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1. Streszczenie

Matze z rodziny Unionidac sa istotnym komponentem ekosystemow wodnych.
W procesie odzywiania odfiltrowuja z toni wodnej bio i abioseston, a tym samym uczestnicza
w procesie naturalnego oczyszczania wod powierzchniowych. Niestety, organizmy te sg
wrazliwe na rozne zaktocenia srodowiska i nalezg do najbardziej zagrozonych grup zwierzat
wodnych. Matze bardzo czgsto wykorzystywane sg do bioindykacji zanieczyszczen wody,
w tym w systemach wczesnego ostrzegania przed zanieczyszczeniem.

Celem przeprowadzonych badan byta ocena reakcji wybranych gatunkow malzy
Unionidae na nowe rodzaje zanieczyszczen oraz mozliwosci ich wykorzystania do wykrywania
tych substancji w ramach systemow wczesnego ostrzegania o zanieczyszczeniach.

Pierwsza grupa badanych substancji byty farmaceutyki. W ostatnich latach odnotowuje
si¢ rosngcg ilos¢ aktywnych skladnikow farmaceutycznych w ekosystemach wodnych.
Przyczynia si¢ do tego wzrastajaca liczba lekow na rynku oraz zwigkszajaca sie ich
konsumpcja. W pracy doktorskiej badano reakcje behawioralng malzy na popularne
niesteroidowe leki przeciwzapalne: diklofenak, ibuprofen oraz przeciwbolowy i
przeciwgoraczkowy paracetamol. Badano reakcje dwoéch gatunkow rodzimych malzy,
Anodonta anatina i Unio tumidus oraz inwazyjnego gatunku Sinanodonta woodiana, na r6zne
dawki tych farmaceutykow. W procedurach testowych wykorzystano stezenia odpowiadajace
wartosciom wystepujagcym w srodowisku 1 ich multiplikacje. Wyniki badan wskazuja na niska
przydatno$¢ badanych gatunkow do wykrywania zanieczyszczenia wody tymi substancjami w
systemach wczesnego ostrzegania. Przy dlugotrwatej ekspozycji na wysokie dawki
zaobserwowano zmniejszenie aktywnosci filtracyjnej gatunku, co wskazuje na potencjalny
negatywny wplyw tego typu zanieczyszczen na populacje matzy.

Inne badanie koncentrowato si¢ na wptywie koagulantu zelazowego (FeClz) na matze.
Zastosowanie tej substancji chemicznej jest jedng z metod stosowanych w rekultywacji jezior.
Dozowanie koagulantu ma zadanie straca¢ fosfor z toni wodnej. Metoda ta jest stosunkowo
tania 1 efektywna, jednak skutki uboczne dostawy do srodowiska wodnego tej substancji nie
zostaly szczegotowo rozpoznane. W niniejszym badaniu przeanalizowano wptyw koagulantu
zelazowego na behawior filtracyjny, stechiometri¢ chemiczng oraz zaburzenia biochemiczne
(stres oksydacyjny) u dwoch gatunkéw rodzimych matzy Anodonta cygnea i Unio tumidus
narazonych na zroznicowane (stosowane w praktyce rekultywacyjnej) stezenia koagulantu
zelazowego. Zaobserwowano znaczacy 1 zalezny od stezenia wplyw koagulantu na

zmniejszenie aktywnosci filtracyjnej malzy, zaburzenia stechiometrii chemicznej osobnikow, a



takze wzrost stezenia zelaza przy jednoczesnej redukcji koncentracji fosforu w migsniach.
Wyniki badan zostaly opublikowane w artykule zatytutowanym: ,, The impact of iron coagulant
on the behavior and biochemistry of freshwater mussels Anodonta cygnea and Unio tumidus
during lake restoration” w Journal of Environmental Management (Q 1, IF=8.91).

