich vod (®& et al.,

2010).

Kontinuélni vypou&ni PPCP do Zivotniho prdsti, v tomto pipact z komunalnich
¢istiren odpadnich vod do tbkvede k chronické expozici vodnich organistmto latkam a
jejich metabolitm (De Lange a kol. 2006). Sledované latky jsou dpantovany i do
vodarenskych nadrzi a podzemnich vod & nkde jejich existence jiz byla prokazana (Fuksa
et al., 2010).

Farmaceutické vyrobky jsou jednou z hlavnich skugiemickych slogenin, které jsou
prabézné uvolovany do zivotniho prostdi. Primarni cesta d& do vodniho prosedi je
jejich vypousEni do odpadnich vodBpnnafé et al., 2014). Hlavnim zdrojem farmaceutitk
latek nalezenych v Zivotnim prostli je lidska spdeba a veterindrndinnost (Jgrgensen et
Halling- Sgrensen 2000).

Vzhledem ktomu, Ze se ve své pra¢nwji problematice vyuziti sladkovodnich mlz

v biosenzoringu, uvadim niZe z§igé poznatky z hlediska vlivu PPCP nakkyse.

Chen et al. (2014) zkoumaltiaky karbamazepinu na dagg mizeC. fluminea. Mizi byl
vystaveni koncentracim 0,5, 5 a p@ /I karbamazepinu, ktery se pouziv@gevsim k l&b¢
epilepsie, bipolarni poruchy, a neuralgie trojkl@no nervu (Garcia-Morales et al., 2007).
Karbamazepin neni snadné odstranit z odtwdpad konverénimi ¢istirnami odpadnich vod.
Jejich &innost i odstragni je mér nez 10 % (Zhang et al., 2008). Ve srovnani s kodmitr
skupinou nebyl P koncentracich karbamazepinu 0,5 al%l pozorovan zadny statisticky
vyznamny rozdil v chovani sifonu. Rychlost filtrapig 50 ng karbamazepinu na litr se ve
srovnani s kontrolni skupinou vyznaésnizila. U Zaber byla superoxid dismutazova alivi
pii koncentraci 50ug /I karbamazepinu ve srovnani s kontrolni skupingznamn
inhibovdna. Na rozdil od &keni aktivity superoxid dismutdzy (enzym zneSkgcti
superoxidovy radikal jehofpmenou na molekularni kyslik a peroxid vodiku (Matoosk et
al., 2014)), katalazova aktivita (katalaza je enznomkladajici peroxid vodiku na vodu a
molekularni kyslik (Matouskova et al., 2014)) by\gSi v zaZivacim traktu nez v Zabrach.
Kromé toho byla aktivita kataldzy vyznamavySena vSemi koncentracemi karbamazepinu u

Zaber i v travicim traktu. Aktivita glukokortikotpmiho receptoru byla u Zaber vyznamn
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snizena u vsechigch koncentraci karbamazepinu. Zadné vyznamnénygnv aktivit
glukokortikotropniho receptoru nebyly pozorovanytrdvicim Ustroji pi koncentraci
karbamazepinu 0,hg /I, zatimco vyznamné snizeni bylo pozorovano yqmeici 5 a 50ug
karbamazepinu na litr. V souhrnu vysledky potvrzudg karbamazepin ime pisobit na
molekularni Urovni namahad. fluminea tkadni a Ze hladiny biomarkerHSP jsou uZzitni
straZci stresu Zfsobeného latkami zaigt'ujicimi Zivotni prostedi (Chen et al., 2014).

Magni et al.,, (2014) si dali za ukol zjistit reaksladkovodniho mizeDreissena
polymorpha na expozici morfia v koncentracich 0,05 a gsl po dobu 14 din Cerveny
retertni test neutralityukazal vyznamnou destabilizaci lysosomalnich mémbpodie
¢asového planu a v zavislosti na koncentrack Kimcentrace morfia vyrazrzvysily obecny
bung¢ny stres ml#, pri 0,05 ug /I 1&ba zmisobila vyznamné sniZzeni &aajici 11 dih po
kontaktu, zatimco # 0,5 pug /I vyznamna destabilizace lysosomalnich membrgia b
pozorovana jiz 7 dni po expozici. Vysledky ukazug, expozice morfia by mohla vyvolat
mirné nezadoucicinky u tohoto druhu sladkovodniho mlze, jelda zdraznit jeho pipadné
riziko pro sladkovodni komunitu. Dokonce i kdyz &asna arove morfia nezgsobi zadné
Skodlivé &inky na zivotni prosedi, zvlast pak na mlze, 14-ti denni oEeni @i koncentraci
0,5ug /I jiz m& vliv na oxidani stav ml& a indukované mirné oxidai posSkozeni busnych

makromolekul (Magni et al., 2014).

Na sladkovodni mlZze ma vliv i estrogen, hormon d@bsg/ v antikoncefnich tabletach.
Pti koncentraci 1000 ng/l byla po 4 denni expozicengmmE zvySena umrtnost glochidii
Lampilis fasciola. P¥i této koncentraci dale Leonard et al. (2014) poxali zvySené
vypouseni vajicek a nedovyvinutych glochidii samicemi vliverfe@iasnéhoiteni.

Flippin et al. (2007) studovali vliv ibuprofenukiazastupce nesteroidnich antiflogistik, na
reprodukci sladkovodni ryby medaky japons&éyias latipes) bchem Sestitydenni expozice.
Se zvysujici se koncentraci (od 1 do 1@@) se medakyiely mér ¢asto, ale produkovaly
vetSi patet oplodrinych vajtek na jednoitni. Nej¢tSi paet vajicek na den byl produkovan

chovnymi pary vystavenymi nejvyssi koncentraci tadignu 100ug/I.

Vyzkum Le et al. (2011) ukazal, Zze verapamil i tealol ma nefiznivy vliv na geziti, rist
a rozmnozovani sladkovodniho korySe hrotnatky vélkaphnia magna). Podstatné rozdily v
parametrech reprodukce (tj. doba prvniho rozmnaZiogdpdet mla’at na samici) byly
pozorovany jiz B nizkych koncentracich verapamilu (2,1 mg /l) amadol (8,5 mg/l).
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Béhem 21 denni expozice se ukazalo, #e tpchto koncentracich je iive postizena
reprodukce nez samotnéegiti jedindgi (Le et al, 2011).

Obecrt Ize povazovat citlivost gkkySi na zneisteni vody za velmi vysokou. U latek,
které nepat mezi PPCP, byl zdokumentovan &nga vliv nagiklad u pesticid a €Zkych
kovi. NiZe jsou uvedeny vybranéildady.

