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Vliv znecisténi vody léCivy na filtracni aktivitu vodnich
organismu: modelovy pripad karbamazepin

Souhrn

Sladkovodni prostfedi ndlezi mezi nejohrozenéjsi ekosystémy na svéte kviali znecisténi.
Vyzkum se nyni zaméfuje na skupinu nové se objevujicich organickych kontaminantt, kam
patii i léCiva. Tyto latky vstupuji nekontrolovatelné do prostiedi a maji toxické ti€inky na vodni
organismy. Jednémi z nejvice ohrozenych organismt jsou obecné mlzi. Dosud malo poznatki
mame o vlivu IéCiv, jako je bézné¢ se vyskytujici karbamazepin (CBZ), na chovani
sladkovodnich mlza, hlavné na jejich filtracni aktivitu, kterou dokazi ovlivnit cely ekosystém.

Tato prace byla zaméfena na provedeni reserSe literatury za ucelem popisu vlivu CBZ na
filtrujici vodni organismy. Na né€j navazal vlastni experiment, kdy byli mlzi vystaveni t¢inktim
1é¢iva, a bylo sledovano jeho ptisobeni na Siroce rozsitené invazni druhy Sinanodonta woodiana
a Corbicula fluminea.

MIlzi byli umisténi v experimentalnim PFT systému s automatickym pulsnim dodavanim
vody a potravy. V kadinkach s vodou a sedimentem se nachazeli dva jedinci S. woodiana, resp.
deset jedinct C. fluminea. Pied provedenim testu CBZ byly pouzity dva pre-testy (NacCl,
NaNO3) pro stanoveni frekvence odbéru vzorkt vody a zjisténi chovani mlzt (jejich filtra¢ni
aktivity) vystavenych ptsobeni danych kontaminantii. Pro hodnoceni zmény miry filtrace
Vv zavislosti na ¢ase od aplikace kontaminanti do kadinek byla vyuzita ptima (pozorovaci; P) a
nepiima (zalozena na méteni turbidity; N) metoda.

Bylo dolozeno, ze koncentrace pouzitych latek se v pribéhu casu (48 hodin) dle
predpokladli sniZzovaly v disledku fedéni pfitékajici vodou. V rdmci experimentu nebyl
zaznamenan statisticky vyznamny vliv studovanych latek na aktivitu experimentalnich mlzi,
ale presto bylo mozné pozorovat ur€ité trendy v ovlivnéni filtra¢ni aktivity, které jsou v praci
diskutovany. Pfi testu s CBZ nebylo zaznamenano ovlivnéni filtrace ani C. fluminea, nebot’ se
jeji aktivita v priabéhu expozice vyrazné ménila. Zkoumané 1é¢ivo mélo podobny vliv na mlze
a jejich filtra¢ni Gc¢innost jako Vv ptipadé obou pre-testu.

Environmentalné blizké koncentrace kontaminanti nebyly schopny vyznamné ovlivnit
filtra¢ni aktivitu vybranych invaznich druhti mlzi. Vysledky této prace lze vyuzit pii procesech
¢isténi odpadnich vod, kdy by mohli byt mlZi vyuziti pfi nizkych potizovacich ndkladech jako
»lapace® znecisténi. Inovativni podminky provadéni experimentli simulujici readlné situace
V terénu mohou najit uplatnéni pfi dalSim vyzkumu pro bliz§i poznani vlivu kontaminantt
(napf. smési riznych sloucenin) na filtrujici vodni organismy (napf. ptivodni druhy mlzit).

Klicova slova: karbamazepin, toxicita, mlzi, voda, prostiedi, koncentrace, zivocichové,

expozice



Effects of water pollution by pharmaceuticals on filtration
activity of aquatic organisms: model case carbamazepine

Summary

Freshwater environments may be the most endangered ecosystems in the world for their
pollution. Research efforts are being focused on emerging organic contaminants (including
pharmaceuticals). These non-regulated contaminants are introduced into the environment, and
they have toxic effects on aquatic organisms. In general, bivalves belong to the most endangered
animals. We have a lack of knowledge on effects of pharmaceuticals (e.g. carbamazepine (CBZ)
commonly presented in the environment) on behavior of freshwater bivalves, especially their
filtration activity with impact on whole ecosystem.

This thesis was focused on literature review to describe effects of CBZ on aquatic filter-
feeders. Then, lab experiment was performed: common invasive bivalve species (Sinanodonta
woodiana and Corbicula fluminea) were exposed to CBZ and its effects on experimental
animals monitored.

Bivalves were kept in the experimental PFT (pulsed flow-through auto-feeding) system.
In each beaker with water and sediment, there were two (S. woodiana) or ten individuals (C.
fluminea). Before CBZ experiment, pre-tests (NaCl, NaNOz) were performed for determination
of water sampling frequency and assessment of bivalve behavior (filtration activity) during
exposure to contaminants. Filtration rates of bivalves depending on time from contaminant
application to the beakers were assessed using two methods (direct “P”” — visual, indirect “N” —
based on turbidity measurements).

It was found that concentration of contaminants used decreased during 48 hours as a result
of dilution by water inflow to the PFT system (as expected). During experiment, no significant
effect of studied substances on activity of experimental bivalves was recorded. Nevertheless, it
was possible to observe some trends in filtration activity changes, and this is discussed in this
thesis. During CBZ test, no effect of substance on filtration of C. fluminea was also recorded
because species activity distinctly changed during exposure. Pharmaceutical investigated had
similar effect on filtration efficiency of bivalves like substances used for both pre-tests.

Environmentally relevant concentrations of contaminants were too low to have significant
effects on filtration activity of invasive bivalve species tested. Results of this thesis can be
applied during wastewater treatment procesess: bivalves could be used as (low-cost) ,,traps* for
pollution. Performing experiments in terms of innovative approach simulating real field
conditions could be used in the future research to get rich knowledge on effects of contaminants
(e.g. mixture of compounds) on aquatic filter-feeders (e.g. native bivalve species).

Keywords: carbamazepine, toxicity, bivalves, water, environment, concentration, animals,

exposure
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1 Uvod

V soucasné dob¢ stale nartistd mnozstvi latek vytvarenych clovékem, jez se ndsledné
objevuji 1 ve vodnich utvarech. Jsou to vétSinou syntetické latky, které jsou pro lidskou
spole¢nost ,,nezbytné*. Patii sem lé¢iva, pfipravky pro osobni péci nebo pesticidy (Khan et al.
2022), souhrnné nalezici do skupiny nové se objevujicich organickych kontaminantu (tzv.
,emerging organic contaminants* neboli EOC; Pal et al. 2010). Tyto latky vstupuji do prostredi
zejména pii nespravné a/nebo nedostate¢né likvidaci odpadii (pfedevsim odpadnich vod), resp.
nadmérném vyuziti pesticidi a hnojiv (Mukhopadhyay et al. 2022).

Vodni ekosystémy, zejména prostiedi sladkych tekoucich a stojatych vod, nalezi mezi
nejohrozenéjsi ekosystémy na svété (Dudgeon et al. 2006). Mezi hlavni pficiny patii znecisténi
vody kontaminanty, jako jsou praveé napt. farmaceuticky aktivni slouc¢eniny (Couto et al. 2019;
Fontes et al. 2020; Wilkinson et al. 2022). V soucasnosti se vyzkum podrobnéji zamétuje na
tyto mikropolutanty. Neni totiz zfejmé, kolik z nich se neregulované uvoliiuje do prostredi a
z jak velké casti v prostredi pretrvavaji (Batucan et al. 2022).

Tyto latky v prosttedi zplisobuji toxicke (akutni letalni ¢i chronické subletalni) G¢inky, a
tak mohou ovlivnit druhy citlivé na zne€isténi, ¢imz dochazi k ekologické zméné. V prostredi
mohou nastat zmény dynamiky zivin a kysliku a nasledné je narusen cely ekosystém. Navic
jsou tyto latky schopny ovliviiovat cela spolecenstva organismu (Fleeger et al. 2003).

Mlzi jsou vlivem své filtra¢ni a dychaci aktivity jednémi z organismu nejvice ohrozenych
piitomnosti kontaminantti ve vodnim sloupci (Almeida et al. 2015). Mohou svou biomasou
dominovat bentickym spolecenstviim: kromé filtrace ovliviiuji prostfedi kolem sebe také diky
schopnosti prohrabavat a piepracovavat sediment, a tak spojuji toky energie a zivin mezi volnou
a porovou vodou (tzn. mezi pelagickym a bentickym prostiedim; Vaughn & Hakenkamp 2001).
MIzi patii mezi ekosystémové inzenyry (Gutiérrez et al. 2003), coz znamena, ze jsou schopni
pfimo i nepiimo ovliviiovat dostupnost zdroji pro jiné druhy. Tyto zdroje ovliviiuji riznymi
mechanismy, diky kterym jsou schopni modifikovat, udrzovat nebo pietvaret stanovisté, kde
Ziji. Mezi tyto pfemény patii zmény v chemismu sedimentu, velikosti zrn v sedimentu ¢i obsahu
organické hmoty prostfednictvim bioturbace a v neposledni fadé také zvySené pronikani svétla
do vodniho sloupce diky filtraci (Sousa et al. 2009).

Jednim z bézné se vyskytujicich kontaminantl ze skupiny latek EOC ve vodnim prostfedi
je 1é¢ivo karbamazepin (CBZ; Almeida et al. 2014). Vétsina praci se zaméfuje na zkoumani
jeho neptiznivych G¢inkd na motské vodni organismy véetné mlzl (napi. Almeida et al. 2015;
Franzellitti et al. 2019), zejména na molekularni Grovni. Bylo zji$téno, Ze u mlz vystavenych
ucinku CBZ dochazi k oxida¢nimu stresu (Almeida et al. 2014). Nicméné mnohem méné
znalosti mame o mlzich ze sladkovodniho prostiedi, zeyména invaznich druhd, které obecné
negativné pusobi na spoleCenstva organismu stojatych a tekoucich vod (Sousa et al. 2009).
Navic se autofi jiz méné zajimaji o ovlivnéni filtrani aktivity mlzid, pfestoZze pravé touto
¢innosti maji dopad na cely ekosystém (Chen et al. 2014).



2 Cile prace

Hlavnim cilem prace bylo sledovani vlivu karbamazepinu na vodni organismy. Byla
provedena reserSe literatury a vlastni experiment, kdy organismy (v tomto pfipadé mlzi) byly
vystaveny koncentracim karbamazepinu ve vodnim prostiedi. Probihalo sledovani chovani
(filtra¢ni aktivity) téchto organismu po vystaveni CBZ ve vodnim prostiedi. Dale byla sepsana
prakticka ¢ast BP dle ziskanych vysledki.



3 Literarni reSerse

3.1 Kontaminace vodniho prostiedi
3.1.1 Farmaceuticky aktivni slou¢eniny

Farmaceuticky aktivni slouceniny jsou latky, jejichz cilem je zkvalitnit nebo prodlouzit
zivot jak lidem, tak zvifatim po celém svété. Patii sem napf. analgetika, beta-blokatory,
regulétory lipiddi, endokrinni disruptory ¢i rentgenové kontrastni latky, uvoliiované do prostiedi
s potencialnimi Skodlivymi G¢inky na zdravi lidi a ekosystému (Couto et al. 2018; Couto et al.
2019; Wilkinson et al. 2022). V povrchovych a podzemnich vodach bylo pozorovano pies 200
riznych sloucenin, které jsou stale Castéji zaznamenany ve vSech typech vod na celém svéte.
Nejvyssi koncentrace latek v fekach byly zjiStény v subsaharské Africe, Jizni Americe a jizni
Asii: vétSinou jde o oblasti, kde neni kvalitni infrastruktura odpadového hospodafstvi.
Nejcastéji detekovanymi latkami jsou karbamazepin, metformin a kofein (Wilkinson et al.
2022). S ohledem na rtizné vlastnosti farmaceuticky aktivnich slouéenin (jako napf. slozitost
struktury, rozdilna tékavost a hydrofobicita nebo interakce s jinymi rozpusténymi latkami) je
problém zejména s jejich odstranénim v konvencnich Cistirndch odpadnich vod (Couto et al.
2018). Vzhledem k tomu, ze jsou navrzeny tak, aby mély biologicky ucinek uz pii nizkych
koncentracich, mohou mit neptiznivé ucinky na zdravi ¢lovéka a jiné organismy (dos Santos et
al. 2021; Cravo et al. 2022). Méfeni koncentraci téchto latek ve vodnich ekosystémech je vSak
stdle pomérné malo rozvinuté (Almeida et al. 2021), a proto je velmi obtizné sestavit seznam
latek obsazenych ve vodach dle dilezitosti. Vyznamnou roli mohou hrét také interakce mezi
polutanty farmaceutického ptivodu a abiotickymi faktory prostiedi (Almeida et al. 2022).

3.1.2 Karbamazepin (CBZ)

Karbamazepin patti do skupiny 1é¢iv zvané antikonvulziva, ty jsou pouzivana pro 1é¢bu
a prevenci epileptickych zachvatl. Predepisuje se také ke stabilizaci poruch nélady u pacientt
s bipolarni poruchou (Hai et al. 2018). Poprvé syntetizovan byl v roce 1960 (Batucan et al.
2022). Jeho hlavni fyziologickou funkci je stabilizace inaktivovaného stavu tzv. sodikovych
kanalli, coz mé za nasledek mensi excitabilitu (vzrusivost) mozkovych bunék (Contardo-Jara
et al. 2011; Kovacevic et al. 2016). Hlavni metabolickou cestu CBZ u savci zprostiedkovava
cytochrom P450 (patii mezi enzymy monooxygenazy), vedouci k tvorbé karbamazepin-10,11-
epoxidu. Poté nasleduje hydratace na trans-10,11-dihydroxy-10,11-dihydro-karbamazepin a
konjugace s kyselinou glukuronovou (Mezzelani et al. 2021). Zhang et al. (2008) uvadi, Ze se
celosvétove spotiebuje az 1014 tun karbamazepinu rocné.

Az 90 % l1éciv, jez Clovek pozie, je télem pozdéji vylouceno do odpadni vody jako
matetské slou¢enina nebo metabolit dané¢ho 1éku (Mohan et al. 2021). Problém u metabolitii
nastava obzvlasté v piipadech, kdy jsou nékteré toxictéjsi neZ samotna matetska sloucenina:
Vv ptipad¢ karbamazepinu lze uvést akridin, ktery je karcinogenni a mutagenni (Kosjek et al.
2009). Karbamazepinu se po konzumaci z lidského téla vylou¢i 10 % a nasledné putuje do
Cistiren odpadnich vod, kde jsou jeho koncentrace nékolik desitek az tisic ng/l. V komunalnich
Cistirnach se odstrani méné nez 10 % CBZ (Hai et al. 2018). Béhem tii béznych technologii
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uprav vody (oxidace oxidem chloricitym, biologické ¢isténi a UV zatfeni) mize vzniknout az
sedm transformacnich produkti CBZ (Kosjek et al. 2009).

