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1. Uvod

Biomonitoring Ize z obecného hlediska popsat jako sledovani vyskytu cizorodych ¢i
znecistujicich latek v zivotnim prostfedi, prostiednictvim biologickych indikatord.
Témito indikatory mohou byt jak rostlinné, tak i zivocisné organismy. Vzhledem
k vaznosti daného tématu a nezbytnosti detailngjsiho vyzkumu latek znecist'ujicich
zivotni prostiedi, jsem se rozhodla ve své praci zaméfit na kontaminaci vodniho
prostiedi zplisobenou vlivem antropogennich polutantt.

vyuzivala pfevazné technicka zatfizeni, v poslednich letech jsou upiednostiiovany
spiSe biologické systémy podavajici pomémné piesné udaje o znecisténi vodniho
prostfedi (Borcherding, 2006). Tyto systémy se od technickych zatizeni 1i§i zejména
schopnosti projevovat redlnou odezvu na toxicitu latek v jejich okoli. Diky této
schopnosti je mozné mit povédomi o znecisténi daného prostiedi po dobu nekolika
let.

Mezi hojné vyuzivané biologické systémy patii v soucasnosti systémy
vyuzivajici bakterie (Putzgu & Gerhardt, 1994), fasy (Putzgu & Gerhardt, 1992),
ryby (Sydor et al., 1982) ¢i mlze rodu Anodonta (England & Heine, 1994),
Corbicula (Ham & Peterson, 1994) nebo Dreissena (Kramer et al., 1989).



2. Bivalvia

Mlzi jsou obecné povazovani za druhou nejvétsi skupinu mekkysi. Jsou Siroce rozsireni
jak ve sladkovodnich, tak i v mofskych ekosystémech. Pocet popsanych recentnich
druhti se pohybuje kolem 7000, pficemz v nasi fauné je mozno nalézt piiblizn¢ 26 druht

(Sedlak, 2005).

2.1. Anatomie mlzu

T¢lo téchto Zivocicht je bilaterdlné soumérné, kryté télni sténou nazyvanou plast. Mezi
plastém a viscerdlni masou se nachazi plastova dutina, obsahujici komponenty n¢kolika
télnich systémil. Z vné&jsi strany je plast’ casteCné spojen s lasturami, tvoficimi pevny
kryt téla. Okraje plasté spolu Casto srustaji, vyjimku tvofi pouze rozeviratelné Stérbiny
pro vysunovatelnou nohu, inhala¢ni a exhala¢ni otvor (Sedlak, 2005). Svalnata noha je
vyuzivana piedevsim k pohybu nebo k zahrabani do pisku ¢i bahna. Samotné vysunuti
nohy z lastury je umoznéno zejména pumpovanim krve do nohy (Storer et al., 1979). U
nékterych druht se v tésné blizkosti nohy vytvari byssova zlaza, jejiz vlakna umoziuji
ptichyceni jedince k pevnému podkladu.

Inhala¢ni otvor je vstupnim mistem pro vodu, kterd je spolu s CasteCkami
potravy unaSena do vnitini ¢asti plastoveé dutiny. Voda dale prechazi pies Zabra
(ktenidie), kde dochazi k odevzdani kysliku a sou¢asnému zachyceni potravnich ¢astic
(Sedlak, 2005). Tyto castice stmelené slizem, vyluGovanym mukéznim fasinkovym
epitelem, jsou pomoci cilii posouvany na spodni vrstvu ktenidii a poté ptes labialni
palpy do ust. Labialni palpy se uplatiiuji jak pfi transportu, tak pfi tfidéni Castic potravy
dle jejich velikosti a vahy (Storer et al., 1979).

Malé, lehké castice jsou pomoci palpalniho povrchu prendSeny k ustnimu
otvoru, zatimco velké Castice byvaji pfenaseny na okraj palpalni lamely odkud padaji do
plaste nebo nohy. Tento ,,odmitnuty* material, zvany pseudofaeces, transportovany
Z ktenidii a palp, opousti plastovou dutinu pies pedalni usti nebo castéji, cestou
exhala¢niho otvoru. V druhém piipad€ jsou castice pfenaSeny podél ventralniho
fasnatého traktu plasté a spolu s vodou dochazi k jejich vytlaceni exhalacnim otvorem

ven z téla (Barnes, 1980).



Zabra maji fadu velice dilezitych funkci. Kromé vy$e zminéné vymény plynt a
transportu potravnich castic se podili 1 na exkreci, osmoregulaci, formovani ochranného
plasté ¢i zvlh¢eni povrchového epitelu (Cajaraville et al, 1990).

Travici systém zahrnuje kromé malych ust, nachazejicich se za prednim
svéracim svalem, mezi masitymi labidlnimi palpami, také kratky jicen, okrouhly
zaludek s prilehlym hepatopankreatem, stfevo prochazejici ve své konecné fazi
perikardiem a fitni otvor vyust'ujici do vyvrhovaciho otvoru.

Obéhovy systém je tvofen hibetnim srdcem, jeZ je obaleno Vv perikardiu.
Samotné srdce se sklddd ze dvou predsini spojujicich svalnatou komoru. Funkce
komory spociva v pumpovani krve do ptfedni aorty, ktera zadsobuje nohu a vnitinosti
(kromé ledvin a zaber) a do zadni aorty, ze které je krev transportovana do kone¢niku a
plasté. Okyslicend krev z plasté se vraci pfimo do sin€, zatimco krev cirkulujici pies
jiné organy se shromazd'uje v zile vedouci do ledvin. Z tohoto mista krev ptechazi do
zaber, kde dochazi k jejimu okysli¢eni pfed nadvratem do srdce.

V tésné blizkosti perikardia se nachazi parovité ledviny (metanefridia), které
odebiraji organicky odpad z krve a perikardidlni tekutiny. Vyvody metanefridii zasahuji
do Zaberni dutiny, ze které jsou odpadni latky transportovany do exhala¢niho otvoru.

Nervova soustava zahrnuje tii pary ganglii: cerebropleuralni, pedalni
(nachazejici se v noze) a visceroparietalni (umisténé pod zadnim svéracim svalem).
Kazdy par ganglii je navzajem spojen komisurami, které tvofi spojeni i mezi nervy a
jednotlivymi organy (Storer et al., 1979).