Prosser et al. (2016) studovali vliv neonikotindamn insekticidi na glochidie mize
Lampisilis fasciola. Koncentrace 50Qg/l zpisobila po 48 hodinové expozici ménez 10%
sniZzeni jeji Zivotaschopnosti. Vysledky této studl@zuji, Ze glochidid.. Fasciola jsou
relativré necitlivé na akutni expozici neonikotinéigte srovnani ndgklad s vodnim hmyzem
(Morrissey et al., 2015).

U dosglych mekkysa vySSi koncentrace herbicidu Atrazinu vyvolavajkmbeu vaj€nika
u Dreissena polymorpha pii 50 pug /I (Zupan a Kalafati 2003) Data dale ukazuji, ze v
pribéhu 1 az 2 h $ koncentraci 15ug/l maji sladkovodni musle tendenci se shlukovat a
pierusit tak unile vyvolanou maximalni vzdalenost mezi sebou (Flgh8pellmann, 2009).

Koncentrace DDT nema vliv na reproduk cyklusD. polymorpha (Binelli et al., 2004).
AvSak uhlovodiky jsou schopny indukovat degener@oeyii (Moore, 1985; Lowe et Pipe,
1986).

Z tézkych kown nagiklad kadmiové ionty jsou toxické a mohou prvni usr prijem
vapniku u sladkovodnich milZ navazanim na epitelidlni membrany do mist, kiema
normalnich okolnosti vazi vapnik (Roesijadi et Un893). lonty kadmia také inhibuji
vychytavani bilkovin a narusuji metabolismus vitamD3 (Brzo'ska et Moniuszko-Jakoniuk
1998). Kadmium také inhibuje transport Ca diky syéoké afinit k SH skupig vapnik
adenosin triphosphatases (CA-ATPas); (Verbost et1888). Kadmium rize mit také
castén¢ negativni dinky na dychani sladkovodnich nilgSparks et al, 1983)

Schoonover et al. (2016) zkoumali vliv kombinacekri a kadmia (5 mg/l Zn a 20/l
Cd) na sladkovodni mlZe. Kontrolni skupina délgph Corbicula fluminea vyloucila béhem

28 deniho testu&sSi mnozstvi glochidii nez skupina vystavena korabizinku a kadmia.

U nekolika druhi ryby (candat, okounekerny, pstruh duhovy) doslo vlivem rtuti ke
zvySeni pijmu potravy, zminam v jejich stravovacich navycich a také strateggkavani
potravy (Sadraddini et al., 2011). Vysledky ukazag koncentrace Hg, Pb, Cu se v mnoha
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sladkovodnich ekosystémech v poslednich letechlsniNaopak mnoZstvi niklu se zvysilo
(Fliedner et al., 2014).

3.3. Selektivni inhibitor zpétného vstrebavani serotoninu (SSRI)

Selektivni inhibitory zptného vstebavani serotoninu (SSRI) fatmezi nejastji
piedepisované léky na &¢. Tato skupina lék dosahla takové fenomenalni miry vyuziti
castén¢ proto, Ze maji fiznivy profil bezpénosti a snasenlivosti.i€stoze se nezadouci
acinky SSRI vyskytuji u malého procenta pacigrgpolu se virstajicim pdétem uzivatel
vzrasta i absolutni pget vyskyti téchto probléni (Goldberg, 1998). PouZivani antidepresiv
selektivni inhibitor zptného vstebavani serotoninu serotonin (5-HT) (SSRI) byloazamo v
roce 1980 a p#tmezi nejuspsrejSi 1éky na I€bu psychiatrickych poruch a staléstavaji na
prvnim misé pri 1écbe téZkych depresivnich poruch. U lidi se terapeutickpasd’ na SSRI
projevi ¢asto se zpozahim, I&ba tedy musi probihat nejmémnekolik tydna (Dale et al.,
2015).

SSRI jsou relativé stabilni v Zivotnim progedi odolné wuci hydrolyze a fotolyze. V
laboratornich studiich (Kwon a Armbrust, 2006) bykké zjiséno, Zze se akumuluji v
sedimentech a bidt(Brooks et al, 2005; Chu a Metcalfe, 2007; Brifigelal, 2010; Schultz
et al, 2010). U SSRI je znamo, Ze oiiliyi reprodukci, pijem potravy, reakce na stres a
pohyblivost ryb a bezobratlych (Brooks et al., 2003

3.3.1. Citalopram .
/\” =\ A~ '
Jeho chemicky vzorec je 1 - [3 -(dimethylamino)pipp- 1 - (4 /\/\,%
- fluorophenyl) - 3H — 2 —benzofuran — 5 - carbolat(Pubchem, /_C/L\ ,|[1°
n.d.). .

Obr. 3.:2D struktura

Citalopramu (Pubchem, n. D.)
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Citalopram je furancarbonitrile, ktery je jednim imhibitord zpitného vstebavani
pouzivanych jako antidepresivum. Lék je tak&indy pii snizovani pijmu ethanolu u
alkoholiki a pouzivd se u paciént depresi. Také se vyuziva kKbé mirné demence,
odvykani koteni, obsesivtkompulzivni poruse udi a @i diabetické neuropatii.Hedges
et Woon, 200Y Pouziva se takéritezitostre v l&cb¢ dysmorfické poruchyéta a uzkosti.
Dysmorficka poruchaéta je stav, kdy selovék zcela iraciondléh zameii na utitou ¢ast
sveho tla jako na chybnoui nedokonalou Rhillips, n.d). Citalopram je prodavan pod
obchodni zné&ou jako Celexa (v USA), Cipramil, Seropram (v BEwroa Australii).
V Australii je téZ prodavan pod ndzvem Ciatlufnan Metabolome Database, n.d.)

V evropskych vodach je zji&ta paimérna koncentrace citalopramu 33, 8 ng/l. Nejvyssi
zjisténa koncentrace je pak 189 ng/l (Loos et al, 20L8)eunesse et al. (2008) uwd
koncentraci 0,052g /I v kalovych odpadnich vodach, 0,063 /I odpadni vody a 0,01dg /I
u pitné vody. To jsou stejrvysoké hodnoty, jako byly naffeny v americkych odtokovych
vodéach, a to 0,07g /I (Schultz et al. 2010). Metcalfeet al. (201@adji vysSi pamérné
koncentrace citalopramu v kanadskych odpadnich crodgiblizn¢ 0,25ug /) a 10 m ve
smeru (piiblizne 0,125ug /1).

3.4. Vliv SSRI na sladkovodni mékkysSe

3.4.1. Serotonin

Biogenni monoamin serotoninu (5-hydroxytryptamiritHT) je nyni v Siroké nie
testovan pro své charakteristické neurohormonatiniky na fyziologické systémy miz
(Uhler et al., 2000).