Nejcéastéjsim zplisobem odstranéni kontaminantti z vody je vyuziti mikroorganismd,
které mineralizuji latky, jez vodu znec€ist'uji. V procesu ¢isténi odpadnich vod hraje hlavni roli
aktivovany kal. Produktem mineralizace jsou CO2, H2O a latky, které¢ jsou schopny snaze
degradovat (Zhang et al. 2008). Karbamazepin vSak biologickému rozkladu podléha obtizné¢, a
to predevsim proto, Ze musi byt metabolicky stabilni, aby v organismu pusobil s dostate¢nou
ucinnosti (Jos et al. 2003). Pfirozena fotodegradace CBZ je pomérné pomalym procesem,
protoze jeho plnd likvidace slune¢nim zafenim muze trvat 4,5 az 25 slune¢nich letnich dni
(Calisto et al. 2011). Jednim z didvodu, pro¢ je Casto tak slozité jej odstranit béhem ¢isténi
odpadnich vod, je jeho symetricka aromaticka heterocyklicka struktura obsahujici dusik (Meng
et al. 2022).

CBZ se bézn¢ vyskytuje spolu s ostatnimi 1é¢ivy ve vSech typech vod. Nalezneme jej
V odpadnich vodach z domécnosti 1 ve vodach primyslovych, a déle jak v povrchovych, tak
I podzemnich vodach (Chander et al. 2016). CBZ se pouziva jako ukazatel méstského zne¢isténi
(Almeida et al. 2014). Frekvence detekce karbamazepinu v povrchovych vodach na riznych
kontinentech se vyznamné nelisi (Wilkinson et al. 2022). Vlivem ¢lovéka je jeho vstup do
prostiedi nepretrzity (Vernouillet et al. 2010). Koncentrace CBZ ve sladkovodnim prostiedi
mohou ovliviiovat sussi obdobi v nékterych regionech, kdy mize karbamazepin dosahovat az
dvojnéasobnych koncentraci oproti vilhkym obdobim, protoze jsou vody méné fedény (Hai et al.
2018). Karbamazepin se navic dokaze absorbovat na povrch polymeru mikro- ¢i nanoplastd,
¢imzZ je usnadnéna asimilace pro pfenos kontaminantu vodou (tim se i zvySuje jeho integrace
vodnimi organismy; Brandts et al. 2018). MiiZze dokonce kontaminovat 1 zdroje pitné vody
(Chander et al. 2016).

Na ucinnosti odstraniovani kontaminantii z vodniho prostfedi se podili fada faktort
prostiedi, do néhoz se tyto latky dostanou. Mezi zdkladni faktory patii technika ciSténi
odpadnich vod na dané COV, retenéni doba pii procesu ¢isténi, teplota vody a pH (Fontes et al.
2020). Koncentrace riiznych latek v prostfedi se 1iSi 1 v zavislosti na platovych pomérech
danych oblasti. Wilkinson et al. (2022) ve své praci poukazuji na fakt, Ze nejvétsi rozdily jsou
mezi stiedni platovou tfidou a vSemi ostatnimi tfidami. V zemich, kde lidé maji stfedni piijmy,
totiZ maji obvykle niZsi pfipojeni na infrastrukturu odpadnich vod, ale pomérné dobry pfistup
K vétsimu poctu 1éku.

Léciva nakonec vstupuji do motského prostiedi: nejvétsi koncentrace jsou zaznamenany
pii pobtezi v blizkosti Usti fek. Dale od pobteZi se kontaminovana voda smiché s vodou, ktera
obsahuje méné toxickych latek, a tak dochazi ke sniZeni koncentrace téchto latek. Urovné
kontaminace CBZ v moftskych ekosystémech jsou vSeobecné nizsi, nez je tomu prave v tstich
fek nebo fekach samotnych (Almeida et al.2021). Nkoom et al. (2019) uvadi, Zze koncentrace
v motskych vodach dosahuje urovné 2 ng/l. CBZ byl detekovén i 19 ndmoinich mil od pobitezi,
ale koncentrace byly tém¢f trojndsobné niz$i, nez je tomu u usti fek. CBZ se tedy 1 v brakickych
vodach rozkladé velmi obtizné (Almeida et al. 2021).
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3.2 Mlzi

3.2.1 Invazni druhy

ey

MIlzi (Mollusca: Bivalvia) jsou organismy Zijici vétSinou na dné vodnich utvart, kteti se
zivi planktonem a suspendovanymi latkami ve vodé. Ziskavani potravy jsou mlzi schopni
uskute¢novat pomoci filtrace skrze zabry. Proces filtrace zacina ptes brvy (cilie), které zajist'uji
ptitok vody a suspendovanych Castic, které se poté zadrzi v Zabernich vlaknech a nésledné jsou
transportovany do Ust. OvSem ne vSechny ¢astice jsou takhle zadrzeny: nékteré jsou totiz
vyselektovany na zakladé velikosti nebo hustoty a jsou vylouéeny jako tzv. pseudopelety (na
sekret vazané Castice; Castro et al. 2018).

Invazni mlzi (jako napf. Corbicula fluminea, Sinanodonta woodiana a Dreissena
polymorpha) maji velké ekologické, ekonomické a evoluéni dopady na sladkovodni
ekosystémy, a tak predstavuji hrozbu pro zivotni prostfedi z hlediska zachovani biologické
Skalu biotopt, fyziologicka tolerance ke zméndm prostiedi, rychly rist a vysoka geneticka
variabilita (Sousa et al. 2014). Negativni dopad na pivodni druhy se projevuje nedostatkem
prostoru a potravy (omezuji dostupnost planktonu). Invazni mlzi tvoti hlavni ¢ast biomasy
spoleCenstev bentickych makrobezobratlych Zivocichli ve vodnich ekosystémech (nejcastéji
tam, kde jsou mé¢lka dna; Linares et al. 2017). Vzhledem k jejich Casté toleranci k abiotickym
zméndm jsou schopni pomérné snadno snaset rizné typy zneciSt'ujicich latek v prostiedi
(Gomes et al. 2018).

Corbicula fluminea (Miiller, 1774) (Bivalvia: Venerida: Cyrenidae) neboli korbikula
asijska je povazovéna za jeden z nejvyznamnéjsSich invaznich druht vodnich organismi (Sousa
et al. 2008). Ma sviij puvod v jihovychodni Asii a béZné se vyskytuje v evropskych vodach, ale
najdeme ji i jinde na svété (na vSech kontinentech mimo Antarktidy; Crespo et al. 2015).
Dosahuje velikosti az 50 mm. Jejimi nespornymi vyhodami jsou filtrace, schopnost rychlého
Siteni (v podobé volné plovoucich larev) a vysoka mira reprodukce (pocetné populace jsou
dostupné i ve znecisténych oblastech), stejné tak jako zvysena odolnost vii¢i stresoriim prostiedi
ve srovnani s jinymi druhy (Castro et al. 2018).

Sinanodonta woodiana (Lea, 1834) (Bivalvia: Unionida: Unionidae) neboli $keble asijska
také pochazi z Asie a jedna se 0 jednoho z nejvétSich sladkovodnich mlzi, kdyz dosahuje
velikosti vice nez 20 cm (Dobler et al. 2022). Pro vyvoj svych larev potiebuje rybiho hostitele
(je to hostitelsky generalista, ktery sviij vyvoj dokon¢uje na mnoha druzich ryb) (Douda et al.
2012; Bolotov et al. 2016). Je to hojné rozsiteny filtrator, schopny denné vyfiltrovat velké
objemy vody a zadrzet pomérné Sirokou skélu velikosti castic: tim zlepSuje kvalitu vody a
odstraniuje biomasu fytoplanktonu z vodniho sloupce (Zhou et al. 2018). V ekosystémech je
také nepostradatelna kviili schopnosti uvolilovani Zivin a promichani sedimenti (Xia et al.
2016). Ma téz zvysenou odolnost vuéi zne€isténi, tudiz mize zit i ve vodach nachazejicich se
v silng zalidnénych oblastech (Monaco et al. 2016).

Dreissena polymorpha (Pallas, 1771) (Bivalvia: Myida: Dreissenidae) neboli slavicka
mnohotvarna je druh, ktery je zna¢né rozsiteny piedev§im v evropskych vodach, ale s lodni
dopravou (voln¢ plovouci larvy v balastni vod¢) se dostala az do Severni Ameriky. Pivodné
jde o tzv. ponticko-kaspicky druh, jenz se vyskytoval predev§im v deltach a spodnich usecich
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fek tsticich do Cerného a Kaspického mote (Beran 2018). Je znama vysokou hustotou populaci
ve vodach, vysokou filtra¢ni aktivitou a Sirokou geografickou distribuci (Louis et al. 2020).
Tento mensi mlz o0 velikosti kolem 3 cm Zije ptisedle na riznych predmétech ve vodé (pomoci
tzv. byssovych vlaken; Gilbert & Sone 2010) a filtruje ¢astice o rozsahu velikosti 1-1200 um
rychlosti 5 az 400 ml za hodinu. Diky filtraci a redistribuci Zivin jsou v nékterych jezerech
jedinci schopni snizovat eutrofizaci vod. Jsou tolerantni, co se tyka chemické kontaminace i
fyzikéalné chemickych podminek prostiedi (Géba et al. 2021).

3.2.2 Mizi a kontaminace prostiredi

MIlzi svou filtra¢ni ¢innosti a dychanim pfijimaji kontaminanty vstupujici do vodniho
prostiedi (Almeida et al. 2015). Pfimy kontakt mlza se znecisténou vodou a sedimenty ma za
nasledek hromadéni kontaminantl v jejich mékkych tkanich (Arumugam et al. 2020). S jejich
pomoci se sleduje znecisténi vodniho prostiedi (v€. kovl, polycyklickych aromatickych
uhlovodiki a 1é¢iv): mzou to byt jak sladké vody, tak ekosystémy v tUstich fek nebo motich
(Castro et al. 2018). V piipadé, ze jsou mlzi ohroZzeni zneCiSténim, je vyvolano omezeni
metabolitickych funkci a snizeni filtra¢ni aktivity, ¢imz tyto organismy ptedchazeji kumulaci
kontaminant v organismu (Castro et al. 2018; Almeida et al. 2022). Tim se vSak zaroven
omezuje i moznost piijmu potravy a rozpusteného Oz, coz vede ke zvySeni stresu téchto
organismu (viz kap. 3.3.4). V potravnim fetézci jsou piikladem primarnich konzumentt, a proto
jsou povazovany za ideédlni organismy pro kvantifikaci zneciSténi a poskozeni vodniho
prostfedi (Arumugam et al. 2020).

Pro sledovani znecisténi prostiedi se V souéasnosti vyuziva zejména moisky mlz Mytilus
galloprovincialis (Brandts et al. 2018). Rozpustény i na ¢astice vazany karbamazepin je
schopen se vstiebavat a metabolizovat pres travici zlazu a zabry, a tim dochazi k jeho akumulaci
Vv téle organismu, kde je schopen negativné ovlivnit fyziologické a reprodukéni procesy (Nardi
et al. 2022). Ruditapes philippinarum je dalsim druhem motského mlze, ktery je navrhovanym
bioindikatorem pro hodnoceni kvality motského prostiedi, protoze jiz byl vyuZivan v n€kterych
studiich v laboratornich podminkadch pro hodnoceni toxicity karbamazepinu 1 dalSich
farmaceutickych piipravku, organického znec€isténi a kovi (Almeida et al. 2015).

Pocetné populace sladkovodnich invaznich druhti s vysokou filtracni aktivitou a odolnosti
mohou byt vyuzity pro bioakumulaci tézkych kovii, resp. obecné k odstranovani kontaminantt
z vod (Gomes et al. 2018). Corbicula fluminea se bézn¢ pouziva v terénnich a laboratornich
studiich k méfeni environmentéalnich perturbaci (naruSeni) nebo kontaminace prostiedi (Chen
et al. 2014). Ma velmi vysokou schopnost bioakumulace chemickych latek rozpusténych ve
vod¢ nebo latek vazanych na suspendované Castice. Rychly vyvoj histologickych analyz a
molekularni biologie v poslednich letech pomahéd lepSimu morfologickému pozorovani a
zménam biochemickych parametrii druhu. Zije na rozhrani vody a sedimentu, a proto se
pouziva nejen k hodnoceni toxicity volné vody, ale i prostedi sedimentii (Guo & Feng 2018).
Sinanodonta woodiana (také pochazejici z Asie) je schopna akumulace stopovych prvkl i
pesticidi, z ¢ehoz vyplyva i1 schopnost detekce genotoxicity latky (Kolarevi¢ et al. 2013).
Dreissena polymorpha ma vysokou odolnost proti xenobiotikiim (cizorodym latkam) vzhledem
k dobrym obrannym oxidaénim, biotransformacnim a vyluCovacim mechanismim. Nekteré
latky jsou vSak schopny v jejim téle vyvolat stresovy stav, béhem néhoz dochazi k poskozeni
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proteinti v zabrach (Contardo-Jara et al. 2011). Diky odolnosti vii¢i podminkam prostiedi a
biofiltracni kapacité je tento druh vhodny pro vyvoj nového postupu ¢isténi odpadnich vod.
Takovéto ¢isténi by bylo pomérn€ levnym feSenim pro zlepSovani kvality vody a snizovalo by
také zdravotni rizika spojena s vyskytem mikropolutanti. Tento druh je schopen extrahovat a
odbouravat jak organické, tak anorganické latky v prostiedi. Piikladem muze byt nedavny
experiment v Milan¢ (Italie), kde tento mlZz vyznamné snizil obsah chromu ve vodach (Géba et
al. 2021).

3.3 Vliv polutantii na vodni organismy

3.3.1 Léciva a vodni organismy

Protoze vétSina novych farmaceuticky ucinnych latek znamena potencidlni riziko pro
zivotni prostiedi, je v Evropé vyZzadovano provést ekotoxikologické testy jako soucast procesu
registrace latky (dos Santos et al. 2021; Wilkinson et al. 2022). Testy, které jsou provadény,
sleduji ucinky latky na rist fas a sinic i reprodukci a rist bezobratlych a ryb. Nasbirana data
pak pomahaji urcit predpoklddané koncentrace bez vyznamného neptiznivého ucinku
(Wilkinson et al. 2022). Detekce latek v prostiedi totiz poskytuje pouze informace o jejich
pfitomnosti v prostiedi, ale nefika ndm nic o jejich interakci nebo biologickych tcincich na
organismy. Pro hodnoceni u€inkl se pouzivaji biomarkery nebo fyziologické, behavioralni a
strukturalni endpointy (jako napf. mira respirace ¢i filtrace) (Kolarevi¢ et al. 2013; Batucan et
al. 2022).

Ve studii Batucan et al. (2022) byly hodnoceny 3 rizné polutanty (karbamazepin,
diklofenak a ibuprofen) a prace tykajici se jich za poslednich deset let. Je zde uvedeno, Ze dvacet
Sest studii se zabyvalo kratkodobou expozici vii¢i karbamazepinu: vétSina téchto experimenti
zahrnovala ryby, fasy a drobné filtrujici korySe (jako napt. Daphnia magna). Tyto organismy
vykazovaly nepfiznivé ucinky CBZ pii environmentalné relevantnich koncentracich. Pét
nejcastéji vyuzivanych druhil projevilo jednoznacnou reakci na polutanty v méné nez poloviné
experimentt. Jedinym druhem, ktery vzdy 100 % reagoval, byla Corbicula fluminea.