Struktura t€la mlza je znazornéna na nize uvedeném obrazku (Obr.1).

osrdeénik srdce vyvrhovaci otvor

h

pfedni svéraci

zadni svéraci
fitni

noha pfijimaci

otvor

10 mm

Obr.1: Schéma télni struktury mlze (Lang et al., 1971 in Kvacek et al., 2000)
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2.2. Schopnost mlzii kumulovat antropogenni polutanty

Schopnost kumulace znecistujicich latek byla prokazana u nékterych druhd vodnich i
suchozemskych zivocichi (jde naptiklad o bentos a nékteré druhy mlza ¢i ryb).

Mlzi jsou v soucasnosti hojn¢ vyuzivani jako bioakumuldtory polutanti
vyskytujicich se ve sladkovodnich, motskych a estuarnich ekosystémech a jako pfimé
méfitko dostupnosti téchto latek v zivotnim prostiedi (Chu et al., 1990; Berrow, 1991;
Zatta et al., 1992; Mersch & Johansson, 1993; Camusso et al., 1994; Nelson et al.,
1995). Jejich schopnost kumulace znecistujicich latek spociva zejména v piijimani
suspendovanych castic potravy z okolniho prostiedi ¢i sedimentu a v ptimém transportu
téchto ¢astic pres zabra (Jamil et al., 1999).

Nejznaméjsim druhem vyuzivanym zejména v Evropé k monitorovani kvality
sladkovodnich ekosystémi je Slavicka mnohotvarna (Dreissena polymorpha) (Kraak et
al., 1991; Mersch et al., 1996; Hendriks et al., 1998; Smolders et al., 2002; Pain &
Parant, 2003). Tento invazivni druh, pochazejici puvodné z ponto-kaspické oblasti,
splituje vSechny podminky testovaciho organismu vhodného pro akumulacni studie.
Vyznacuje se zejména piisedlym zplsobem zivota, dlouhou zivotnosti (Spojenou s
odolnosti vu¢i riznym druhtim zneéisténi) ¢i vysoce efektivni filtraéni aktivitou
podporujici kumulaci polutantt jak z vody, tak z potravnich ¢astic (Salazar & Salazar,
1997; Kraak et al., 1991; Hendriks et al., 1998; Becker & Tarradellas, 1994,
Dauberschmidt et al., 1997).

Mezi dal$i druhy mlz, které jsou vyuzivany k prokazani ptitomnosti
znedistyjicich latek ve vodnich systémech patii napf. Hyridella depressa — u tohoto
druhu byla zkoumana schopnost izolovat prvky v extracelularnich vapniko-fosfatovych
granulich (Byrne & Vesk, 1996; Adams et al., 1997). Dale je mozné zminit benticky
druh Corbicula fluminea, ktera se stejné jako jiz zminéna D. polymorpha zivi
suspendovanym materidlem pfitomnym ve vodnim sloupci, ale narozdil od ni vyuZziva
také vysunutelné nohy K pfijimani Castic sedimentu (Way & Hornbach, 1990). Druh
Scrobicularia plana pouzity k hodnoceni kumulace stopovych prvkd (Luque et al.,
2007). Moisky druh Anadara granosa, u kterého byla prokazana schopnost kumulace
tézkych kovi (Yap et al, 2008), stejné¢ jako u dalsiho mlze Cerastoderma edule
(Cheggour et al, 2001) ¢i mlze Perna viridis, ktery je dle Yapa et al. (2003) schopen
hromadit ve svém téle t€zké kovy rezistentni k detoxika¢nim mechanismiim méekkych

tkani.
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Nékteré z vySe uvedenych studii budou bliZze rozebrany V nasledujici kapitole

zabyvajici se osudem toxickych latek v télech zivocichu.
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3. Antropogenni polutanty

V literarnich zdrojich jsou pomérné¢ casto zminovany terminy ,,polutant ¢i
,,kontaminant zivotniho prostiedi“. Tyto terminy jsou si z obsahového hlediska velice
podobné, nicméné je mezi nimi mozné najit jisté vyznamové odliSnosti. Obecné lze
polutanty i kontaminanty popsat jako chemické latky vyskytujici se Vv Zivotnim prostiedi
v koncentracich, které zna¢né presahuji miru jejich vyskytu v jakékoliv slozce Zivotniho
prostfedi. Rozdil mezi témito latkami je dan skutecnosti, ze kontaminanty (oproti
polutantiim) nezpusobuji poskozeni jednotlivych organisma (Walker et al., 2001).
Polutanty, které mohou v dusledku nedbalé lidské ¢innosti pronikat do Zivotniho

prosttedi, 1ze obecné rozd¢lit na anorganické a organické.

3.1. Anorganické polutanty

Hlavnimi pfedstaviteli anorganickych polutantli jsou kovy. Z chemického hlediska je
kovy mozné definovat jako prvky, které jsou dobrymi vodici elektiiny a obecné vstupuji
do chemickych reakei v podobé pozitivné nabitych iontd. Ackoliv jsou kovy bézné
povazovany za elementy zne€iSt'ujici zivotni prostedi, je dilezité uvédomit si, ze jde
zaroven o piirodni latky (s vyjimkou radioisotopii produkovanych v rdmci nuklearnich
reakci), které se na Zemi vyskytuji uz od pocatku jejiho vzniku (Walker et al., 2001).
Diky této skutecnosti, je velka ¢ast kovil pro organismy esencialni.

Hlavni pfi¢innou oznaceni kovl jako polutantii je primyslova ¢i zemédélska
¢innost produkujici Siroké spektrum kovi, pomérné casto v blizkosti sladkovodnich
systémii, které v koneéném dusledku kon¢i pravé v téchto vodnich rezervoarech. Diky
této skuteCnosti jsou piispévky kovil z antropogennich zdroji mnohem vys§i nez
z ptivodnich zdroju ptirodnich (Rodriguez et al., 2008). Rozsah, kterym lidska aktivita
ptispiva ke globalnim cyklim kovi je mozné znazornit pomoci faktoru zvaného ,,AEF*
(anthropogenic enrichment factor). Na zakladé znalosti tohoto faktoru u jednotlivych
kovii bylo prokazano, Ze lidsk4d c¢innost zodpovidd za vétSinu globalnich pfesunt
kadmia, olova, zinku a rtuti (Walker et al., 2001). Maltby et al. (1995) oznacil zinek,
kadmium, chrom a olovo za hlavni kovové polutanty, ptredstavujici zakladni slozku

brzdového oblozeni a pneumatik vozidel. Tyto kovy, smyvané z povrchu silnice
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srazkovou vodou, velice snadno kontaminuji okolni pudu ¢i vodni zdroje. Studie
Camussa et al. (2001) poklada za hlavni zdroj znecisténi vodniho prostfedi olovem
bansky primysl, atmosféricky pienos z primyslovych zavodi ¢i unik paliva z
pifevoznich lodi. Nicméné, v nékterych sladkovodnich systémech muze byt toto
zneCisténi ovliviiovano napt. i rybaiskou ¢innosti (zejména diky vyuzivani olovénych
zavazi).