Serotonin ovlada pedalni ciliarni aktivitu u fekych pl#, jako je napiklad Tritonea
Diomedea (Audesirk et al., 1979), sladkovodnich fpllovatky bahenni (Syed a Winlow,
1989) aPlanorbis corneus (Deliagina a Orlovsky, 1990). Serotonin ré¥noviada nozni
svalové kontrakce a bylo prokazano, Ze regulujergsla u nahozabryctiMelibe leonine
(Lewis et al., 2011).

Serotonin omezuje uétdiny milzi pohyb. U musli a Ut reguluje také ciliarni aktivitu

Zaber (Aiello, 1970, Saimi et al, 1983) a zvysuj&mi aktivitu a pimer Zaber u slavkek
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mnohotvarnych (Gardiner et al, 1991). ¥pgac vystaveni slawiek mnohotvarnych vysokym
koncentracim serotoninu (1 mM) jsou svaly tigeplych tkanich sifonu (spotey protazeny
vyvod gijimaciho a vyvrhovaciho otvoru (geologie, n.d.Yuhté a tudiz jsou slasky
otewené, ale p nizkych koncentracich (fM) se svaly uvolni (Ram et al., 1999). Naproti
tomu, dopaminogenni neurony inhibigisinky okolo Zaber u veligeru midytilus edulis
(Beiras a Widdows, 1995).

Serotonin reguluje také reprodutk procesy mld, jako je teni (Hirai et al, 1988, Ram et
al., 1993.), reaktivace spermatu (Kadam et Koi@90}, vypou&ini larev (Fong et Warner,
1995) a zrani vajek (Kadam et Koide, 1989, Krantic et al, 1991, Feh@l, 1994; Gobet et
al, 1994). Serotonin takiédi fadu somatickych procgésjako jsou rektalni svalové kontrakce
u maského plzeAplysia (Ajimal et Ram, 1991), jakoz i ciliarni aktivituannohou
nahozabrych pik (Audesirk et al., 1979) a Zaber ral&ytilus (Saimi et al., 1983). Ve vyvoji
embrya sladkovodniho plzeélelisoma trivolis, serotonin indukuje ciliarni defekt, ktery
zpasobuje rotani chovani embryi ve vajaé kapsuli (Diefenbach et al, 1991; Goldberg et al,
1994).

3.4.2. Fluoxetin

Mezi znameé &inky fluoxetinu na sladkovodni ¢kkySe paiti uvolovani gamet a larev
(Fong, 1998; Cunha et Machado, 2001; ga et al, 2@80d#hgolf et al, 2010), zémy v
embryonalnim nebo larvalnim rozvoji (Gust et al020Hazelton et al, 2013), a zjevna ztrata
kontroly nad svalnatou nohou (Cunha a Machado, 266dg a Molnar, 2013; Hazelton et al,
2013).

Pii 67 dni trvajici expozici 22,89 fluoxetinu na litr bylo pozorovano zvySeni celkbo
pohybu. K nejétSim znméndm v mnoZstvi pohybu praggbdobré doslo jiz Bhem prvnich 10
piemistili ze svého vychoziho mista. Z toho vyply¥&, dlouhodobé vystaveni fluoxetinu

muze mit vyrazny vliv na chovani sladkovodnich in(Blazelton et al., 2014).

Fong (1998) zjistil, Ze nizké koncentrace fluvoxami fluoxetinu podicuji samce mii
(Dreissena polymorpha), aby seitli, pokud jsou vystaveny koncentracim 1 nM fluvaxau
a 50 nM fluoxetinu. Ve stejném roce, Fong et aB9Q) ukazali, Ze produkce juvenilnich

jedinal u sladkovodnich okruzanekSghaerium striatinum) byla indukovana 10 nM
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fluvoxaminu. Vzhledem k tomu, Ze slédky jsou nebezpmymi invaznimi druhy, které se
rozskily po celé Evrop a jsou rychle se rozsijici skupinou i v celé Severni Americe, a
protoZze okruzatky jsoutdeZitou sowasti sladkovodniho bentosu po celémt&vzjistni, ze
nizké koncentrace antidepresiv by mohlo vyvolagmynreproduknich proces, vyvolalo
narst patu naslednych studii ociincich tiznych antidepresiv na vodni Zitiohy (Fong et
Ford, 2014).
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4. Metodika

4.1. Studovany organismus

Pokus byl provah na velevrubovi maigkém (Unio pictorum, Linnaeus, 1758; obr. 1).
Tento druh je rozEén po celé Evrapa Rusku (Fauna Europaea, 2004). Je tosapfisi druh
rodu Unio ve sedni Evropg a vCeské republice byl vyhodnocen jako méalo ceoty
(Jurickova et al. 2001). Tento druh byl dokumentovan jakbtivy na organické zr@steéni
(Mouthon, 1996), i kdyZ jeho rozéni ve Velké Britanii ukazuje vyssSi uravtolerance, jak
bylo zjiS€no, jedna se o jediny velky druh mlZze nalezeny hesffedre za kanalizénich

vypusti (Killeen et al. 2004).

4.2, Priprava hladin testovanych koncentraci

Experiment prothl ve spolupréaci s Laborafo environmentalni chemie a biochemie
Fakulty rybdstvi a ochrany vod (U), kterd zajistila fpravu zasobniho roztoku
citalopramu. Red startem pokusu jsem imdila zasobni roztok citalopramu @vodni
koncentrace 97,44 mg/l do pebnych koncentraci (1 (J), 10 (D), 100 (S) a 1000u@/l) a
do posledni nadoby jsem umistila odstatou vodovodiu. Roztok jsem ijpravovala
pomociredicitady. Od kazdé koncentrace jsetipmvila 900 ml roztoku. Do kazdé ze Sesti
kadinek jsem nalila 150 ml roztoku v dané konceatra

4.3. Expozice glochidii

Do kazdé sklegné kadinky jsem dala &éené mnoZzstvi latky a do ni jsem parazitické larvy
(glochidia) vlozila. Zdroj experimentalnich glochidelevruba maiského byl zajidn
v ramci projektu Psychoaktivni latky ve vodnim pfedi a jejich vliv na exponované
organismy (GAR). Pro experiment jsem pouzila &ny vzorek glochidii vypuhych temi
matéskymi mlzi z lokality v povoditeky Sazavy. Glochidia byla ziskana neinvaznim
odkerem vypustnych parazitickych larev, tak aby nedoSlo k owivihdosglcta. Prvni den
experimentu jsem nejprve provedla test aktivitycidii, abych zjistila, jestli jsou testovaci
glochidie vitalni (Cook et al., 1991). Vodu pfecéni a kontrolu jsem pouZivala odstatou
prokyslicenou kohoutkovou. V kazdé #g/i koncentraci jsem #&a Sest opakovani a dale
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bylo celkem dedt opakovani kontrolnich kadinek (z toiozkusebni). Poté co jsem zaloZila
pokus, jsem kadinky zakryla, nebdu ochrany proti kontaminaci a nechala 24 hodsopit
(Foto 1).