Diky tomu, Ze do vody ¢asto vstupuje karbamazepin téméf nezménén, miiZze ovliviiovat i
necilové organismy (Almeida et al. 2017). V ptipad¢ jeho vyskytu ve vodé Ize pravdépodobné
vylou¢it akutni toxické G¢inky na organismy, protoze jeho koncentrace jsou relativné nizké.
Nicméné muze mit chronické Gc¢inky, které se projevuji v del§im ¢asovém horizontu (Jos et al.
2003; Almeida et al. 2015). CBZ i jeho rezidua mohou zasahovat travici systém, endokrinni
systém 1 centralni nervovou soustavu organismil (Meng et al. 2022). Dle prace Chen et al.
(2014) mize CBZ vyraznymi negativnimi u¢inky vyznamné ovlivnit ¢etné biochemické a
oxida¢ni procesy u mlzl, avsak i pfes tento fakt dosud nebyly mechanismy ani behavioralni
ucinky Iéciva na vodni organismy dostatecné¢ prozkoumany. Prozkoumany jsou zatim jen
ucinky pii vysokych koncentracich zptsobujicich akutni toxicitu, ovSem chronické ucinky pti
dlouhodobych nizkych koncentracich nejsou pfiliS znamy. Z tohoto divodu je vétSina
experimentl z hlediska toxicity irelevantnich vzhledem k environmentalnimu vyznamu CBZ.

Nyni je zapotiebi predevsim detailni poznani a popis bunééné a molekularni toxicity
karbamazepinu — teprve poté budeme schopni pochopit a piedvidat G¢inky 1éku v prostiedi
(Baali & Cosio 2022). Navic také zatim neprobiha podrobnéjsi stanoveni koncentrace 1éCiv
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Vv télech mlz, a proto neni mozné ur€it bioakumulac¢ni faktor téchto latek (Almeida et al. 2021).
Cravo et al. (2022) hodnotili 24 farmaceuticky aktivnich latek v mékkych tkanich mlza, kteti
byli exponovani po dobu jednoho mésice pod méstskou &istirnou odpadnich vod (COV) v Ria
Formosa (Portugalsko). Vzorky z téchto mlzi byly porovnavany se vzorky odebranymi ve
vytocich z COV. Kvantifikace probihala metodou vysokouéinné kapalinové chromatografie
spojené s hmotnostni spektrofotometrii. Autofi zjistili, Ze v precisténych odpadnich vodach a
prostiedi, do néhoz tyto vody pfitékaji, je nejvice zastoupen diklofenak, karbamazepin a kofein.
V mlzich se naopak nejvice akumuluji kofein a acetaminofen, vzdy vSak zalezi na biotickych
faktorech, jako napft. délka lastury a hmotnost jedince.

3.3.2 CBZ a primy vliv na mlze

Vodni ekosystémy jsou vystaveny nejen pfimému vypousténi preciSténych odpadnich
vod z COV, ale také do nich usti kontaminovana voda z piitokt (Dumas et al. 2022). Kromé
toho se kontaminanty dostavaji do vody i splachem z pfilehlych ploch, napt. po vydatné srazce.
Karbamazepin je ve vodnim prostiedi Siroce rozsifeny perzistentni mikropolutant (Baratange
et al. 2022). Jelikoz neni snadno absorbovan sedimenty nebo pevnymi ¢asticemi, zustava
pievazné ve vodné fazi (Dumas et al. 2022). Koncentrace ve vodnim prostiedi dosahuje hodnot
od ng/l az po pg/l s tim, ze v nékterych motskych organismech byly zjistény hodnoty az 14 ng/1
jejich suché hmotnosti (Navon et al. 2021). Karbamazepin ma tedy potencial akumulovat se i
ve vodni bioté (Almeida et al. 2014).

CBZ ve vodné fazi se stava snadno biologicky dostupnym pro filtratory, jako jsou mlzi.
Jelikoz dychaji 1 ziskavaji potravu filtraci vody, jsou velmi citlivi na rtiznd xenobiotika. Jsou
ptitom schopni akumulovat mnoho organickych kontaminantli ve vysokych koncentracich
(Almeida et al. 2014). Bioakumulace toxickych latek mlzi je zalozena na vysledku dynamické
rovnovahy mezi expozici vici vnéjSimu prostiedi a absorpci, vyluCovanim, uklddanim a
degradaci téchto latek mlzem. Latka se mtze hromadit v riznych organech mlzu, jako jsou
napiiklad zabry, plast nebo svalnata noha (Guo & Feng 2018). Bioakumulaci ovliviiuje mnoho
faktort, jakymi jsou hydrodynamika prostiedi, biologicka dostupnost latky, délka expozice a
také velikost organismu, pohlavi a jeho reprodukéni cyklus (Arumugam et al. 2020).

Nejbéznéjsim negativnim G¢inkem na moiské mlze je vyvolani oxida¢niho stresu — mezi
dalsi ucinky patii cytotoxicita ¢i imunotoxicita, genotoxicita a embryotoxicita (Almeida et al.
2022; Dumas et al. 2022). U mlze M. galloprovincialis, vystavenému environmentalné
relevantnim koncentracim CBZ, latka zpiisobila poskozeni embryonalniho vyvoje a zmény
genové exprese (Franzellitti et al. 2019). Zmény v motskych ekosystémech spojené se zménou
klimatu mohou zménit biologickou dostupnost a G¢inky kovii, polycyklickych aromatickych
uhlovodiki 1 1éCiv, jako je CBZ (Nardi et al. 2022). Studie Mezzelani et al. (2021) nepotvrdila
zadné vyznamné rozdily v absorpci CBZ u mlzi, ktefi byli vystaveni béZné ¢i sniZzené trovni
zatizeni. Nicméné kombinace CBZ a snizené¢ho pH mize zvysit bunéény stres u mlze druhu
Mytilus galloprovincialis (ve srovnani se situaci, kdy kazdy z téchto stresorti ptisobi zvlast’;
Almeida et al. 2022). Prace Nardi et al. (2022), zaméfena na mlze M. galloprovincialis, se
zabyvala kombinaci u¢inku CBZ a MHW (,,marine heatwave* neboli moiska vina veder) a
autofi zjistili, ze hodnoty CBZ v organismu byly témét dvojnasobné na vrcholu MHW. To
ukazuje, ze vliv CBZ na organismus nemusi Souviset pouze sucinkem IéCiva, ale také
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s aktualnim stavem prostiedi, ve kterém tyto vlivy sledujeme. Vicendsobné environmentalni
stresory mohou vyvolat synergické, aditivni nebo antagonistické ucinky, které zavisi na jejich
kombinaci, zkoumaném endpointu a urovni biologické organizace (tzn. od molekuly ptes
organismus, spolecenstvo a ekosystém az po biosféru), podobné jako smési kontaminanti. V
dusledku interakci smési farmaceuticky aktivnich latek tedy mohou byt ekotoxikologicka rizika
vy$si, nez se puvodné predpokladalo (Wilkinson et al. 2022).

Moftské vody jsou znecistény také plasty rozloZzenymi na drobné mikro- ¢i nanocastice,
diky ¢emuz mohou byt organismtiim vice dostupné. Tyto plasty se hojn¢ vyuzivaji jako obalovy
material na produkty spojené se skladovanim potravin, jednorazové ptibory a primyslové obaly
a jejich hlavnim problém je, ze se malokdy znovu vyuziji. Velikost téchto ¢astic je Casto mensi
nez 100 nm a Brandts et al. (2018) uvadi, ze nanocastice polystyrenu spolu s karbamazepinem
snizuji integritu DNA mlze druhu M. galloprovincialis.

Jiz méné jsou znamy ucinky karbamazepinu na sladkovodni mlze. Chen et al. (2014)
zkoumali chronické G¢inky CBZ na druh Corbicula fluminea béhem 30denniho experimentu.
Umrtnost mlzi byla velice nizka (< 3 %), ale environmentalné relevantni koncentrace hraly roli
pii zméné biomarkert a urovni mRNA a proteint v Zabrach a travicich zlazach organismti. VIiv
CBZ ptitom souvisel s oxida¢nim stresem. Aguirre-Martinez et al. (2015) provedli podobny
experiment trvajici 21 dni a potvrdili, ze piisobenim CBZ dochazi jak k vyvolani stresu, tak ke
zménam ve sledovanych biomarkerech.

3.3.3 CBZ a nepfimy vliv na mlze

Karbamazepin ma toxické ucinky také na jednobunééné Zivé fasy, jez mohou tvofit
podstatnou ¢ast potravy mlzi. Ovliviuje jejich fosfolipidovou dvojvrstvu: narusi ji tak, ze
zapusobi na specifické proteiny a ty pak narusi funkci bunécné membrany (Xin et al. 2017).
Negativni t¢inek kontaminanti se obvykle hodnoti pomoci testi fytotoxicity, které jsou
zalozeny na inhibici ristu fas (Zhang et al. 2012). KdyZ ve vodnim utvaru dojde k poklesu
koncentrace fas, mlz sniZi rychlost otevirani sifonu: pokud se koncentrace fas nezvysi, dojde
K uplnému uzavieni, a tim se zastavi i filtra¢ni aktivita. Tento stav trva do té doby, dokud se
koncentrace fas nezvysi na hodnotu, kterou je mlz schopen detekovat (Riisgard et al. 2003).

Xin et al. (2017) vystavovali fasy riznym koncentracim CBZ a zjistili, Zze buniky
vystavené nejnizsi davce vykazovaly mirné€ zvySenou koncentraci chlorofylu-a. To znamena,
ze nizka davka lé¢iva muze zvysit rychlost fotosyntézy, dychani a metabolickou aktivitu fas,
ovSem pouze v krat§im Casovém horizontu. S del$i expozici nejsou tyto uc€inky nadale patrné.
Chlorofyl a endogenni ochranné mechanismy (zahrnujici enzymy CAT a SOD) jsou
spolehlivymi ukazately toxického G¢inku CBZ (Zhang et al. 2012).

Diniz et al. (2020) popsali pozitivni vliv pfitomnosti kofeinu na ptsobeni karbamazepinu
ve vodnim prostiedi. Kofein totiz snizuje toxicitu CBZ a ma antioxidacni GCinky, coz se
pozitivné projevilo na rychlosti ristu mikrofas, produkci chlorofylu-a a maximalni hustoté
fasovych bunék. Kofein tedy miize ovliviiovat testy vzhledem k tomu, Ze je stejné jako CBZ
hojné rozsifeny ve vodnich ttvarech (Xin et al. 2017). Pozitivni vliv mohou mit 1 jiné latky:
Bai a Acharya (2017) ve svém vyzkumu zjistili, ze 14 dni po aplikaci davky karbamazepinu
spolu s trimethoprimem do kultivaéniho média neni fasami vychytano téméf zadné mnozstvi
(ve smési se stale nachazi 90-100 % puvodni koncentrace 1é¢iv).
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Dle prace Diniz et al. (2020) byly ucinky karbamazepinu na rychlost ristu u sledované
mikrofasy Raphidocelis subcapitata vyznamné az pii koncentraci 10 pg/l a vyssi. To lze
vysvétlit schopnosti CBZ indukovat rychlou reakci enzymi katalazy a superoxid dismutazy,
kterymi se organismus jako prvni brani pied toxicitou ROS (reaktivnich forem kysliku) v buiice
(Zhang et al. 2012).

3.3.4 CBZ a filtrac¢ni aktivita vodnich organismu

Organismy vyuzivajici filtraci k ziskavani potravy ¢asto akumuluji vysoké koncentrace
organickych kontaminantli, a pravé proto se pouzivaji pro zjistovani znecisténi vodniho
prostiedi (Pruell et al. 1986). Dalsim z diivodl tohoto vyuziti jsou pocetné populace nejen
v moiskych vodach, u mlzi také jejich prisedly zptisob zivota. Proces filtrace je citlivy na vnéjsi
podméty. Béhem filtrovani mlzi mohou vyuZivat regulaci otevirani/zavirani sifont, napf.
v zavislosti na piitomnosti kontaminantu (Castro et al. 2018). Sifony jsou funkéné dilezité z
hlediska reprodukce nebo jejich role pii fyziologii vyZzivy, proto jsou hlavnim ukazatelem
celkového zdravi nebo stresu mlze (Chen et al. 2014).

Ve studii, jez provedli Chen et al. (2014), bylo zjisténo, ze CBZ pii nizkych koncentracich
0,5-5 pg/l nema zadné G¢inky na filtracni aktivitu mlze druhu Corbicula fluminea, avsak pfi
koncentraci 50 pg/l byla filtrani aktivita zna¢né niz$i, nez tomu bylo u kontrolni skupiny.
V nejnovéjsim experimentu (Baali & Cosio 2022) byl stejny druh mlze vystaven koncentracim
karbamazepinu az 50 pg/l po dobu 30 dni. Takové koncentrace mély vliv na rychlost filtrace a
dychani, kdy byla intenzita danych procesi snizena az 0 80 % (pocate¢ni rychlost filtrace ¢inila
19 ml/hod., zatimco po vystaveni karbamazepinu jiz pouze 4 ml/hod.). Castro et al. (2018) ve
svém experimentu hodnotili ucinky riznych kontaminantli pro odhaleni omezeni filtra¢ni
aktivity mlze Corbicula fluminea. Tyto testy prokazaly, Zze mlZ ma snahu se pied kontaminanty
chranit prostifednictvim prerusovaného nebo prodlouzeného uzavirani sifont, coz vyuziva jako
ochranu pfed kontaminanty. Tato ochrana neni stoprocentni, protoZze mlZ ma stale omezenou
potiebu se krmit: v pfipadé€, Ze nefiltruje, je snizena schopnost piijmu potravy a spravného
fungovani metabolismu. Méteni indexu fitness (CI) ukazalo, ze akumulace CBZ v tkanich mlza
ma za nasledek sniZzeni CI. Pfi vys$Sich koncentracich dochazi vzhledem k uzavieni schranky 1
ke sniZeni spotieby kysliku, coz vede k tomu, Ze mlz vynakladd méné energie na krmeni a
dychani. To nésledn¢ vede ke snizeni glykogenu jako zasobni latky v téle organismi (Almeida
et al. 2014).