W kolejnym badaniu analizowano zaburzenia behawioru filtracyjnego i poziom stresu
oksydacyjnego matzy U. tumidus oraz A. anatina narazonych na roézne st¢zenia pestycydu
Roundup 360 PLUS, ktérego zwigzkiem aktywnym jest glifosat. Stosowanie produktow
opartych na glifosacie budzi szereg obaw zaréwno w kontekscie zdrowia ludzkiego, jak i
wplywu na srodowisko wodne i ladowe. W badaniach testowano reakcje matzy na koncentracje
herbicydu odpowiadajace stezeniom odnotowywanych w ekosystemach wodnych oraz ich
multiplikacje. Badania wykazaly, ze testowane gatunki malzy ograniczajg aktywnos$¢
filtracyjna juz po narazeniu na niewielkie - srodowiskowe stezenia pestycydu. Jednak reakcja
ta byla krotkotrwala i nie do§¢ intensywna, by osiagnaé poziom uznawany zwyczajowo za
alarmowy w systemach wczesnego ostrzegania przed zanieczyszczeniem. Narazenie matzy na
wyzsze st¢zenia spowodowalo gwattowne i dlugotrwate zmniejszenie aktywnosci filtracyjnej,
co pokazuje, ze $rodek ten moze stanowi¢ powazne zagrozenie dla rodzimej malakofauny.
Wyniki badan pokazuja, ze matze skojkowate moga by¢ bioindykatorem incydentalnych
zanieczyszczen wody wysokimi dawkami Roundupu oraz, ze obecnos$¢ tego pestycydu w
wodach negatywnie wplywa na populacje matzy. Analiza reakcji biochemicznej wykazata
wzrost stresu oksydacyjnego, ale roznice nie byty statystycznie istotne.

Badania zostaly opublikowane w artykule zatytulowanym: ,Behavioral and
Biochemical Effects of Glyphosate-Based Herbicide Roundup on Unionid Mussels: Are
Mussels Good Indicators of Water Pollution with Glyphosate-Based Pesticides?” w Water
(Q 1, IF=3.0).

Stowa kluczowe: matze Unionidae, zanieczyszczenia farmaceutyczne, jako$¢ wody,

chemiczna rekultywacja jezior, Roundup



2. Abstract

Bivalves of the family Unionidae are an essential component of aquatic ecosystems.
In the process of feeding, they filter bioseston and abioseston from the water table, and thus
participate in the process of natural purification of surface water. Regrettably, these organisms
are vulnerable to various environmental disturbances and are among the most endangered
groups of aquatic animals. Bivalves are frequently utilized as bioindicators of water pollution,
including in pollution early warning systems.

The aim of the study was to evaluate the response of selected species of Unionidae
bivalves to new types of pollutants and to assess the possibility of using the bivalves to detect
these substances as part of pollution early warning systems.

Pharmaceuticals were the first group of tested substances. In recent years, aquatic
ecosystems have seen an increase in the presence of active pharmaceutical ingredients.
The growing number of pharmaceuticals on the market, as well as their increasing consumption
contribute to this trend. The dissertation studied the behavioral response of mussels to the
popular non-steroidal anti-inflammatory drugs diclofenac, ibuprofen and the analgesic and
antipyretic paracetamol. The responses of two species of native bivalves, Anodonta anatina and
Unio tumidus, and the invasive species Sinanodonta woodiana, to different doses of these
pharmaceuticals were studied. Test procedures used concentrations corresponding to values
found in the environment and their multiplications. The results of the study indicate the low
suitability of the test species for detecting water contamination with these substances in early
warning systems. With prolonged exposure to high doses,
a reduction in the filtration activity of the species was observed, indicating the potential
negative impact of this type of pollution on the bivalve population.

Another study focused on the effects of iron coagulant (FeCls) on mussels. The use of
this chemical is one of the methods used in lake reclamation. Coagulant dosing is designed to
precipitate phosphorus from the water table. This method is relatively cheap and effective, but
the side effects of the delivery of this substance to the aquatic environment have not been
recognized in detail. In the present study, the effects of iron coagulant on filtration behavior,
chemical stoichiometry and biochemical disorders (oxidative stress) in two species of native
mussels Anodonta cygnea and Unio tumidus exposed to varying (used in reclamation practice)
concentrations of iron coagulant were analyzed. Significant and concentration-dependent
effects of the coagulant on reducing the filtration activity of the bivalves were observed,

as well as disturbances in the chemical stoichiometry of the individuals an increase in iron



concentration with a reduction in the concentration of phosphorus in the mussles. The results
of the study were published in a paper entitled: “The impact of iron coagulant on the behavior
and biochemistry of freshwater mussels Anodonta cygnea and Unio tumidus during lake
restoration” in the Journal of Environmental Management (Q 1, IF=8.91).

Another study analyzed filtration behavioral disorders and oxidative stress levels in
U. tumidus and A. anatina mussels exposed to different concentrations of the pesticide Roundup
360 PLUS, whose active compound is glyphosate. The use of glyphosate-based products raises
a number of concerns both in terms of human health and impacts on aquatic and terrestrial
environments. The study tested the reactions of mussels to concentrations of the herbicide
corresponding to concentrations recorded in aquatic ecosystems and their multiplications. The
study showed that the mussel species tested reduced filtration activity already after exposure to
low-environmental concentrations of the pesticide. However, this response was short-lived and
not intense enough to reach levels customarily considered alarming in pollution early warning
systems. Exposure of the clams to higher concentrations resulted in a rapid and prolonged
reduction in filtration activity, showing that the chemical can pose a serious threat to native
malacofauna. The results show that Unionidae bivalves can be a bioindicator of incidental water
pollution with high doses of Roundup and also that the presence of this pesticide in the waters
negatively affects bivalve populations. Analysis of the biochemical response showed an
increase in oxidative stress, but the differences were not statistically significant.