|ﬂ
|
e
s

Foto 1: ZaloZeny pokus (vlastni foto)

Za 24 hodin jsem postupre kazdé kadinky fgsunula na Petriho misku jedno kapatko,
které obsahovalo v fméru 120 glochidii, do 30 ml vody. Kazda koncentran&la sveé
kapatko, aby nebyla naruSena koncentrace v kadinkda pomoci kamery na binokularni
lupé jsem zaznamenavala bazdélni aktivitu glochidii a&épgejich aktivitu po podani
koncentrovaného roztoku NaCl. Négfa jsem minutu i@d aplikaci roztoku NaCl afit
minuty po ni pi zvétSeni 15 x. Video jsem tvita s frekvenci 30 snimky za sekundu. Abych
eliminovala mozné chyby, brala jsem vzdy po jedrnéce z kazdé koncentrace. Hodnoty
konduktivity se Bhem pokusu vyskytovaly v rozmezi 320,48 + 6 23/cm (ptmeér +
smerodatna odchylka), obsahu kysliku 8,12 + 0,04 mugddnoty ph 8,04 + 0,03 a teplota

23,33 £ 0,15 °C a nelisily se mezi skupinami.
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4.4. Infikace ryb

Vodu, ktera v kaddinkachustala jsem fefiltrovala a glochidia dala k rybam v akvariu o
objemu jeden litr a nechala je 15 minut infikovafikace cel&ady ryb (nap. C1, J1, D1, S1
a T1) prokhla vjedné mindt a jejich vyloveni taktéZz. Po infikaci jsem rybynusila
predavkovanim anestetikem a uschovala v miaenpro dalSi pozorovani §o piisedlych
glochidii. Pro pokus jsem pouzivala jelce tléu&qualius cephalus, Linnaeus, 1758) vedku
1+ ziskané z chovatelskéha'za&ni (Vodiany). Ryby ngly délku 82,57 + 8,27 mm (pmér
smerodatna odchylka) a hmotnost 5, 28+ 1,71 g.

4.5. Vyhodnoceni aktivity glochidii

Z videi jsem vypoitala paimérny paet sklapnuti na jednu glochiditgrd podanim roztoku
NaCl tak, Zze jsem get sklapnuti v celé misce celkem ¥ith celkovym pd@tem glochidii na
misce (Foto 2). Dale jsem z videa #@gala p@et sklapnuti ped za¢recnym zavenim po
aplikaci koncentrovaného roztoku NaCl. Roztok Ng€lpouzivan pro aktivaci glochidii
(Cook et al., 1991). Vybrala jsem celkem Sest gltickptisobem, d¥ z levééasti obrazovky,
dvé z prostednicasti obrazovky a dvz pravécasti obrazovky a stanovila, kolikrat za 10 s od
aplikace roztoku NaCl sklaply (Foto 3). Déale jseazrzamenavala, v kolikaté sekgnse
definitivné zawely. Roztok byl aplikovan po jedné migutédznamu. Vyhodnoceny byly jak
rozdily v chovani glochidii mezi kategoriemi vystaymi citalopramu a kontrolnimi, ale také
rozdily nagi¢ koncentracemi citalopramu. V kazdé koncentrgetnt kohoutkové vody jsem
provedla Sest opakovani v hodnoceni aktivity gldichi

U ryb jsem zaznamenavala pomoci binokularni lupyepalochidii gichycenych na
ocasni, Foetni, fitni ploutvi, obou BiSnich ploutvich, obou prsnich ploutvich, nozdrach,
skielich, dstech, na vSectyirech Zabernich obloucich v oblasti ¥nith Zaber a také pet
volnych glochidii na misce odpadlych vlvem mangmé s rybami. Z nich jsem pak
vypcCitala pondr glochidii gichycenych na Zabernich obloucicli¢v celkovéemu pétu
piichycenych na rybu. Abychom znali procentticpycenych glochidii na povrchu ryb,
spcaiitala jsem opt za pomoci binokularni lupy i et glochidii, které se za dobu
patnéactiminutové expozice na rybu repytily a zistaly v akvériu. U nich jsem dalSi den

dale sledovala procento otfenych, a jejich sklapovaci aktivitu.
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Foto 2: Glochidia ze vzorku J3fgul aplikaci roztoku NaCl. Osma sekunda zaznamu.

duphem pokusu.

arni

7

Snimek z videa gizeného kamerou na binokul

Foto 3: Glochidia J3 po aplikaci roztoku NaCl. 3@kunda zaznamu, tedy 5 sekund od

dupthem pokusu.

s

s

arni

aplikace roztoku. Snimek z videatfreného kamerou na binokul
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4.5.1. Statistické zhodnoceni

Statistické zhodnoceni jsem progkdpomoci neparametrického testu v softwaru
STATISTICA Cz 12 Copyrigh® statsoft.

Byl pouzit Mann-Whitneyv U test, ve kterém byly zhodnoceny statisticky ngmné
rozdily zvlag pro hodnoty frekvence sklapavanieg aplikaci soli, sklapavani po aplikaci
NaCl po 24 hodinové expozici citalopramem, mnozgieichidii vystavenych citalopramu
piichycenych na ryby, poén mezi glochidii gichycenymi na Zaberni obloukyu&i
celkovému poétu prichycenych na rybu a také procenttichycenych glochidii na ryby
Z mnoZstvi vyskytujici se v testovacich nadrzichdybyly porovnavany hodnoty glochidii
vystavenych citalopramu bez ohledu na koncentracidnotami pro glochidia v kontrolnich

kadinkach (Sest vzotly.

Dale jsem pomoci Kruskal-Wallisova testu (neparaicit ANOVA) zaloZené na gadi
pro vice nezdvislych hodnot hodnotila rozdily méazincentracemi oft pro hodnoty
sklapavani ped aplikaci NaCl, sklapavani po aplikaci NaCl po zddinové expozici
citalopramem, absolutni pet glochidii gichycenych na ryby, po#n glochidii gichycenych
na zaberni oblouky i celkovému pétu glochidii gichycenych na ryb a také procento
piichycenych z celkového ptu glochidii v testovacich nadrzich. Proti &diyly postaveny

hodnoty pro koncentrace 1, 10, 100 a 1080 a kontrolni skupina s nulovou koncentraci.
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5. Vysledky

5.1. Expozice glochidii
Hodnota parametru p (p = 0,15) vySktdf nez hladina vyznamnosti£{ 0,05). Znamena

to tedy, Ze v piméru sklapnuti i porovnani infikovanych a kontrolnich vzdrkha jednu
glochidii pred podanim roztoku NaCl jsem nezjistila Zadny stiaky vyznamny rozdil (Tab.

