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Vliv psychoaktivnich latek oproti béznym toxikantim na
larvalni stadium sladkovodnich mlzi

Souhrn

Tato bakalarska prace se zabyva problematikou vlivu novych znecist'ujicich latek ve
vodnim prostiedi na rana vyvojova stadia funk¢né vyznamnych skupin vodnich organismu.
Cilem bylo stanovit stiedni letalni koncentrace (LC50) karbamazepinu, sertralinu, dusi¢nant,
amonia a meédi. Jako modelovy organismus bylo vybrano larvalni stadium (glochidium)
sladkovodniho mlze Anodonta anatina (Linnaeus, 1758).

Glochidia byla vystavena po dobu 24 hodin expozici vybranym polutantim ve
standardizovanych laboratornich podminkach. Nasledovalo testovani zivotaschopnosti
glochidii v titracni desti¢ce pod stereoskopickym mikroskopem s fotografickym zaznamem.
Byla vyhodnocena behaviordlni reakce glochidii (,,snapping activity) na standardni
referen¢ni signal NaCl o koncentracich 5, 10, 15, 25 a 60 mg/ml. Jejich zivotaschopnost byla
vyhodnocena na zakladé porovnani stavu glochidii pfed a po (v intervalech 5, 10 a 180 s)
aplikaci signdlu pro stanoveni podilu zivotaschopnych larev. Z hlediska aplikovanych
referencnich signald bylo zjisténo, Ze jako spolehlivy indikator zivotaschopnosti glochidii 1ze
pouzit koncentrace NaCl od 10 mg/ml.

Nasledné byla stanovena LCS50 pomoci probit metody. U tfech testovanych litek
(dusi¢nany, amonium a méd’) se podarilo uspéSné stanovit LC50: NO3-N = 673,56 mg/l,
NH4-N = 10,59 mg/l a Cu?= 29,75 ng/l. U karbamazepinu a sertralinu se i pres vyrazné
navySeni maximalnich testovanych hodnot nad environmentéalné relevantni hodnoty (pouzité
maximum 100 pg/l) nepodatilo dosahnout letalniho efektu u glochidii a LC50 tedy nebylo
mozné stanovit.

Tato bakalarska prace ptinasi prvni informace o akutni toxicité¢ nekolika vyznamnych
polutantt u larvalniho stadia druhu Anodonta anatina. Metodické poznatky je mozné vyuzit

pfi testovani vlivu dalSich latek a jako podklad pro studium chronické toxicity.

Klicova slova: toxikanty, psychoaktivni latky, glochidium, LC50, Anodonta anatina



Effect of psychoactive substances against standard
toxicants on larval stage of freshwater bivalves

Summary

This bachelor thesis focuses on the impact of new pollutants in the aquatic
environment on the early developmental stages of functionally important groups of aquatic
organisms. The aim was to determine the mean lethal concentration (LC50) for
carbamazepine, sertraline, nitrate, ammonium and copper. The larval stage (glochidium)
of the freshwater bivalve Anodonta anatina (Linnaeus, 1758) was selected as a model
organism.

The glochidias were exposed for 24 hours to the selected pollutants under standardized
laboratory conditions. Then, the viability of the glochidia was tested in a titration plate under
a stereoscopic microscope with photographic recording. The behavioral response of the
glochidia ('snapping activity') was evaluated using a standard reference signal of NaCl
concentrations of 5, 10, 15, 25 and 60 mg/ml. Viability was assessed by comparing the state

of the glochidia before and after (5, 10 and 180 s) application of the signal substance
to determine the proportion of viable larvaes. In terms of the reference signals applied, it was
found that NaCl concentrations as low as 10 mg/ml, could be used as a reliable indicator
of the glochidia viability.

Subsequently, the LC50 was determined using the probit method. For three test
substances (nitrate, ammonium and copper) the LC50 was successfully determined:
NO3-N = 673.56 mg/l, NHs-N = 10.59 mg/l and Cu?** = 29.75 pg/l. Despite a significant
increase of the maximum tested values above the environmentally relevant values (applied
maximum of 100 pg/l) no lethal effect of carbamazepine and sertraline on glochidia could be
achieved. Therefore, the LC50 could not be determined.

This bachelor thesis provides the first information on the acute toxicity of several
important pollutants to the larval stages of Anodonta anatina. The methodological findings
can be used to test the effects of other pollutants and as a basis for chronic toxicity studies can

be used to test the effects of other pollutants and as a basis for chronic toxicity studies.

Keywords: toxicants, psychoactive substances, glochidium, LC50, Anodonta anatina
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1 Uvod

Prvni dochovanou zminku o sladkovodnich mlzich nalezneme v pfirodovédecké
encyklopedii Hortus Sanitas z roku 1491 (Lozoya & Araujo 2011). Anatomii mlze rodu
Anodonta prvné€ popsal v roce 1695 nizozemsky pfirodovédec Antoni van Leeuwenhoek. Ve
své praci se rovnéz zaméfil na odbér glochidii, které jako prvni oznacil za larvy téchto mlza
(Farris & Van Hassel 2019). Zhruba o sto let pozd¢ji Jens Rathke (1797) ve své studii uvadi,
ze glochidia jsou parazité (Glochidium parasiticum) napadajici zabry mlzi. Tyto poznatky
byly v rozporu s Leeuwanhoekovym tvrzenim.

Dnes jiz vime, ze reprodukcni biologie fadu Unionida, pod ktery spada pravé rod
Anodonta, je velmi specifickd. Oplozeni je vnitini a z oplozenych vajicek vznikaji glochidia.
Ta jsou chovana v zabrach matefskych jedinct, dokud nejsou vypusténa do vodniho sloupce.
K dokonceni svého vyvoje vyzaduji tyto larvy parazitovat na urcitych hostitelskych rybach
(Kat 1984). Dodnes tedy pietrvava oznaceni glochidium pro paraziticky typ larvy mlza.

Rané vyzkumy vlivu znecistujicich latek na sladkovodni mlze, v druhé poloving€ 50. let
20. stoleti, provadél Charles B. Wurtz (1955). Velky vliv na rozvoj ekotoxikologie obecné
ptinasi zoolozka Rachel Carson se svou knihou Tiché jaro (1962). Tiché jaro upozoriiuje na
negativni dopady intenzivniho prumyslu na zivotni prostiedi. V uvodu edice Tichého jara
z roku 1994 tehdejsi prezident USA Albert Gore poznamenava: ,,v roce 1992 vybrala skupina
vyznamnych Americant Tiché jaro jako nejvlivnéjsi knihu poslednich padesati let” (Waddell
2000).

Jak také pisi Farris & Van Hassel (2019), ve své monografii Ekotoxikologie
sladkovodnich mizii, béhem 60. let 20. stoleti zvySené povédomi o problémech znecistovani
nejen vodniho prostiedi vyvolalo jednak vznik vladnich predpisq, ale také verejné a soukromé
financovani vyzkumi dopada znecisténi zivotniho, obzvlasté vodniho prostiedi.

Vyznamny nartist vyzkumné Cinnosti sladkovodnich mlzi zaznamenal zejména pocatek
80. let 20. stoleti. Ve velkém mnozstvi probihala testovani toxicity na vodnich organismech
s cilem predpovédét mozné dopady xenobiotik na vodni ekosystémy. Pro uréeni toxicity dané
latky se vétsinou pracovalo s jednim konkrétnim druhem vodniho organismu. S nabyvanim
znalosti ohledné celkové skaly u¢inkti odpadnich latek se posléze zaCalo pracovat s metodami
testovani na urovni spolecenstev (Pavlikova et al. 2009).

Doherty (1990) upozoriuje, ze lze velkou ¢ast vyzkumné Cinnosti sladkovodnich mlzi
v 80. letech pficCist narGstajicimu pouzivani Corbicula spp., jak v terénu, tak ve studiich
v laboratornich podminkdch. Ddéle néasledovalo hojné pouzivani sladkovodniho rodu
Dreissena k vyzkumnym tceltiim. Priblizné ve stejné dobé se pro vyzkumy (Balogh & Salanki
1984; Holwerda et al. 1985) taktéz pouzivaly sladkovodni druhy taxont Anodonta spp. nebo
Elliptio complanata (Lightfoot, 1786), primarné za ucelem zkoumani vyvoje glochidii na
juvenilni jedince za pomoci novych in vitro metod. Diky vzniku standardnich metod testovani
toxicity na sladkovodnich mlzich v roce 2006, byl zaznamenan vy$si zajem o monitorovani
raznych druh mlzt pro hodnoceni dopadii toxickych latek (Farris & Van Hassel 2019).



2 Cile prace

Cilem price bylo testovat hypotézu, ze vybrané polutanty (karbamazepin, sertralin,
dusi¢nany, amonium a méd’) maji vliv na zivotaschopnost glochidii Anodonta anatina, resp.
stanovit stfedni letdlni koncentrace (LC50) téchto polutantt.

Pro indikaci zivotaschopnosti glochidii byla pro tuto bakalafskou praci vybrana NaCl
s koncentracemi 5, 10, 15, 25 a 60 mg/ml, a proto byl stanoven tento dil¢i cil:

e Stanovit vhodné koncentrace NaCl pro indikaci zivotaschopnosti glochidii Anodonta

anatina.



3 Literarni reSerse

Tato kapitola se zabyva problematikou znecisténi povrchovych vod a testovanim
toxicity na sladkovodnich mlzich. Porovnava kritéria kvality povrchovych vod v EU ve
srovnani s USA a Australii. Dalsi podkapitoly pfinasi resersi ze standardnich metod stanoveni
akutni toxicity pro glochidia sladkovodnich mlzii. V zavéru této kapitoly shrnuji nejnoveéjsi
védecké prace veénujici se testovani toxicity karbamazepinu, sertralinu, médi, amonia a
dusicnant na sladkovodnich mlzich. Amonium a dusi¢nany jsou v této bakalaiské praci
vyjadieny jako amonny (NHs-N) a dusi¢nanovy dusik (NO3-N). Méd’ je vyjadiena v iontové
formé jako Cu?*.

Pro odliSeni dvou skupin znecistujicich latek zahrnutych v této bakalarské praci pojem
,b€zné toxikanty* oznacuje latky dusi€nany, amonium a méd’, protoze patfi mezi jedny
z nejcastéjSich toxikantd v zivotnim prostiedi. Pro karbamazepin a sertralin je pouzivan pojem
,psychoaktivni latky. Souhrnny pojem polutanty oznacuje v této bakalarské praci dohromady
ob¢ zminéné skupiny latek.

3.1 Mezinarodni kritéria kvality povrchovych vod

Polutanty jsou pfimo nebo nepifimo vypoustény do vodnich ekosystémt. Krome kovi se
v prirozeném prostfedi nevyskytuji. Pro nastoleni kritérii tedy nelze pouzit referencni
hodnoty. Spole¢né metody pro vymezeni kritérii pro sladkovodni ekosystémy jsou zalozeny
na udajich o toxicite latek uskutecnénych testi akutni a chronické toxicity v laboratofich (viz
kap. 3.2) a v terénnich studiich. Vétina kritérii se vztahuje ke koncentraci polutantu ve vode,
ale pro fadu polutanti muze byt pro ochranu vodniho zivota dualezita i1 koncentrace
v sedimentu a v biot¢ (UNEP 2014). Definované urovné ochrany se vSak v jednotlivych
zemich lisi.

3.1.1 Evropska unie

V roce 2008 Evropsky parlament spolecné s Radou Evropské unie wvydaly
aktualizovanou Ramcovou smérnici o vodach SpoleCenstvi Evropské unie, ktera stanovila tzv.
Standardy environmentdlni kvality (EQS) pro zneciStujici latky oznacované jako prioritni.
Mezi tyto prioritni latky je klasifikovano az 41 pesticida a biocidd. Dalsich 33 latek zahrnuje
tézké kovy nebo retardanty hotfeni. V piipadé potfeby tyto standardy stanovi pravidla pro
zbyvajici toxikanty na wvnitrostatni urovni. EQS jsou uvedeny jako rocni pramérné
koncentrace a pro nékteré latky jako maximalni pfipustné koncentrace. V piipadé kovu se
EQS vztahuje na koncentraci rozpusténych latek ve vode (EU 2008).