Termin ,,t¢zké kovy* byl hojné vyuzivan predevsim Vv minulosti pro popis kovl
zne€ist'ujicich Zivotni prostéedi. Proto, aby tyto kovy ziskaly pfivlastek ,,tézké* musely
mit hustotu, jejiz hodnota byla pétinasobné vétsi nez hustota destilované vody. V dnesni
dobe¢ se spise prihlizi k chemickému chovani kovii nez k hodnot¢ jejich hustoty, nebot’ i
prvky, které nejsou vylozené ,,tézké ~~ mohou byt vyznamnymi polutanty. Jako piiklad
maze byt uveden hlinik (p = 2,70 g/cm®). Jde o dileZity polutant, ktery v disledku
acidifikace jezer pfechazi v rozpustnou formu a stava se tak toxickym pro béznou
jezerni faunu i floru. Narozdil od pesticidl, kovy nemohou byt degradovany na méné
toxickou formu.

Nekteré anorganické polutanty nejsou samy o sobé& piili§ toxické. Za jejich
negativni dopad na zivotni prostfedi zodpovida predevsim jejich nadmérné vyuzivani,
prikladem mohou byt dusi¢nany a fosfore¢nany. Uméla dusikata hnojiva, kterd jsou
hojné vyuzivana v zemé&d¢€lstvi, maji schopnost snadno pronikat do pudy, diky ¢emuz
muze dojit i ke kontaminaci pfilehlych vodnich tokd. V ptipadé kontaminace dusi¢nany
se zvysi dostupnost dusiku v akvatickych systémech, coz mize vést az k eutrofizaci
vodnich zdrojt.

Fosforecnany jsou dalsim typem umélych hnojiv, casto vyuzivanych
v zeméd¢lstvi. Stejn€ jako v predeslém piipadé, mohou byt tyto slouCeniny fixovany
Vv pudnim komplexu. Jejich piechod zplidy do vodnich toki probiha zejména
prostfednictvim splachtt pudy (pfi intenzivnich destich) ¢i vlivem vodni eroze. V
minulosti dochazelo ke kontaminaci vodnich systémii fosforeCnany zejména
prostfednictvim odtoktli z tovaren na vyrobu mydla ¢i odtokli z domacnosti obsahujicich
zbytky pracich praski. V dnesni dobé mohou byt vyznamnym zdrojem té€chto sloucenin
také fekalni odpadni vody.

Mezi anorganické polutanty patii téZz metaloidy, vyskytujici se v periodické
soustavé prvkll na pomezi kovil a nekovll. Tyto prvky maji tendenci vytvaret kovalentni

vazby, coz piinasi dvé znacna toxikologicka rizika (Walker et al., 2001).
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Prvnim rizikem je jejich schopnost kovalentné se vazat na organické skupiny a
tvorit tak lipofilni slouceniny a ionty, pficemz nékteré z téchto sloucenin jsou vysoce
toxické (napf. tetraalkylolovo). Diky jejich lipofilit¢ je distribuce a toxické pusobeni
danych latek, v ramci zivo€ichu a rostlin, odlisné od jednoduchych iontovych forem
stejnych prvk.

Druhé riziko piedstavuje schopnost zptisobovat toxicky efekt, vyvolany jejich
navazanim na nekovové slozky bunéénych makromolekul (napi. vazba rtuti, olova ¢i

arsenu na sulthydrilové skupiny proteint) (Walker et al., 2001).

3.2. Organické polutanty

Prevazna vétSina sloucenin obsahujicich uhlik je oznafovéna jako ,,organicka™.
Vyjimku tvofi n€které kyslikaté slouceniny uhliku, kterymi jsou naptiklad oxidy (oxid
uhlicity a oxid uhelnaty) ¢i soli kyseliny uhli¢ité (uhli¢itany) nebo kyanidy. Molekuly,
které se skladaji pouze z uhliku (napft.grafit) ¢i z uhliku a vodiku (uhlovodiky), maji
velice nizkou polaritu a diky tomu i nepatrnou rozpustnost ve vod¢. Molekuly
S vysokou polaritou mnohem snadnéji vstupuji do chemickych a biochemickych reakci
nez ty s polaritou nizkou.

NiZe popsané organické polutanty jsou antropogennimi slouc¢eninami, které se
objevily v zivotnim prostiedi az v pribéhu minulého stoleti. Jde tedy o evoluéné kratky
Casovy usek, béhem kterého jeSt¢ nedoSlo k vyvoji obrannych mechanismu
umoziujicich Zivoc¢ichim vypofadat se s toxickymi efekty téchto sloucenin. Vyjimku
tvofi jiZz existujici obranné mechanismy, ucinkujici napiiklad proti xenobiotikiim
vyskytujicim se bézné v ptirod¢ (pyretrin, rotenon, aj.).

Uhlovodikové polutanty maji obecné nizkou polaritu, jsou tedy pomérné malo
rozpustné ve vodé, ovSem dobfe rozpustné v organickych rozpoustédlech a tucich. Lze
je rozdé@lit na alifatické (alkany, alkeny a alkyny) a aromatické slouceniny, obsahujici
benzenové jadro (Walker et al., 2001). Dle studie Jaffé et al. (1998) patii mezi hlavni
zdroje uhlovodikového znecisténi v moiskych systémech zejména fosilni paliva a s nimi
spojend lodni doprava. Jako dal$i, neméné dulezity zdroj uhlovodikd, je mozné zminit i
automobilovou dopravu.

Polychlorované bifenyly (PCB) jsou komeréni smési vzajemné piibuznych

slouCenin. Jde prevazné o stabilni, nereaktivni, viskozni tekutiny, které se vyuzivaji
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v podobé hydraulickych, chladicich a izola¢nich kapalin v transforméatorech,
zmé&kcovadlech barev a mazadlech (Walker et al., 2001). Hlavnimi zdroji znecisténi
jsou odpady zvyroby vySe zminénych produkti ¢&i jejich nedbalé vyuzivani a
odstraniovani (Waid, 1985-1987). Nicméné ve vétSiné zemi byla jiz vyroba latek
zalozenych na bazi PCB zakézana.