1),

Mann-Whitneyiv U test
Dle pronenné skupiny
Oznaené testy jsou vyznamné na hladm< 0,05000
Souwet Souwet p.
poradi poradi U Z hodnota
kontrola | citalopram
Sklapavanj 121 344 44 1,45 0,15
~ N N 2*1str.
Proménna upravend P-hodnotag platnych| platnych | Piesné
P kontrola| citalopram  p.
Sklapavan 1,45 0,15 6 24| 0,16

Tab. 1.: Statistické zhodnoceni rozdiluipgrné frekvence sklapavani glochidii mezi

jedinci infikovanymi citalopramem a jedinci z koolini skupiny
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Krabicovy graf dle skupin
Proménna: skapavani
1,4 T T

1,2}
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kontrola citalopram

Graf 1: Piimér sklapavani na jednu glochidii. Rozdil mezi kotf@kupinou a skupinou
exponovanou citalopramem.
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Hodnota parametru p (p = 0,33) vySktdf nez hladina vyznamnosti£{ 0,05). Znamena
to tedy, Zze v prméru sklapnuti i porovnani jednotlivych koncentraci citalopramy 1D,
100 a 100Qug/l) a kontrolnich vzork na jednu glochidii fed podanim roztoku NaCl jsem
nezjistila zadny statisticky vyznamny rozdil (T&). Celkem 15 hodnot je menSich nebo
rovno a 15 hodnot je ¢tSich nez spotey median skupin (celkovy median =0,69), to

Zznamena, Ze Zzadna hodnota se sp@eu medianu nerovna.

Kruskal-Wallisova ANOVA zalozeno na fedi

Nezavisla (grupovaci) prafnna: skupiny

Kruskal-Wallisiv test: H ( 4, N= 30) =4,606452, p=0,33(1

Kod | Paet platnych| Sotet paadi| Paimér poradi
c | 101 6 121 20,17
J 102 6 75 12,50
D | 103 6 64 10,67
s | 104 6 105 17,50
T | 105 6 100 16,67

Medianovy test, celk. Median = 691939; sklapavani

Nezavisla (grupovaci) prafnna: skupiny

Chi-Kvadrat = 6,666663v = 4, p = 0,1546

C J D S T Celken

<= Median: 1 5 4 3 2 15
pozorovani
Ocekavani| 3 | 3 | 3| 3] 3
Pozorovani 1 -2 2 1 0 -1
ocekavani
> Median: 5 1 2 3 4 15
pozorovani
Ocekavani| 3 | 3 | 3| 3] 3
Pozorovani 2 -2 -1 0 1
o¢ekavani
Celkem: 6 6 6 6 6 30
ocekavani

Tab. 2: Statistické zhodnoceni rozdilumpgrné frekvence sklapavani glochidii mezi jedinci
infikovanymi citalopramem z jednotlivych skupin laamtraci a jedinci z kontrolni skupiny.
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Graf 2: Pimér sklapavani na jednu glochidii. Porovnani kontrekupiny a skupin
jednotlivych koncentraci citalopramu.
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Mezi kontrolni skupinou a skupinou ofgriou citalopramem neexistuji statisticky
vyznamné rozdily (Tab. 3.) Ve sklapavani po aplikexztoku NaCl, protoZe hodnota

parametru p (p = 0,44) j&ti neZ mnou zvolena hladina vyznamnaostiq,05).

Mann-Whitneyiv U test
Dle prongnné skupiny
Oznaené testy jsou vyznamné na hladm< 0,05000
Souet | Souet p.
poradi poradi U 4 hodnota
kontrola | citalopram
NaCl 100,50 364,50 64,50 0,39 0,70
N N .
Pronenna 4 r§vene P-hodnota platnych| platnych P?eiitér'
P kontrola| citalopram P
NaCl | -0,76938 0,441668 6 24 0,7

Tab. 3: Statistické zhodnoceni rozdilu sklapavdmihgdii po aplikaci roztoku NaCl mezi

jedinci infikovanymi citalopramem a jedinci z koolimi skupiny

28



Krabicovy graf dle skupin
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Graf 3: P@et sklapnuti glochidii po aplikaci roztoku NaCl.Z&d mezi kontrolni skupinou

a skupinou exponovanou citalopramem.
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Pri srovnani vysledk jednotlivych koncentraci citalopramu (1, 10, 10AG00 ug/l) a
kontrolni skupiny neexistuji statisticky vyznamrozdily ve sklapavani po aplikaci roztoku
NaCl, protoZze hodnota parametru p (p = 0,84xj8iwnez mnou zvolena hladina vyznamnosti
(0=0,05) (Tab. 3.). Celkem 18 hodnot je menSich nebvmo a 15 hodnot jeétSich nez
spole&ny median skupin (celkovy median = 4,92), to znaimeke Zzadna hodnota se

celkovému medianu nerovna.

Kruskal-Wallisova ANOVA zalozZena na faai: NaCl
Nezavisla (grupovaci) prafnna: skupiny
Kruskal-Walligiv test: H ( 4, N= 30) =1,442770, p =0, 83p7

Kéd | Paet platnych| Sowet paadi | Pimér Paadi
cl 103 6 100,50 16,75
31 104 6 97,00 16,17
D | 105 6 98,00 16,33
s | 106 6 70,00 11,67
T | 107 6 99,50 16,58

Medianovy test, celkovy median = 4,91666

Nezavisla (grupovaci) prafnna: skupiny
Chi-Kvadrat = 4, sv =4 p = 0,4060

C J D S T Celken

<= Median: 2 2 3 5 3 15
pozorovani

Ocekavani | 3 | 3 | 3| 3] 3
Pozorovani| -1 -1 0 2 0
-o¢ekavani

> Median: 4 4 3 1 3 15
pozorovani

Ocekavani | 3 | 3| 3| 3] 3
Pozorovani| 1 1 0 -2 0
-o¢ekavani

Celkem: 6 6 6 6 6 30
ocekavani

Tab. 4. Statistické zhodnoceni rozdilu sklapavémihadii po aplikaci roztoku NaCl mezi
jedinci infikovanymi citalopramem z jednotlivych wgkin koncentraci a jedinci z kontrolni

skupiny.
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Graf 4: Pget sklapnuti glochidii po aplikaci roztoku NaCl.reanéni kontrolni skupiny a
skupin jednotlivych koncentraci citalopramu.
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5.2. Infikace ryb

Pfi porovnani kontrolni skupiny a skupiny o®sté citalopramem jsem nenalezla
statisticky vyznamné rozdily, hodnota parametrupp () je mnohem &tSi nez hladina
vyznamnosti ¢= 0,05) (Tab. 5.). Sledovala jsenighyceni na ocasni fibetni,fitni ploutev,
ob¢ brisni ploutve, ob prsni ploutve, nozdry, #&le, Usta, na vSechriyyii Zaberni oblouky
v oblasti vnitnich Zaber a také jsem sledovalagtovolnych glochidii na misce odpadlych

vlivem manipulace s rybami.