The research was published in a paper entitled: “Behavioral and Biochemical Effects of
Glyphosate-Based Herbicide Roundup on Unionid Mussels: Are Mussels Good Indicators of
Water Pollution by Glyphosate-Based Pesticides?” in Water (Q 1, IF=3.0).

Keywords: Unionid mussels, pharmaceutical pollution, water quality, chemical lakes

restoration, Roundup
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4. Wstep

Szacuje si¢, ze zasoby wodne Ziemi stanowig ponad 1,4 biliona kilometrow
szesciennych. Woda pokrywa ponad 75% powierzchni naszej planety. Jednakze tylko 3%
globalnego zasobu stanowig wody stodkie, a zaledwie z tego 1% przypada na ekosystemy
stodkowodne, takie jak rzeki, jeziora, stawy, zbiorniki zaporowe (Holden 2014). Wyktadniczy
wzrost populacji ludzkiej, rozwdj socjoekonomiczny i rozwdj konsumpcjonizmu skutkuje w
ostatnich dekadach gwaltownym wzrostem presji na srodowisko naturalne (Vorosmarty i in.
2010). Wody stodkie sg ekosystemami najsilniej narazonymi na antropopresj¢ i przejawiaja
najwiecej symptomoéw degradacji (Strayer 2006, Klimaszyk i Goldyn 2020). Wynika to z
szeregu czynnikdéw, przede wszystkim ekosystemy te maja charakter akumulacyjny 1 w
zwiazku z tym maja na nie wptyw zmiany jakie dokonujg si¢ w otaczajacych je ekosystemach
ladowych. Wylesianie, chemizacja rolnictwa, produkcja przemyslowa, nieodpowiednia
gospodarka odpadami oraz transport, to tylko wybrane aktywnos$ci cztowieka, w wyniku
ktorych do ekosystemow stodkowodnych docierajg olbrzymie ilosci réznego rodzaju
zanieczyszczen (Klimaszyk i Gotdyn 2020). Konsekwencja rozwoju cywilizacyjnego jest
pojawianie si¢ w wodach nowych grup zanieczyszczen, ktorych efekty oddziatywania na
ekosystemy sg jeszcze bardzo stabo rozpoznane. Przyktadem tego moze by¢ zanieczyszczenie
wod farmaceutykami (Rzymski i in. 2017).

Istotne zaburzenia ekosystemow stodkowodnych wynikajg takze z bezposredniego
oddziatywania czlowieka na te ekosystemy. Przerywanie ciaglosci rzek poprzez budowe zapor,
pozyskiwanie substratu dennego, umacniane brzegdw czy zmiana termiki woéd modyfikuje
siedliska czy wregcz prowadzi do ich zaniku (Grzybowski 1 Glinska-Lewczuk 2019). Globalne
ocieplenie wraz ze wzrostem zapotrzebowania na wode rosnacej populacji ludzkiej, powoduje
takze zaburzenia funkcjonowania ekosystemow stodkowodnych takie jak, kurczenie sig
powierzchni jezior, okresowe wysychanie rzek czy zmiana rezimu termicznego wod
(Marszelewski i 1in. 2022, Ades 1 in. 2022). Istotnym zagrozeniem dla stodkowodnych biocenoz
jest ich nadmierna eksploatacja, a takze przypadkowe badz intencjonalne wprowadzanie
obcych gatunkéw ro$lin 1 zwierzat (Malmquist 1 Rundle 2002, Strayer 2006). Wszystkie te
zmiany prowadza do ograniczania liczebnosci i zaniku populacji gatunkow, a co za tym idzie
spadku r6znorodnosci biologicznej w ekosystemach stodkowodnych (Tickner i in. 2020).