Organochlorové insekticidy tvofi pomérné velkou skupinu insekticidll se znacné
rozdilnou strukturou, vlastnostmi i vyuzitim (Brooks, 1974). Jde o stabilni pevné latky
s velice nizkou rozpustnosti ve vod¢ a pomérné vysokou lipofilitou. Nékteré z nich jsou
stalé ve své pivodni formé, nékteré az ve formé metaboliti. Nicméné, vSechny jsou
nervovymi jedy.

Patrné nejznaméjSim organochlorovym insekticidem je DDT, hojné vyuzivané
k regulaci bacilonosi¢t v prub&éhu 2. svétové valky, k regulaci zemédélskych skudcu ¢i
k likvidaci komari rodu Anopheles v malarickych oblastech Afriky.

Dalsim insekticidem z této skupiny je Kelthan zvany téz Dicofol. Strukturou je
velice podobny DDT, avsak jeho insekticidni aktivita je velice nizka. V télech zivocichd
muze zpusobit poruchy endokrinni soustavy.

Organofosforové insekticidy jsou kapaliny lipofilniho charakteru, ptipadné
pevné latky (Walker et al., 2001). Obecn¢ jsou mén¢ stabilni nez organochlorové
insekticidy a jejich rozklad pomoci chemickych a biochemickych ¢inidel probiha
podstatné snadné&ji (Eto, 1974; Fest & Schmidt, 1982). V mnoha zemich se stale
pouzivaji na ochranu zemédé€lskych plodin nebo k regulaci bezobratlych Skidct.

Karbamatové insekticidy byly objeveny podstatné diive nez organochlorové ¢i
organofosforové insekticidy (Kuhr & Dorough, 1977). Pfevazné jde o pevné, ziidka
kapalné latky, které se VvzZivych organismech chovaji jako inhibitory
acetylcholinesterasy. Vyuzivaji se jako systémové insekticidy (Aldikarb ¢i Karbofuran)
nebo molluscidy (Methiokarb) (Walker et al., 2001).

Chlorfenoly patii mezi dalsi slouceniny vyskytujici se v podobé rozli¢nych
ekologickych polutantil. Jejich hlavnim zdrojem jsou odpadni vody z tovéaren na vyrobu
celulosy, kde vznikaji navazanim chloru (uzivaného jako bélici ¢inidlo) na fenolické
latky vyskytujici se ve dieni dieva (Sodergren, 1991). Patrné jednim z nejznaméjSich
polutantd tohoto typu je pentachlorfenol.

Jako dal8i podstatné organické polutanty je mozné zminit organokovové

slouceniny, pyretroidové insekticidy ¢i polybromované bifenyly (Walker et al., 2001).
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3.3. Vstup polutantii do vodnich ekosystémii

Obecny zdroj zneCisténi vodnich ekosystémii piedstavuje zejména vypousténi
odpadnich vod do vod povrchovych. Zatimco odpady z domacnosti byvaji pfevazné
vypoustény do odpadnich systémt, primyslové odpady jsou vypoustény bud do
odpadnich systémil, nebo ptimo do povrchovych vod. Situace tykajici se priimyslovych
odpadu se ale ve svéte znacné 1isi a byva ¢asto odrazem rozvinutosti dané zemé (Walker
et al., 2001). V Ceské republice byvaji pramyslové odpadni vody napojeny piimo na
méstskou odpadni kanalizaci nebo byvaji piecisStovany vlastni Cistirnou daného
primyslového podniku. Diky této skutecnosti by se z praimyslovych zatfizeni mély do
tokti dostavat pouze ,,precisténé* odpadni vody.

Odpadni vody jsou tvofeny jak anorganickymi, tak organickymi polutanty.
V tekoucich vodach mohou byt tyto polutanty rozpoustény ¢i unaSeny vV podob& malych
¢astic dal po proudu, stejn¢ jako mohou byt sorbované na povrchu anorganickych ¢i
organickych ¢astic nebo mohou vytvaret sedimenty ukladané na dnech vodnich tokd.

Mezi hlavni mista vstupu polutanti do vodnich systému patii zausténi odpadnich
vod, kterym vytéka Sirokd Skala organickych i anorganickych latek z komerc¢nich i
domacich zdroju. Dale je mozné zminit piipadné odtoky z pramyslovych objektt
(jejichz slozeni zavisi predev§im na prumyslové ¢innosti), odtoky z jadernych
elektraren, tUniky polutanti zropnych vrtl, ztroskotanych lodi ¢i kontejnert
skladovanych na dnech oceand.

Ze vzduchu vstupuji zneciStujici latky do povrchovych vod v podobé
prachovych c¢astic nebo kapének, prostiednictvim destovych srazek ¢i sné¢hu. Polutanty
obsazené v pidé mohou byt do vodnich systému transportovany prostiednictvim
vydatnych srazek (kdy jsou smyvany zpovrchu pidy do vodnich toki) C¢i
prostiednictvim prusakt (Walker et al., 2001).
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4. Osud toxickych latek v télech Zivoc€ichu

Pfijem antropogennich polutantl zivo¢ichy mtize probihat nékolika zptsoby. U vodnich
obratlovcl a bezobratlych, vystavenych pfimému plisobeni polutanti rozptylenych ve
vodnim prostiedi, probihd piijem chemikalii nejcastéji prostfednictvim dychaciho
systému ¢i pokozky. Neméné dilezity je ovSem 1 piijem polutantli prostfednictvim
potravnich ¢astic. Tento zptsob piijmu latek je typicky jak pro vodni bezobratlé, tak
napf. 1 pro moiské savce nachazejici se na vrcholu potravniho fetézce. U téchto
zivocichu se neptredpoklada rozsahlejsi piijem toxickych latek ptimo z vody (vzhledem
k absenci zaber a nizké propustnosti pokozky pro organické molekuly).

U obratlovcl jsou absorbované polutanty roznaSeny do téla prostfednictvim
krevniho fecisté (v mensi mife i krevni lymfy), zatimco u bezobratlych tento transport
probiha pies hemolymfu (Walker et al., 2001). Do krevniho fecisté¢ jsou latky
distribuovany pomoci traviciho systému (stfeva ¢i zaludku), dychaciho systému nebo
pokozky. Naopak z krevniho fecisté prechazi molekuly do tkani ptes epitelidlni bariéry
nachazejici se mezi tkanémi a krvi. Jako kazdé biomembrany jsou i tyto epitelidlni
membrany tvofeny souvislou vrstvou fosfolipidi, proto jimi snadno pronikaji molekuly
lipofilniho charakteru.