Ceské republika

V souladu s EQS zvefejnilo Ministerstvo zivotniho prostiedi Ceské republiky Ramcovy
program monitoringu, schvdleny ke dni 22. 11. 2018, kdy sledované pfipustné koncentrace
byly stanoveny pro amonium na 0,005 mg/l NHs-N, pro dusic¢nany 0,3 mg/l NO3-N, pro méd’
2 ug/l Cu?* a pro karbamazepin 0,01 ug/l. Pro sertralin prozatim nebyla stanovena piipustna
koncentrace (MZP 2018).
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3.1.2 Spojené staty americké

Doporucena kritéria kvality povrchovych vod v USA (USEPA 2022) zahrnuji seznam
60 polutant. Kritéria obsahuji dvé varianty vyjadfeni pfipustné koncentrace, a to kritérium
maximalni koncentrace pro ochranu proti akutnim ucinkiim a kritérium kontinualni nebo
chronické koncentrace. Kritéria jsou odvozena ve vztahu k celkové koncentraci polutantu ve
vodnim sloupci. Pouze u tézkych kovii USEPA doporucuje aplikaci koncentraci rozpusténych
kovi, které se vice blizi biologické dostupné frakci (USEPA 2022).

Sledované pripustné koncentrace byly stanoveny pro méd’ ve slané vod¢, a to 4,8 g/l
Cu?* akutni toxicity a 3,1 pg/l Cu?* chronické toxicity (USEPA 2022). Kritéria ostatnich
polutantti se nepodafila dohledat nebo prozatim nebyla stanovena.

3.1.3 Australie a Novy Zéland

Ve smérnici pro Australii a Novy Zéland jsou specifikovany Ctyfi rizné arovné ochrany
0 Vysi 99 %, 95 %, 90 % a 80 % definované pro zhruba 50 zne&istujicich latek. Uroveii
ochrany zde indikuje procento druhii, které ma byt pted jejich vlivem chranéno. Rozhodnuti
aplikovat ur¢itou uroven ochrany na konkrétni ekosystém je vysadou kazdého konkrétniho
spravce povodi ¢i statni jurisdikce po konzultaci se zainteresovanymi stranami (ANZECC
2000).

Sledované pripustné koncentrace tykajici se ochrany sladkovodnich druhd byly
stanoveny pro amonium sestupné od 99 % po 80 % v koncentracich 0,32, 0,9, 1,43 a 2,3 mg/l
NH4-N, pro dusi¢nany v 0,017, 0,7, 3,4 a 17 mg/l NO3-N, pro méd v 1, 1,4, 1,8 a 2,5 pg/l
Cu?* (ANZECC 2000). Pro psychoaktivni latky se opét hodnoty nepodafily dohledat nebo
zatim nebyly stanoveny.

3.1.4 Porovnani kritérii kvality povrchovych vod

Vzhledem k odli§nému pristupu definovani kritérii kvality povrchovych vod lze tézko
fict, které z metod budou nejacinnéjsi. Napt. praimémé hodnoty EQS pro kadmium, rtut’ a
naftalen odpovidaji 99 % drovni ochrany v Austrélii. Na druhou stranu pak nesouhlasi kritéria
pro diamizin, endosulfan ¢i simazin, kde se pfipustné koncentrace v uvedenych zemich lisi az
o desitky jednotek.

Je vSak jasné, ze odvozeni kritérii kvality povrchovych vod je slozity proces integrace
védeckych poznatkt. Kritéria pro zneCistujici latky jsou specifickd pouze pro dané zkoumané
misto, a kromé tézkych kovi, 1ze doporudit, aby tato kritéria byla vztazena na mezinarodni
urovni, jak bylo uskute¢néno u norem WHO pro pitnou vodu. Celosvétoveé uznavana kritéria
mohou hrat dalezitou roli pfi ochrané€ vodnich ekosystémt (UNEP 2014).

3.2 Standardni metody testovani toxicity na sladkovodnich mlzich

Pro kazdy organismus a kazdy polutant plati to, ze néktefi jedinci jsou vysoce citlivi na
urCité polutanty a néktefi jsou naopak k témto latkam tolerantni. Védci dokazali prizpusobit
tento interval tolerance v rdmci populace a navrhli standardni metody vykonu laboratornich
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experimentd k posouzeni toxicity dané latky. Statistické metody byly vyvinuty tak, aby
poskytly spolehlivy odhad stfedni letalni davky ¢i koncentrace (Sparling 2016).

Testy toxicity jsou mimojiné definovany dobou a zpisobem expozice a také tzv.
endpoints, coz jsou parametry, které jsou v testech sledovany a slouzi k hodnoceni ekotoxicity
(napt. mortalita jedincd; Pavlikova et al. 2009). Radu let tzv. ,,zlaty standard“ uréoval median
smrtelné davky (LD50) nebo koncentrace (LCS50), ktery statisticky usmrti 50 % jedincu
z testované populace. Pojmem déavka rozumime takové mnozstvi toxické latky, kterému je
organismus vystaven. Toto mnozstvi je pfesné¢ znamo, nebot je latka podana napf. injekéné
nebo oralné apod. Pojmem koncentrace naopak rozumime to, kdyz je dana latka obsazena
napt. ve vodé Ci potrave, ale presné mnozstvi pfijaté koncentrace neni znamo a muze se mezi
jedinci li§it (Sparling 2016).

Rané experimenty rychle odhalily vyznamnost doby expozice pro stanoveni smrtelnych
davek ¢i koncentraci. Davka, ktera prvni den piisobeni nemusela mit zadny ucinek, za tyden
mohla zpasobit 100% tmrtnost populace. Pro standardizaci takovych testi existuje nékolik
globdlnich instituci, a to USEPA, APHA, ASTM, ISO, Environment Canada a OECD.
Organizace ASTM International vypracovala metodiku pro testovdni toxicity na
sladkovodnich mlzich (ASTM 2006).

Standardizované testy zahrnuji obvykle dobu expozice definovanou jako:

o akutni — testy vyzadujici 24-96 hodin

e chronickou — obvykle 28 dni a vice (Sparling 2016)

Zatimco na konci minulého stoleti dikazy o citlivosti glochidii sladkovodnich mlzi na
konkrétni znecist'ujici latky rostly, neexistovaly standardni testovaci metody pro rana zivotni
stadia mlzi (Farris & Van Hassel 2019). NedostateCné informace o pozadavcich na
laboratorni kultivaci mlzd spjaté s nedostatkem znalosti o celkovém zivotnim cyklu,
znemoznilo moznost definovat vhodné podminky testovani (napf. dobu expozice). Rozdily v
testovacich metodach branily porovnavani dat napfi¢ studiemi. Byly vyjadieny obavy, ze
metody pro provadéni laboratornich testd toxicity s mlzi, zejména pak testy s glochidiemi,
byly prilis unikatni a kvalita dat o toxicité pro mlze neméla byt hodnocena podle stavajicich
pokynt (ASTM 2006). K vyfesSeni téchto obav, ameri¢ti védci z akademického vladniho a
soukromého sektoru v roce 2006 prezkoumali pro organizaci ASTM International vice nez
140 studii zabyvajicich se testovanim toxicity na sladkovodnich mlzich a dalSich malych
obratlovct, aby rozsifili své vlastni zkuSenosti a usnadnili zalozeni konsenzualnich metod a
doporuCeni pro zajiSténi kvality pro provadéni laboratornich testi toxicity s larvami a
juvenilnimi (sladkovodnimi) mlzi (Augspurger 2007).

Metodika ASTM E2455-06 poskytuje souhrn podminek pro provadéni testd toxicity s
glochidiemi a juvenilnimi mlzi. Nasledujici podkapitoly 3.2.1-3.2.10 jsou souhrnem téchto
metod (ASTM 2006), které jsou pripadné doplnény o citace z metodiky ASTM pro testovani
akutni toxicity na rybach, velkych obratlovcich a obojzivelnicich (ASTM 1996) a monografie
Zdklady vodni ekotoxikologie (Kopp et al. 2015).

3.2.1 Vybaveni pro testovani toxicity na sladkovodnich mlzich

Pro testovani toxicity na mlzich se nejCastéji vyuzivaji prutocné systémy. To znamena,
ze roztok testované latky a fedici voda se v testovacich nadrzich kontinualné obnovuji po

12



celou dobu testu. Cely prato¢ny systém by meél byt navrzen tak, aby umozioval miseni
testovanych latek s fedici vodou (viz kap. 3.2.2) bezprostiedné pred vstupem do testovacich
nadrzi. Lze pouzit raznych nastroji jako jsou napf. stiikacky, sifony, Cerpadla, saturatory,
solenoidy, ventily apod. (ASTM 2006).

Vsechny nadrze by mély byt vybaveny regulaci teploty vody a provzdusnovanim.
Pouzity vzduch by nemél obsahovat oleje a jiné vypary. Nadrze s vodou, které ptijdou do
styku s testovanymi mlzi, by nemély obsahovat materialy, resp. latky, které mohou byt
pozdéji vyluhovany nebo rozpustény ve vodnych roztocich. Zaroveini by potiebné vybaveni
mélo byt zvoleno tak, aby se minimalizovala sorpce testovanych latek. Pro nadrze a dalsi
nutné vybaveni se doporucuji materialy jako napt. sklo, nerezova ocel typu 316L, nylon a
fluorouhlikové plasty. Beton a tuhé plasty 1ze pouzit pro aklimatiza¢ni nadrze. Mély by ov§em
byt namocené v tekouci vodé alespori po dobu jednoho tydne pfed pouzitim. Pro testovani
neni vhodné litinové potrubi, protoze muze obsahovat koloidni Zelezo (ASTM 1996).

V piipadé statického testu jsou testované organismy a roztok testované latky pfidany do
testovacich nadob na ur€itou dobu. Frekvence dodavani vody do testovacich nadrzi by méla
byt zalozena na dob¢€ expozice a na trvani stability expozicnich koncentraci napt. na zaklade
degradace, hydrolyzy, oxidace, fotolyzy, redukci, sorpci ¢i vyparu. V idealnim pfipadé je
treba provést predbézné zkousky, k urené toho jak Casto, je tfeba ménit vodu pro zachovani
jeji kvality.

Je tfeba zachovat oddé€lené prostory pro kultivaci organismu a pfipravu roztoku apod.
Ventila¢ni systémy by mély byt navrzeny tak, aby nedochazelo k recirkulaci, kiizené
kontaminaci ¢i tniku vzduchu (ASTM 1996).

3.2.2 Redici voda

Pro testovani toxicity 1ze pouzit jako fedici vodu, pfirodni vodu ze studny nebo pramene
rovnomérnéj§iho razu, nez byvaji povrchové vody. Pokud budeme chtit pouzit povrchovou
vodu, m¢l by byt odbér umistén zhruba 1 m pod povrchem. To slouzi k zamezeni ptipadné
kontaminace, a i k maximalizovani koncentrace rozpusténého kysliku. Ten pomaha zajistit,
aby koncentrace sulfidu a Zeleza nebyly pfili§ vysoké (ASTM 1996).

Pro testovani toxicity lze pouzit jako fedici vodu 1 tzv. rekonstituovanou vodu, ktera je
destilovana nebo deionizovana. Pfipadné lze ob€ moznosti michat pro vytvoreni
pozadovanych vlastnosti vody jako je tvrdost, vodivost ¢i pH aj. (ASTM 1996).

Redici voda by méla byt dostupna v dostateném mnozstvi, pfijatelna pro organismy
a v jednotné kvalité pro vSechny testované mlze. Idedlnim pozadavkem pro kvalitu fedici
vody je, aby se testovany organismus dokazal ve vodé vyvijet, pfipadné dale rozmnozovat.
Hrotnatky Daphnia magna (Straus, 1820) jsou velmi nachylné na zmény kvality vody, proto
se Casto pouzivaji jako testovany organismus pro kvalitu fedici vody. Pokud by hrotnatky
behem 48 hodin vykazovaly znamky stresu, je pravdépodobné, Ze tato voda nebude pfijatelna
pro vétsinu sladkovodnich zivocichti (ASTM 2006).

Pro testy toxicity bychom neméli pouzivat chlorovanou vodu, protoze zbytkovy chlor a
oxidanty produkované chlorem jsou toxické pro mnoho vodnich organismi. Ani
dechlorovana voda neni vhodnym kandidatem, protoze dechlorace ¢asto neprobiha uplné a
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muze stejn€ jako chlorovana voda obsahovat zbytky meédi ¢i jinych tézkych kovu a jeji kvalita
znacéné kolisd (ASTM 1996).