Jedng z grup zwierzat stodkowodnych najwrazliwszych 1 najsilniej reagujacych na
zmiany Srodowiska sg matze (Ozgo 2010, Lopes-Lima i in. 2017, Lopes-Lima i in. 2018). Cho¢

wystepuja w wodach stodkich pospolicie 1 na wszystkich kontynentach poza obszarami
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polarnymi (z wyjatkiem kilku gatunkéw z rodziny Spheridae) 1 pustynnymi (Bespalaya 1 in.
2017, Schigtte i Warén 1992), to szacunki wskazuja, ze 40% gatunkéw jest bliskich zagrozenia,
zagrozonych lub na granicy wymarcia (Lopes- Lima i in. 2017). Zanik stodkowodnych malzy
(zwlaszcza gatunkéw nalezacych do rzedu Unionoida) jest zjawiskiem globalnym,
zachodzacym z mniejszg lub wigkszg intensywno$cig na niemal calym obszarze ich
wystepowania (Lydeard i in. 2004). Gléwna przyczyng tego zjawiska jest szeroko ujmowane
zniszczenie siedlisk (Downing i in. 2010). Zjawisko to odpowiada za ponad 75% przypadkow
drastycznej redukcji populacji lub catkowitego zaniku. W obrebie tej kategorii najsilniej
wplywaja: zanieczyszczenie i wynikajace z niego pogorszenie jakosci wody, fragmentacja
siedlisk, zmiany rezimu hydrologicznego oraz zmiana struktury zlewni. Stosunkowo mniejsze
znaczenie maja takie czynniki, jak pozyskiwanie osobnikdéw, zmiana struktury stref
ekotonalnych, czy zaburzenia wynikajace z rekreacyjnego wykorzystywania wod.
Zagrozeniem dla rodzimych gatunkéw malzy moze by¢ inwazja, zwlaszcza masowa, gatunkow
egzotycznych (Downing i in. 2010). W stodkowodnych ekosystemach Europy wystepuje
obecnie kilka inwazyjnych gatunkow malzy: Dreissena rostriformis bugensis (Andrusov 1897),
Corbicula fluminea (Muller 1774), Corbicula fluminalis (Muller 1774), Dreissena polymorpha
(Pallas 1771) oraz Sinanodonta woodiana (Lea 1834) (Boganiin. 2011). W Europie najwigksza
uwage naukowcoOw w ostatnich latach skupia ekspansja szczezui chinskiej S. woodiana. Ten
azjatycki gatunek nalezagcy do rodziny skojkowatych Unionidae stanowi potencjalne
zagrozenie dla rodzimych gatunkow matzy, gdyz zajmuje ta sama nisz¢ ekologiczna.
Jednoczesnie w pordwnaniu do rodzimych matzy skojkowatych charakteryzuje si¢ szybszym
przyrostem ciata, wyzsza zdolnoscig reprodukcyjng, brakiem wybidrczosci gatunkowej
zywiciela glochidiéw 1 szerokim spektrum troficznym zasiedlanych ekosystemow (Beran 2008,
Cappelletti i in. 2009, Benkd-Kiss 1 in. 2013, Demayo i in. 2012, Ciutti i in. 2011, Kamburska
1 in. 2013). Corsi i inni (2007) sugeruja, ze odmienna od rodzimych skojkowatych aktywno$¢
enzymatyczna, zwigksza jej tolerancje na szeroki zakres zanieczyszczen wystepujacych w
srodowisku wodnym. Diugotrwale efekty oddziatywania inwazji tego gatunku na rodzime
malze nie sg poznane i wymagaja szczegdétowych badan (Lopes- Lima i in. 2017).

Matze stodkowodne okreslane sa jako gatunki kluczowe i inzynierowie srodowiskowi
umozliwiajacy stabilne funkcjonowanie ekosystemoéw wodnych (Bolotov i in. 2020).
W gléwnej mierze funkcja ta wynika ze sposobu odzywiania si¢ tych zwierzat. Odfiltrowujg z
toni wodnej zawiesing (zarowno bio jak 1 abioseston) ograniczajac liczebnos¢ fitoplanktonu,
bakterii 1 drobnoczasteczkowej materii organicznej (Ozgo 2010). Zwlaszcza gatunki o duzych