Mann-Whitneyiv U test
Dle pronenné skupiny
Oznaené testy jsou vyznamné na hladn< 0,05000
Souet Souet p.
Pronenna| poradi poradi U Z h
: odnota
kontrola | citalopram
ryby 93,00 372,00 72,00 0,00 1,00
N N N
Proménna z P-hodnotg platnych| platnych 2 1st,r.
upraveneé . Presné p
kontrola| citalopram
ryby 0,00 1,00 6 24 1,00

Tab. 5.: Statistické zhodnoceni rozdiinfikace ryb mezi glochidii infikovanymi

citalopramem a jedinci z kontrolni skupiny.
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Graf 5: Pget pichycenych glochidii na ryby po 15 minutové infikaRozdil mezi
kontrolni skupinou a skupinoudénou citalopramem.
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Neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi jedivgtini koncentracemi citalopramu (1,
10, 100 a 100Qug/l a kontrolni skupinou z hlediska ¢ga prichycenych glochidii po 15
minutové infikaci (Tab. 6.). Hodnota parametru w§&si (p= 0,91) nez hladina vyznamnosti
(o= 0,05). Celkem 15 hodnot je menSich nebo rovnd dddnot je ¥tSich nez spotamy
median skupin (celkovy median = 13,5), to znameté,Zadna hodnota se spwiému

medianu nerovna.

Kruskal-Wallisova ANOVA zalozena na faali; ryby
Nezavisla (grupovaci) praimna: skupiny
Kruskal-Walligiv test: H ( 4, N= 30) =0,99951556
P =0,9099
. Paet | Souwet Pramérné
Kod . 1 .
platnych poradi poradi
C 103 6 93,0 15,50
J 104 6 107,5 17,92
D 105 6 84,5 14,08
S 106 6 99,0 16,50
T 107 6 81,0 13,50

Medianovy test, celk. Median = 13,5; ryby

Nezavisla (grupovaci) prafnna: skupiny

Chi-Kvadréat = 1,333333, sv =4 p = 0, 8557

C J D S T| Celkenm

<= Median:| 3 3 4 2 3 15

pozorovani

Ocekavani | 3| 3| 3| 3| 3
Pozorovani| 0 0 1 -1 0
-o¢ekavani

> Median: 3 3 2 4 3 15
pozorovani

Ocekavani | 3| 3| 3| 3| 3
Pozorovanit 0 0 -1 1 0
ocekavani

Celkem: 6 6 6 6 6 30
ocekavani

Tab. 6: statistické zhodnoceni g prichycenych glochidii na ryby po 15 minutové
infikaci. Rozdil mezi jedinci infikovanymi citalopmem z jednotlivych skupin koncentraci a

jedinci z kontrolni skupiny.
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Graf 6: Pdet pgichycenych glochidii na ryby po 15 minutové infikaBorovnani kontrolni

skupiny a skupin jednotlivych koncentraci citalopta

35



Nebyly zjis€ny Zadné statisticky vyznamné rozdily v procentpsisosti gichytavani na
ryby pri porovnani kontrolni skupiny se skupinou vystavewcdalopramu (Tab. 7). Hodnota

parametru p (p= 0,96) vysl&tgi nez hladina vyznamnosti< 0,05).

Mann-Whitneyiv U test

Dle prongnné skupiny

Oznaené testy jsou vyznamné na hladn< 0,05000

Souwet | Souwet
Pronmenna| poradi poradi U Z
kontrola | citalopram

P_
hodnota|

92,00 373,00 71,00 -0,05 0,94

Poner
Z N N 2*1str.
Prongnna Upraveng P-hodnota platnych| platnych | Presné
P kontrola| citalopram  p.
pOMEr -0,05 0,96 6 24 0,98

Tab. 7.: Statistické zhodnoceni rozdilu v procarpsnosti gichyceni glochidii na rybu

mezi kontrolni skupinou a skupinou vystavenou oftgamu.
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Graf 7: Procenta uspnosti gichyceni glochidii na rybu z jedificv pokusné misce.

Porovnani kontrolni skupiny a skupiny vystavenalojiramem.
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Nezjistila jsem statisticky vyznamny rozdil meziopentem fichycenych glochidii na
ryby v porovnani jednotlivych koncentraci spoluosikolni skupinou (Tab. 8). Hodnota
parametru p je totiz&si (p= 0,62) nez hladina vyznamnost+(0,05). Celkem 15 hodnot je
mensSich nebo rovno a 15 hodnot j@Sich nez spolay median skupin (celkovy median

=0,04), to znamena, Ze Zzadna hodnota se celkovédianu nerovna.

Kruskal-Wallisova ANOVA zaloZena na faali; pongr
Nezavisla (grupovaci) prafnna: skupina
Kruskal-Wallisiv test: H ( 4, N= 30) =2,602151,
P =0,6264
. Patet Souet Primer
Kod . Y o e
platnych| poradi poradi
C 103 6 92 15,33
] 104 6 118 19,67
D 105 6 85 14,17
S 106 6 99 16,50
T 107 6 71 11,83
Medianovy test, celkovy median =@3737
Nezavisla (grupovaci) prafnna: skupina
Chi-Kvadrat = 4,00 sv =4 p = 0,4060
C J D S T | Celkem
<= Median: 3 1 4 3 4 15
pozorovani
Ocekavani | S| 3| 3| 3] 3
Pozorovani 0 -2 1 0 1
- ocekavani;
> Median: 3 5 2 3 2 15
pozorovani
Ocekavani | S| 3 3| 3] 3
Pozorovani 0 2 -1 0 -1
- oéekavani
Celkem: 6 6 6 6 6 30
ocekavani

Tab. 8: Statistické zhodnoceni rozdihezi koncentracemi citalopramu spolu s kontrolnimi

vzorky v procentechifchycenych glochidii na ryby z ptu pritomnych testovacich nadrzich.
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Krabicovy graf dle skupin
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Graf 8: Procenta usgpnosti gichyceni glochidii na rybu z jedifiz paitu vyskytujicich se

v testovacich nadrzich. Rozdily mezi jednotlivyrankentracemi spolu s kontrolni skupinou.
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Pfi porovnani poréru glochidii gichycenych na Zabernich obloucickév celkovému
poctu prichycenych na rybu ip porovnani kontrolni skupiny a skupiny vystavené
citalopramem vySel statisticky vyznamny rozdil, tpi® hodnota prodmné p (p= 0,04) je

mensi nez hladina vyznamnost=(0,05) (Tab. 9.).