Redici voda by se méla pied zahajenim testu intenzivné provzdusnit. Dostatetné
provzdusnéni zvySuje pH a koncentraci rozpusténého kysliku, ktera by se méla pohybovat
mezi 90—-100 % nasyceni k zajisténi piijatelné koncentrace rozpusténého kysliku v testovacich
nadrzich. Prilisné presyceni plyni by mélo byt znemoznéno zahtivanim fedici vody. Voda,
ktera by eventualné mohla byt kontaminovana fakultativnimi patogeny, muze projit pres
hlavni filtr s velikosti pora 0,45 um a méné (ASTM 1996).

3.2.3 Priprava zasobniho roztoku

V nékterych pripadech se testované latky pridavaji pfimo do fedici vody, obvykle se ale
pro testovani vytvari zasobni roztok. Ten vznikd tim, kdyz je testovana latka rozpusSténa
v rozpoustédle a az nasledné pfidana do fedici vody. S vyjimkou hydrolyzovatelnych ¢i
oxidovatelnych latek je preferovanym rozpoustédlem sterilizovana voda. Pro zasobni roztok
lze jako rozpoustédlo pouzit nékteré zasady, které ale mohou vyrazné ovlivnit pH roztoku.
Pokud je pouzito jiné rozpoustédlo nez voda, méla by jeho koncentrace v zasobnim roztoku
byt minimalni, aby neovlivnila testované organismy, resp. nesmi piekrocit 0,5 ml/l pfi
akutnich testech toxicity a 0,1 ml/l pfi chronickych testech toxicity. V takovém piipad¢ je
nejcastejSim rozpoustédlem triethylenglykol, protoze je malo toxicky pro vodni organismy
(ASTM 2006).

3.2.4 Odbér materskych jedinca

Pokud chceme provadét testy toxicity na glochidiich, méli bychom nejdfive odebrat
gravidni samice a uchovat je pfed odebranim glochidii v laboratoti (ASTM 2006). Existuje
i alternativni metoda, kdy Zimmerman a Neves (2002) navrhli, Ze glochidia nékterych druhd,
napt. Villosa iris (Lea, 1829) nebo Actinonaias pectorosa (Conrad, 1834) by mohly byt
odebrany v terénu a pievezeny do laboratofe v chladné vode. V téchto podminkach mohou byt
glochidia zivotaschopna po dobu nékolika let bez snizeni schopnosti uspésné se prichytit na
rybiho hostitele. Tento postup muze byt zvlasté uziteCny v pripadé€ testovani s ohrozenymi
druhy mlzi. Pokud glochidia odebereme jiz v terénu, samice tak mohou byt okamzité vraceny
do jejich pavodniho stanovisté.

Pii vybéru konkrétnich druhti sladkovodnich mlzi bychom méli provéfit hledisko
snadné manipulace. To znamena, ze pfednost by mély mit ty druhy, které byly jiz dfive
v provedenych vyzkumech uspésné kultivovany v laboratofi s nizkou mortalitou, jako napft.
Lampsilis cardium (Rafinesque, 1820) a Anodonta anatina (Linnaeus, 1758). Testované
organismy by nemély byt pred zacatkem testu vystaveny polutantim nebo jinym zdrojam
stresu. Dospéli mlzi odebrani v terénu by neméli vykazovat znamky zjevnych télesnych
abnormalit, jimiZ jsou napf. rozbité schranky. Vysoka mira preziti dospelych mlzi né€kolik dni
po narozeni v laboratornim prostfedi by méla naznaCovat, ze se organismy pfizpusobily
novému prostiedi. Dlouhodobé gravidni druhy (Lampsilinae a Anadontinae) maji tendenci
uchovavat sva embrya nebo glochidia béhem piepravy ¢i manipulace. Dospélé mlze 1ze do
laboratote dopravit pfi teploté asi 4-10 °C pomoci igelitovych sackl s ledem nebo igelitovych
sackd umisténych v ledu nebo v chladicich zafizenich (ASTM 2006).

14



Chen et al. (2001) doporucuji piepravu dospélych mlzi v dobfe provzdusnéné vode,
transport by nemél trvat vice jak 12 hodin. Aby matky nepotratily embrya ¢i glochidia, po
transportu je tfeba je umistit v laboratofi do podobné studené vody. Tuto vodu je mozné
zahtivat kazdou hodinu o 3 °C do pozadované hodnoty, vétSinou zhruba 20 °C.

3.2.5 Kaultivace materskych jedincu

Kdykoli jsou do laboratofe prevezeni dospéli mlzi, mély by byt tyto organismy
umistény do karantény po dobu 14 dni nebo dokud se tito jedinci nesprosti nakazy. Celkovy
zdravotni zaznam by se mél provadét alespon jednou tydn€. Pokud je skupina mlzd vazné
nemocna, je ¢asto nejlep§im feSenim celou skupinu okamzité vyhubit (Farris & Van Hassel
2019).

Cope et al. (2003) doporucuji podavat dospélym mlzim dvakrat denné 1 x 10° bunék
fas/ml nebo 4 mg/I sudiny fas. Dospélé mlZe miZeme krmit i kontinualn& b&hem dne 2-5x 10*
bunék fas/ml nebo 1,9 mg/l suSiny fas. Konkrétni mnozstvi fas se odviji od mnozstvi
z prirozeného stanovi§te odbéru dospélé samice. Dospéli jedinci Lampsilis cardium byly
chovany v laboratofi v provzdusnénych pratocnych akvariich o objemu 100—150 1 s pratokem
20-301/h. Akvaria obsahovala také pisek a voda se udrzovala pfi teploté 1015 °C.

3.2.6 Izolace glochidii

Béhem raného vyvoje rostou glochidia v zabrach matky. Zralost glochidia lze urcit
podle barvy Zaber samice. Zabry, které najdeme pod zadnim svéracim svalem, viz anatomie
mlze na obr. 1, obsahujici zrald glochidia jsou zvétSené a maji hnédou barvu. Naproti tomu
zvétSené bézové nebo bilé zabry dospélého jedince mohou obsahovat nezrald glochidia.
Vizualni prohlidku zaber samice mlze 1ze provést opatrnym odklopenim Zzaber otevienim
boku lastury. Zrala glochidia Ize jemné vyplachovat z téla samice do diezu nebo jiné mélké
nadoby pomoci sterilni podkozni injekcni stfikaCky naplnéné fedici vodou, ve které byly
samice drzeny. Velikost jehly by meéla byt zhruba 3,8 mm a mérka 16-20 mm. Je tfeba dbat
na to, aby nedoSlo k poskozeni zaberni struktury. Je tfeba otevirat mlze pomalu pomoci
reverznich klesti nebo pomoci Hartmannova rozeviraciho nosniho zrcatka. Pfili§ rychle
otevirani mlzii maze zpusobit prasknuti chlopni nebo vyvraceni svéract (ASTM 2000).

pfijimaci
otvor

10 mm

Obr. 1 Schéma anatomie mlze (Kvacek 2000)
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Pfi manipulaci s matefskymi jedinci nesmi dojit k poskozeni vnitinich organti, labialni
palpy nebo struktury zaber. Glochidia mohou byt také izolovana odfiznutim Casti zaber ze
zaberniho otvoru. Glochidia se nasledné¢ odtrhnou ve vod€. Bohuzel tato metoda je
destruktivni pro zabry samice (ASTM 2000).

3.2.7 Kultivace glochidii

Zimmerman a Neves (2002) zjistili, ze glochidia ihned po opusténi zaber kultivovana
pii nizSich teplotach 0—10 °C zistala Zivotaschopnd déle nez ty pii 25 °C. Glochidia Cerstveé
odebrana matce jsou kirehka a je nutné s nimi manipulovat opatrné. Transport glochidii by mél
prob&hnout v co nejkrat§Sim mozném Case.

Izolovana glochidia mohou byt uchovavana napt. v Petriho misce pied zahajenim testd
toxicity. Glochidia Anadontinae mohou drzet pohromadé pomoci pfilnavosti byssalnich
vldken. Tyto shluky glochidii lze opatrné oddélit nasatim a vyjmutim z pipety. Zralost
glochidia Ize urcit mikroskopickym vySetfenim. Zrala glochidia nemaji vyvinuté embryonalni
membrany a Zivotaschopna glochidia oteviraji a zaviraji své chlopné. Zivotaschopnost
glochidii izolovanych od matky by méla byt vyhodnocena testovanim toxicity roztokem NaCl
nebo KCI. Zrald a zdrava glochidia se v reakci s pfidanim roztoku do vody zaviou. Testy
toxicity se obvykle zahajuji, pokud je pocatecni zivotaschopnost glochidii >90 %. Izolovana
glochidia beéhem kultivace i v prubéhu testa toxicity nejsou krmena (ASTM 2000).

3.2.8 Zahajeni testu toxicity na sladkovodnich mizich

Expozice se obvykle zahajuji ve stejny den, kdy jsou glochidia izolovdna od matky.
Nicméné Wang et al. (2003) pozorovali, zZe citlivost na méd’ glochidii Lampsilis siliquoidea
(Barnes, 1823) izolovanych od matky 24 hodin pied zahajenim test toxicity byla stejna jako
u Cerstvé izolovanych glochidii. Testy toxicity by mély byt provadény na glochidiich
minimaln€ ze tfi riznych samic, ovSem po kontrole jejich zivotaschopnosti. Tento zptisob
testu pomuze s identifikaci citlivosti riznych druht glochidii na exponované polutanty. Testy
toxicity na glochidiich z jedné samice mohou byt provadény, nebo respektive by mély byt
provadény v takovém piipad€, kdy jde o ohrozeny druh, ov§em je nutno vysledky téchto testt
interpretovat s opatrnosti.

3.2.9 Prubéh testovani toxicity

Pro latky s pomalym pusobenim tyto testy trvaji 96 hodin. Vyhodné je volena
logaritmické koncentra¢ni fada jako jsou napt. 0.01, 0.1, 1, 10 a 100. Orientacni test by mé¢l
zjistit koncentraci, kterd usmrcuje vSechny organismy a koncentraci, pfi které témer zadné
neuhynou. Na zakladé vysledka orientacniho testu v dobfe zvolené koncentracni fade, ktera
zahrnuje koncentrace s 0-100% ucinkem (vhodnéj§i 5-95% ucinkem), centrované okolo
LC50 je uskute¢nén tzv. zakladni test (Kopp et al. 2015).

Citlivost testd toxicity CasteCné zavisi na poctu opakovani. Pokud variabilita zlstane
konstantni, citlivost testu se zvySuje s poctem opakovani. Minimalni doporuceny pocet
opakovani se li§i podle cilu testd a statistické metody pouzité pro analyzu dat (Kopp et al.
2015).
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Test toxicity, ktery ma umoznit vypocet LC50, se obvykle sklada z jednoho nebo vice
pocatecnich tzv. kontrolnich pokust a koncentracni fady nejméné péti pokusi s riznymi
koncentracemi testované latky. PocateCni pokusy v fedici vod€ bez pridané testované latky
slouzi pro kontrolu zivotaschopnosti organismu. Nasledujici zvolené koncentrace by podle
ASTM (2006) v dalSich krocich mély byt asi o 50-60 % vySssi nez predchozi koncentrace,
protoze pokud napf. nezname mozné ucinky polutantu pii fedicim faktoru 0,5 — 0,6; testovani
poskytne vysledky LC50 pro vice dob expozici a je pravdépodobné, ze vSechny koncentrace
nebudou pfili§ vysoké nebo nizké. Pokud je pocate¢ni odhad toxicity latky az pfili§ nejisty,
muze byt geometricka fada navysSena az na sedm koncentraci (ASTM 2006).

Pokud je cilem testovani zjistit, zda je dana specificka koncentrace akutné toxicka pro
testovany druh a zda je LC50 vys$$i nebo niz§i nez urcena koncentrace, pak je zadouci pro
divéryhodnost vysledku toxicity zvolit dvé dalsi koncentrace na Grovni pfiblizné poloviny a
dvojnasobku urc¢ené koncentrace, ktera je predmétem zajmu (ASTM 2006).