Z krve byvaji latky transportovany do jiz zminénych tkéni, télnich organt a
cilovych bunék. Pomérné snadno se dostavaji do jater (hepatopankreatu) ¢i srdce,
naopak transport do mozku byvd znesnadnén diky pfitomnosti hematoencefalické
bariéry. V ptipadé absorpce chemikalii ptes plice ¢i kiizi neni nutna jejich distribuce do
krevniho tecisté (tyto tkané byvaji vystaveny piimému pisobeni toxickych latek)
(Knejzlik et al., 2000).

Dle Timbrella (1999) lze enzymaticky metabolismus fady lipofilnich latek
popsat pomoci dvou biotransformacnich fazi. Pocatecni biotransformace (faze I)
zahrnuje oxidacni, hydroxyla¢ni, deaminac¢ni, hydrolytické ¢i redukéni procesy, které
vedou ke tvorbé metaboliti obsahujicich hydroxylové skupiny. Tyto skupiny jsou
nezbytné pro konjugacni reakce typické pro druhou fazi biotransformace. Ob&é zminéné
faze vedou ke tvorbé produktd charakteristickych podstatné vétsi rozpustnosti, nez
jakou vykazovala plvodni toxickd latka. Diky zvySené rozpustnosti vzniklych

konjugatt mtze dojit k jejich snadnému vylouceni z téla (Walker et al., 2001).
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Hlavni tfidy enzymu (faze I) metabolizujich xenobiotika v télech zivocichu, byly
popsany ve studii Gibsona & Sketta (1986). Jde zejména o mikrosomalni
monooxygenasy (vyskytujici se v endoplazmatickém retikulu mnoha zivocisnych tkani,
specidlné¢ v jatrech obratlovci ¢i  hepatopankreatu a stievech bezobratlych),
karboxylesterasy (pfitomné napt. v endoplazmatickém retikulu jaternich bunék),
reduktasy, aj.

Mezi enzymy katalyzujici kunjugacni reakce v druhé fazi, patii zejména enzymy
ze tfidy transferas (napi. glukuronyltransferasa, sulfotransferasa ¢i glutathion-S-
transferasa) (Walker et al., 2001).

Chemické latky pfeménéné v pribehu biotransformacnich reakci jsou z bunék
transportovany do krevniho fecisté a néasledn¢ vylucovany z téla v podobé moci nebo

vykalt (Knejzlik et al., 2000).

4.1. Biomarkery polutantii v télech mlzi

Jak jiz bylo feCeno ve druhé kapitole, mlzi jsou skupinou zivocicht, ktera se hojné
vyuzivd k hodnoceni stupné kontaminace vodnich ekosystéma. Pfi studiich
kumulacnich schopnosti téchto organismu hraji podstatnou roli biomarkery (vyskytujici
se piimo v télech téchto zivodichit), které v soucasnosti piedstavuji alternativu piimého
stanoveni obsahu kovil v télech mlzi. Pouzivani téchto ptirozenych indikatord je
vhodné zejména diky jejich vypovidaci schopnosti o vystaveni organismu okolnimu
znecisténi. Jednou z mala nevyhod ale miize byt jejich pomérné€ ndro¢na analyza.

Jako hlavni biomarkery, citlivé na piitomnost kovii ve vodnich organismech,
byly na zdklad¢ n¢kolika studii (Pavici¢ et al., 1993; Viarengo et al., 1999; Isani et al.,
2000) navrzeny metallothioneny (MT). Jde o cytosolické proteiny, vyznacujici
se nizkou molekulovou hmotnosti a vysokym obsahem cysteinovych zbytkli. Tyto
proteiny se podili na pfijmu, transportu a bunécné regulaci esencialnich prvki (médi a
zinku) a na bunétné ochrané zprosttedkované vazbou a detoxikaci kovovych ionti
(napf. pfi zvySené koncentraci kadmia, rtuti, stiibra, médi, zinku, aj.) (Marie et al.,
2006). Metallothioneny také slouzi jako ,,vychytavace* volnych radikald a jako
zprostiedkovatele imunitnich reakci (Kégi, 1991; Nordberg, 1998; Viarengo et al.,

2000). Za silné induktory syntézy metallothionenti jsou povazovany kadmium, méd’,
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zinek a rtut’. Nicmén¢ biosyntéza téchto proteinti mize byt indukovana nejen kovy ale i
hormony, produkty oxida¢niho stresu, atd. (George & Olsson, 1994; Andrews, 2000).

Ackoliv byla u fady mlzi prokazana schopnost indukce MT vySe zminénymi
kovy, ukazalo se, Ze jednotlivé druhy mohou na pfitomnost danych kovu reagovat zcela
odlisn¢. Jako piiklad je mozné uvést druh Pyganodon grandis a Mytilus edulis, u
kterych mnozstvi MT jasné¢ odpovidd koncentracim kadmia a médi kumulované
V jednotlivych ¢astech téla. Nicméné pro zinek tato skute¢nost neplati (Couillard et al.,
1993; George & Langston, 1994). Opac¢na situace pak nastdva u druhu Mytilus
galloprovincialis, kde obsah MT siln¢ koreluje sobsahem zinku nebo u druhu
Dreissena polymorpha, u kterého expozice médi nema vliv na zmény koncentrace MT
(Irato et al., 2003; Lecoeur et al., 2004).

V souCasnosti  jsou K monitorovani  kvality  sladkovodnich  systému
(prostiednictvim analyzy metallothionenovych koncentraci) vyuzivany druhy Corbicula
fluminea a Dreissena polymorpha (Baudrimont et al., 1999; de Lafontaine et al., 2000;
Kwan et al., 2003).

Jako hlavni misto kumulace a nasledné detoxikace kovi je u mékkysi
1997; Marigbmez et al., 2002). Dilezitou bunéénou slozkou této zlazy je
endolysozomdlni systém travicich bunck podilejici se na metabolickém zpracovani
kovovych iontl (Marigomez et al., 1995; Dimitriadis & Papadaki, 2004).