Df Dev?ance Df Resid.
Resid. Dev F Pr(>F)
null 29 82,116
groups 4 | 23,948 25 58,168 2,89| 0,04291

Tab. 9.: Statistické rozdily v pamglochidii gichycenych na Zabernich obloucich¢v
celkovému potu prichycenych na rybu mezi kontrolni skupinou a skapinvystavenou

citalopramem.

Pfi vyhodnocovani pogru mezi glochidiemi fichycenymi na Zabernich oblouciclic¢v
celkovému potu piichycenych na rybu jsem nasla statisticky vyznamozglily u skupin S
(p=0,02) a T (0,03). Zjistila jsem to tak, Ze js@odnotu prordnné p porovnala s hladinou
vyznamnosti ¢= 0,05). Naopak u skupin C (p= 0,28), J (p= 0,92) = 0,72) statisticky
vyznamny rozdil fi porovnani s hladinou vyznamnosti nevysel (Tal). 10

Coefficients:
Estimate | Std. Error| tvalue Pr(>|t})
(Intercept) |0,30319 | 0,27401 1,106/ 0,2791
groups D |-0,04536 | 0,42798 | -0,106 0,9164
i
P

groupsJ |[-0,13613 | 0,38035 | -0,358 0,723
groups S |[-1,03142 | 0,42996 -2,399 0,024
groups T |-1,06229 | 0,46197 | -2,299 0,030

Tab. 10.: Statistické rozdily v pamu glochidii gichycenych na Zabernich obloucicitv

celkovému pétu prichycenych na rybu v jednotlivych koncentracich.
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Graf 9.: Pondr glochidii gichycenych na Zabernich obloucichi¢v celkovému pétu

piichycenych na rybu v jednotlivych koncentracich.
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6. Diskuse

Znedisténi vody je jednou z hlavnichtigin ohroZeni sladkovodnich niiZ(Unionoida),
ktefi pati mezi nejohrozetjsi taxony uvedené na seznamu Mezinarodni unieophvanu
piirody (IUCN)"¢erveny seznam"ifrody (Bogan, 1993; Lopes-Lima et al. 2017; IUCN,
2014).

Mé vysledky ukazuji, Ze vystaveni glochidii veldvau malfského Unio pictorum)
citalopramu po dobu 24 hodiného jen ukity vliv na zménu jejich chovani. Nez#mila se
frekvence jejich sklapavani ani gei sklapnuti po aplikaci koncentrovaného roztokuCNa
kde nelze identifikovat Zadné prokazatelné rozdilporovnani s kontrolnimi vzorky.
Statisticky vyznamné rozdily nevySly ani kigmd® mnozZstvi pichycenych glochidii na ryby
béhem 15 minutové expozice ani v procentticlpycenych glochidii z celkového o
vyskytujiciho se v pokusné nadolstatisticky vyznamny rozdil jsem ovSem zaznansenal
poneru glochidii gichycenych na Zaberni obloukyidr celkovému pétu piichycenych na

rybu.

V druhém kroku jsem statisticky zhodnotila rozditgezi kazdou mnou pouzitou
koncentraci citalopramu (1, 10 100 a 1Q@0/l) v¢etné kontrolnich vzork. Ani zde nevysly
Zzadné statisticky vyznamné rozdily tigmd® aktivity pred aplikaci roztoku NaCl, po jeji
aplikaci, v p@tu prichycenych glochidii na ryby a ani v procenttichycenych vzhledem
k mnozstvi v kontrolni nadéb Statisticky vyznamné rozdily vysSly pouze u skufim T u
poneru glochidii gichycenych na Zaberni obloukyidr celkovému pétu piichycenych na

rybg.

Pro statistickou analyzu jsem nemohla pouZit obyyBpearman- Karbév test pro
zjisteni LC 50 (letalni koncentrace pro 50 % jedinz toho divodu, Ze u mli nebyla
pozorovana zadna konzistentni reakce. Nezaznamgeahaani Uhyn u zadné z koncentraci
citalopramu kterym jsem je¢hem pokusu vystavovala. Praypddobré se hodnoty LC 50
nachazeji az v hodnotach vysok#egahujici mnou pouzité. Pro srovnani hodnota LC 50
citalopramu proCeriodaphnia dubia je 3,90 mg /I (Henry et al., 2004), coz je ovSerela

mimo rozsah environmenta&melevantnich hodnot.

Kellner et al. (2016) ve své studii na Koljuskadtiodtnych ukazuji na vyrazny
anxiolyticky (Einek citalopramu p pieneseni ryb do testovaci nadrzi. Ukazuji také, Ze
expozice citalopramem zvySuje pohybovou aktivituppuZzitych koncentracich 0,15, 1,5 a 15

42



ng/l. Vysledky tesi v novych nadrzich odhalily, Ze s vyskytem citabopu ve vod se snizil
¢as traveny rybami ve spodtésti akvaria (Levin et al., 2007), a také dohligferé byly ryby

ve stavu strnulosti (Egan et al., 2009), coz jsbavéni Uzce spojena s Uzkosti. Pohybova
aktivita je gitom potencialg ekologicky dileZita, protoZze vysSi pohybova aktivita by mohla
zvysit i latkovou vynénu a riziko predace. Sackerman et al. (2010) kjiste i Danio
pruhované stravilo vicéasu v horniasti své nadrze 3 min po akutni expozici az 100/img
citalopramu. Kromd anxiolytickych @&inkt prokazanych ve studii Kellnera et al. (2016) bylo
také mozne pozorovat snizeni krmné aktivity ryb taysné 1,5ug /I, ale také jeji
odpovidajici snizeni vzhledem ke koncentraci @51, coz podporuje teorii, Zze mnozstvi

citalopramu ve vogima schopnost vyznardmovlivnit ekologicky dilezité prongnné vodnich
organisnt (Kellner et al., 2015).