3.2.10 Odchylky ve vysledcich testii aneb presnost a predpojatost

Presnost je termin, ktery popisuje miru, do jaké se ziskané udaje na zakladé
opakovanych méfeni li§i. Predpojatost je rozdil mezi zji§t€nou a referen¢ni hodnotou.
Kvantitativni stanoveni piesnosti a odchylky pfi testech toxicity vodnich organisma je obtizné
nebo muze byt v nékterych pfipadech i nemozné. To je zpisobeno mnoha neznamymi
proménnymi, které ovliviiuji reakci organismu. Protoze neexistuje zadny piijatelny referencni
material vhodny pro stanoveni bézné odchylky u testd toxicity, vyhodnocuje se pouze
porovndnim reakci s kontrolnimi grafy, viz kap. 5. Testy toxicity vykazuji variabilitu
zpusobenou nékolika faktory. Mohou to byt napf. , vnitrolaboratorni“ faktory odrazejici
schopnost vySkoleného laboratorniho personalu opakované ziskat konzistentni vysledky pfi
provadéni stejnych testi se stejnymi organismy za pouziti stejného polutantu. OvSem
reprodukovatelnost vysledkti v tomto pfipad€ zajiStuji tzv. ,,mezilaboratorni faktory.“ Pfi
nichz je stejna metoda testovana velkym poctem laboratofi. Paradoxné mezilaboratorni
vysledky jsou vice variabilni nez ty vnitrolaboratorni (ASTM 2006).

Miru presnosti lze vypocitat pomoci priméru a relativni smérodatné odchylky nebo
procentualniho variacniho koeficientu vysledki replikovanych testi. Tuto miru piesnosti
ovSem nelze pouzit pro koncentrace, u kterych nebyl pozorovan zadny ucinek (ASTM 2006).

3.2.11 Budouci vyvoj standardnich metod

Metodika ASTM E2455-06 zahrnuje budouci cile, mezi které patii chybéjici porovnani
vysledkt testt toxicity u glochidii a juvenilnich jedinct odebranych z riznych zemépisnych
oblasti. Chybi také porovnani citlivosti glochidii izolovanych od matek v laboratofi a
odebranych z terénu (ASTM 2006).

Co se tyCe problematiky testovani toxicity na sladkovodnich mlzich, mizeme metodiku
ASTM opravdu nazyvat ,,mezinarodni“. Ovsem co se tyCe dalSich vodnich druht vychazi zde
nékolik zpusobu testovani (viz kap. 3.2). Metody se mezi sebou lisi, reprodukovatelnost
vysledkt je narocnéjsi a zavér je podobny jako v kap. 3.1.4 | celosvétové uznavana kritéria
mohou hrat diileZitou roli pri ochrané vodnich ekosystému (UNEP 2014).

17



Také oznacovat 28denni expozici mlzu za chronickou je u téchto druhd, které mohou zit
desitky let, sporné. Bylo by uzite¢né poskytnout dalsi pokyny ohledné optimalnich pozadavkt
na krmeni a dal§ich testovacich podminek béhem dlouhodobé expozice. Zejména u téchto
dlouhovekych organismi s opozdénou reprodukcni zralosti budou dilezité alespon nékteré
studie reprodukcniho cyklu. McKim (1985) ve svych studiich poukazuje na to, ze testy ranych
stadii zivota s bézné€ testovanymi rybami a bezobratlymi poskytuji dobry odhad ucinka
pozorovanych pfi testech reprodukce v celém Zzivotnim cyklu (napf. v 83 % pfipadu ve
srovnani s priblizné 100 jedinci se jednalo o chronické ucinky predpovézené v testech ranych
stadii zivota podobné chronickym ucinkim v testech celého zivotniho cyklu), coz je
prediktivni faktor, ktery nam v soucasnosti chybi pro nasSe kratkodobé (24hodinové az
28denni) testy mlz0. Je rovnéz zapotiebi vyvinout metody pro testy toxicity s dospélymi mlzi
a standardni metody pro testovani sedimentti s vyuzitim raznych zivotnich stadii mlza (Farris
& Van Hassel 2019). Metody kultivace v umélych odchovech jsou u mnoha druhtt mlzi
neznamé nebo nedostate¢né, proto je také dualezity dalsi vyzkum v oblasti kultivace, ktery by
zajistil rozmanitost testovanych druha (Barnhart 2006).

3.3 Psychoaktivni latky oproti béznym toxikantum

Pro podkapitoly shrnujici vyskyt, resp. monitorované koncentrace toxikantu
v povrchovych vodach CR byla zejména zvolena publikace Hydrochemie (Pitter 2015), kterd
shrnuje monitoring zne&istujicich latek ve vodach CR. Pro psychoaktivni latky byla zvolena
literatura pracujici s daty z evropskych zemi. Literarni reSerse byla sepsana na zakladé€ hledani
v databdzich JSTOR, ScienceDirect, Web of Science, Wiley pfipadné Google Scholar pod
anglickymi klicovymi slovy sertralin, carbamazepine, concentration, freshwater ecosystem
apod. Tyto databaze taktéz slouzily pro hledani literatury v kapitolach o toxicité daného
polutantu. Byla pouzita anglicka kliCova slova jako acute toxicity, glochidium, freshwater
ecosystem, carbamazepine, sertraline, nitrate, ammonia a copper.

Dulezitym kritériem pro relevanci studii v této bakalafské praci byl rok vydani
minimalné od 2014 a vySe. Pro psychoaktivni latky jsou pouzity studie z USA (Hazelton et al.
2014) Kanady (Gilroy et al. 2017), které taktéz zahrnuji citace praci evropskych kolegti. Pro
karbamazepin byla také pouzita studie z Chile (Aguirre-Martinez et al. 2015). Tyto prace se
zabyvaji predevs§im akutni toxicitou na dospéla stadia sladkovodnich mlzi. Pro toxikanty byly
dvé studie toxicity dusi¢nand provedeny na univerzitach v USA (Fritts et al. 2014; Moore &
Bringolf 2018) a jedna v Ceské republice (Douda 2010). Dalsi dvé studie o toxicité médi a
amonia byly provedeny v Austrilii a Novém Zélandé (Clearwater et al. 2014; Markich 2017).
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3.3.1 Psychoaktivni latky ve vodnim prostiedi

Psychoaktivni latky je zastfeSujici pojem pro ruzné chemické latky, které maji vliv
na psychiku a mohou byt silné navykové. Psychoaktivni latky lze zhruba rozdélit
do tii kategorii:

1. Latky ve voln¢ prodejnych vyrobcich (napt. kofein, nikotin apod.).

2. Léky na predpis neboli psychoaktivni 1éCiva (anestetika, analgetika, antidepresiva

apod.

3. Tlegalni drogy (napf. LSD, marihuana, pervitin apod.) (UZIS, 2022).

Psychoaktivni latky se do zivotniho prostfedi dostavaji napt. splachovanim nepouzitych
nebo proslych 1é¢iv do zachodu nebo prostfednictvim vykali a moci (Kummerer 2009).
Psychoaktivni latky uzivané lidmi se obvykle uvoliiuji do kanalizace, prochazeji Cistirnami
odpadnich vod (COV) a nasledné se dostavaji do vodniho prostiedi. Lé¢iva pouzivana ve
veterindrni mediciné, napt. v chovech hospodaiskych zvifat a ryb, se vSak vétSinou vylucuji
ptimo do ptidy nebo do povrchovych vod a neprochazeji COV (Rivera—Utrilla et al., 2013).
Bohuzel, i kdyz chemické latky projdou COV, nejsou zcela odstranény (Heberer, 2002).
Konvencni Cistirny jsou obvykle zaloZeny na pouziti mikroorganismd, které nejsou schopny
zniCit slozité organické slouCeniny. Proto muze byt procento odstranénych chemickych
slouCenin 1 nizsi nez 10 % (Rivera-Utrilla et al. 2013).

Sertralin

Sertralin se pouziva k 1écbé& klinické deprese, obsedantné kompulzivnich, panickych a
posttraumatickych poruch. Radime ho mezi antidepresiva tzv. tieti generace (TCA), tedy
latky inhibujici zpétné vychytavani serotoninu. Sertralin patfi mezi nejprodavanéjsi
antidepresiva v Evrop€, o Cemz svéd¢i roCni mira spotieby obyvatel Danska, Norska ci
Finska, ktera ¢ini 122, 157 a 76 g/1000 obyvatel (Christenzen et al. 2007). Dle tdaju Statniho
Gstavu pro kontrolu 1é¢iv byl v CR prokazatelné od roku 2011 do roku 2016
nejpredepisovangj§im antidepresivem (Sefferova 2017).

Vyskyt sertralinu v povrchovych vodach

Kromé toho, ze byl sertralin detekovan ve vypousténych odpadnich vodach (Schultz &
Eurlong 2008). Brooks et al. (2005) detekovali sertralin a jeho primdrni metabolit
desmethylsertralin ve svaloving, jatrech a mozku nékolika druhti ryb. Koncentrace sertralinu v
povrchovych vodach v Evropé a v USA se pohybuji v rozmezi 1-20 pg/l (Lamas et al. 2004;
Himmelsbach et al. 2006; Vasskog et al. 2006; Metcalfe et al. 2010), pricemz nejvyssi
koncentrace kolem 50 pg/l byly pfilezitostné detekovany naptiklad v Minnesoté (Schultz &
Eurlong 2008) nebo ve Slovinsku (Klancar et al. 2016). COV viak mohou odstrafiovat
pomérne vysoké mnozstvi sertralinu; v riznych studiich se takové mnozstvi pohybuje mezi
40-80 % (Styrishave et al. 2011; Golovko et al. 2014; Klancar et al. 2016).

V CR byl obsah sertralinu analyzovan ve vzorcich z fek z celé republiky. Na v&tsing
analyzovanych lokalitdch byla tato chemicka latka nalezena v koncentracich mezi 2-5 pg/l
(Fedorova et al. 2014; Grabicova et al. 2014; Grabicova et al. 2015). Golovko et al. (2014)
analyzovali mnozstvi sertralinu v COV v Ceskych Budgovicich a dosli ke koncentracim
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od 7 do 27 pg/l v piitoku a koncentracim od 3 do 6 pg/l v odtoku z této COV. Koncentrace se
lisily v zavislosti na ro¢nim obdobi, pfi¢emz spotieba se zvySovala v zimnim obdobi, kdy vice
lidi trpi depresemi. Nicmén& v CR nebyl proveden zadny vyzkum v exponovanych oblastech,
napt. v nemocnic¢nich odpadnich vodach z psychiatrické 1éCebny.

Toxicita sertralinu pro sladkovodni mlze

Hazelton et al. (2014) pii studiu G¢inkt antidepresiv tfeti generace v koncentracich 0,
0,5, 2,5 a 22,3 pg/l na chovani dospélého mlze Lampsilis fasciola (Rafinesque, 1820) béhem
67denniho experimentu zjistili, ze pti téchto koncentracich ve srovnani s kontrolni expozici (0
ug/l) dochazelo k vyznamnému zvySeni pohybu mlze. Takové zmény v chovani
pravdépodobné zvys§i nachylnost k predaci a mohou také ovlivnit kolob&h zivin v
sedimentech. Mlzi jsou duleziti pfi udrzovani stability a struktury sedimenti a také pfi
poskytovani stanovist' pro dalsi velké bezobratlé (Sehonova et al. 2018).

Podle studie Gilroy et al. (2017) zamé&fené na vliv 1éCiv (amitriptylin, iopamidol a
sertralin) na razna zivotni stadia Lampsilis siliquoidea (Barnes, 1823), vychazi sertralin jako
nejtoxictejsi latka pro vSechna zivotni stadia testovaného mlze. LC50 sertralinu pro glochidia
Lampsilis siliquoidea byla vypoCtena na 60 ug/l. Vysledky studie odhaluji, ze glochidia,
jakozto nejcitlivéj§im zivotnim stddiem mlze by mohla v budoucnu fungovat jako
bioindikator pro posouzeni toxicity latek, které se tykaji sladkovodnich mlzi.