rozmiarach ciata (np. skdjkowate) charakteryzuja si¢ bardzo duza efektywnos$cia tego procesu.
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W zaleznosci od rozmiaru ciala oraz specyfiki gatunku jeden dorosty osobnik z rodziny
Unionidae przepuszcza przez skrzela i filtruje od 30 do ponad 70 litréw wody na dobeg
(Piechocki i Dyduch-Falinowska 1993, Tankersley i Dimock 1993, Ozgo 2010, Vaughn i
Hoellein 2018). W wyniku tego procesu nastepuje translokacja energii i materii z toni wodnej
w kierunku osadéw dennych. Zauwazy¢ jednak nalezy, ze zbyt duza ilo$¢ zawiesiny w wodzie
moze redukowac aktywnos¢ filtracyjna, oddychanie i by¢ przyczyng zalamania liczebnosci
populacji matzy (Goldsmith i in. 2020). Jedynie 2% odfiltrowanej materii organicznej buduje
ciato matza, 30% ulega rozproszeniu w wyniku proceséw metabolicznych, a prawie 70% wraz
z czasteczkami mineralnymi jest sklejane $luzem i deponowane na dnie jako fekalia i
pseudofekalia (Ostrovsky i in. 1993, Ozgo 2010). Matze poruszajac si¢ po dnie powoduja
wzruszanie osadow, co przyczynia si¢ do ich natleniania i w dalszej konsekwencji intensywnej
mineralizacji materii organicznej. O ile glochidia malzy pasozytuja na rybach, to malze
skdjkowate sa kluczowym elementem niezbednym do wystepowania w wodach ryby roézanki
europejskiej (Rhodeus amarus) (Bloch 1782). Ryby te sktadaja jaja do jamy skrzelowej matzy.
Tam tez nastgpuje zaplodnienie jaj i ich rozwoj, az do wolnoplywajacego stadium
narybkowego, ktore opuszcza jame skrzelowa gospodarza. Stabilne funkcjonowanie populacji
rézanki w ekosystemie uzaleznione jest wigc od obecnosci matzy skdjkowatych (Smith 1 in.
2004).

Malze s3 grupa organizmOw czesto wykorzystywanych w monitoringu wod.
Poczatkowo, powszechnie wykorzystywano malze do monitoringu chemicznego
zanieczyszczenia Srodowisk wodnych uwzgledniajac fakt, iz akumuluja one w swoich tkankach
szereg toksycznych pierwiastkow czy zwigzkow chemicznych. Dhlugotrwale narazenie
osobnikow na niewielkie st¢zenia tych substancji chemicznych skutkuje najczescie; wzrostem
ich stgzen do poziomu, ktory fatwo jest okresli¢ analitycznie i poréwna¢ w analizach pomigdzy
ekosystemami. Znaczaca niedogodnos$cig takiego podejscia jest fakt, iz stabilne 1 wysokie
stezenia toksykantow w tkankach matzy utrzymuja si¢ dopiero po kilkutygodniowej ekspozycji
(Kramer i in. 1989). To czyni metode mato uzyteczng do wykorzystania w systemach szybkiego
ostrzegania przed zanieczyszczeniem, czy detekcji substancji szybko rozktadajacych si¢ w
srodowisku wodnym (Salanki i Balogh 1989, Mersh i Johansson 1993). Analizy markeréw
stresu biochemicznego, czy badanie efektow genotoksycznych matzy eksponowanych na
roznego rodzaju ksenobiotyki, wydaja si¢ dobrg grupg metod monitoringu zanieczyszczen wod
(Sohail 1 in. 2017, Martyniuk 1 in. 2022). Wyniki licznych badan pokazuja, Ze poprawna ocena

reakcji stresowych wymaga jednak podej$cia multimarkerowego, gdyz dla réznych substancji
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odmienne markery wskazujg na zachodzacy stres biochemiczny (Gnathyshyna 1 in. 2019,
Khoma i in. 2021).

Metoda opartg o matze, wykorzystywang w monitoringu wod jest obserwacja zmian
behawioralnych osobnikéw. Najczesciej wykorzystywang reakcja behawioralng w tego typu
metodach jest analiza ruchu skorup. Oparta jest na fakcie, ze matze przez wicksza cze$¢ czasu
posiadaja rozwarte skorupy, by oddycha¢ i prowadzi¢ filtracje zawiesiny z wody i zamykaja je
na dtuzszy czas w przypadku oddziatywania czynnika stresowego (Kramer i in. 1989, Sluyts
in. 1996, Chmist 1 in. 2019). Metoda ta, pozwala na zastosowanie w cigglym monitoringu
jakosci wody i1 sprawdza si¢ zwlaszcza w szybkiej detekcji zanieczyszczen incydentalnych.
Obecnie takie systemy wykorzystujace matze z rodzaju Unio zainstalowane sg na kilku
ujeciach wody w Polsce. Jej ograniczeniem jest fakt, ze malze zamykaja skorupy nie tylko w
reakcji na pojawiajace si¢ zanieczyszczenie, ale takze na inne stresory srodowiskowe takie jak,

nagty skok temperatury, wstrzasy czy gwattowne zmiany o§wietlenia (Kramer i in. 1989).

Celem glownym pracy byta ocena reakcji matzy stodkowodnych z rodzaju Unio na nowe
rodzaje zanieczyszczen docierajacych do ekosysteméw wodnych oraz ocena mozliwosci
wykorzystania matzy do indykacji tych zanieczyszczen w systemach wczesnego ostrzegania.