Filtraci vSak nevyuzivaji jen mlzi, ale 1 drobni korysi, jako jsou napft. perloocky. Nkoom
et al. (2019) vystavili druh Daphnia magna koncentracim CBZ 5-100 ug/1 a zjistili, Ze u koryst
doslo s naristem zatizeni kK omezeni pfijmu potravy, coz snizuje jejich fitness (zdatnost) jak
z hlediska rustu, tak reprodukce (Lu et al. 2017). Zastupci tiidy Ascidiacea (sumky), kam patii
moiské organismy, jako napi. Herdmania momus, maji ¢inné filtrani schopnosti, pficemz
filtruji ¢astice mensi nez 1 um. Nékteré druhy jsou schopny zit jak v Cistych, tak i1 zne€isténych
mistech, jakymi jsou napt. pfistavy a primyslové oblasti. Tito zivo¢ichové maji schopnost
akumulovat mikroplasty nebo téZké kovy pfitomné v okolnim vodé 1 pfi nizkych koncentracich.
Experiment vyuzivajici jedince druhu Herdmania momus na izraelském pobiezi Rudého mote
prokazal pfi plisobeni CBZ vyznamné zmény v souboru proteint sumek (Navon et al. 2021).
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3.3.5 Prenos CBZ v potravnim retézci

Tim, jak roste industrializace, urbanizace a dalsi antropogenni aktivity, roste 1 roven
zneCisténi zivotniho prostfedi. Toto zneciSténi dale vede K poskozeni vodnich organismi a
akumulaci toxickych latek v jejich tkadnich, a tim i pienosu téchto latek napfic trofickymi
urovnémi (Arumugam et al. 2020). O akumulaci farmaceutickych latek pomoci potravniho
fetézce v zoobentosu, tzn. i mlzich, existuji pouze velmi omezené informace, prestoze jsou mlzi
vystaveni ¢asto vysokym koncentracim téchto latek s vyskytem jak ve vodé, tak v sedimentu
(Xie et al. 2017). Invazni mlzi, jako jsou Corbicula fluminea a Sinanodonta woodiana, ptitom
maji potencidl akumulovat kontaminanty a dale je bioamplifikovat v potravnim fetézci. Tato
schopnost miize mit dale vyznamny negativni dopad na vyssi trofické irovné zivoc¢ichi (Sousa
et al. 2014).

CBZ patii mezi 1é¢iva, u nichz Xie et al. (2017) zjistili vyssi koncentrace v zooplanktonu
nez ve fytoplanktonu, coZ je zplisobeno odliSnymi expozi¢nimi cestami. Fytoplankton pfijima
CBZ pouze povrchovou adsorpci do buniky — na rozdil od toho zooplankton je schopen jak
adsorpce, tak i pfijmu skrze fytoplankton, kterym se zivi.

Jelikoz 1é¢iva jsou schopna se dostavat z vody do tkani nebo plazmy organismt, muzou
mit potencialni negativni vliv na necilové organismy. Tim miize dochazet k biomagnifikaci
téchto latek v potravni siti a po delsi dob¢ je zde moznost ohrozeni lidského zdravi (Contardo-
Jara et al. 2011). Vernouillet et al. (2010) ve své studii upozorniuji na pirenos CBZ napii¢
trofickymi urovnémi ve vodnich organismech (zelena fasa Pseudokirchneriella subcapitata,
kory§s Thamnocephalus platyurus, nezmar Hydra attenuata). Pii koncentraci 150 mg/l, ktera
byla v experimentu pouzita, byla prokazana schopnost CBZ bioakumulovat se v organismech
prostiednictvim kontaminace potravy (i kdyz se nepiedpoklada, ze by se takto vysoka troven
zatizeni realné vyskytovala v prostiedi). Dale bylo prokazano, Ze pro hodnoceni potencialni
toxicity pirenosu CBZ v potravni siti je dulezité pouzit experimentalni troficky fetézec a
multiparametrické biomarkery.

3.3.6 Metody vyhodnoceni filtra¢ni aktivity mlzd

Stanoveni filtracni aktivity organismi, vyuzivajicich jako potravu rozptylené Castice ve
vodnim sloupci, se obvykle provadi prostfednictvim méfeni ,,clearance rate* (CR neboli objem
vody zbaveny castic za jednotku Casu) S vyuzitim znalosti o koncentraci Castic. Pfitom je
dilezité rozliSovat mezi CR a pojmem ,,pumping rate“ (PR neboli objem vody pumpovany skrz
plastovou dutinu (v pfipadé mlzl) za jednotku ¢asu). Hodnoty CR jsou shodné s PR pouze
tehdy, kdyz jsou castice zadrzeny se 100% ucinnosti. Pfimé méfeni PR ma své praktické
prekazky, proto se spiSe vyuzivaji rizné nepiimé metody a stanovuji se hodnoty CR. Méfeni
mohou probihat jak v uzavienych (statickych), tak otevienych (prito¢nych) experimentalnich
systémech (lglesias et al. 1998).

Bézné se dnes vyuziva metoda stanoveni CR dle prace Coughlan (1969), jak uvadi napft.
Marescaux et al. (2016), Mistry a Ackerman (2018) ¢i Pouil et al. (2021). Krom¢& objemu vody
a pocateéni/konec¢né koncentrace chlorofylu-a béhem experimentu probihajiciho v ¢ase ,,t“ se
zohlednuje také pocet filtrujicich mlzi. Koncentrace chlorofylu-a je ptitom tieba znat jak pro
zafizeni s mlzi, tak pro kontrolu bez mlzli (v tomto ptfipadé by se do zafizeni mély idedlné
umistit prazdné schranky podobné svou velikosti a tvarem Zivym jedinciim). Jiny piistup
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nabizeji Horgan a Mills (1997), kdyz misto poctu jedincii zohlediuji jejich biomasu a pro
zjednodusSeni uvazuji koncentrace fasovych bunék (ve formé¢ chlorofylu-a) pouze v zafizenich
S pfitomnosti organismd.

Kromé vypocetnich metod 1ze pouzit také jednoduché pozorovani filtracni aktivity mlza.
Beggel et al. (2017) se zabyvali chovanim mlze Unio pictorum pii ptisobeni amoniakalniho
dusiku, kdy sledovali aktivitu ve tfech casech (24 h. pfed zahdjenim experimentu, na zacatku
experimentu a nakonec po 96 h. trvani experimentu). Aktivitu pfitom rozliSovali na zékladé
oteviené/zaviené schranky mlzd s viditelnymi/bez viditelnych sifont. Dzierzynska-Biatonczyk
et al. (2019) ke sledovani a hodnoceni miry otevirani schranky mlza Dreissena polymorpha
v disledku chemické ¢i mechanické stimulace vyuzili videozaznamu. Escobar-Calderon et al.
(2022) vyvinuli a otestovali modifikovanou metodu vyuzivajici videoanalyzu pti monitoringu
reakce mlzti Anodonta anatina na piitomnost dusi¢nanového dusiku. Podobné metody budou
postupné vylepSovany, tudiz lze pfedpokladat zvyseni spolehlivosti téchto studii zaméfenych
na chovani mlza.
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4 Metodika

4.1 Popis experimentu

Pro experiment byl vyuzit PFT systém (,,pulsed flow-through auto-feeding beaker
systém® neboli systém kadinek s pulsnim pratokem a automatickym krmenim). Systém
vymysleli a zkonstruovali Kunz et al. (2020) za a¢elem usnadnéni manipulace a sledovani mlza
chovanych v laboratornich podminkach. Tento systém se sestava z kadinek (beakertt) s vodou
a sedimentem: voda v nich je staticka kromé dodavani smési vody a potravy v pulsech v piedem
stanovenych cyklech.

Vyse uvedeny systém byl modifikovan pro potieby vyuziti v nékolika experimentech
v malakologické laboratofi na Fakultd agrobiologie, potravinovych a p¥irodnich zdroj CZU
(Mohammadi et al. 2022). Modifikovany systém se skladal ze 36 kadinek, opatienych tfemi
hadi¢kami. Prvni z nich méla pramér 0,8 cm a slouzila pro odtok vody ze systému. Zbyvajici
dv¢ hadic¢ky o priméru 0,2 cm slouzily pro odbér volné vody z vodniho sloupce, resp. odbér
pérové vody ze sedimentu. Na dné se nachazelo 30 ml §térku o zrnitosti 3-5 mm a na ném byl
umistén Uhelon o velikosti oka 500 um. Tato sitovina vyrobena z polyamidu slouzila jako
bariéra proti vstupu kiemicitého pisku o velikosti zrna 0,8-1,2 mm do hadic¢ky pro odbér pérové
vody a zaroven také zabraiovala promichani pisku spole¢né se $térkem. Objem piséité vrstvy
byl 420 ml a vodni sloupec nad nim tvofil 450 ml objemu kadinky. Tyto plastové kadinky byly
vyrobeny z polypropylenu a jejich celkovy objem byl 1000 ml.

Na obr. 1 (viz str. 21) mizeme vidét zakladni schéma naseho systému. Sud o objemu
200 1 slouzil jako zasobni nadrz pro vodu (A). Plovak na hladiné snimal vysku vodniho sloupce:
pokazdé, kdyz byla voda od¢erpéana, automaticky se opét doplnila z vodovodni sité. Nadrz byla
napinéna s n€kolikadennim piedstihem tak, aby vétSinu jejiho objemu tvofila odstatda voda
(nikoli Cerstva nachlorovand). Standardni fyzikalné-chemické parametry vody (konduktivita
334 uS/cm, pH 7,78, obsah amoniakalniho dusiku < 0,02 mg/l, obsah dusi¢nanového dusiku 5
mg/l a tvrdost 150 mg/l CaCOs) jiz byly diive popsany (Mohammadi et al. 2022) a lze
predpokladat, ze se ani b&éhem tohoto experimentu ptili§ nelisily. Ponorné Cerpadlo (B)
S pfipojenym Casovacem zajistilo kazdou hodinu vedeni vody pies filtr (C) smérem nahoru do
potrubi (D), z né¢hoz se plnily sméSovaci nadrze s objemem 1,25 | (D1-D6). Za dvé minuty se
spustila peristalticka Cerpadla (E), ktera Cerpala fasovou smés (50 ml; sloZeni: 80 % Ettlia
oleoabundans + 20 % Easyroti) ze zasobniki se suspenzi (F; zasobniky umistény v chladicim
boxu, kde byla udrZzovéna teplota cca 4 °C) do sméSovacich nadrzi D1-D6. Tyto nadrze byly
provzdusnovany pomoci kompresoru a sit¢ hadicek, aby dochazelo k promichéni suspenze
s vodou. Za dalSich pét minut se spustila mala cerpadla (G) pfipojend k ¢asovaci, umisténa
uvnitf nadrzi D1-D6, a obsah téchto nadrzi byl sveden smérem dolit do rozdélovaciho potrubi
se Sesti vétvemi (H). Na kazdé vétvi bylo v otvorech opatfenych silikonovymi zatkami
instalovano celkem Sest jehel. Z téchto jehel voda se suspenzi vytékala ptimo do kadinek (I).
Kazdou hodinu pfiblizné¢ 200 ml vody v kadinkach bylo vyménéno a tato ,,odpadni voda se
odvadeéla sbérnym potrubim (J) do kanalizace.
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Obr. 1. Experimentalni PFT systém (autor: Vojtéch Barak; upraveno)
4.1.1 Milzi a uspoiadani experimentu

Zastupci druhu Corbicula fluminea byli nasbirani v fece Ohti pobliz Radovesic mezi
jezem a silniénim mostem. Zastupci druhu Sinanodonta woodiana byli ziskani
z experimentalniho chovu katedry zoologie a rybaistvi FAPPZ CZU. Velikosti mlzii byly
nasledujici: C. fluminea méla délku schranky 2-3 cm, zatimco vétsi mlzi S. woodiana
dosahovali délky 5,5-6,5 cm. Mlzi byli umisténi v 18 kadinkach: do 9 kadinek jsme dali dva
jedince S. woodiana (oznaceno jako ,,W*), v dal$ich 9 kadinkach bylo 10 jedinct C. fluminea
(oznaceno jako ,,C*). Zbyvajicich 18 kadinek tvofilo kontrolni sadu bez jakéhokoliv mlze
(oznaceno jako ,,0“). Schéma experimentu ptiblizuje tab. 1.

Tab. 1. Schéma experimentu (S. woodiana = W, C. fluminea = C, kontrola = O)

36-C 30-0 24-C 18-0 12-C 6-0
35-0 29-W 23-0 17-W 11-0 5-W
34-0 28-C 22-0 16-C 10-0O 4-C
33-W 27-0 21-W 15-0 9-W 3-0
32-C 26-0 20-C 14-0 8-C 2-0
31-0 25-W 19-0 13-W 7-O 1-W

4.1.2 Konfigurace systému

V systému bylo pouzito hned nékolik testi vcetné tzv. pre-testd, které slouzily pro
odvozeni ucinku na zkoumané organismy. S pomoci pre-testi S referencnimi latkami bylo
mozné stanovit optimalni frekvenci odbéru vzorku a jejich vysledky dale zohlednit pfi finalnim
testu s cilovou latkou CBZ.

Predtim, neZ bylo mozné testy zahdjit, byla nutna aklimatizace mlz. Aklimatizace mlz
probihala v kompletné dokonceném systému a mlzi v jejim pribéhu nebyli vystavovani zadnym
kontaminantim. Tento proces trval celkem Sest dni, béhem nichz byla pribézné sledovana
pozice mlzi v kadinkach. Kontrolni odbér volné i porové vody byl proveden dvakrat béhem
aklimatizace: méfeni pomoci multimetru bylo zaméfeno na odhaleni ptipadného deficitu Oa.
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Po ukonceni aklimatizace nasledovalo vyjmuti a vazeni mlzt, kdy se jedinci S. woodiana
individualn¢ vazili, zatimco jedinci C. fluminea byli vazeni ve dvou skupinach dle vyskytu
téchto mlzd v sedimentu (v mélké podpovrchové, resp. hlubsi vrstveé pis¢itého substratu). Voda
v kadinkach byla vypusténa pomoci hadi¢ky pro odbér porové vody a nasledovalo vyjmuti a
propirani piscitého substratu pod tekouci kohoutkovou vodou. Vnitiek kadinek byl ditkladné
vycistén pomoci houbicky. Poté se do kadinek vlozil proprany pisek a doplnila se voda ze
zasobni nadrze. Dal§im krokem bylo navraceni mlzi do kadinek (pfedtim byli mlZi ocisténi
¢istou houbickou). V piipad¢ Gthynu zjisténého jiz pii vazeni byli ptislusni mlzi (C. fluminea)
nahrazeni novymi jedinci. Poslednim tkonem bylo navraceni kadinek zpét do PFT systému,
pak nasledovalo plné spusténi celého systému.

4.1.3 Pre-test NaCl

Pro tento test byl pfipraven roztok NaCl, kdy bylo smichano 16 g NaCl se 700 ml
destilované vody. Koncentrace chloridi ve volné vodé v kadinkach po aplikaci 15 ml roztoku
méla na zakladé sméSovaci rovnice dosahovat 435 mg/l, coz je environmentalné relevantni
hodnota typicka pro zatizeni vodnich toki odtokem ze soli posypanych silnic ve Velké Britanii
(Rivett et al. 2016).