Karbamazepin

Karbamazepin je antikonvulzivni a ndladu stabilizujici 1€k pouzivany predevsim pfi
1écbé epilepsie a bipolarni poruchy, stejné jako pii neuralgii trojklanného nervu.
Karbamazepin je tricyklickd sloucenina chemicky ptfibuznd TCA s antikonvulzivnimi a
analgetickymi vlastnostmi (Wu 2012).

Karbamazepin je ve své podstaté hydrofilni, coz znamena, ze se prednostné nachazi v
kapalné fazi, nez aby se vazal na pudni Castice (Carter et al. 2014). Mezi nejCastéji
diklofenaku, kyseliny salicylové pravé karbamazepin s koncentraci dosahujici vice jak 1 pg/l
(Yang et al. 2017).

Dle studie Kofistkové & Grundmann (2006) byl karbamazepin mezi lety 1993-2004
dokonce nejspotiebovangj$im antiepileptikem v CR vzhledem k 2.0-2.2 spotiebovanych
dennich dédvek na tisic obyvatel.

Vyskyt karbamazepinu v povrchovych vodach

Dulezitym zdrojem karbamazepinu v povrchovych vodach jsou odpadni vody. Napf.
b&zn& uzivany paracetamol se zda diky uinnosti COV oproti karbamazepinu zcela odstranén.
Karbamazepin je naproti nému relativné perzistentni a Cistirny si s nim nedokazou v celkovém
souhrnu koncentraci poradit (Gros et al. 2012). Dle studii provadénych v USA (Segura et al.
2011), Némecku (Wiegel et al. 2004), Spanélsku (Gros et al. 2012) a Velké Britdnii
(Kasprzyk—Hordern et al. 2008) se hodnoty koncentrace karbamazepinu v povrchovych
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vodach v oblastech pod COV pohybovaly mezi 0,0002-0,684 pg/l. Podle studie Wilkinson et
al. (2022) byly zaznamenany nejvyssi koncentrace karbamazepinu az 10 pg/l.

Toxicita karbamazepinu pro sladkovodni mlze

Je znamo, ze TCA maji pii konzumaci lidmi rizné vedlejsi Gcinky. Navic u ryb vedla
expozice k vyznamnému zvySeni mortality, vyvojové retardaci, morfologickym anomaliim a
patologickym zménam v mozku, srdci a lebecnich a ocasnich ledvinach. Kromé toho byly
pozorovany zmény v aktivité antioxidacnich enzymu a také zvySena peroxidace lipidd, a to i
pii nejnizSich testovanych koncentracich. Podle soucasnych poznatki jsou antidepresiva
vyskytujici se v povrchovych vodiach schopna ovliviiovat chovani, reprodukci, vyvoj a
prezivani vodnich bezobratlych a obratlovci (Sehonova et al. 2018).

Béhem 21denni expozice s postupné se zvySujicimi koncentracemi (0,1, 1, 5, 10, 15 a
50 pg/l) karbamazepinu byla pozorovana mortalita mlze Corbicula fluminea (Miiller, 1774)
nizsi nez 2 % ve vSech provedenych pokusech. Koncentrace byly zvoleny tak, aby odpovidaly
realnym environmentalnim hodnotam, dale vyvolaly zmény v testovanych biomarkerech
(LMS, ERPD, DBF, GST, GR, GPX, LPO, poskozeni DNA), které ptinasi dilezité
ekotoxikologické informace a poskytuji uzite¢nou referenci pro hodnoceni vlivu vybranych
1éCiv a ucinka, které 1é¢iva mohou mit na vodni bezobratlé pomoci mlze Corbicula fluminea
jako biondikac¢niho druhu (Aguirre-Martinez et al. 2015). Zajimavosti je to, Ze v porovnani se
studii Freitas et al. (2015) s moiskym druhem Scrobicularia plana (da Coasta, 1778)
s koncentracemi karbamazepinu (0,3, 3, 6 a 9 pg/l) pfi 28denni expozici zpusobily az 10%
mortalitu testované populace.

3.3.2 Toxikanty bézné ve vodnim prostredi

Pfi testovani toxicity latek beéhem poslednich 20 let se mlzi jevili jako relativné odolni
ve srovnani se standardné testovanym organismem Daphnia magna k nékterym
rozpoustédlim, herbicidim a k organochlorovym, organofosforovym ¢i pyrethroidnim
insekticidim (Farris & Van Hassel 2019). Naopak rana zivotni stadia mlza se zdaji byt citliva
na nékteré iontové slouceniny (NHs*, K*, Cu?* a Cd**) (Haag 2012). Toxicita mnoha bé&znych
toxickych latek pro tuto skupinu zistava stale neznama (Moore & Bringolf 2018).

Piestoze koncentrace pochazejicich z COV (napf. NH3* a CI), byly diky modernim
COV znaéné snizeny, populace Unionida jsou jimi stale znaén& ovliviiovany. Mouthon (1996)
hodnotil vztah mezi 11 parametry kvality vody a druhovou rozmanitosti i pocetnosti meékkysu
na 96 fekach. Dosel k zavéru, ze koncentrace amonia vyssi nez 0,6 mg/l NH3-N a koncentrace
dusi¢nant vyssi nez 20 mg/l NO3-N vedly k niz§i druhové rozmanitosti a pocetnosti mékkysa.
Ze 48 hodnocenych druhti plzd a mlzi byly Unionida nejcitlivéjsi skupinou na dané
znecCisténi, zatimco plzi Celedi Physidae byli nejtolerantnéjSimi taxony (Farris & Van Hassel
2019).

Dusi¢nany

Dusi¢nany jsou konecnym stupném rozkladu dusikatych organickych latek v prostredi
kysliku. Typicky existuji v prostiedi ve formé vysoce rozpustné ve vodé ve spojeni s ionty
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jako je sodik a draslik (Pitter 2015). Hlavnim zdrojem dusi¢nanti v podzemni vod¢ je puda, ze
které se mohou dusi¢nany vyluhovat. Dusi¢nany jsou obecné stabilni v prostiedi, mizou se
vSak redukovat na dusitany biologickymi procesy zahrnujici rostliny, mikroby atd. V pfirodé
rostliny vyuzivaji dusi¢nany jako zéakladni zivinu (Agency for Toxic Substances and Disease
Registry 2021a). Vyuziti dusiCnan plati zejména pro hnojivarsky pramysl,
v hydrogeologicky vyznamnych oblastech je obsah dusi¢nanti v podzemnich vodach sledovan
v navaznosti na mnozstvi hnojiv a dobu aplikace (Pelikdn 1983). Mezi dalSi pouziti
komercnich dusicnanti ¢i dusitan patfi konzervace potravin a vyroba munice a vybusnin
(Agency for Toxic Substances and Disease Registry 2021a).

Vyskyt dusi¢nand v povrchovych vodach

Koncentrace dusi¢nani v povrchovych vodach v poslednich letech stale roste
v ndvaznosti na rostouci pocet obyvatel a zemédélské Cinnosti. Napiiklad v Labi vzrostla
prumérna koncentrace dusi¢nant asi z 0,5 mg/l NO3-N v roce 1892 na 3,6 mg/l NO3-N v roce
1976 a v roce 1994 az na 5 mg/l NO3-N. Oproti konci 19. stoleti se jednd asi o desetindsobny
narust. Tento trend se vSak v 90. letech zastavil v disledku snizovani obsahu slou¢enin dusiku
v atmosférickych vodach (Pitter 2015). Dle CHMU (Mayo et al. 2019) byly v roce 2008 na
nékolika fekach CR naméfeny hodnoty dusi¢nanti mezi 1,5 mg/l NO3-N (Vltava) a 56,8 mg/1
NOs3-N (Jizera).

Toxicita dusi¢nant pro sladkovodni mlze

Znec€isténi povrchovych vod dusi¢nany se stalo jednou z nejrozSifené€jSich pficin
degradace kvality vody na celém svété. Akutni toxicita dusi¢nant je pro sladkovodni mlze
relativné nizka (Baker 2017), ale potencialni u¢inky expozice dusi¢nany jsou u sladkovodnich
mlzi do zna¢né miry neznamé, zejména jeho efekt béhem jejich parazitické faze slozitého
zivotniho cyklu tohoto organismu (Moore & Bringolf 2018). Nedavné studie (Edwards &
Hamlin 2018) naznacuji, ze exogenni dusi¢nany jsou biologicky aktivni a mohou ovlivnit
produkci hormont, rist a chovani u vodnich organismt. Kromé toho existuje stale vice
dikaza, ze dusiCnany mohou byt spojeny s mortalitou sladkovodnich mlzi, viz studie na fece
LuZnice (Douda 2010).

Moore & Bringolf (2018) zkoumali vliv dusi¢nant na uspésnost pfichyceni glochidia na
hostitelskou rybu a taktéz spéSnost metamorfozy v juvenilniho dospélce. Expozice glochidia
Lampsilis siliquoidea vici 56 mg/l NO3-N vedla k vyznamnému 35% snizeni celkového poctu
produkovanych mlad’at, coz je kombinovany vysledek mirného snizeni jak pfichyceni
glochidia, tak uspéSnosti metamorfdzy. Podobny trend, 28% redukce celkového poctu, byl
evidentni u koncentrace 11 mg/l. U druhu Lampsilis fasciola nebyly patrné zadné ucinky, coz
naznacuje druhové specifické rozdily v odpovédich 1 mezi blizce pfibuznymi druhy. Autofti se
s koncentracemi 11 a 56 mg/l snazili pfiblizit realnym hodnotam, proto mohou byt vysledky
této studie opravdu alarmujici vzhledem k negativnim uCinkim pfi tak relativné nizkych
koncentracich.

Pti interpretaci vysledku této studie je tfeba vzit v ivahu nékolik rysi mlziho Zivotniho
cyklu mlzi, a to stafi glochidia v dobé€ expozice a inokulace. U Lampsilis siliquoidea a
Lampsilis fasciola glochidia Casto opousti matku koncem jara nebo zaCatkem léta (Trdan
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1981). Fritts et al. (2014) zjistili, ze glochidia Lampsilis cardium odebrana v prosinci, byly
vyrazné¢ méné citlivé na NaCl nez ty, které byly odebirany v Cervnu. Ve studii Moore &
Bringolf (2018) probehlo testovani toxicity s Lampsilis siliquoidea glochidiemi v bfeznu,
zatimco expozice glochidia Lampsilis fasciola probéhla v ¢ervnu. I kdyz se nezdalo, ze by se
Lampsilis fasciola stala citlivéjsi na expozici dusiCnaniim jako ve studii Fritts et al. (2014),
stafi glochidia muaze byt faktorem pro rizné reakce té€chto druhd.

Protoze o mechanismech prichyceni se glochidii na hostitelskou rybu je zndmo jen
malo, je zapotiebi vice vyzkumu, aby se zjistilo, jak dusi¢nany ovliviiuji parazitismus bez
ovlivnéni jejich zivotaschopnosti. Soucasné studie také upozorfiuji na to, ze dusiCnany se
snadno endogenné premeénuji na NO (Edwards & Hamlin 2018), ktery se podili na zménach
endokrinni funkce a vyvoji ne€kterych vodnich organismi. NO muze hrat dilezitou roli ve
zhorSeném prichyceni a metamorfoze sladkovodnich mlzi vystavenych ptusobeni dusi¢nant,
ale je zapotiebi dalSich studii, aby bylo mozné porozumét zapojenym mechanismum.

Ve studii Moore & Bringolf (2018) expozice glochidii dusi¢naniim snizila produkci
mlad’at u jednoho ze dvou druhd, ale relevance tohoto zjisténi na urovni populace a Gcinky
expozice dusicnanim na jiné druhy a dalsi aspekty zivotniho cyklu mlza zastavaji kliCovymi
otdzkami pro budouci studie.

Med’

V ptirodé se meéd’ vyskytuje nejcastéji ve formé sulfidi (CuFeS2 a CuzS), ze kterych se
v dusledku jejich rozkladu do vod dostava zna¢né mnozstvi tohoto prvku. Antropogennim
zdrojem médi v povrchovych vodach mohou byt odpadni vody z povrchové upravy kova a
z aplikace nékterych preparatu, které se davkuji proti nadmérnému rozvoji fas a sinic (Pitter
2015).