Przeprowadzono badania:

e zaburzen behawioralnych dwoch rodzimych gatunkéw matzy skojki zaostrzonej (Unio
tumidus Philipsson, 1788) oraz szczezui pospolite] (Anodonta anatina L.), a takze
inwazyjnego gatunku szczezui chinskiej (Sinanodonta woodiana, 1. Lea, 1834) w
odpowiedzi na narazenie na szereg farmaceutykow odnotowywanych w ostatnich latach
w ekosystemach wodnych na §wiecie. Testowano nalezace do niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych: ibuprofen, diklofenak oraz lek przeciwbolowy i przeciwgoraczkowy
paracetamol.

e reakcji behawioralnej, zaburzen w stechiometrii chemicznej 1 reakcji stresu
biochemicznego u U. tumidus oraz szczezui wielkiej (Anodonta cygnea L.) narazonych
na zréznicowane dawki koagulantu zelazowego (FeCls) stosowanego powszechnie w
chemicznej rekultywacji jezior.

e zmian behawioru filtracyjnego 1 biochemicznej reakcji stresowej dwoch gatunkéw
matzy: U. tumidus oraz A. anatina narazonych na r6zne dawki pestycydu Roundup 360

PLUS, zawierajacego czynnik aktywny: glifosat.
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5. Metodyka badan
5.1. Pozyskiwanie i aklimatyzacja malzy do testow

Matlze pobierano za pomoca dragi hydrobiologicznej lub rgcznie, przeznaczajac do

testow osobniki w wieku ca. 4 - 5 lat. Osobniki byly transportowane w wodzie do laboratorium
w skrzyni termicznej zaopatrzonej w system napowietrzania i schtadzania.
W laboratorium malze byly umieszczane w napowietrzanych akwariach o pojemnosci 250 1,
wypetionych woda wodociggowa uprzednio odchlorowang. Temperatura wody utrzymywana
byla na poziome 16°C. Osobniki aklimatyzowano przynajmniej przez 2 tygodnie. Podczas
aklimatyzacji matze byty karmione co 2 dni zawiesing bedacg mieszaning pokarmu Flora
Nature firmy Sera oraz suplementu diety chlorella.

W badaniach nad wptywem farmaceutykdéw na matze osobniki wszystkich badanych
gatunkow pozyskane zostaly z kanatu Warta — Gopto w poblizu jeziora Patnowskiego. Przed
kolejnymi badaniami (Roundup i koagulant Zzelazowy) stwierdzono na wielu stanowiskach
sytemu jezior Koninskich masowy pomor malzy skojkowatych, co wymusito zmiane miejsca
pozyskiwania malzy i jednocze$nie zarzucenia badan na S. woodiana. Do eksperymentow nad
herbicydem Roundup malze pobierane byly ze $rddlesnego zbiornika wodnego
(N 52°42'34.46", E 16°08'34.76"), w ktorego zlewni nigdy nie stosowano tego herbicydu.
Materiat biologiczny do badan nad wptywem koagulantu zelazowego pobrany zostat z Jeziora
Drawskiego (Zachodniopomorskie, Polska). Na odstepstwa od ochrony czgsciowej szczezui
wielkiej wydata zgode Regionalna Dyrekcja Ochrony Srodowiska Oddzial w Szczecinie
(decyzja WOPN.6401.10.10.2022.KA).

5.2. Metodyka badan reakcji behawioralnej malzy

Badania reakcji behawioralnej matzy oparto na obserwacjach szeroko$ci rozwarcia
skorup. Jest to podejscie od dawna opisywane w literaturze §wiatowej 1 bazuje na fakcie, ze
matze w optymalnych warunkach niemal przez calg dobe filtruja wode wylapujac seston 1
oddychajac. Gwattowne i dlugotrwale zamknigcia muszli, tzw. reakcja unikania, wskazuja na
dziatajacy czynnik stresowy (Sluyts i in.1996, Salanki 2003). Czynnikiem stresowym
wywotujacym reakcje skorup moze by¢ nie tylko zmiana chemizmu wody - pojawienie si¢
substancji toksycznej, ale rowniez zmiana czynnikéw Srodowiskowych: skok temperatury,
ruchy wody, wstrzasy czy zmiana $wiatta (Kramer i in. 1989, Salanki 1991). By wyeliminowac¢
wptyw . falszywych” reakcji nie zwigzanych z dzialaniem badanych substancji testy