Pied zahajenim pre-testu (2 h. pted aplikaci roztoku soli) se provadélo 18 kontrolnich
odbéru volné vody (6x W, 6x C, 6x O) pro méfeni konduktivity (nahradni veli¢iny pro sledovani
chovani NaCl) pomoci multimetru a turbidity (veli¢iny pro vypocet filtra¢ni aktivity) pomoci
turbidimetru. Stejny pocet odbért a naslednych méteni probéhl tésné po piidani NaCl do vsech
kadinek, a pozdé&ji jeste trikrat (tj. 8, 24 a 48 h. po aplikaci roztoku soli). V Case aplikace latky
byli mlzi v kadinkach cca 24 hodin. Rozsah odbéra vzorkt (v¢. porové vody) a méfeni byl ve
skutec¢nosti daleko vetsi, nez je zde uvadéno. Veskera data v ucelené podobé budou vyuzita pii
psani védeckého ¢lanku v tymu vedouciho BP K. Doudy.

V piiblizn¢ stejnych ¢asech byly zaznamenavany pozice mlzl v kadinkach. Ti jedinci,
kteti byli pozorovani na povrchu ¢i v trovni substratu, byli schématicky zakresleni v pfredem
ptipravenych protokolech. Krom¢ pozice mlzi se zaznamenavala i filtra¢ni aktivita (,,filtruje®
¢i ,nefiltruje* na zaklad€ pozorovani sifonil) a také se odhadovala mira zahrabani jedinct (%).
Posledni zdznam pozice byl proveden tésné pied ukoncenim testu (tj. 70 h. po aplikaci roztoku
soli). Po ukonéeni experimentu byly jednotlivé prvky PFT systému rozebrany a vy¢istény, jak
bylo popsano v kap. 4.1.2. Mlzi byli opét zvazeni: jelikoz pti tomto testu doslo k tthynu Sesti
jedincu C. fluminea, uhynuli mlzi byli nahrazeni pfed zac¢atkem dal§iho experimentu.

414 Pre-test NaNOs3

Roztok pro druhy test se sklddal z2,9 g NaNOs a 700 ml destilované vody, ptfi¢emz
koncentrace dusi¢nanového dusiku (NO3-N), ktera byla dle vypoctu ocekavana, byla 28 mg/I.
Podobné a vyssi hodnoty byly naméteny pii udalostech povrchovém odtoku v zemédélsky
obhospodarovanych povodich v USA (Owens et al. 1984). Pro odhad vysledné koncentrace
NOs-N v kadinkach bylo potieba ptedem znat mnozstvi dusi¢nanového dusiku ve vodé pred
aplikaci roztoku, proto bylo odebrano 9 kontrolnich vzorku (1-W, 17-W, 25-W; 4-C, 20-C, 36-
C, 3-0, 18-0, 31-0). Tyto vzorky byly analyzovany pomoci pienosného spektrofotometru pro
stanoveni dusi¢nand (HANNA Instruments HI 96728): hodnota NO3z-N dosahovala 7,8 mg/I.
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Odbéry vzorkl volné vody pro méteni turbidity a zakreslovani pozic mlza probihaly ve
stejnych Casech jako v ptipadé pre-testu NaCl (viz kap. 4.1.3). Pro sledovani chovani NaNO3
(resp. NOs-N) v kadinkach byly odebrané vzorky (v redukovaném poctu) opét analyzovany
pomoci spektrofotometru. Pocet vzorku pro stanoveni NO3-N byl snizen z divodu omezeného
mnozstvi praSkovych reagencii (¢inidel). Celkem bylo ziskano 27 hodnot (9x kontrolni méfeni
v ¢ase 2 h. pfed zahajenim pre-testu, 9x méfeni po aplikaci roztoku NaNOs, 9x méfeni na konci
48hodinového experimentu). Vzorky byly pied provedenim vlastnich analyz ulozeny v lednici
s teplotou kolem 4 °C.

Ukonceni experimentu prob&hlo ve shodé s piedchozim pre-testem NaCl (viz kap. 4.1.3).
Pfi tomto pre-testu uhynuli celkem tii jedinci druhu C. fluminea.

415 TestCBZ

Roztok karbamazepinu byl pfipravovan smichanim 5,08 mg CBZ a 750 ml destilované
vody. Takto pfipraveny roztok se dale natedil destilovanou vodou (piiblizn¢ v poméru 1:40),
cilova nominalni koncentrace byla 5 pg/l. Toto zatizeni odpovida koncentracim CBZ v
povrchovych vodach v Africe (K oreje et al. 2020), ale i v Evropé (Wilkinson et al. 2022).

Odbéry vzorki volné vody pro méfeni turbidity a zakreslovani pozice mlzi probihalo ve
stejnych Casech jako pti pre-testech NaCl (viz kap. 4.1.3) a NaNOs (viz kap. 4.1.4). Chovani
CBZ v prubéhu 48hodinového experimentu bylo zjisténo pomoci analyz vzorkt, odebranych
ve stejném mnozstvi jako v piipadé experimentu s NaNOs. Pied provedenim vlastnich analyz
V laboratofi katedry agroenvironmentalni chemie a vyzivy rostlin FAPPZ CZU (Filip Mercl)
byly vzorky prefiltrovany pies stiikackové filtry a ulozeny v mrazéaku s teplotou kolem -20 °C.
Pfi psani této BP bylo k dispozici pouze devét vyhodnocenych vzorkd, zbylé analyzy budou
dokonceny pozdéji.

Béhem tohoto experimentu uhynuli tfi zastupci druhu C. fluminea. Po skonceni vSech
praci byl provoz PFT systému ukoncen. Mlzi byli zvazeni jako v pfedchozich pfipadech. Voda
z kadinek se vypustila, nasledovalo vyjmuti a proprani jak pisku, tak Stérku. VSechen sediment
byl odd¢lené ulozen do pfedem vyplachnutych plastovych nadrzi. Vnittek kadinek byl vy¢istén
pomoci houbi¢ky, Uhelon pouze pod tekouci kohoutkovou vodou. Experimentalni jedinci byli
ocisténi a presunuti do plastovych nadrzi s vodou ze zasobni nadrze a provzduSiovanim.

4.2 Zpracovani dat

4.2.1 Analyza filtracni aktivity mlza

Prvni metodou pro hodnoceni filtracni aktivity byla pfima neboli tzv. pozorovaci metoda
(,,P*), vyuzivajici zaznamd pozice mlzi v kadinkach. Udaje o poétu filtrujicich jedinct pro
ptislusné Casy v prubéhu jednotlivych experimentt byly pfevedeny do tabulek v elektronické
formé (zvlast' pro S. woodiana a C. fluminea) a vizualn¢ zobrazeny pomoci sloupcovych grafii
v programu Microsoft (MS) Excel (verze 2022).

Druha metoda pro hodnoceni filtra¢ni aktivity byla zalozena na vypoctech vyuzivajicich
hodnot méfeni turbidity a hmotnosti mlza v jednotlivych kadinkach (zde oznacena jako ,,N*
neboli nepiima metoda). Pro vypocet ,,clearance rate (CR) byla pouzita rovnice odvozena
v praci Horgan a Mills (1997):
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V uvedené rovnici vystupuji tyto veli¢iny: V jako objem vody (450 ml), M jako biomasa
mlzi (celkova hmotnost jedinct na vzduchu (g), zjisténa na konci kazdého experimentu pro
jednotlivé kadinky), t jako ¢as (interval 0,5 h. mezi davkovanim fasové suspenze do kadinek a
méfenim turbidity). Koncentrace fasovych bunék na za¢atku (conci) a na konci (concy) intervalu
nebyly k dispozici a byly nahrazeny piislusnymi hodnotami ,,biovolume* (tj. objemu fasovych
bunék v jednotce objemu vody). Prevod turbidity (TURB) na ,,biovolume® (BV) byl proveden
s pomoci kvadratické kfivky (vztah: BV = 0,006 * TURB % + 4,169 * TURB), prokladajici
hodnoty zjisténé pii ptipravé suspenze (data poskytla Laura Alejandra Lamilla Tamayo
z katedry botaniky a fyziologie rostlin FAPPZ CZU). P¥i vypoétu ptislusnych hodnot BV byly
vyuzity méfeni TURB v kadinkéch bez mlzl (jako pocateni hodnoty) a s mlzi (jako konecné
hodnoty). Hodnoty CR byly zobrazeny pomoci spojnicovych grafii v programu MS Excel.

4.2.2 Statistické vyhodnoceni

V piipadé metody ,,P* byly k dispozici udaje 0 poctu filtrujicich/nefiltrujicich jedinct pro
Sest Casovych oken. Tti z nich (sledovani pied zahajenim testd a dale po 48, resp. 70 hodinach
od aplikace roztokt kontaminantti) byly na zaklad¢ hodnoceni chovani latek v kadinkach v PFT
systému Uvazovany jako ,.kontrolni. Ve zbyvajicich tiech oknech (tésné, resp. 8 a 24 hodin po
aplikaci roztokt) byl pfedpokladan vliv kontaminanti na mlze v kadinkach. Pocty filtrujicich/
nefiltrujicich jedinct byly secteny pro ob¢ skupiny, a tak byla ziskana tabulka 2 x 2 (&tyfpolni
tabulka). Hodnoceni pfislusnych kontingen¢nich tabulek bylo provedeno pomoci chi-kvadrat
testll. Pokud p-hodnota piekrocila 0,05, rozdil mezi obéma skupinami nebyl neprokazan.

Vzhledem k tomu, Ze test CBZ byl ukoncen v navaznosti na dalsi experimenty vyuzivajici
PFT systém jiz po 48 hodinach, bylo k dispozici pouze pét Casovych oken. Pro mozné srovnani
vysledkt mezi vS§emi tfemi experimenty (NaCl, NaNOs, CBZ) byly tedy proveny doplikové
analyzy, podobné tém vySe popsanym. Standardni hodnoceni skupin se tfemi okny bylo
oznaceno jako ,,3P*, pfi dopliikovém hodnoceni byly uvazovany skupiny zahrnujici pouze dvé
okna (skupina bez vlivu latek: pfed zahajenim testi a 48 hodin od aplikace roztokt; skupina
s vlivem latek: tésné, resp. 8 hodin po aplikaci roztok) (oznaceno jako ,,2P%).

Veskeré zde zminéné zpracovani dat se tyka kadinek s druhem S. woodiana, protoze pocet
filtrujicich/nefiltrujicich jedinct byl vzdy jednoznaéné stanovitelny. Pro druh C. fluminea bylo
nutné vSe provést celkem dvakrat: pocet nefiltrujicich mlza byl totiz stanoven bud’ jako pocet
jedinctd se zavienymi sifony (,,3P%, resp. ,,2P*), nebo byli do této kategorie zahrnuti i ti mlzi,
ktefi byli zahrabani v sedimentu a nebyli viibec pozorovani (,,3PS*, resp. ,,2PS%).

V piipad¢ metody ,,N“ byly k dispozici hodnoty CR pro pét casovych oken (vzhledem
k méteni turbidity pred zahdjenim experimentt a tésn¢ po aplikaci roztokl kontaminantd, resp.
po uplynuti 8, 24 a 48 hodin). Pro zjednoduseni byly statisticky vyhodnoceny pouze rozdily
mezi ¢asy ,,0 h* (s vlivem kontaminantu) a ,,48 h* (po predpokladaném vytfedéni kontaminantu
z volné vody v kadinkach) — jak pro druh S. woodiana, tak C. fluminea. K tomu byly vyuzity
parové t-testy (pii splnéni predpokladu o normalnim rozdéleni rozdilti dvojic hodnot CR pro
piislusnou kadinku), p-hodnoty se ptitom srovnavaly opét s hodnotou 0,05.

Statistické vyhodnoceni dat probéhlo s vyuzitim programu R verze 3.6.0.
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5 Vysledky

5.1 Pre-test NaCl

5.1.1 Chovani NaCl ve volné vodé

Pted zahajenim pre-testu NaCl byla ve v§ech sledovanych kadinkach konduktivita témet
stejna, a to s hodnotou 400 uS/cm. Po aplikaci roztoku latky hodnoty prudce vyskocily nahoru
(na trojnasobek az ¢tyfnasobek piivodni urovné) s tim, jak se zvedla koncentrace soli v systému.
Po 8 hodinach se koncentrace soli jiz snizila kvuli fedéni ,,¢istou* vodou dodavanou do PFT
systému: tento pokles (v priméru o 66,3-68,1 % napti¢ vSemi kadinkami) odhalilo 1 méfeni
konduktivity. V ¢ase 24 hodin od aplikace kontaminantu NaCl hodnoty dale poklesly, tentokrat
méné vyraznéji (0 9,5-17,9 %). Na konci 48hodinového méfeni se jiz konduktivita dostala na
uroven blizkou pocate¢nim kontrolnim podminkam (viz tab. 2).

Tab. 2. Méfeni konduktivity (pramér; uS/cm) ve volné vodé béhem pre-testu NaCl

Typ kadinky / Cas odbéru -2h Oh 8h | 24h | 48h
W 400 | 1452 | 463 | 419 408
C 400 | 1506 | 507 | 416 406
0 401 | 1383 | 463 | 412 407

5.1.2 Reakce mlzii na piisobeni NaCl — pfima metoda

Na obr. 2 (viz str. 26) je mozné vidét, ze pted aplikaci roztoku NaCl plné filtrovali oba
jedinci S. woodiana v jedné poloviné kadinek, zatimco v té¢ druhé poloving filtroval vzdy jen
jeden z nich. Tésné po aplikaci latky jiz meli 100% filtra¢ni aktivitu jen jedinci v kadince ¢. 29.
Po dalsich 8 hodinach experimentu plné mlzi filtrovali stale pouze v jedné kadince, tentokrat
vsak ¢. 1. Za 24 hodin se situace mirn¢ zménila: zatimco v kadince ¢. 29 nefiltroval ani jeden
z mlzi, naopak vzrostla aktivita v kadince ¢. 17. 48 hodin po aplikaci NaCl se filtra¢ni aktivita
mlzl jiz zvysila tak, Ze opét plné filtrovali mlzi pfesné v poloviné po¢tu hodnocenych kadinek.
Pied vyjmutim mlZd se situace opét mirn€ zmeénila: oba mlZzi projevovali filtracni aktivitu ve
dvou kadinkach, kdezto v téch zbylych byl podil filtrujicich 50 %. Pti celkovém hodnoceni tedy
plati, Zze reakce mlzii na pfitomnost pfidaného NaCl nastala témét okamzité po aplikaci latky.
S prodluzujici se dobou expozice pak mira filtrace zase stoupala.

Pfi analyze skupin ,,2P* nebyl rozdil ve filtra¢ni aktivité druhu S. woodiana statisticky
vyznamny (chi-kvadrat test, p = 0,20). To samé se tykalo skupin ,,3P* (chi-kvadrat test, p =
0,06), nicménég v tomto piipad¢ se hodnota velmi piiblizila zvolené hladiné 0,05.