Méd’ se pouziva k vyrob€ mnoha riznych druhti vyrobkd, jako jsou draty, instalatérské
trubky a plechy. Méd’ je také kombinovana s jinymi kovy k vyrobé mosaznych a nerezovych
trubek. Slouceniny médi se bézné pouzivaji v zemedélstvi k 1écbé chorob rostlin, jako je
plisen, k upravé vody a jako konzervacni prostiedky na dievo, kuzi a tkaniny (Agency for
Toxic Substances and Disease Registry 2021b).

Vyskyt médi v povrchovych vodach

V  prostych podzemnich a povrchovych vodach se vyskytuje méd obvykle
v koncentracich fadové jednotek az desitek pg/l Cu?*. V Labi byly v péti profilech nalezeny
koncentrace mé&di v primérném rozmezi 4 pg/l az 20,5 pug/l Cu®*. Agresivni voda stagnujici
v médéném vodovodnim potrubi muze obsahovat koncentraci i pres 1 mg/l Cu** a byly
popsany piipady s koncentraci vy$si nez 10 mg/l Cu?* (obvykle §lo o nové potrubi, ve kterém
se dosud nevytvofila ochranna vrstva hydroxid-uhli¢itant). Protoze je méd siln€ toxicka pro
ryby, je v povrchovych vodidch mezni koncentrace mnohem niz$i nez mezni hodnota pro
pitnou vodu, v CR se uvadi jako 1 mg/l Cu®*, oviem pii koncentracich nad 0,1 mg/l Cu?*
muze jiz dochazet ke zménam organoleptickych vlastnosti vody (Pitter 2015).
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Toxicita médi pro sladkovodni mlze

Soucasné zvySovani koncentraci ruznych (t€zkych) kovi vede ke komplexnim
toxikologickym interakcim, jejichz konecny dopad na biotu je obtizné predvidat. Glochidia
podnéty je omezena na kontrakci a relaxaci adduktoru (Wood 1974). Tato reakce je nezbytna
pro jejich uchyceni na hostitelské rybé a pro jejich dalsi vyvoj. Selhani prichyceni k rybimu
hostiteli po 10-14 dnech u vétSiny druhtt mlzi vede az k uhynuti (Mackie 1984). Schopnost
uzaviit chlopné je proto povazovan za indikator zivotaschopnosti glochidii (Huebner &
Pynnonen 1992).

Podle prace Markich (2017) citlivost glochidii Sesti druha sladkovodnich mlzi ke vSem
studovanym kovim (Cu?*, Zn* Co*, Cd?*, Pb*") rostla se zvySujici se dobou expozice.
U vsech druhli mlza i kovt se citlivost zvysila (nebo se hodnoty LC50 snizily) 1,7krat mezi
24 a 48 hodinami, 1,5krat mezi 48 a 72 hodinami a kumulativné 2,5krat mezi 24 a 72
hodinami. Tyto vysledky jsou srovnatelné s dal§imi studiemi (Hansten et al. 1996; Gillis et al.
2008; Wang et al. 2010; Clearwater et al. 2014)

Glochidia Sesti studovanych druha byla nejcitlivéjsi na meéd’. Pro glochidia Anodonta
anatina byla zjisténa LC50 = 43 pg/l Cu?* s alkalinitou < 50 CaCO3 mg/l, nejméné pak byla
glochidia citliva na zinek. Kromé toho byla glochidia 5—6krat citlivéjsi na méd’ nez dospélci
vSech druhti mlzi. Tento vysledek se shoduje s predchozimi studiemi, Ze rana zivotni stadia
sladkovodnich mlzi jsou nejcitlivéjsi na expozici kovim (Farris & Van Hassel 2019).

Vyzkum v pract Markich (2017) byl zaméfen zejména na druhy zijici v zalidnénych
pobieznich fekach v jihovychodni Casti Australie, a poukazal na to, ze narodni kritéria (viz
kap. 3.1.3) pro povrchovou vodu, resp. koncentrace 1 pg/ 1 Cu®* (pro 99% uroveii ochrany) a
2,5 ul Cu®** (pro 80% uroven ochrany), neodpovidaji citlivosti glochidii na testované kovy,
coz naznacuje, zZe tyto druhy nebudou v oblasti dostate¢né chranény.

Amonium

Amonium je produktem rozkladu vétSiny organickych dusikatych latek zivocisného a
rostlinného ptvodu. Je jednim z kli¢ovych zdroju dusiku v bunécné biosyntéze aminokyselin.
V Zivych organismech je nepretrzité¢ produkovan tadou biochemickych procest, a jeho
akumulace v burikach vede k poSkozeni tkani (Bittsdnszky et al. 2015). Antropogennim
zdrojem amonia organického ptivodu ve vodach mohou byt splaskové odpadni vody, odpady
ze zemeédelskych vyrob a kalova voda z anaerobni stabilizace Cistirenskych kali.
Nezanedbatelnym zdrojem amonia ve vodiach mohou byt i emise amoniaku v okoli zavodi
zivocCisné vyroby. Antropogennim zdrojem amonia anorganického puvodu jsou predevsim
dusikatd hnojiva, ktera se infiltraci a splachem ze zemé&délsky obdélavanych ploch dostavaji
do vod podzemnich i povrchovych (Pitter 2015).
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Vyskyt amonia v povrchovych vodach

V povrchovych vodach obvykle koncentrace nedosahuji hodnot 1 mg/l. napftiklad
v labskych vodach v profilu DécCin se v roce 2000 pohybovaly koncentrace amonia od 0,006
do 0,84 mg/l NH4-N. Amonium se vyskytuje zejména ve velmi zneci§ténych vodach napft.
Bilina), kde primérné koncentrace prevysuji i 10 mg/l (Pitter 2015), obecné ma amonium
leptavé ucinky a muaze snizovat ucinnost dezinfekce, vést k tvorbé dusitani v potrubi ¢i
zapricinit chut'ové a pachové problémy pitné vody (Kozisek 2003).

Toxicita amonia pro sladkovodni mlze

V ramci studie Clearwater et al. (2014) byly odebrany dospélé samice novozélandského
sladkovodniho mlze Echyridella menziesii (Gray, 1843) ze tii lokalit na severnim ostrové
Nového Zélandu. V sérii testd, které probihaly podle standardnich pokyni ASTM, byla
glochidia vystavena amoniu po dobu 6, 24 nebo 48 hodin. V porovnani s ostatnimi puvodnimi
novozélandskymi druhy byla glochidia pomémé citliva na pusobeni amonia. U glochidii
z riznych oblasti byly namétreny hodnoty LC50, po 24hodinové expozici, pii pH 7,7, (21,9,
27 a 9,6 mg/l NHs-N) a pii pH 8,0, (15,2, 14,3, 6.6 mg/l NH4-N). Autofi uvadéji, ze
Echyridella menziesii patfi mezi nejcitlivéjsi vodni druhy na akutni toxicitu amonia.
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4 Metodika

Predlohou pro metodiku experimentalni Casti bakalarské prace byla metodika ASTM
International: ASTM E2455-06 (ASTM 2006).

MIzi byli navzorkovani na lokalité Sazava — Ctytkoly a transportovani do laboratore
v ficni vode€. V laboratofi byli v pribéhu 12 dni aklimatizovani na laboratorni vodu a teplotu
zhruba 20 °C. Déle byli ptikrmovani denné suspenzi jednobunécné trasy Ettlia oleoabundans.

Glochidia byla odebrana proplachem zaber pomoci injek¢ni stiikacky dle standardnich
metod (ASTM 2006). Glochidia ziskana z né€kolika jedinct byla po ovéfeni zivotaschopnosti
pomoci NaCl (>90 %) smichana a pouzita pro test toxicity.

4.1 Testované chemické latky a cilové koncentrace

Testovaci podminky pouzité pfi stanoveni vlivu vybranych polutanti (karbamazepin,
sertralin, dusi¢nany, amonium a méd) na glochidia Anodonta anatina jsou shrnuty v tab. 1.

Tab. 1 Shrnuti testovacich podminek

Doba expozice 24 h

Endpoint LC50

Redici voda Kohoutkova voda

Tvrdost fedici vody 1,14 mmol/l (114 mg CaCOs3/1)
pH 7,63 £ 0,46

Teplota 20+2°C

Krmeni glochidif Zadné

Pocet test. koncentraci 4-5

Pocet opakovani 3

Pocet glochidii v titracni desticce | 15-30

4.1.1 Psychoaktivni latky

Psychoaktivni latky (karbamazepin, sertralin) byly ziskdny od spolupracujicich
laboratofi v ramci projekti NutRisk (FAPPZ CZU) a GACR (JCU).

Pro karbamazepin i sertralin byly zvolené cilové koncentrace pro akutni test 1, 10, 50 a
100 pg/l. Tyto koncentrace byly vybrany vzhledem k pokryti environmentalné relevantnich
hodnota nékolika vys§ich koncentraci vzhledem k absenci dat v literatufe.
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4.1.2 Toxikanty

Zdrojové toxikanty (dusi¢nany, amonium a méd) byly ziskany od chemicko-
biotechnologické spole¢nosti Sigma-Aldrich, s. r. 0. (CR).

Pro dusi¢nany byly zvolené cilové koncentrace 200, 500, 750 a 1000 mg/l NOs3-N.
Kontrolni testovani probihalo na zakladé koncentrace 4 mg/l NOs3-N, kterd byla naméfena na
zacatku testu v kohoutkové fedici vod€. Pro amonium byly vytyCeny hodnoty 4, 8, 16 a 24
mg/l NH4-N, kdy koncentrace 0,02 mg/l NH4-N je téz koncentrace naméfena v kohoutkové
fedici vodé€, na zaCatku testovani. U ostatnich polutantii se provadélo kontrolni testovani na
zakladé nulové koncentrace dané latky, protoze nebyly zaznamenany v fedici vod€. Pro méd’
byly zvoleny koncentrace 5, 10, 25 a 100 ug/l Cu?*. Vsechny zminéné cilové koncentrace
byly vybrany na zakladé analyzy literatury, aby pokryvaly oCekdvany rozsah s ptitomnosti
LC50.

U vsech studovanych latek pracuji v bakalafské praci s nominalnimi hodnotami
testovych hladin. V prub€hu experimentt byly zaroven odebrany kontrolni vzorky vody, které
budou po zpracovani obsazeny v navazujici studii zalozené na vysledcich bakalatské prace.

4.2 Prubéh testovani

Na zacatku kazdého testu byla glochidia prenesena do expozi¢nich nadob a vystavena
po dobu 24 hodin expozici vybranym polutantim ve standardizovanych podminkach (kadinka
250 ml, objem 100 ml, viz obr. 2).

Obr. 2 Sklenéné kadinky (250 ml) pouzité pro exponovana glochidia

Naésledovalo  testovani zivotaschopnosti  glochidii v titrani  desticce pod
stereoskopickym mikroskopem s fotografickym zdznamem. Skupina glochidii (cca 15-30
jedinct) z expozi¢ni kadinky byla prenesena do jednotlivych jamek titra¢ni destiCky ve tfech
opakovanich. Nasledné byla vyhodnocena behavioralni reakce glochidii (,,snapping activity*),
viz obr. 3, na standardni referencni signal (vodny roztok NaCl) aplikovany do jamek titracni
desticky pomoci automatické mikropipety.
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Obr. 3 Ing. Juan Felipe Escobar Calderon pfi zaznamu behavioralni reakce glochidii

Zivotaschopnost byla vyhodnocena na zékladé porovnani stavu glochidii pred a po (5,
10 a 180 s) aplikaci signalu pro stanoveni podilu zivotaschopnych larev. Nasledné byla
stanovena LC50 pomoci probit metody. Pii kazdém testovani bylo pouzito pét rtiznych
vyslednych koncentraci NaCl (5, 10, 15, 25 a 60 mg/ml). Tyto koncentrace mély vliv na
motivaci glochidii se uzavirat a tim byla stanovena jejich zivotaschopnost, resp. slouzily jako
indikatory zivotaschopnosti glochidii.

4.3 Vypocet LC50

4.3.1 Zpracovani dat

Reakce glochidii v titra¢ni desticce, byly zaznamenany pomoci okuldrové kamery Dino-
Eye, model AM7025X, stereomikroskopu, model SZM 45.