prowadzono w pomieszczeniu o ograniczonym dostepie 0sob postronnych. By ograniczy¢
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transmisj¢ drgan z podloza, akwarium testowe o pojemnosci 60 litréw posadowione byto na
elastycznej podstawie, aby ograniczy¢ fluktuacje os§wietlenia, jego $ciany byly ostonigte. Za
pomoca chtodziarki akwariowej Teco 200 i systemu pomp w akwarium utrzymywany byl staty
staby przeptyw wody i temperatura 16+2°C imitujgca warunki termiczne panujace w glebsze;j
strefie litoralu w okresie letnim. Za pomocg aeratorow akwariowych woda byta napowietrzana
utrzymujac nasycenie tlenem na poziomie powyzej 90%. By unikng¢ problemow z interpretacja
wynikow (zamykanie si¢ matzy wynika¢ moze z naturalnego cyklu zyciowego) do interpretacji
testow uzywano usrednionego wyniku z populacji 8 osobnikéw. W zwigzku z tym, ze cykle
aktywnosci 1 spoczynku u matzy nie sg zsynchronizowane, tak liczna grupa badawcza pozwala
unikna¢ tego bledu (Kramer i Fokema 2021).

W poczatkowym etapie badan zastosowano system oparty o rejestracje¢ wideo aktywnosci
matzy i analize obrazu (Salanki 1 in. 2003). Ze wzgledu na bardzo dyskretne rdéznice w
polozeniu skorup (zwlaszcza w przypadku skojki zaostrzonej charakteryzujacej si¢ matymi
rozmiarami ciata), osadzaniem si¢ pegcherzy powietrza na $ciankach akwarium, metoda ta
okazata si¢ nieskuteczna. W zwigzku z tym w oparciu o urzadzenie skonstruowane w latach

90 XX wieku w Zakladzie Ochrony Wod zbudowano system elektromagnetyczny do analizy

g [[IATH

rozwarcia muszli (Rys. 1).

Rys. 1. Schemat elektromagnetycznego systemu do analizy aktywno$ci matzy. Malz z

czujnikiem Hala i doczepionym magnesem (A), sterownik (B) oraz komputer (C).
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Kazdy z o§miu matzy przytwierdzony byt jedng skorupa do postumentu wykonanego z PVC za
pomoca nietoksycznego kleju INNOTEC Adheseal, a do drugiej skorupy na wysiegniku
przytwierdzony byt magnes neodymowy (Rys. 2). Do stojaka przytwierdzono czujniki Halla
mierzace nat¢zenia pola magnetycznego emitowanego przez magnes. Zmiany pola
magnetycznego spowodowane ruchem skorupy (i magnesu), rejestrowane przez czujnik,
przetwarzane na sygnat o czestotliwosci 120 kHz i1 napigciu 10 V byt wysytany do interfejsu.
Napigcie odbieranego sygnalu bylo proporcjonalng do odlegltosci miedzy magnesem a
czujnikiem 1 zawieralo si¢ w przedziale ~0 V (magnes w pozycji odleglej od czujnika —
oznaczajacy znaczne rozwarcie skorup i intensywng filtracje) do ~10 V (magnes dotyka

czujnika — skorupy zamknigte).

Rys. 2. Malz na postumencie z przytwierdzonym magnesem (po lewej) oraz czujnik pola

magnetycznego Halla i interfejs (po prawej).

Kazdy eksperyment rozpoczynat si¢ od 24 godzinnego kalibrowania systemu z matzami, kiedy
okreslany byl maksymalny poziom otwarcia kazdej z malzy zapamigtywany przez system jako

100% otwarcia. Zamknigte skorupy muszli oznaczaty 0% otwarcia (Rys. 3).
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Rys. 3. Malz w trakcie kalibracji systemu. Widoczne maksymalne otwarcie i zamkniecie

skorup.

Po kalibracji w ciagu 24 godzin zapisywano dane dotyczace naturalnej aktywnosci matzy w
uktadzie eksperymentalnym, a nastgpnie dodawano badang substancj¢ 1 przez zadany czas
prowadzono obserwacje aktywnos$ci malzy. Dane dotyczace rozwarcia skorup zapisywane byty
jako $rednia z 5 minutowych interwaldow pomiarowych. W trakcie eksperymentu

monitorowano temperatur¢ wody i saturacje wody tlenem (Rys. 4).

Rys. 4. Populacja malzy przygotowana do rozpoczecia eksperymentu.
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5.3. Metodyka badan fizycznych i chemicznych cech wody i cial malzy

Prowadzono monitoring podstawowych parametrow fizycznych i chemicznych wody,
w ktérej przetrzymywano malze oraz wody wykorzystywanej do eksperymentow.
Przewodnictwo elektrolityczne, odczyn wody oraz pH mierzono za pomoca
wieloparametrycznego urzadzenia pomiarowego Elmetron CX 401. Zawarto$¢ oraz nasycenie
wody tlenem mierzono za pomocg przenosnej sondy Pro ODO YSI. Koncentracje wybranych
substancji chemicznych w wodzie okre§lano za pomoca analizatora wstrzykowo-
przeplywowego FIAcompact (MLE GmbH) z mineralizatorem. Glin wg normy APHA 3500Al,
zelazo ogolne metodg ferrozynowa po redukcji z kwasem askorbinowym (DIN 38406), azot
amonowy wg normy EN ISO 11732, azot azotanowy oraz azotyny wg normy ISO 13395, azot
og6lny wg normy EN ISO 29441, ortofosforany oraz fosfor ogdlny wg normy ISO 15681.