Lysozomy jsou buné¢né organely obsahujici velké mnozstvi specifickych
hydrolas podilejicich se na intracelularnim rozkladu endogennich ¢i exogennich latek
(Cajaraville et al., 1995a,b). Jsou znamy dva typy lysozomu-primarni a sekundarni. Pro
sekundarni lysozomy je typické, Ze mohou krom¢ hydrolas obsahovat také
lipofuscinovéa granula. Tato granula, jez jsou koncovymi produkty peroxidace lipidl
(Nagy, 1988; Viarengo & Nott, 1993), se svou vazbou na kationty kovl vyrazné podili
na jejich detoxikaci (George, 1983a,b). V pribéhu vyvoje sekundarnich lysozomt mize
dojit k ristu lipofuscinovych granuli (v zévislosti na kumulaci kone¢nych produktl
peroxidace) (George & Viarengo, 1985; Viarengo, 1989; Viarengo & Nott, 1993).
Tento granularni rdst indukujici zvétSeni lysozomalni velikosti, mize v koneéném
dasledku vést az ke zvySeni po¢tu samotnych lysozomti (Lowe et al., 1981; Cajaraville
et al., 1991,1995a,b). Tato skutecnost byla potvrzena i praci Giambériniho &
Cajaraville (2005), kdy byla zkoumana reakce lysozomu travici zlazy, u druhu

Dreissena polymorpha, pii expozici kadmiu. V ramci tohoto studia bylo prokazano, ze
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po tydennim vystaveni nejniz$im koncentracim kadmia (potencionalné se vyskytujicim
Vv zivotnim prostiedi), bylo v travicich bunkach patrno plsobeni lysozomalniho
systému. Toto ptisobeni mélo charakter strukturalnich zmén zahrnujicich jak zvyseni
poctu, tak 1 velikosti lysozomi. Podobné zmény struktury byly pozorovany i u
motskych mlzi vystavenych piisobeni zinku, médi a kadmia a to vV rdmci terénnich i
uméle vytvorenych podminek (Etxeberria et al., 1994; Regoli et al., 1998). Diky témto
prokazatelnym zménam mohou byt lysozomalni reakce vyuzivany jako bunécné
markery (Moore, 1985; Cajaraville et al., 1995a,b).

V kapitole Cislo 2 jsem se zminila o studii Veska & Byrne (1999), ktera se
zabyvala schopnosti kumulace kovt tkanovymi granulemi druhu Hyridella depressa.
Za pouziti rentgenové mikroanalyzy, byly u tohoto mlZe objeveny dva typy granuli.
Prvnim typem byly granule obsahujici vapnik a fosfor. Druhym typem byly tzv.
S-granule, které se svym vzhledem a slozenim podobaji granulim s piedpokladanym
vyskytem jiz diive zminéného metallothionenu (George & Pirie, 1979; High et al.,
1997). Pro S-granule byla typicka pfitomnost médi, zinku, olova, Zzeleza ¢i siry
(Vesk & Byrne, 1999). Diky témto skute¢nostem se autofi dané studie domnivaji, Ze by
rentgenova mikroanalyza granuli, vyskytujicich se ve tkanich mlzd, mohla byt pifinosem

pro studium kontaminace sladkovodnich ekosystémd.

4.2. Mista kumulace polutanti

Jak jiZ bylo dfive zminéno, hlavnim mistem kumulace polutantl v té€lech mlZi je travici
Zlaza nebo-li hepatopankreas. Hepatopankreas vsak byva zkouman zejména v kontextu
s ptitomnosti lysosomalnich reakci a S nimi spojenou moznosti pfimého stanoveni kovi.
Pomérné Castéji se ale vyuziva stanoveni jednotlivych prvki na zakladé specialnich
analytickych metod (AAS, autometallografie, aj.). V rdmci téchto metod je mozné
analyzovat celd téla nebo se zaméfit na konkrétni télni ¢asti (lastury, byssova vldkna,
gonady, zabra). Jednotlivé druhy mlz se mohou ve svych kumulac¢nich schopnostech
znacné lisit. Tato skutecnost je velice dobfe patrna v Tabulce ¢.1 pochazejici ze studie
Jamila et al. (1999), zabyvajici se srovnanim koncentraci jednotlivych prvki v télech
nekterych druhli mlzi. Oproti tomu prace Gundackera (1999) zabyvajici se analyzou

tézkych kovu v jednotlivych télnich astech téla mlze Dreissena polymorpha naznacuje,
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ze vysoké koncentrace olova, médi a zinku je mozné najit jak ve visceralni hmot¢, tak i

Vv byssovych vldknech. Zabra jsou poté typicka zvysenou koncentraci médi.
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5. Zpracovani a analyza biologickych vzorki

Velice vyznamnou ¢asti analytického zpracovani vzorku je jeho pfiprava. Tato ptiprava
se muze znacné liSit v zavislosti na zvolené analytické metod¢ slouzici ke stanoveni
jednotlivych prvkid nachazejicich se v odebraném materialu. VétSina elementarnich
analytickych metod vyuzivanych bézné v laboratofi, vyzaduje ¢asteCny nebo uplny
rozklad puavodni hmoty (pfikladem muze byt gravimetrie, spektrometrie ¢i
chromatografie). Jen pomérné malé mnozstvi metod je schopno provést analyzu vzorku
bez ptedchoziho zpracovani. Jde naptiklad o termogravimetrii, spektrografické metody
¢i neutronovou aktivaéni analyzu (de Oliveira, 2003). Z fyzikalniho hlediska vede
piedchozi zpracovani ke snizeni viskozity ¢i zvySeni homogenity daného materialu.
Z chemického hlediska naopak zajist'uje rozlozeni vazeb (nebo piipadnych formaci), ve
kterych byl analyt vazan. Samotny rozklad organické hmoty je umoznén pouze za
ptedpokladu, ze pti destrukci této hmoty dojde k piekonani pomérné vysoké aktivacni
energie.