Obr. 4 Oteviené glochidium

o 3

Obr. 5 Uzaviené glochidium
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Celkem bylo zapotfebi vyhodnotit 1710 fotografii, tedy pro kazdy toxikant
¢i psychoaktivni latku sadu 19 fotografii ve tfech opakovanich. Pro hodnoceni otevienych (viz
obr. 4) a uzavienych glochidii (viz obr. 5) na kazdé fotografii byl pouzit software Image J, viz
obr. 6. Kazda fotografie obsahovala jedineCny néazev, ktery nasledné slouzil pro urceni pouzité
koncentrace NaCl a poradi opakovani (A, B, C) napt.: NO3-A-Omgxml0. Vysledky byly
prubézné zapisovany do programu MS Excel 2010.

file Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
O Ooc|ol /£ NALM A ovfssjur| 7| 4| &
o 80 172 [64-bit

8.0_172 [64-bit]

Save Markers

Load Markers

Export image

Measure.

Obr. 6 Zpracovani fotografie v Image J

4.3.2 Metodika vypoctu LC50

Hodnoty LC50 byly vypoCteny na zakladé probit metody. Probitova analyza byla
pouzita z davodu potieby kvantifikovat reakce ziskané na zakladé testovani akutni toxicity
vybranych polutantd na glochidiich Anodonta anatina. Glochidia byla vystavena podnétu
(riznym koncentracim vybranych polutanti), coz vedlo k binarni odpovédi odpovidajici
uhynu nebo preziti oSetfenych jedinci. Jednalo se tedy o pfipad testu s binarni odezvou
s jednou vysvétlujici proménnou: riznymi koncentracemi polutantt.

Timto zptasobem byly vysledky ziskané v tomto testovani podrobeny probitové analyze
pomoci softwaru R (bali¢ek drc; Ritz et al. 2015), aby bylo mozné vypocitat LC50 a 95%
interval spolehlivosti (Hashim et al. 2020) vybranych polutanta.

V poslednich dvaceti letech stale vice védecké literatury vyzaduje uvedeni intervala
spolehlivosti pro kazdy z klicovych vysledki. Uvadéni tohoto intervalu spolehlivosti
poskytuje dalsi informace o vzorku a vysledcich (Simundic 2008).

Interval spolehlivosti predstavuje rozsah moznych hodnot, v jehoz ramci muZeme
s urcitou jistotou nalézt statistickou miru populace. Jako takovy je objektivnim odhadem
(ne)ptesnosti a velikosti vzorku ur€itého vyzkumu. Proto muzeme interval spolehlivosti
povazovat také za meéftitko kvality vzorku a vyzkumu. Interval spolehlivosti je definovan
svymi hranicemi chyb. V zdvislosti na trovni spolehlivosti, kterou zvolime, se méni 1 rozpéti
chyby intervalu a pfislusny rozsah. V biomedicinské literatuie se nejCasteji pouzivaji intervaly
spolehlivosti 90 %, 95 %, 99 % a ne tak Casto 99,9 %. Cim uzi jsou rozpéti intervalu, tim
vyS$si je presnost odhadu. Tradién€ nejpouzivangjSim intervalem v literatufe je 95% interval
spolehlivosti, ktery souvisi s obecné prijimanou hladinou statistické vyznamnosti P <0,05. Pro
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stejné velké vzorky plati pravidlo: ¢im mensi je hladina spolehlivosti, tim vyS$si je pfesnost
odhadu. Pouze studie s velkym vzorkem poskytnou velmi maly interval spolehlivosti, ktery
poukazuje na vysokou presnost odhadu pii vysoké hladiné spolehlivosti (Simundic 2008).

Z duvodu reprodukovatelnosti postupu pii vypoctu LC50 je v nasledujicich fadcich
popsan piesny postup tvoreni podkladu pro vypocet LC50 v programu MS Excel 2010.

V tabulkach pro polutanty byly vytvorené sloupce , Oteviend™ a , Zaviena™ glochidia
(viz kap. 4.3.1) a k nim pfislusné koncentrace NaCl a koncentrace polutantii. V ramci tvorby
uspeésného datasetu pro balicek drc (Ritz et al. 2015) v softwaru R bylo zapotiebi ziskat
finalni data s hodnotami koncentrace dané latky a mortality glochidii. Proto bylo nejdiive
nutné prevést data z formatu , Oteviena™ a ,, Zaviena™ glochidia na Ziva“ a ,Uhynula®. Ziva,
resp. zivotaschopna glochidia byla ta, ktera reagovala v Case 180 s oproti kontrolnimu
testovani v Case 0 s. Takzvané, pokud byla v Case 0 s oteviena, v Case 180 s byla zavfena.
Uhynula glochidia byla pak ta, kterd se nezaviela, resp. nezareagovala na pfitomnost
indikatoru zivotaschopnosti NaCl a pak ta, ktera byla uz zpocatku zaviena.

Ziva glochidia (Z) byla vypoétena podle vztahu:

Z = Oos — O180s

, kde Oos je pocet otevienych glochidii pfed pridanim NaCl a Oisos je pocet glochidif
180 sekund po piidani NaCl.
Uhynula glochidia (U) byla vypoctena podle vztahu:

U = (O180s+Z180s) - Z

, kde Ois0s je pocet otevienych glochidii a Zisos pocet zavienych glochidii v ¢ase 180 s.
Tento soucet by mél vyjit stejné jako soucet otevienych a zavienych glochidii v ¢ase O s.

Fotografie glochidii byly v nékterych piipadech se snizenou Citelnosti, nebo glochidia
byla nad sebou a mohlo tak dojit k pochybeni pfi urceni celkového poctu glochidii v titracni
desticce. Proto bylo jesté pred vypoctem nutné prevést ,,uhynula“ glochidia na procenta, tak
ze soucet zivych a uhynulych glochidii se rovnal 100 %.
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5  Vysledky

Kapitola vysledky je rozdélena do dvou podkapitol. V podkapitole 5.1 Psychoaktivni
latky lze vidét, ze nejvyssi testovana koncentrace (100 ug/l) pro psychoaktivni latky lezela
pod potiebnou hladinou koncentrace, ktera by zpusobila mortalitu alesponn 50 % jedincu.
I kdyz byly koncentrace v ptipad€ karbamazepinu 10krat vys$i, nez byly pozorovany nejvyssi
koncentrace v terénu, tedy 10 pg/l (Wilkinson et al. 2022). U sertralinu byly pozorovany
nejvyssi koncentrace 50 pg/l (Schultz & Eurlong 2008; Klancar et al. 2016), coz je 2krat
méne, nez byla testovana nejvyssi koncentrace. Zobrazené grafy vizualizuji predbézné
vysledky akutni toxicity psychoaktivnich latek na glochidia Anodonta anatina, v¢.
kontrolniho testovani (koncentrace 0) a koncentrace NaCl 5 mg/ml, kterd byla pozdéji
vyfazena z vypocti LC50 (viz nize). Grafy byly vytvoreny pomoci softwaru R s balickem
ggplot2 (Wilkinson et al. 2005).

Podkapitola 5.2 Vysledky LC50 pro toxikanty shrnuje kone¢né vysledky stfedni letalni
koncentrace pro dusi¢nany, amonium a méd’.

5.1 Psychoaktivni latky

VSechny piilozené grafy zobrazuji koncentraci vybranych psychoaktivnich latek na ose
x a procentuadlni podil otevienych glochidii Anodonta anatina na ose y po 24hodinové
expozici. Pét zobrazenych oken znadi pét pouzitych koncentraci, v¢. té kontrolni (0, 1, 10, 50
a 100 pg/l). Grafy 1 a 3 znaci kontrolni testovani, kdy jesté nebyla pouzita NaCl jako
indikétor Zivotaschopnosti testovanych glochidii. Sest barevnych boxplotd v grafu zastupuje
Sest riznych kadinek, do kterych poté byly pfidany prislusné koncentrace NaCl.

V case 0 s tedy jeste nedokdzeme presné fict, ktera glochidia byly Zzivotaschopna,
muzeme ale pozorovat pocatecni vlivy testovanych polutanti po 24hodinové expozici na
glochidia, resp. pomér zdanlivé zivych a uhynulych glochidii. Ovéfeni skutecné
zivotaschopnosti glochidii zjistime tak, ze oteviena glochidia se po expozici NaCl uzaviou,
coz muzeme pozorovat v grafech 2 a 4.
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5.1.1 Karbamazepin

U vSech koncentraci karbamazepinu v grafu 1 (pocateCni stav pied testovanim
zivotaschopnosti) je vysoky podil otevienych glochidii, ktera nasledné dobfe reaguji po
stimulaci dostate¢nou koncentraci referencniho signalu NaCl (Graf 2). Podil na pocatku
zavienych larev, které lze povazovat za uhynulé, je do 20 % jedinci a vyskytuje se i
v kontrolni skupiné (t0), coz znamena, ze tuto mortalitu nelze pfipsat vlivu karbamazepinu.
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Graf 1 Karbamazepin a expozice NaCl v ¢ase 0 s

V grafu 2, pro vSechny koncentrace plati, ze nejnizsi pfidana koncentrace NaCl, tedy 5
mg/ml, neslouzi jako spolehlivy indikator zivotaschopnosti glochidii. Neni dostate¢né silna,
aby na ni glochidia zareagovala. V tomto zji§téni nas utvrzuji vyssi koncentrace, kde se
glochidia skute¢né uzavtela zhruba v 80 %, coz také podporuji vysledky grafu 1. Oba grafy
ukazuji, ze testované koncentrace karbamazepinu nejsou vyznamné akutné toxické pro
glochidia Anodonta anatina, proto bude nemozné v tomto pripadé vypocitat LC50.
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Graf 2 Karbamazepin a expozice NaCl v ¢ase 180 s

5.1.2 Sertralin

V porovnani s vysledky testovani karbamazepinu lze na prvni pohled fict, ze v obou
Casovych zdznamech maji velmi podobné ucinky. Sertralin i v nejvyssi koncentraci 100 pg/l
nezvysil vyznamné podil nereagujicich glochidii.
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Graf 3 Sertralin a expozice NaCl v Case 0 s
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Mortalitu glochidii 1 v nejvyssi koncentraci sertralinu nelze odlisit od kontroly. Ve
vysledku tedy ani sertralin neni v testovanych koncentracich natolik toxicky, aby dokézal

usmrtit polovinu testovanych glochidii. Z tohoto divodu nebude mozné LC50 u sertralinu
vyjadfit.
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5.2 Vysledky LC50 pro toxikanty

Testy toxicity byly provadény z glochidii ze tfi riznych matefskych jedinci. K vypoctu
LC50 pro jednotlivé toxikanty byly zahrnuty vysledky ze vsech tfech pokusu. Vzhledem
k potfebé binomického rozdéleni, nebylo mozné do vypoctu zahrnout jak koncentrace NaCl,
tak koncentrace toxikanti. Proto byly hodnoty vytvofeny pro vSechny NaCl koncentrace
zvlast viz tab. 2—4. Konecna hodnota LC50 byla vyjadiena na zakladé aritmetického praméru
téchto hodnot (viz druhy sloupec v tab. 2—4.

Tab. 2 Hodnoty LC50 NO;-N

Koncentrace NaCl (mg/ml) LC50 v ¢ase 180 s (mg/1) | 95% interval spolehlivosti (mg/l)
10 459,31 367,58-623,03
15 698,28 555,14-841,41
25 778,02 608,16-947,89
60 758,61 658,77-858,46

xLcso = 673,56 mg/l NO3-N
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Tab. 3 Hodnoty LC50 Cu?*

Koncentrace NaCl (mg/ml)

LC50 v case 180 s (ug/l)

95% interval spolehlivosti (pg/l)

10

19,73

9,49-29,98

15 55,21 35,92-74,50
25 30,51 23,47-37,54
60 13,55 10,61-16,49

XLcso = 29,75 pg/l Cu?t
Tab. 4 Hodnoty LC50 NH4-N

Koncentrace NaCl (mg/ml)

LC50 v case 180 s (mg/1)

95% interval spolehlivosti (mg/1)

10

10,35

7,57-3,13

15 10,33 8,70-11,95
25 10,40 8,94-11,87
60 11,26 9,00-13,53

xLcso = 10,59 mg/l NH4-N
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6  Diskuze
6.1 Psychoaktivni latky

V podkapitole 3.3.4 je mozné pozorovat, ze dodnes nebylo provedeno mnoho studii
zameéfenych na vliv psychoaktivnich latek na glochdia sladkovodnich mlzi. U dospélct
muiizeme pozorovat pii opravdu nizkych koncentracich zménu chovani, pfipadné zménu na
urovni DNA, nebyla ale zjisténa velka mortalita sladkovodnich druhtt mlzd. Podle studie
Aguirre-Martinez (2015) byla mortalita mlze Corbicula fluminea zhruba na 2 % pfi
koncentraci karbamazepinu 50 pg/l. Jedina studie, ktera se zamétuje na vSechna zivotni stadia
sladkovodniho mlze Lampsilis siliquoidea a vliv psychoaktivnich latek (amitriptylinu,
iopamidolu a sertralinu), Gilroy et al. (2017) pfinasi hodnoty LC50 sertralinu 60 pg/l.