Na obr. 3 (viz str. 26) je videt, jak se postupné ménila filtra¢ni aktivita druhu C. fluminea
pted a po aplikaci NaCl. Z grafu vyplyva, ze pted aplikaci latky byla aktivita mlzi pomérné
nizka. Pti prvnim sledovani po aplikaci latky se filtracni aktivita zvysila pouze v kadince ¢. 32,
ve vSech ostatnich zlstaly hodnoty nezménény. Po 8 hodinach nastal vyznamny nartist poctu
filtrujicich jedinct v kadinkach €. 12, 20, 32 a 36, naopak v kadince ¢. 8 doslo k poklesu. 24
hodin po aplikaci byl zaznamenan narist filtra¢ni aktivity mlzi v kadinkach ¢. 8 a 32, pokles
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VvV tomto ¢asovém okn¢ nastal u kadinek ¢ 12 a 36. Za 48 hodin se hodnoty v kadinkach ¢. 8 a
12 vratily na pivodni Groven pied aplikaci. Mlzi v kadince €. 20 snizili svou aktivitu oproti
pfedchozimu zaznamu a v kadince ¢. 32 piestali Gplné filtrovat. V tomto Case nastal jediny
vyznamny narust aktivity, a to u kadinky ¢. 36. Tésné pied ukonéenim experimentu byli mlzi
v kadinkach ¢. 8 a 12 stale na své ptivodni hodnot¢, naopak pokles dosud stalé filtracni aktivity
se projevil u mlzt v kadince ¢. 16. Oproti hodnotam pied aplikaci si vyznamné polepsili mlzi
v kadinkach ¢. 20, 32 a 36. Pii pohledu na popisovany graf jako na celek je zfejmé, Ze jiz pred
aplikaci NaCl mlzi ptili§ nefiltrovali: t€sné¢ po aplikaci se zacala aktivita zvySovat, a to se
vicemén¢ udrzelo az do konce pre-testu.

V tomto ptipad¢ pro skupiny ,,2P* i ,,3P* platilo, Ze rozdil ve filtra¢ni aktivité druhu C.
fluminea nebyl ani zdaleka statisticky vyznamny (chi-kvadrat test, p = 1,00; resp. p = 0,94). Pti
zohlednéni zahrabanych jedinct (skupiny ,,2PS*“ a ,,3PS*) byla situace obdobna (chi-kvadrat
test, p = 1,00; resp. 0,27).
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Obr. 2. Filtra¢ni aktivita jedincd druhu S. woodiana pti ptisobeni NaCl (pozorovani)
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Obr. 3. Filtra¢ni aktivita jedinct druhu C. fluminea pti pusobeni NaCl (pozorovani)
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5.1.3 Reakce mlZii na piisobeni NaCl — nepfima metoda

Na obr. 4 (viz str. 28) je viditelny vyvoj ,.clearance rate (CR) po aplikaci NaCl do
kadinek s mlzi S. woodiana. Pied zahajenim pre-testu byly hodnoty CR vesmés na podobné
nizké trovni (do 0,020 1.g™t.h™Y). Tésné po aplikaci roztoku nastal pokles filtra¢ni aktivity u
vSech kédinek. Po 8 hodinach od zacatku experimentu doslo k dal§imu snizeni CR u mlzi
v kadinkach ¢. 5 a 17. Naopak jedinci, ktefi v tento ¢as svou aktivitu vyrazné zvysili, byli
V beakerech ¢. 25, 29 a 33 (zde az skoro na troven 0,040 1.g2.h™1). Ve zbyvajici kidince také
nastalo zvysSeni hodnot CR, ov§em nebylo tak zfetelné jako v ostatnich ptipadech. 24 hodin po
aplikaci latky se CR opét zvysilo v kadinkéch €. 1, 5 a 17, naopak snizeni bylo zietelné u mlzi
v kadinkach €. 17, 25 a 33. Pfi poslednim méteni 48 hodin po aplikaci latky bylo zfejmé, Ze se
CR ve vsech kadinkach vratilo na ptivodni Groven pred startem pre-testu. Zvyseni CR bylo
zachyceno pouze u jedinct v kadince ¢. 29. Pii pohledu na graf jako celek vidime vyrazny
pokles aktivity po aplikaci roztoku soli: v prib&hu procesu fedéni doslo ke strmému nardstu
hodnot CR a pozdé&ji k jejich ustaleni. Lze také vidét odlisnou reakci jedinct, kdy v ¢ase 8 hodin
experimentu.

Tésn¢ po aplikaci NaCl byla primérnd hodnota parametru CR v kadinkach s mlzi S.
woodiana rovna 0,001 l.gt.h*%, po uplynuti 48 hodin se zvysila na trovert 0,009 1.g.ht. Jak
ukazala statisticka analyza, rozdily nejsou vyznamné (parovy t-test, p = 0,06), p-hodnota se
vSak velmi blizi hladiné 0,05.

Na obr. 5 (viz str. 28) je viditelny vliv NaCl na mlze druhu C. fluminea. Pied startem
experimentu se hodnoty CR drZely na nizké az mirné zvysené urovni (do 0,040 I.gt.h1). Tésné
po aplikaci roztoku kontaminantu mlzi v kadinkéach €. 8 a 12 zvysili svou aktivitu, u ostatnich
jedinct se CR vyraznéji nezménilo a setrvalo viceméné na ptivodni tirovni. Po uplynuti 8 hodin
1ze vidét, ze mlzi v kadince ¢. 32 byli vyrazné aktivni z hlediska jejich filtrace (hodnoty CR
dosahly az urovné 0,090 1.g.h™). Méné zietelné navyseni bylo zachyceno i u jedincti v kadince
¢. 36. U dalSich ¢ty kadinek naopak doslo k vyraznému poklesu filtra¢ni aktivity organismi.
24 hodin po aplikaci NaCl se CR zvysilo v ptipadé kadinek ¢. 8, 16 a 20, zatimco snizeni hodnot
se tykalo kadinek €. 12, 32 (zde filtra¢ni aktivita strmé& poklesla oproti pfedchozimu ¢asu) a 36.
Ke konci experimentu (48 hodin po aplikaci kontaminantu) se CR opét ustalilo na hodnotach
do 0,040 I.g’t.hL. P¥i pohledu na graf jako celek opét plati, ze 8 hodin po aplikaci latky néktefi
mlzi svou aktivitu zvysili a jini naopak sniZili s tim, Ze ke konci pre-testu se hodnoty CR zacaly
vracet na puvodni Groven.

V piipadé¢ mlzi druhu C. fluminea primérna hodnota parametru CR po aplikaci NaCl
dosahovala 0,026 1.g1.h"%, kdezto za 48 hodin se sniZila na 0,018 1.g2.h"t. Rozdil mezi obéma
casovymi okny opét nebyl statisticky vyznamny (parovy t-test, p = 0,24).
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Obr. 4. Filtra¢ni aktivita jedinct druhu S. woodiana pii ptisobeni NaCl (,,clearance rate*)
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Obr. 5. Filtracni aktivita jedinct druhu C. fluminea pfi ptisobeni NaCl (,,clearance rate*)
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5.2 Pre-test NaNOs

5.2.1 Chovani NaNO3 ve volné vodé

V piipad¢ zjednoduseného hodnoceni chovani dusi¢nani pomoci konduktivity (viz tab.
3) Ize vidét, ze pied zahajenim pre-testu se hodnoty pohybovaly okolo 400 uS/cm. Tésné po
vstupu kontaminantu do kadinek méfeni ukazalo mirné zvyseni hodnot (8lo o 1,3nasobek
pocatecnich kontrolnich méfeni). Za dalSich 8 hodin se konduktivita opét snizila ptfi poklesu
obsahu kontaminantu v PET systému (v praméru o 22,9-26,6 %). Po uplynuti 24, resp. 48 hodin
od aplikace roztoku se hodnoty prakticky neménily a setrvavaly mirné€ nad urovni 400 uS/cm.

Tab. 3. M¢éteni konduktivity (uS/cm) ve volné vodeé béhem pre-testu NaNOs

Typ kadinky / Cas odbéru -2h | 0h 8h 24h | 48h
W 399 | 557 | 409 | 406 411
C 401 | 553 | 415 | 412 411
0 402 | 532 | 410 | 410 411

Hodnoty NOz-N stanovené pomoci spektrofotometru v omezeném poctu (viz tab. 4)
odpovidaji vyse uvedenému hodnoceni chovani latky NaNOz v kadinkach. Koncentrace se pred
aplikaci roztoku pohybovaly okolo 5 az 6 mg/l. Tésné po vstupu kontaminantu doslo ke
strmému narustu hodnot piesahujicich az 20 mg/l. Posledni méfeni po 48 hodinach experimentu
odhalila, Ze koncentrace se vzhledem k fedéni obsahu kadinek vratily na ptivodni uroven (5,5
mg/l).

Tab. 4. Mé&feni dusi¢nanového dusiku NO3z-N (mg/l) ve volné vodé béhem pre-testu NaNO3

Typ kadinky / Cas odbéru -2h Oh 8h 24 h 48 h
w 51 19,3 - - 54
C 55 20,3 - - 55
0] 57 16,6 - - 5,6

5.2.2 Reakce mlzii na piisobeni NaNOs — pFima metoda

Na obr. 6 (viz str. 30) je mozné vidét, jak mlzi druhu S. woodiana reagovali na aplikaci
latky NaNOs. Je ziejmé, ze pred zahajenim pre-testu filtrovali vsichni jedinci ve dvou tetinach
poctu kadinek. Tésné po aplikaci latky nastaly dvé zmény, kdy mlzi v kadince ¢. 5 omezili svou
filtra¢ni aktivitu, naopak mlzi v kadince ¢. 1 ji navysili na 100 %. Po 8 hodinach pln¢ filtrovali
mlZi v kadinkach & 1 a 17, jen z poloviny byli aktivni mlzi v kadinkach &. 5 a 29. Uplné pak
prestali filtrovat jedinci v kadinkach ¢. 25 a 33. Po 24 h. od aplikace roztoku kontaminantu byl
stav na stejné urovni jako pfed zahajenim experimentu. Za dalSich 24 hodin (tj. 48 h. po aplikaci
latky) zvysili svou filtraci mlZi v kédince €. 1, sniZeni aktivity se projevilo v kddinkach €. 17 a
25. Pred vyjmutim mlz ze systému nastal vyrazny pokles filtracni aktivity v péti ze Sesti
hodnocenych kadinek: viibec nefiltrovali jedinci v kadinkach ¢. 17 a 25, v téch ostatnich byla
aktivita jedincti omezena pouze na 50 %. Pii celkovém pohledu lze spatiit, ze pted aplikaci
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NaNOs byla filtracni aktivita na vysoké trovni. Tésné po aplikaci se viceméné drzela na stejné
urovni, pak nastal pokles a po 24 h. zase pfislo prudké zvysSeni aktivity. Pocet filtrujicich jedinct
pritom vyraznéji klesl jesté pred uplnym koncem experimentu.

Pfi hodnoceni druhu S. woodiana nebyl rozdil ve filtra¢ni aktivité statisticky vyznamny
ani pro skupiny ,,2P* (chi-kvadrat test, p = 0,61) ani ,,3P* (chi-kvadrat test, p = 0,69).
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Obr. 6. Filtra¢ni aktivita jedincti druhu S. woodiana pfi pisobeni NaNOz (pozorovani)
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Obr. 7. Filtra¢ni aktivita jedincti druhu C. fluminea pti pisobeni NaNOs (pozorovani)

Na obr. 7 je vyobrazen vliv latky NaNOs na mlze druhu C. fluminea. Pfed zahajenim
pre-testu mizeme vidét, ze v kadinkach ¢. 8, 16, 20 a 36 filtrovalo 10 % jedinct. Mlzi v kadince
¢. 32 méli vyssi miru aktivity (20 %), zatimco v kadince ¢. 12 nefiltrovali viibec. Tésné po
aplikaci roztoku kontaminantu pfestali mlzi v kadince ¢. 8 uplné filtrovat a piipojili se tak
k mlzm v kadince ¢. 12. Ve vSech ostatnich kadinkach zistal v tuto dobu stav nezménén. Po
uplynuti 8 hodin nastal zasadni narust filtraéni aktivity v kadinkach ¢. 8 a 16, kde hodnoty
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ptesahovaly az 30 %. Dale narostla aktivita i v kadinkach ¢. 20 a 36 (na troven 20 %). Jedinymi
mlzi, ktefi v tuto hodinu nefiltrovali, byli stale mlZi v kadince ¢. 12. 24 hodin po aplikaci tplné
prestali filtrovat mlzi v kadinkach ¢. 16 a 20. Pokles aktivity nastal i u kadinek ¢. 8 a 32, nartst
byl zaznamenan u mlzi v kadinkach ¢. 12 a 36. Za dalSich 24 h. se situace opét zménila:
v kadinkach ¢. 12 a 36 se totiz filtra¢ni aktivita mlzu snizila (az na 0 %), naopak vzrist nastal
v kadince ¢. 20 (ve zbyvajicich kadinkach pak zustala aktivita na stejné trovni). Tésné pied
ukoncenim experimentu byla filtra¢ni aktivita jedinci v kédince €. 8 ustalena na hodnoté 22 %,
v kadince ¢. 20 pak na hodnoté 10 %. Mlzi ve tfech kadinkach ptitom nefiltrovali viibec, kdezto
vyrazn¢ se zvedla mira filtra¢ni aktivity v kadince ¢. 36 (az na 30 %). Béhem pohledu na graf
jako na celek, lze vidét, ze ptitomnost NaNOs nejprve jedince druhu C. fluminea inhibovala jen
minimalné. Po 8 hodindch pfisel nartst filtracni aktivity, po kterém opét néasledoval prudky
pokles: az do konce experimentu se jiz mlzi nebyli schopni zotavit.

Pouzitim statistickych analyz bylo i u druhého sledovaného druhu mlze zjisténo, ze
rozdil ve filtracni aktivité nebyl vyznamny (skupina ,,2P*: chi-kvadrat test, p = 0,27; skupina
,»3P*“: chi-kvadrat test, p = 0,10). Nicmén¢ pro ,,3P* se dana p-hodnota pfiblizila hladiné 0,05.
Pii zohlednéni mlzli v sedimentu jiz byla situace méné piizniva z hlediska prikaznosti rozdila
(skupina ,,2PS*: chi-kvadrat test, p = 0,35; skupina ,,3PS*: chi-kvadrat test, p = 0,38).

5.2.3 Reakce mlzii na piisobeni NaNOs — nepFima metoda

Na obr. 8 (viz str. 32) lze vidét vliv pusobeni NaNO3z na mlze S. woodiana. Na prvni
pohled nejsou ziejmé zadné vyrazné zmény filtraéni aktivity organismu. KdyZz se vSak
zamétime na jednotlivé kadinky, zjistime, Ze pied zahajenim druhého pre-testu se hodnoty CR
dosahovaly nejvyse trovné 0,009 1.g™.h. Po aplikaci roztoku latky doslo k poklesu aktivity
mlzt v kddince €. 5, naopak zvySeni bylo zachyceno Vv kadince ¢. 1. U ostatnich kadinek se
hodnoty prakticky viibec nezménily. Po 8 hodinach bylo zifejmé, ze ve vSech kadinkach se CR
pohybovalo v rozsahu hodnot jako pied aplikaci kontaminantu. Po uplynuti 24 hodin se opét
filtrani aktivita jedinci vyrazné&ji proménila: zatimco v kadinkach ¢. 5, 17 a 25 bylo
zaznamenano sniZeni, narust se tykal zbyvajicich tfi kadinek. Na konci 48hodinového pre-testu
se hodnoty CR ve vSech kadinkach vratily na ptivodni uroven jako pied startem experimentu.
Pfitom mlZi v k&dinkéch €. 29 a 33 zvySovali aktivitu prubézné s fedénim kontaminované vody.