Metody vedouci k rozkladu biologickych vzorkl je mozné na zakladé jejich
charakteru rozdélit do dvou kategorii. Prvni kategorii jsou metody suchého rozkladu
zahrnujici naptiklad spalovani ve vysokotlaké nadobé, vysokoteplotni rozklad
v muflové peci, aj. Pro tyto metody obecné plati, Zze rozklad vzorku probiha
V otevieném systému pusobenim vzduchu a atmosférického tlaku. Nicmén¢, podstatnou
nevyhodou téchto metod byvaji ztraty tékavych slozek (rtuti, olova, atd.) ¢i Casova a
energetickd ndrocnost samotného procesu (obecné se tento proces skladd ze Ctyt
hlavnich ¢asti-vysouseni, zuhelnaténi, zpopelnéni a kone¢ného louzeni popela). Druhou
kategorii jsou metody tzv. mokrého rozkladu. Tento rozklad vyzaduje ptfitomnost
nckolika faktort-zvySené teploty, mineralnich kyselin a atmosférického tlaku.
Pfitomnost mineralnich kyselin ma za nasledek kyselou hydrolyzu a naslednou oxidaci
vzorku, vedouci k naruseni jeho ptivodni struktury (Mader & Curdova, 1997). Mezi
nejcasteji pouzivané mineralni kyseliny, ptsobici jako oxidac¢ni ¢inidla, patii napiiklad
kyselina dusicnd ¢i smési kyseliny dusicné a peroxidu vodiku, kyseliny dusicné a
kyseliny sirové, aj. (Hoenig et al., 1996; Ostapczuk et al., 1990; Angerer et al., 1988).

Je znamo nékolik metod zalozenych na mokrém rozkladu biologického

materidlu. Jako ptiklad je mozné uvést rozklad vyuzivajici energie infracerveného

23



zateni, rozklad vyuzivajici ultrazvukového pusobeni ¢i rozklad vyvolany plisobenim

mikrovinné energie (de Oliveira, 2003).

5.1. Mikrovinna mineralizace

Rozklad vzorku prostiednictvim mikrovinné mineralizace je v soucasné dob¢ hojné
pouzivanou metodou vyznacujici se fadou piednosti. Vzhledem k tomu, Ze rozklad
vzorku probiha v uzavieném systému, dochazi ke znacnému zamezeni ztrat t€kavych
prvku. Dalsi vyhodou je napf. i podstatné niz$i spotieba reak¢nich ¢inidel (oproti
klasickému rozkladu v otevienych systémech), kratS$i doba samotného rozkladného
procesu ¢i moznost naprogramovani prubehu rozkladu, ktery bude nejlépe odpovidat
narokéim zpracovavaného materialu (Mader & Curdova, 1997). Vzhledem k uvedenym
pfednostem jsem i ja pfi zpracovani odebranych vzorkl vyuzila metody mikrovinné
mineralizace.

Jak jiz z ndzvu vyplyva, mikrovinnd mineralizace je zaloZena na mikrovlnném
zafeni. Mikrovlinné zafeni je typem elektromagnetického zateni o frekvenci 3-300 GHz.
Toto zafeni ma schopnost vyvolat v molekulach rotaci dipolt ¢i pohyby iontt, vedouci
k vibraci téchto molekul. Z dané skutecnosti je tedy mozné usuzovat, ze pokud latka
absorbuje mikrovinnou energii o jisté frekvenci (v analytické chemii se vyuziva
frekvence 24,5 GHz), dojde ke zvySeni jeji teploty. Pfi mikrovinné digesci se vyuzivaji
nadoby vyrobené z materialti propustnych pro mikrovinné zéateni (pf. kiemenné sklo,
polytetrafluorethylen). Diky tomu, zafeni pronika do vnitiniho prostoru nadoby, kde
reaguje s jejim obsahem (vzorkem nachézejicim se v reakéni smési) a zpusobuje jeho
ohfev. V soucasnosti se miZeme setkat se dvéma typy mikrovinnych rozkladnych
zafizeni. Prvni vyuZivad prostor srozptylenou mikrovinnou energii, zatimco druhé
lokalizuje mikrovinné zafeni do mista, kde ma dojit k rozkladu vzorku. Ptikladem
mineraliza¢niho systému vyuZivajiciho fokusované zateni je napf. zafizeni firmy Anton
Paar ¢i Berghof. U téchto systéml probiha rozklad matrice za vysokého tlaku.
Z hlediska bezpecnosti je v nadobach kontrolovan tlak 1 teplota pomoci specialnich

senzorl nachazejicich se ve sténach téchto nadob (Mader & Curdova, 1997).
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6. Metodika

Vzhledem k hojné dostupnosti a pozitivnim vysledkiim pifedchozich studii jsem pfti
analyze vybranych antropogennich polutantii ve sladkovodnich systémech v ramci své
bakalai'ské prace vyuzila jako modelovy organismus Dreissena polymorpha.

Vzorky zivodichu byly odebrany =z vodnich nadrzi nachéazejicich se
V olomouckém kraji (zatopeny lom Vykleky a piskovna s aktudlni t€Zbou Stérkopisku
Troubky). Prvnim krokem v mé praci bylo roztfidéni nasbiranych zivocichtl, na zakladé

jejich velikosti, do dvou velikostnich tfid (20-29mm; > 30mm) (Obr.2).

Obr.2: Rozdéleni jedinci do velikostnich tfid

Ze selektovanych jedinci (cca 40 jedincd) jsem poté vypreparovala zabra
(Obr.3a,b), byssovu zZlazu s vlakny (Obr.4a,b), vnitini visceralni masu (Obr.5) a lasturu.
Po ziskani potiebné graméze jednotlivych casti (> 1g), byly tyto vzorky vloZeny do
susicky a vysouseny pfi teploté 105°C po dobu dvou hodin.
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(b)

Obr.3: Zabra: (a) Vypreparovana zabra, (b) Detailni struktura Zaber
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(@) (b)

Obr.4: Vypreparovana bys.vlakna: (a) Byssova Zlaza s vlakny, (b) Detail byssovy Zlazy

Obr.5: Rozmisténi visceralni hmoty uvnitf lastur
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Po vysuseni byly vzorky ulozeny do exikatoru a to do doby dals$iho zpracovani.
Dale nasledovala homogenizace téchto vzorki pomoci tfeci misky a tloucku. Rozdrceny
a homogenizovany material byl nasledn¢ vlozen do teflonovych naddob vyuZzivanych pfi
mikrovinné digesci a doplnén kyselinou dusi¢nou a peroxidem vodiku (v poméru
7:1 ml). Po pfeneseni nadob se vzorky do mikrovinného zatizeni (Obr.6) a nastaveni
aplikace vhodné pro mineralizaci biologického materialu, byla spusténa mikrovinna

mineralizace.