Prestoze o mnoho nizsi koncentrace méli prokazatelny vliv na chovani dospélych mlza,
zvolend koncentraéni fada u obou testovanych psychoaktivnich latek pro tento vyzkum
nedokazala usmrtit alespon 50 % testovanych jedinci. Na zaklade literarni reSerSe vlivu
riznych znécistujicich latek na (nejen) larvalni stadia mlz( vime, ze muze dochazet ke
zna¢nym mezidruhovym rozdilim (Moore & Bringolf 2018). Vysledky napovidaji faktu, ze
zvolené koncentrace mohou byt akutné toxické pro Lampsilis siliquoidea, nikoli pro
Anodonta anatina. Pro budouci vyzkumy v toxicité¢ karbamazepinu i sertralinu na glochidia
Anodonta anatina bude potieba snizit hodnoty pouzitych koncentraci.

Pro sertralin nebyla v CR stanovena maximalni piipustna koncentrace a vzhledem
k vysokému uzivani psychoaktivnich latek v poslednich letech (Kofistkova & Grundmann
2006; Sefferova 2017) by bylo dobré sertralin zatadit na seznam potencialné nebezpeénych
latek. I kvali tomu, Ze byla tato latka v Ceskych vodach pozorovana (Golovko et al. 2014).

6.2 Toxikanty

Rozdilnost vysledki LC50 pro dusi¢nany a amonium v riznych koncentracich NaCl viz
tab. 2—4 je relativné mala. Tato rdznorodost by tak mohla zahrnovat variabilitu glochidii
Anodonta anatina v reakci na ruzné koncentrace NaCl. Dodnes nevime, jaké koncentrace
NaCl jsou 100 % indikatorem zivotaschopnosti, resp. jsou dostatecné silné, aby vyvolaly
reakci u vSech testovanych jedinct. Jak uvadi jiz Fritts et al. (2014), rozdily mezi vysledky
také muze zpusobit staii mlza.

V pripadé médi je rozdil mezi vysledky vétsi. Vysledky se zdaji matouci, protoze
nejvyssi zaznamenana hodnota LC50 neni z logiky véci u nejvyssich koncentraci NaCl. Proto
predpokladam, ze doslo k lidskému pochybeni v laboratofi napf. pii zpracovani dat zaznamt
fotografii apod.

Citlivost glochidii Anodonta anatina v porovnani mezi toxikanty byla prokazatelné
nejslabsi u meédi, jelikoz u médi bylo pro usmrceni alespon 50 % jedinci potieba
nékolikanasobné nizsi koncentrace (29,75 pg/l Cu?*) oproti amoniu (10,59 mg/l NHs-N)
i dusi¢nanim (673,56 mg/l NO3-N).
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6.2.1 Dusi¢nany

Hodnota LC50 pro dusi¢nany rovna 673,56 mg/l NO3-N, viz tab. 2 naznacuje, ze
citlivost glochidii Anodonta anatina bude mnohem vys§i oproti glochidiim Lampsilis
siliquoidea. Lampsilis siliquoidea, podle studie Moore & Bringolf (2018), uhynuly z 35 % pfi
koncentraci 56 mg/l NO3-N. Na druhou stranu, glochidia taxonu Lampsilis fasciola na
testovanou koncentraci 56 mg/l NO3-N nezareagovala vibec. ProtoZe cilem studie nebylo
zjistit LC50, tyto vysledky nemohu pfesné€ porovnat. Presto rozdily v hodnotich LC50 této
bakalarské prace a ve vysledcich Moore & Bringolf (2018) pfi 35 % uhynu glochidiii
Lampsilis siliquoidea se na prvni pohled az piilis 1is{, pfestoze mezi uhyny glochidii je rozdil
pouze“ v 15 %. To je pravdépodobné zapfiinéné tim, ze autofi pracovali odliSnym
zpusobem pii odbéru glochidii. Zatimco v této praci se odebirala glochidia v laboratori
proplachem zaber matetskych jedincii a pomoci injekcni stiikacky, Moore & Bringolf (2018)
odebirali glochidia studovanych mlzi pfimo v terénu.

V CR jsou glochidia Anodonta anatina dostateéné chranéna, protoze dle MZP (2018) je
piipustna koncentrace 0,3 mg/l NO3-N v povrchovych vodach. LC50 dusi¢nant se pohybuje
v nekolikanasobné vysSich koncentracich, nez byly pozorovany zaznamenané nejvyssi
koncentrace dusi¢nani v CR, 56,8 mg/l NOs3-N. (Mayo et al. 2019).

6.2.2 Méd

Testy akutni toxicity meédi odhalily, ze polovina testovanych glochidii Anadonta
anatina hyne pii koncentraci 29,75 pg/l, coz odpovida vysledkam studie Markich (2017). Ten
stanovil LC50 médi, po 24hodinové expozici, pro glochidia Anadonta anatina na 43 ng/l
Cu?*. Markich sice neuvadi pro tento vysledek interval spolehlivosti, ale vzhledem k chovéni
intervalu v tab. 4, 1ze predpokladat, ze zji§téna hodnota v této bakalarské praci bude v rozmezi
intervalu pouzitém u studie Markich (2017), protoze pro koncentraci NaCl 15 mg/ml byla
zjiSténa hodnota LC50 55,21 pg/l, kterd zahrnuje v intervalu spolehlivosti prave 1 hodnotu 43
ug/l. Vysledky prace Markich (2017) byly zopakovany na zaklad¢ této bakalarské prace.

V CR maji glochidia Anodonta anatina dostatetnou ochranu, protoze dle MZP (2018) je
piipustna koncentrace médi 2 pg/l Cu?* v povrchovych vodach. Nejvyssi koncentrace médi
byly zaznamenany v profilech Labi az v 20,5 pg/l Cu?* (Pitter 2015). Toto naznaluje, Ze
glochidia Anodonta anatina jsou v ¢eskych vodach potencialné ohrozeny.
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6.2.3 Amonium

Vysledky této bakalarské prace (LC50 = 10,59 mg/l NH4-N) odpovidaji vysledkim
Wang et al. (2007), ktefi zjistili primérné hodnoty LC50, po 24hodinové expozici, 10 mg/l
NH4-N (s intervalem spolehlivosti 5-16 mg/l NH4-N). Tyto vysledky se naopak mirné li§i ve
srovnani s praci Clearwater et al. (2014), ktefi vypocetli hodnoty LC50 po 24hodinové
expozict, pit pH 7,7, (21,9, 27 a 9,6 mg/l NH4-N) a pii pH 8,0, (15,2, 14,3 a 6.6 mg/l NH4-N).
Jak samy o sobé€ vysledky napovidaji, dochazi nejen k mezidruhovym rozdilim, ale také k
rozdilim na zakladé pavodu matefskych jedinct. Vysledky riznych védeckych praci se méni
také na zakladé zmény pH, ktera mohla samoziejmé ovlivnit 1 vysledky této bakalarské prace.
Pouzité hodnoty pH se pohybovaly v rozmezi 7,63 + 0,46.

Ve velmi znecisténych tocich (napf. Bilina) byly zjistény koncentrace prevySujici
10 mg/l. Z vysledku této bakalarské prace vime, ze glochidia Anodonta anatina jsou v téchto
oblastech zvlasté ohrozené.

6.3 Budouci vyvoj

Je tieba uskuteCnit dal$i testovani toxicity vétSiho poCtu druht sladkovodnich mlzd,
které by lépe reprezentovalo piiblizné 28 druhti (Horsék, 2010) Zjicich v CR. Kromé toho je
tteba porovnat citlivosti populaci z ruznych oblasti v celém arealu vyskytu druhu. Vice
obdobnych typu testi by pravdépodobné pomohlo vysvétlit nékteré rozdily v citlivosti téchto
organismu k testovanym latkdm.

Krome dalsich laboratornich testu toxicity by méla byt sledovana kvalita okolni vody,
zejména v mistech s vysokou rozmanitosti mlzi ke zjiSténi, zda koncentrace vybranych
polutantt se pohybuje na Grovni pfijatelné pro mlze nebo ne.

Dale je nezbytny vyzkum variability citlivosti glochidii, které jsou sbirany v raznych
ro¢nich obdobich. Nékteré druhy jako napt. druhy rodu Lampsilis, vylucuji glochidie témér
po cely rok, zatimco jiné druhy sladkovodnich mlzi vypousti glochidia jen nékolik tydnt
v roce (Fritts, 2014). Také jen malo studii porovndvali citlivost glochidii odebranych na
zacatku obdobi vypousténi s glochidiemi odebranymi ke konci obdobi vypousténi (Bringolf,
2022).

Na zékladé ziskanych védomosti o problematice testovani toxicity na sladkovodnich
mlzich, bych se v budoucnu rada vénovala specifikaci moznych rozdila vysledkd podobnych
studii na zakladé pouzité metodiky pfi testovani toxicity a riznych parametrd jako je napf.
vliv tvrdosti fedici vody ¢i pouzitych nastroji pifi testovani toxicity pro larvalni stadia
sladkovodnich mlzi.
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7

Z.avér

U glochidii sladkovodniho mlze Anodonta anatina byl sledovan vliv vybranych
polutanti (karbamazepin, sertralin, dusi¢énany, amonium a meéd’) na jejich zivotaschopnost.
V ndvaznosti na stanovené cile a ze ziskanych vysledku 1ze vyvodit nasledujici zavéry:

Pro vyzkum akutni toxicity vybranych psychoaktivnich latek (karbamazepin a
sertralin) byla zvolena koncentracni fada, ktera neumoznila stanovit LC50. Mazeme
v obou prtipadech fict, ze hodnoty LC50 pro glochidia Anodonta anatina budou vyssi
nez 100 pg/l.

LC50 dusi¢nant pro glochidia Anodonta anatina byla aritmetickym primérem
vysledkd pro koncentrace NaCl 10, 15, 25 a 60 mg/ml vypoctena na 673,56 mg/l
NOs-N.

LC50 amonia pro glochidia Anodonta anatina byla aritmetickym pramérem vysledku
pro koncentrace NaCl 10, 15, 25 a 60 mg/ml vypoctena na 10,59 mg/1 NH4-N.

LC50 médi pro glochidia Anodonta anatina byla aritmetickym pramérem vysledku
pro koncentrace NaCl 10, 15, 25 a 60 mg/ml vypoétena na 29,75 ug/l Cu?*.

Byly stanoveny vhodné koncentrace NaCl pro indikaci zivotaschopnosti glochidii
Anodonta anatina, a to 10, 15, 25 a 60 mg/ml. Zpocatku testovana koncentrace NaCl
5 mg/ml se ukazala jako nedostatecna.

Tato bakalarska prace pfinasi prvni informace o akutni toxicité nékolika vyznamnych
zneCistujicich latek pro larvalni stadia druhu Anodonta anatina. Metodické poznatky je
mozné vyuzit pfi testovani vlivu dalsich latek a jako podklad pro studium chronické toxicity.
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10 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

APHA - Americka asociace vetejného zdravi

ASTM - ASTM International, Americka spole¢nost pro testovani a materialy
CBZ - Karbamazepin

Cov - Cisti¢ka odpadnich vod

EQS - Standardy environmentalni kvality v EU

ISO - Mezindrodni organizace pro normalizaci

LSD - Diethylamid kyseliny lysergové

OECD - Organizace pro hospodarskou spoluprici a rozvoj
TCA - Tricyklickd antidepresiva

USEPA - Agentura pro ochranu zivotniho prostfedi v USA
WHO - Svétova zdravotnicka organizace
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