Zatimco po aplikaci NaNOg3 byla primérnd hodnota CR v kadinkéach s druhem mlzi S.
woodiana na urovni 0,004 I.g™.h"%, po dalsich 48 hodinach se zvysila na 0,010 I.g™t.h™. Ackoli
rozdily nebyly statisticky vyznamné (parovy t-test, p = 0,08), p-hodnota byla velmi blizka
hodnot¢ 0,05.

Na obr. 9 (viz str. 32) je vyobrazen vliv NaNOs na ,,clearance rate” mlza C. fluminea.
Pied zahdjenim pre-testu byly hodnoty CR opét nizké s maximem 0,020 l.gt.h. Tésné po
vstupu latky do PFT systému lze vidét mirny pokles hodnot u mlzt v kadinkéch ¢. 8 a 36,
naopak k ristu hodnot doslo u jedinct v kadinkach 16 a 32. O osm hodin pozdg¢ji se filtracni
aktivita vyraznéji ménila: mlzi v kadinkach ¢. 8, 32 a 36 byli aktivnéj$i nez v predchozim
¢asovém okné (hodnoty se blizily az 0,040 l.gl.h?), kdezto vdalsich kadinkach byla
zaznamendna snizena mira filtrace. Po 24 hodinach experimentu se hodnoty dale
diverzifikovaly. Ve vétsiné kadinek nastal pokles aktivity, vyjimkou byli pouze mlzi v kadince
¢. 8. Na konci pre-testu se hodnoty CR vratily na Giroven na po¢atku. To se netykalo jedinct ve

31



zminovan¢ kadince €. 8, kde nadale pretrvavala zvySena mira filtrace. Pfi pohledu na graf jako
celek 1ze vidét, ze ackoli na zacatku pre-testu byly hodnoty CR relativné stalé, v pribéhu
experimentu zacaly vyraznéji kolisat s maximalnimi rozsahy hodnot po 24 h. od aplikace latky.
Poté se jiz zase pomalu ustalovaly a vracely se zpét k hodnotam v prvnich ¢asovych oknech
pre-testu.

Hodnota CR v piitomnosti druhu C. fluminea po aplikaci NaNOs dosahovala 0,013 I.g°
Lh?, kdezto po uplynuti 48 h. se nepatrné zvysila na 0,015 l.g.h™ . Statistické hodnoceni
odhalilo, ze rozdily nebyly vyznamné (parovy t-test, p = 0,80).
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Obr. 8. Filtra¢ni aktivita jedinct druhu S. woodiana pii ptsobeni NaNO3 (,,clearance rate®)
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Obr. 9. Filtra¢ni aktivita jedinct druhu C. fluminea pfi pisobeni NaNOs (,,clearance rate®)
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5.3 TestCBZ

5.3.1 Chovani CBZ ve volné vodé

Méreni koncentraci CBZ na omezeném mnozstvi vzorkd volné vody ukézalo, ze pred
zahajenim testu se hodnoty pohybovaly pod 2 ng/l (mez detekce). Po aplikaci roztoku 1é¢iva se
koncentrace CBZ vyrazné zvysila na uroven dosahujici nékolika tisicti ng/l (jednotek pg/l). Po
uplynuti 48 hodin tohoto experimentu se namétené koncentrace opét pfiblizily stavu na zacatku
testu (viz tab. 5).

Tab. 5. Méfeni karbamazepinu CBZ (ng/l) ve volné vodé béhem testu CBZ

Typ kadinky / Cas odbéru -2h Oh 8h 24 h 48 h
W <2 5730,1 - - 12,5
C <2 5345,5 - - 5,6
0] <2 5062,8 - - 3,5

5.3.2 Reakce mlzii na piisobeni CBZ — pfima metoda

Obr. 10 (viz str. 34) znazornuje situaci, kdy byl pouzit karbamazepin v kombinaci s mlzi
S. woodiana. Je vidét, Ze jak pted startem testu, tak i po aplikaci CBZ se uroven filtra¢ni aktivity
nezménila. Prvni zmény lze pozorovat az po 8 hodinach, a to pouze v kédince €. 25, kde doslo
k poklesu aktivity ze 100 na 50 %. Vyraznéjsi zména nastala po 24 hodinach po aplikaci roztoku
cilového kontaminantu, kdy doslo ke sniZeni poctu filtrujicich mlzl na polovinu v kadinkéch
¢. 1 a29.V jedné kadince dokonce prestali filtrovat oba dva jedinci. Naopak k nartstu aktivity
doslo v kddinkach €. 5 a 25, a to z 50 na 100 %. Pfi poslednim zdznamu mlza (po uplynuti 48
hodin) lze vidét, ze 100 % filtra¢ni aktivitu vyvinuli jedinci S. woodiana pouze v kadince €. 5.
Ve vsech zbyvajicich kadinkéch probihala filtrace jen na tirovni 50 %. Kadinka €. 33 se vymyka
tim, Ze aktivita zdejSich mlzd se v pribéhu sledovani nezménila. V tomto grafu tedy nejprve
neni pozorovan zadny rozdil pted a po aplikaci CBZ — nésledné doslo k mirnému poklesu, ktery
se postupné stava vyraznéjSim az do ukonceni experimentu.
V tomto ptipadé byla k dispozici data jen pro skupinu ,,2P*. Rozdil ve filtra¢ni aktivité
nebyl stejné jako u pre-testu statisticky vyznamny (chi-kvadrat test, p = 0,59).

Na obr. 11 (viz str. 34) je patrné, jak na karbamazepin reagoval druh C. fluminea.
V kédinkach €. 8, 12, 16 a 32 zistaly hodnoty filtracni aktivity pied i té€sné po aplikaci latky na
stejné urovni. Jedina zména vzhledem k ptitomnosti CBZ nastala v kadince ¢. 20, kde jedinci
zcela ptestali filtrovat. Po uplynuti 8 hodin zastupci druhu v kadinkach €. 8, 12 a 16 stale drzeli
stejnou Uroven filtracni aktivity jako v pfedchozich €asovych oknech. Zmény v tomto Case
nastaly u mlz v kadince €. 20, kde jedinci zacali opét filtrovat, a také v kadince €. 32 (zde
aktivita pfesahla hodnotu 40 %). 24 hodin od aplikace kontaminantu nastal mirny pokles
filtra¢ni aktivity mlza. K naristu doslo pouze v kddinkéch €. 8 a 36 (ve druhé uvedené kadince
pritom do té doby vlibec mlzi nefiltrovali). Tésné pfed ukoncenim experimentu (v ¢ase 48 h.)
1ze vidét vyrazny pokles v aktivité jedinct v kadinkach €. 8, 16 a 32. Na stejné filtraéni Grovni
se drzeli mlZi ve dvou kadinkach (€. 20 a 36), naopak svou aktivitu zvysili ve zbyvajici kadince.
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Pfi celkovém pohledu na situaci s CBZ je jasné vidét, ze po aplikaci cilového kontaminantu se
aktivita mlzti mirn¢ snizila, kdezto po uplynuti 8 hodin byla mira filtrace nejvyssi a s délkou
expozice pak klesala az do konce experimentu.

Stejné jako u druhu S. woodiana, i zde bylo mozné vyhodnocovat pouze data pro
skupinu ,,2P*, resp. ,,2PS*. Rozdily ve filtracni aktivité opét nebyly statisticky vyznamné, jak
dokladaji vysledky testové statistiky (chi-kvadrat test, p = 0,44; resp. p = 0,28).
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Obr. 10. Filtra¢ni aktivita jedincti druhu S. woodiana pti piisobeni CBZ (pozorovani)
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Obr. 11. Filtra¢ni aktivita jedinct druhu C. fluminea pii piisobeni CBZ (pozorovani)

5.3.3 Reakce mlzii na piisobeni CBZ — nepfima metoda

Na obr. 12 (viz str. 35) je viditelny vliv karbamazepinu na ,.clearance rate“ mlza S.
woodiana. V tomto ptipadé nebyly k dispozici naméfené hodnoty turbidity pied startem testu,
tudiz ani vypoctené hodnoty CR. Tésné po vstupu 1é¢iva do kadinek se filtracni aktivita mlzl
drZela na podobné trovni (s nejvyssimi hodnotami dosahujicimi 0,020 1.g™.hY). Po dalsich osmi
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hodinach se tato situace téméf nezménila, pouze u nékterych kadinek doslo k nepatrnému
poklesu CR. 24 hodin po aplikaci CBZ se filtra¢ni aktivita mirné zvysila u jedinct v kadinkach
1,5, 17 a 29, kdezto ve zbyvajicich ptipadech poklesla. Na konci 48hodinového experimentu
se vyvoj obratil, aviak hodnoty CR se dale drzely v pfislusném rozmezi (0,000-0,020 I.g™.h2).
Pii pohledu na graf jako na celek Ize vidét, ze po aplikaci CBZ byly hodnoty CR relativné stalé.
Pozd¢ji v prubéhu experimentu nastal mirny pokles aktivity, pfiCemz po 24 h. u nékterych
jedinct doslo k dalsimu poklesu, u jinych zase k nartstu. Blizsi charakteristice chovani 1é¢iva
bréani absence kontrolnich méfeni.

V piipadé¢ aplikace CBZ do kadinek s druhem S. woodiana byla hodnota CR tésné po
vstupu rovna 0,010 1.g.h, za dalsich 48 hodin se nepatrné snizila na 0,008 1.g.h". Rozdily
opét nebyly statisticky vyznamné (parovy t-test, p = 0,53).
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Obr. 12. Filtra¢ni aktivita jedincti druhu S. woodiana pii piisobeni CBZ (,,clearance rate®)
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Obr. 13. Filtra¢ni aktivita jedinct druhu C. fluminea pfi ptisobeni CBZ (,,clearance rate®)
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Na obr. 13 (viz str. 35) opét chybi kontrolni méfeni pred zahajenim testu, je zde vSak
vidét vyvoj CR po ptidani CBZ do prostiedi s vyskytem C. fluminea. Po aplikaci roztoku 1é¢iva
byly ziejmé vyrazné rozdily filtra¢ni aktivity mlzii v jednotlivych kddinkéch. Nejnizsi hodnoty
CR byly zjistény v kadince ¢. 8, zatimco mlzi v kadince ¢. 16 byli velice aktivni z hlediska
filtrace (CR se blizilo trovni 0,040 1.g%.h™). Po osmi hodinach doslo k mirnému vyrovnani
uvedenych rozdilt napti¢ kddinkami. Pfi zkouméani jednotlivych kadinek bylo zaznamenano
obnoveni aktivity mlzl v kddince €. 8, pfi¢emz v dalSich dvou kadinkach se hodnoty CR také
zvysily. Jedinci v kadinkach ¢. 12, 16 a 32 naopak vykazovali snizenou filtra¢ni aktivitu. Po
uplynuti 24 hodin od aplikace kontaminantu se variabilita hodnot parametru CR nadale
snizovala. Mlzi v kadinkach ¢. 16, 20 a 32 mirné snizili svou aktivitu, kdezto v ostatnich
pripadech doslo bud’ k mirnému narustu, nebo stagnaci CR. Po 48 hodinéch se jiz hodnoty CR
prakticky nelisily, kdy se pohybovaly okolo 0,015 I.g.h™ . A&koli neni znamo, jak zastupci
druhu C. fluminea byli aktivni pii filtraci pfed experimentem, vétSina kadinek s mlzi
vykazovala proménlivé hodnoty CR béhem celého experimentu (kromé kadinky €. 16, kde se
aktivita jedincli neustale v ¢ase sniZovala).

Pii pfitomnosti CBZ v kadinkach s mlzi C. fluminea byla hodnota CR tésné po aplikaci
rovna 0,011 1.gt.h", po 48hodinovém testu se prakticky nezménila (0,012 l.g™t.h?). Rozdily
tedy opét nebyly statisticky vyznamné (parovy t-test, p = 0,96).
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6 Diskuze

6.1 Mlzia CBZ

Pro sledovani vlivu kontaminantd na chovani vodnich organismi byl zvolen
karbamazepin, jako bézn¢ se vyskytujici mikropolutant ve vodnim prostiedi s potencialnimi
nepfiznivymi G¢inky na filtrani aktivitu mlzi. Mezi typické zastupce této skupiny organismt
patii dva invazni druhy S. woodiana a C. fluminea. Pied vlastnim experimentem s CBZ byly
provedeny pre-testy, vyuzivajici NaCl a NaNOs pro urceni vhodné frekvence odbérii vzorki.
V ramci experimentu nebyl zaznamenan statisticky vyznamny vliv studovanych latek na
aktivitu experimentalnich mlzi, ale pfesto bylo mozné pozorovat ur€ité trendy v ovlivnéni
filtracni aktivity, které jsou nize diskutovany.

U pre-testu, v némz byla vyuzita latka NaCl, byly pti hodnoceni pfimé metody (P)
zjistény rozdilné reakce mezi obéma druhy mlzi. Zatimco S. woodiana snizovala t¢innost
filtrace hlavn¢ béhem prvnich 24 hodin po aplikaci, C. fluminea naopak svoji aktivitu zvysila.
Urdity narGst byl patrny zejména po 8 hodinach. Ke konci 48hodinového experimentu se
filtra¢ni aktivita jedinca C. fluminea stale zvySovala. Je mozné, Ze po sniZzeni koncentrace latky
vlivem fedéni jsou zastupci tohoto druhu schopni rychleji reagovat na zlep$eni podminek
v prostiedi. Toto bylo naznaceno i nepfimou metodou (N) s vétsi variabilitou vyslednych
hodnot jak pro S. woodiana, tak pro C. fluminea. Pro druhy druh byla béhem experimentu
zjisténa vysoka hodnota CR, nicméné to bylo spise zpusobeno technickou zavadou, jako napf.
ucpanou hadic¢kou pro piivod suspenze. V takovém piipadé by byl chybou zatizen i nasledny
vypocet. Doménkou je, Ze divodem, pro¢ méla S. woodiana mensi G¢innost filtrace i druhy den
po aplikaci latky, mtze byt fakt, Ze po uzavieni sifoni omezila svou aktivitu a vyckavala do
doby, nez koncentrace latky poklesne na uroven, ktera by pro ni byla piijatelna. V tomto piipadé
mlZz nema zadny vliv na sniZovani koncentrace latky — ta byla vyfed’ovana dodavanim nové
nekontaminované vody. Ke konci experimentu se jiz latka v kadinkach vyskytovala pouze v
nepatrném mnozstvi.