Na citalopram zatim nebyly prové&wy Zzadné pokusy na sladkovodnich mizich. Proto
mohu své vysledky porovnavat pouze s pokusy s jinkatkami ze skupiny inhibitdr

zpstného vstebavani serotoninu, do kterych citaloprantipat

V mé préci nebyla zji8ha Zadné z#mna ve sklapovéani glochidii velevruba niskiého po
24 hodinové expozici citalopramem. Oproti tomu Heme et al. (2014) pozorovali
signifikantni zvySeni miry celkového pohybu désp velevrulii druhuLampsilis Fasciola se
zvySenim koncentrace fluoxetinu, kdeuperny celkovy pohyb ve skupinlécené 22,3.9 /I
byl vice nez dvakrat vy3si neZz v kontrolni sképiZivotichové o3deni koncentraci
fluoxetinu 22,3pg /I se pohybovala do vyraznvétSich vzdalenosti nez Zivichové z
Machado, 2001) vykazaly vyrazny otok a vysunutiynahmlai exponovanych fluoxetinem.
Toto bylo gi¢itano moznému zvySeni absorpce vody u Zaber aézkamtroly nad
hydrostatickym skeletem, coz by pr&pddobré snizilo pohyblivost postiZzenych nilZCope
et al, 2008; Hazelton et al, 2013).

Takeé Prieto et al. (2012) zkoumaltidky koncentrace 1,5 mg fluoxetinu na litr vody na
pohyb larvy Dania pruhovanéhddnio rerio) exponované po dobu 24 hodin. Larvy
vykazovaly snizeni pohybu u kontrolnich Ziahi 2 dny po expozici a pohyb byl ztveé
nevyrovnany oproti zivéichim z kontrolni skupiny. | tento vysledek je rozdilsymym.

V mé praci mezi vysledky kontrolni skupiny a skupinystavené citalopramu nebyl ve

sklapavani zji$n statisticky vyznamny rozdil.
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Z vysledki je Ziejmé, ze fi koncentracich citalopramu 100 a 100§ /I se signifikantt
zvétSil podil grichycenych glochidii vzhledem k jejich celkovémupovyskytujicimu se na
rybé. VyuZziti Zivin parazity nize mit za nasledek snizeni fitness ryb (Pegg et@al5;
Britton et al., 2011; Thomas et al., 2014), zahoiypomaleny st (Britton et al., 2011;
Arnott et al., 2000), mens¢lesnou velikost (Pegg et al., 2015; Arnott et 2000; Crane et
al., 2011), a je takéasto spojeno se snizenirrepiti hostitele (Crane et al., 2011; Poulin,
1998; Knopf et al., 2007; Francova et Orittidva, 2013). | kdyZ rybi hostitelé mohou ziskat
rezistenci k opakovanym infekcim igmbenym glochidiemi, vysoké §y mohou byt pro
hostitele potenciakhletalni (Howerth et Keller, 2006). N#&klad pstruh na kterém parazituji
glochidie perlorodkyi¢ni mel zvétSenou slezinu a vlivem encystace zesilené a puadicé
Zaberni lamely (Thomas et al., 2014). Slavik e{2017) zjistili, Ze pokud je kapr napaden
glochidiemi, spdebuje na stejny pohyb vice energie na stejné mwiogshybu. MnoZstvi
pohybu se vlivem mnoZstviiphycenych glochidii statisticky vyznameznenil (Slavik et
al., 2017). Dopad parazitismuide byt pozorovany népmo poklesem imunitnich funkci ryb
(Lilledal et al., 1999). Na&sti vSak tak velké koncentrace citalopramu (10@@0%g /1) u
kterych byly zjiS¢ény zvySené podily glochidii na Zabernich obloucsehtézné ve vodach

nevyskytuji a tedy se neprojevuje anédeny vyskyt vySe uvedenych potizi.

Otazkou dale ustava, jaké reakce je mozné sledovat u &gsh jedindi velevruli
malitskych na koncentrace citalopramu. Toto pozorovgnidak bylo teba provad po delSi
dobu. Jejich reakce by pak mohly byt sledovany panhtallova senzoru (Lummer et al.,
2016). Bylo by téZ mozné sledovat, zda by &aknznmenila schopnost vypousti glochidii
s ohledem na #mici se koncentrace citalopramu. Citalopram se v&akodach nevyskytuje
sam, proto by poditem pro dalSi studie mohla byt vyzkum reakci slagkimich mlz na
kombinace kontaminaitsladkych vod. Je totiz mozné, Ze citalopram v kioiadi s dalSimi

latkami u ml& reakci z@sobi.

Laboratorg by bylo mozné uit koncentraci citalopramu LC 50 pro sladkovodniZenh
jejich glochidie. Ale vzhledem ktomu Ze jsem keemswm pokusu pouzila koncentraci
citalopramu zhruba tisickratgsahujici mnoZzstvi této latkygdn¢ se vyskytujici v odpadnich
vodach nebylo by efektivni stanovovaegnou hodnotu LC 50 protoZe neni #rmozné,
aby se mlzi s takovouto koncentraci setkali mintmofatorni podminky. Vice pozornosti si
ovSem zaslouzi @eni vlivu citalopramu na prostorové&ighyceni glochidii na rybiho

hostitele, kde se ukazal signifikantni vliv jiz kdncentrace 100Qg/I.
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7. Zaveér

Hlavnim cilem této prace bylo vyhodnotit vliv cit@kamu, antidepresiva ze skupiny
inhibitori zpétného vstebavani serotoninu na glochidie sladkovodniho migéevruba
malitsského. Hodnoceni se prowdm 24 hodinovou infikaci jediric v laboratornich

podminkach.

1) Testovalo se Sest kadinek od kazdé koncentradepiganu (1, 10, 100
a 1000pug/l) a také Sest kadinek s kohoutkovou vodou jakatiolni vzorky.
V kazdé kadince byloifblizn¢ 120 jedind parazitickych larev.

2) DalSi ¢asti pokusu byla infikace ryb glochidii vystavenyeitalopramu

Z predchozi¢asti pokusu po dobu 15 minut.

3) Testovani jedinci neprojevovali Zadny statistickyzwamny rozdil
v chovani vzhledem ke koncentraci citalopramu,riop@ aplikaci NaCl pro jejich

aktivaci.

4) Na rybach nebyl pozorovan statisticky vyznamny fbmtezi jedinci
vystavenymi citalopramu &rhi kontrolnimi z hlediska absolutniho o jedindi
ptichycenych na rybu, ani v procentudlnim zastoupgifichycenych jeding
vzhledem k pétu v testovacich nadrzich.

5) Statisticky vyznamné rozdily byly zaznamenany u gonmglochidii
piichycenych Zaberni obloukyawi celkovému pétu piichycenych na rybu u

skupin exponovanych 100 a 100d/l.

Celkové vysledky ukazuji, Ze citaloprari kratkodobé 24 hodinové expozici néspbuje
vyraznou zminu chovani (sklapavani) u glochidii velevruba msakho, avSak jeho vysoké

koncentrace ovlifwuji prostorové umighi glochidii gichycenych na Zaberni oblouky ryb.
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Obr. 2.: Schéma anatomie mize (Lang et al., 19Klvagek et al., 2000).
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