Obr.6: Mikrovlnny mineralizator (Berghof SW-2)

V piipadé piitomnosti nezmineralizovanych organickych ¢astic (typickych
hnédym az Cernym zbarvenim) ve vzorku podrobenému mineralizaci, bylo nutné
mineralizaci opakovat. V ptipad¢ ziskani Cistého vzorku, mohlo dojit k jeho doplnéni
destilovanou vodou na zadany objem (50 ml). Na zavér byl tento vzorek piefiltrovan do
plastové zkumavky a pfipraven k analyze procesem atomové absorpéni spektrometrie.

V ramci mé prace jsem Kanalyze antropogennich polutanti vyuzila vyse
uvedenych télnich ¢asti (lastur, byssovych vlaken, Zaber a zbylé télni masy) K ziskani
predbéznych informaci o vyskytu vybranych prvki v jednotlivych télnich castech a také

pro osvojeni dané metodiky.
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7. Zavér

Na =zacatku této prace bylo poloZzeno nékolik =zakladnich otazek spojenych
s problematikou kumulace antropogennich polutantd v t&lech mlzi. Slo o otazky typu:

Pro¢ jsou mlzi vhodnymi bioindikatory Zivotniho prostredi?

Jejich hojné vyuziti v rdmci biomonitoringu spociva zejména v jejich vlastnostech, at’
uz jde napi. o jejich hojné rozsifeni, ptisedly zplusob zivota, relativni odolnost vici
riznym druhtim znecisténi ¢i jejich efektivni filtracni aktivitu.

Jaky je mechanismus kumulace polutantd v jejich télech?

Prvni fazi spojenou s kumulaci polutanti je samotny piijem latek do té€la. Ten se u
vodnich zivoCichi dé&je prostfednictvim dychaciho systému, pokozky ¢&i potravnich
Castic. Absorbované polutanty jsou nasledné roznaseny do jednotlivych casti téla
pomoci krve (u obratlovci) nebo hemolymfy (u bezobratlych). Z krve (hemolymfy)
jsou pak chemikalie transportovany do tkani, posléze konkrétnich télnich organd a
cilovych bunék, kde jsou metabolizovany prostiednictvim specifickych enzymatickych
tiid.

O jaké latky (polutanty) se jedna?

Muze se jednat o polutanty anorganického typu (napt. kovy ¢i uméla hnojiva-dusi¢nany,
fosfore¢nany) ¢i organického typu (napf. polychlorované bifenyly, organochlorové,
organofosforové ¢i karbamatové insekticidy, aj.).

Jakym zplisobem lze zjistit, zda se dané latky skute¢né vyskytuji v télech téchto

zivocicha?
Pfitomnost chemikalii v télech mlzli je moZno stanovit na zdkladé standardnich
analytickych metod jako je atomova absorpéni spektrometrie ¢i autometallografie.
Taktéz je mozné vyuzit analyz biomarkerd, predstavujicich v souc¢asné dob¢ alternativu
pfimého stanoveni obsahu kovi v télech Zivocicht.

Vramci mé Dbakalaiské prace jsem se blize seznamila s problematikou
antropogennich polutantl a jejich ptisobeni na mlze a vodni ekosystémy jako takové.
Tato tématika mi pfipada velice zajimava, a proto bych se ji rada zabyvala 1 nadale
v ramci své diplomové prace, ve které bych chtéla vyuzit ziskanych poznatkii a vyse
zminéné metodiky analyzy polutantd pro vyzkum koncentraci znecistujicich latek

v télech mlze Dreissena polymorfa v ramci oblasti CR.
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9. Priloha

Tabulka 1 : Koncentrace vybranych polutantti (Cd, Co, Cr, Cu, Ni, Pb) vyskytujich se v télech
nékterych druht mlzd (Jamil et al., 1999)

Table 64. Cd. Co, Cr. Cu, Ni and Pb concentrations in different mmnssel species expressed as ug g'l and reported as means or range of
means (SE, when available) from regions m freshwater ecosystems of the world. When depuration before analysis 1s indicated, this is noted
in the species identification column

Site description Species Cd Co Cr Cu M1 Ft BReference
Damube Delta, Anodonta 04(01) 03(0.0) 14(02) 42(05 07(01) 15(04) Thisstudy
Romania anaring - - - - - -

(depurated) 4717y 12(04) 4420 77032 73338 69(02)

Unie 031y 03(01) 07¢0.1) 5407 0802 10{02)

(fumidus and - - - - - -

pictorum) 51(035)  10(02) 43(18) 13(34) 36(09) 9.5(1.6)
Ehine-Meuse Dreissena 0.2(0.1) T.002.0)0 0.5(0.0) Kraaketal (19’91)1
Delta, Western polymorpha - - -
Europe (depurated) 6.5(2.5) 22(0.7) 11 (3.0)
Ehine River Dreissena 10-90 10-30 20-25 Kraaketal (1991)!

polymorpha
Meuse River 10-9.0 50-25
Meurthe and Dreissena 1.2(0.00 16(1.0) 1.4(0.0) Mersch and Johansson
Plaine Rivers, polymorpha - - - (1993a)!
France (depurated) 16 (1.3) 40(1.0)  10(1.0)
Maarsseven Lake  Dreissena 00 11 03 Timmermans et al
System, The polymorpha - - - (1991)!
Netherlands (depurated) 16 15 1.5
Wiltz River, Dreissena 1.0 (0.0) 2000.00  20(0.1) 0.5(0.1) Mersch and Pihan
Luxembourg polymorpha - - - - (1903b)!

(depurated) 14(0.5) 18(0.1)  21(2.0) 2.7(0.2)
River Po. Dreissena 1.3(0.3) 3.5(0.5)  18(15) 14(0.2) 23(0.3) Cammssoetal (1994}1
Ttaly polymorpha - - - - -

1.57 (0.0) 35(0.8)  21(31) 16(1®) 39(02)
Unio 1.2(0.1) 1L7(04) 12(22) 27(08) 32(0.0)
elongatulus - - - - -
1.8(0.3) 40(0.6) 19(0.8) 45(04) 3.8(06)

New York State Dreissena 0.6 1.6 44 42 1.0 Secor et al. (1993)
Waters, New polymorpha - - - - .
York 59 5.0 16.6 20 414
Johns and Elliptio 45(04) 1.8(0.6) I Callard
Ashumet Ponds, complanata - - pers. conum.
Cape Cod, (depurated) 7.1(0.2) 25(0.2)
Massachnsetts
Mississippi Amblema 0.5 (0.01) 6.5(0.5) Naimo et al. (1992)
River, plicata - -
Minnesota 1.3(0.1) 13(0.5)

1 ABM: Active Biclogical Monitoring.
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