Pti vyuziti pre-testu NaNOz a metody P bylo zifejmé, Zze na mlze S. woodiana latka
vyznamné nepusobila a nevyrazny ucinek se objevil az pred koncem testu. U druhu C. fluminea
doslo nejdiive ke zvySeni filtracni aktivity a nasledné k jejimu poklesu: z této situace je tedy
ziejmé, ze latka oba druhy mlzi vyznamné neovlivnila. Jedinci C. fluminea mohli snéSet
piitomnost NOs-N htife nez mlzi S. woodiana, coz vyplyva i z hodnoceni druhé metody N. Obé
metody ptinaseji shodné vysledky pfedevsim pii pohledu na zacatek a konec experimentu.

P#i vlivu kontaminace prostfedi karbamazepinem za vyuziti metody P opét vysledky
neprokazaly signifikantni Gi¢inek latky. Vykyvy hodnot byly zaznamenany u druhu C. fluminea,
zatimco U mlze druhu S. woodiana se vyskytovaly az delsi dobu po kontaminaci. Hodnoceni
pomoci metody N se lisilo zejména pro S. woodiana, protoze v tomto ptipadé byly hodnoty i
delsi dobu po kontaminaci velice podobné tém na zacatku. Odchylka mezi metodami mohla byt
zpusobena tim, ze metoda P zahrnovala data pouze v ¢ase, ve kterém jsme mlze pozorovali:
néktery jedinec mohl byt ovlivnén v disledku neamysiné disturbance v ¢ase zaznamu pozice
mlzi v kadinkach. Metoda N zahrnovala delsi Casovy interval, kdy se méfeni turbidity
provadélo 30 minut po davkovani suspenze, a tak byly zahrnuty veskeré déje, které se béhem
tohoto ¢asového tseku vyskytly.
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Vzhledem k pozorovanym ucinkim 1é¢iva na oba druhy mlzi lze konstatovat, ze
karbamazepin se z hlediska vlivu na filtra¢ni aktivitu mlzt choval spise jako NaNOsz nez NaCl.
Obe¢ latky pritom nevykazovaly signifikantni vliv na filtra¢ni aktivitu jedinct, i kdyz zde byly
urcité zmény naznaceny, predevsim u jedinct druhu C. fluminea.

V provedeném experimentu nebylo prokazano, Ze znecistujici latky ptisobi na mlze
omezenim filtrani aktivity, ale nemusi tomu tak byt u vSech kontaminantii, koncentraci, pfip.
mlzd. Zastupci riznych druht reaguji na pfitomnost kontaminantt riznym zptasobem. Chen et
al. (2014) provadéli experiment, béhem n¢hoz vyuzivali koncentraci karbamazepinu 0,5 pg/l a
sledovali jeho vliv na filtra¢ni aktivitu mlza C. fluminea. Stejné jako béhem zde provedeného
experimentu negativni vliv nebyl prokazan — ten autofi prokazali az pii stonasobném zvysSeni
koncentrace. Vliv CBZ na filtra¢ni aktivitu mlzi C. fluminea sledovali také Baali & Cosio
(2022) s vyuzitim koncentrace 50 ug/l po dobu 30 dni. Béhem tohoto experimentu prokazali
vyrazné snizeni filtracni aktivity, coz mohlo byt zpisobeno jak vysokou koncentraci, tak 1 tim,
ze experiment probihal mnohem del$i dobu oproti tomu nasim podminkam. DalSim z faktort,
ktery mohl mit vliv na reakci mlzd, byl pouzity systém. V laboratornich experimentech se totiz
Casto vyuzivaji neménné podminky, jimZz jsou mlzi vystaveni (Chen et al. 2014), tudiz
koncentrace latky Vv prostiedi zistdva viceméné stejna. Experimentalni PFT systém v dusledku
piitoku nové vody a suspenze je piitom daleko blizsi skuteénym podminkam.

6.2 Mlzi a l1é¢iva

Jak jiz bylo popsano, nejen karbamazepin je schopen ovliviiovat filtracni aktivitu mlZi.
Na dalsi 1é¢iva se zamétila prace Gilroy et al. (2014), kdy byli sladkovodni mlzi druhu
Lampsilis siliquoidea vystaveni t¢inkim moxifloxacinu (antibiotikum; MOX), rosuvastatinu
(regulator lipida; RSV) a drospirenonu (regulator hormonalni trovné; DRS). Vliv na filtra¢ni
aktivitu organismti mély predevsim MOX a RSV. MOX byl schopen pfi koncentracich 10 mg/1
snizit filtra¢ni aktivitu mlzi na 51 % a pti 100 mg/l dokonce pouze na 17 %, a to jiz béhem
prvniho tydne experimentu. V nasledujicich dvou tydnech tato hodnota klesla pti 100 mg/l az
na 6 %. RSV béhem prvniho tydne G¢inek nevykdzal, ovSem béhem dvou dalSich tydni pti
koncentraci 10 mg/1 snizil filtra¢ni aktivitu na 51 % a pfi nejvyssi koncentraci 100 mg/l na 34
%. Canty et al. (2009) sledovali reakci moiského mlze druhu Mytilus edilus na pfitomnost
cyklofosfamidu (1€k na 1é¢bu rakovinu; CP). Béhem 7denniho experimentu prokazali, ze CP je
schopen ovliviiovat rychlost filtraéni u€innosti pti jakékoliv pouzité koncentraci (18, 32 a 56
mg/l). Negativni G¢inky na rychlost filtracni aktivity mlzd jinou farmaceuticky aktivni
slouceninou zjistili také Peters a Granek (2016), kteti se zabyvali vlivem fluoxetinu
(antidepresant) na moiského mlze druhu Mytilus californianus. Bylo prokazano, ze dana latka
mize snizovat uroven miry filtrace organismu jiz pfi velice nizkych koncentracich (0,3-300
ng/l), pokud pisobi dostate¢né dlouhou dobu. Projevil se zde ztetelny rozdil v odstranovani fas
z vodniho sloupce mezi kontrolni a kontaminovanou skupinou mlzi. 67 dni od zacatku
experimentu autofi pozorovali snizeni irosti vody ve vSech nadrzich pti koncentraci latky 300
ng/l, ¢imz prokazali naruseni ,,clearance rate” mlzu. Je tedy ziejmé, ze kazda latka je schopna
ovliviiovat zivé organismy pii ruznych koncentracich: nékteré latky musi pro detekci
nepfiznivych G¢inkli dosahovat relativné vysokych hodnot, zatimco u jinych staci naprosté
minimum. To potvrzuje, Ze n¢které latky mohou mit negativni vliv na chovani mlzg, i kdyz jich
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ve vodach zatim neni mnoho. V experimentu provedeném pro tuhle BP jsme pii koncentraci
CBZ viadu jednotek pg/l nezjistili vyrazny negativni G¢inek pusobeni latky, nicméné
inovativni podminky provadéni testd (tj. environmentaln¢ blizké hodnoty zatizeni a jejich
snizovani vlivem fedéni béhem relativné kratkého ¢asu) simulujici realné situace v terénu lze
jen obtizné srovnavat s dosud vyuzivanymi postupy.

Svoji roli mohou hrat i rizné vyvojové faze mlzi. Gilroy et al. (2017) se snazili zjistit
béhem experimentu provedeného za pomoci 1é¢iv amitriptylin, sertralin (oba patii mezi
antidepresanty) a iopamidol (kontrastni latka vyuzivana pii zkoumani téla pomoci rentgenu),
jak jsou tyto latky schopny ovlivnit mlze L. siliquoidea. Autofi pracovali s jedinci v larvalnim
stadiu, déle s juvenilnimi a také dospélymi jedinci. Zkoumand 1é¢iva v environmentalné
relevantnich koncentracich neméla toxické ucinky, nicméné glochidie a juvenilni mlzi byli
citlivéjsi na jejich pfitomnost ve vod¢é. Mira odstranovani fas pro juvenilni jedince byla
vyhodnocena jako nejcitlivéjsi endpoint: ECso (koncentrace zplsobujici ovlivnéni 50 %
jedinct) totiz dosahovala 0,1 mg/l pro amitriptylin, resp. 0,02 mg/l pro sertralin (plati pro 14-
az 28denni sledovani). Lze tedy Fict, ze juvenilni mlzi byli nejcitlivéj$imi vyvojovymi stadii a
znecisténi prostiedi se nich nejvice podepisuje. Je tedy ziejmé, Ze zalezi nejen na Grovni zatizeni
kontaminantt, ale i stafi organismu, které jsou jim vystaveni. Vyuziti ranych stadii vyvoje mlzu
by mohlo piinést odlisné vysledky oproti experimentu provedenému pro tuhle BP.

6.3 Mlzi a kontaminanty

Zm¢éna filtra¢ni aktivity mlzt byla sledovana i po vlivu nékterych jinych latek, nez jakymi
jsou farmaceuticky aktivni slou¢eniny. Témito latkami jsou naptiklad hnojiva, pesticidy, kovy
a soli, na které se autofi zaméfili v praci Castro et al. (2018). V jejich experimentu bylo
zkoumano celkem devét latek, z nichz osm vedlo k uzavieni sifont mlza C. fluminea a omezeni
jejich filtraéni aktivity, pficemz oboji bylo pfimo zavislé na koncentraci latky v prostfedi. Po
ptidani vétsiny kontaminantd tedy mlzi snizili svou filtraci — az na dichlorvos (insekticid), ktery
byl schopen mlZze mirné stimulovat. Po jeho vstupu do vody nedoslo K uzavieni sifont mlzi:
pii ptili§ vysoké koncentraci také nebyla omezena filtra¢ni aktivita organismu, ale nastal jejich
uhyn. To potvrzuje nase domnénky, Ze ne vSechny latky snizuji rychlost filtrace. Bylo by jisté
zajimavé zkombinovat kontaminaci dichlorvosem a karbamazepinem a sledovat, jestli bude
dominovat ucinek karbamazepin ¢i nikoliv.

Moznost vyuziti ,,clearance rate* jako endpointu pfi testovani toxicity prostredi s velkymi
mlzi z ¢eledi Unionidae (kam patii i S. woodiana) blize zkoumali Salerno et al. (2018). Autofi
se snazili optimalizovat kvantifikaci filtracni kapacity a ,,clearance rate® po expozici mlzl
druhu L. siliquoidea vtc¢i NaCl. Chloridy mohou kromé¢ inhibice filtrace také omezit schopnost
zahrabat se do sedimentu a v nékterych piipadech zpusobit dokonce i tthyn jedinci. Bylo
zjisténo, ze hodnoty ECx pro CR se vyznamné nelisily ve srovnani s hodnocenim preziti a
hrabani mlzi. To je rozdil oproti naSim vysledkiim, kdy schopnost hrabani ovlivnéna nebyla,
zatimco schopnost filtrovat ano. Nicméné koncentrace chloridi byly nékolikanasobné vyssi
oproti nasim podminkédm a mlzi jim byli vystaveni 7 dni.

V ptipad€ dospélych jedinci je nutné uvazovat také jejich reprodukéni stav, pokud se
zkouma reakce organismi na pifitomnost kontaminanti (Gonzalez-Fernandez et al. 2016).
Navic nékteré druhy mlza Ziji v symbioze, coz mize hodnoceni u¢inka znecisténi dale ztizit.
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Caro et al. (2015) sledovali filtra¢ni aktivitu mlze Ruditapes decussatus, ktery vyuziva jako
potravu castice ve vodnim sloupci i v sedimentu, a symbiotického druhu Loripes lecteus. Mlzi
byli umisténi pfimo ve svém prostiedi na tfech stanovistich s gradientem znecisténi nékolika
kovy, a autoii béhem nékolikadenniho experimentu méftili bioakumulaci kovi v mékkych
tkanich mlzu a jejich filtra¢ni aktivitu. Zjistili pfitom, Ze symbiotické druhy nejsou vhodné pro
sledovani vlivu znecisténi kovy a upozornili na vyznam umisténi druht v trofické siti. | tato
skutecnost by méla byt zohlednéna v budoucim vyzkumu ucinkii kontaminantii na chovani
filtrujicich organismti ve vodnim prostiedi.
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Zavér

e V reSerSni praci provedené pro tento experiment doslo ke shrnuti komplexni
problematiky kontaminace zivotniho prostiedi se zaméfenim na sladkovodni mlze.

e Nékteré studované latky se sice Vv soucasné dob&é nenachdzeji v tak vysokych
koncentracich, aby dokazaly negativné pfimo ovlivnit organismy véetné ¢lovéka, ale
jejich dlouhodoby a chronicky efekt by nemél byt zanedban. V ptipadé, Ze koncentrace
nadale porostou, mohly by tyto latky vyznamné ovliviiovat i mlze a nasledné
organismy vysSich potravnich urovni, jakymi mutzou byt napiiklad ryby ¢i
obojzivelnici. Ovlivnéni mlzl spociva i v tom, Ze jsou vystaveni toxickym latkam jak
rozpusténym ve vodnim sloupci, tak vdzanym V potravé, coz vede k akumulaci téchto
latek v organismu.

e V bakaldiské praci byly pouzity koncentrace relevantni pro zZivotni prostiedi, které
nebyly schopny vyznamné ovlivnit vybrané invazni druhy mlzd (Sinanodonta
woodiana, Corbicula fluminea).

e Cile bakalafské prace byly naplnény, nicméné koncentrace relevantni v Zivotnim
prostfedi byly pfili§ nizké na to, aby zptisobily vyraznéjsi omezeni filtracni aktivity.

e Vysledky by mohly byt vyuzity pro dal$i experimenty spojené s negativnim vlivem
kontaminantd. Smeéry, kterymi by se mohly tyto prace ubirat, jsou naptiklad
experimenty s vétsim poctem mlz{, aby data obsahovala $irsi skupinu a tim padem by
bylo zohednény riizné niance mezi organismy. Dale by bylo dle mého nazoru mozné
kontaminovat CBZ naSe piivodni druhy mlzii, protoze jak je zndmo, ty nejsou tolik
odolni jako invazni, ktefi byli pouziti v naSem experimentu. Navic je zde moznost
pfidavat do vodniho prostredi riizné smési kontamintdi, protoZe v Zivotnim prostfedi se
také nevyskytuje pouze jedna sloucenina, nybrZ hned n¢kolik najednou. Dalsi smér,
kterym by bylo zajimavé zaméftit pozde€jsi experimenty, je sledovani, jak by pravé CBZ
nebo i jiné kontaminanty ovlivnily rizna vyvojova stadia mlzi. Na misté by bylo
taktéz vystavit mlze latkam 1 po delSi ¢asovy horizont, protoze by nastala delSi
chronické expozice a u€inky by se mohly projevit az po delsi dobé.

eV praxi je mozné vysledky z této prace vyuzit naptiklad na COV, kde by mlzi mohli
byt zatazeni do terciarniho stupné ciSténi odpadnich vod. V tomto piipadé by
vychytavali znecist'ujici latky farmaceutického ptivodu a mohli by tudiz fungovat jako
“lapace®. Bylo by to vyhodné z hlediska nizkych potizovacich nékladi. Tyto naklady
by byly nizké ptedevsim z diivodu, ze invazni druhy mlza jsou schopny produkovat
nemalou biomasu, a kolonizovat tak pomérné velkéa izemi. Déle je vyhodou 1 vysoka
odolnost téchto organismt vici riznym typim znecisteéni.
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