Zawarto$¢ pierwiastkow chemicznych w ciatach matzy okreslana byla w mig$niach
ndg. Nogi po ekstrakcji byly suszone w temperaturze 50°C. Probki nég o masie 0,200-0,500 g
(0,001 g) do analizy fosforu (P), zelaza (Fe), wapnia (Ca), magnezu (Mg), potasu (K),
manganu (Mn) i glinu (Al) trawiono w zamknigtych pojemnikach teflonowych w temperaturze
180°C kwasem azotowym (65%, Sigma-Aldrich, USA) w mikrofalowym systemie Mars 6
Xpress (Mars 6 Xpress, CEM USA). Nastepnie probki byly filtrowane i rozcienczane woda
(MilliQ, Millipore, Niemcy) do objetosci 15,0 mL. Do oznaczenia wybranych pierwiastkow
wykorzystano spektrometr ICP-hrOES PlasmaQuant 9100 Elite (Analityk Jena, Niemcy) z
plazmg indukcyjnie sprzezong o wysokiej rozdzielczo$ci optycznej. Zastosowano ujednolicone

warunki: przeptyw gazu plazmowego 12,0 dm™ min’!

, przeptyw gazu z nebulizatora
0,50 dm™ min™!, przeptyw gazu pomocniczego 0,5 dm min™!, moc promieniowania radiowego
(RF) 1,20 kW. Sygnat mierzono w 5 powtorzeniach. Jako standard wewnetrzny zastosowano
argon. Granice wykrywalno$ci wyznaczono w zakresie 0,01-0,09 mg kg™' suchej masy (sm)
stosujac kryteria 3-sigma. Ze wzgledu na brak odpowiedniego certyfikowanego materialu
odniesienia, doktadno$¢ sprawdzono poprzez analiz¢ materialdéw odniesienia CRM S-1 - gleba
lessowa, CRM 667- osady estuaryjne, CRM 405 - osady estuaryjne, CRM NCSDC (73,349) -
gatezie 1 liscie krzewow, CRM 2709 — gleba. Niepewnos¢ dla calej procedury analitycznej

okreslono na poziomie 20%.
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5.4. Badania stresu oksydacyjnego

Markery stresu oksydacyjnego byty analizowane w tkance skrzeli. Jest to najczesciej
wykorzystywany, obok gruczotoéw trawiennych, organ do tego typu badan (Almeida i in. 2005,
Vasanthi i in. 2021). Po ekspozycji matzy, przez zalozony w eksperymencie czas na toksykant
osobniki byly u$miercane, a skrzela preparowane. Probki skrzeli o wadze 0,5 +0,1 g
homogenizowano w schtodzonym 0,1% kwasie trojchlorooctowym (TCA) przy uzyciu
mozdzierza 1 thuczka. Po odwirowaniu (12 000 x g, 20 min, 4 °C), otrzymany supernatant
poddawano kolorymetrycznym testom na obecno$¢ substancji reaktywnych kwasu
tiobarbiturowego (TBARS) 1 nadtlenku wodoru (H20:) przy uzyciu spektrofotometru UV-Vis
Cary 100 Bio (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Dla oznaczenia TBARS, 1 mL
supernatantu mieszano z 4 mL 0,5% kwasu tiobarbiturowego (TBA) w 20% TCA. Mieszaning
ogrzewano w temp. 95°C przez 60 min., a nast¢gpnie schtodzono w lazni lodowej. Po
odwirowaniu zmierzono absorbancj¢ przy A = 532 1 600 nm. Zawartos¢ TBARS obliczono
poprzez odjecie A600 i1 zastosowanie wspdlczynnika ekstynkcji 155 mMM.

W celu oznaczenia zawarto$ci biatka izolowano mig$nie ndg, a nastgpnie tkanki
umieszczano w 5 ml probdéwcee typu Eppendorf wypetionej 500 ul $wiezego buforu PBS i
homogenizowano na lodzie przez 2 min. przy uzyciu r¢cznego homogenizatora tloczkowego
(Kimble Chase, USA). Nastgpnie probki odwirowano przy 10 000 x g przez 10 min.
Supernatant postuzyl do oznaczenia zawartosci biatek we frakcji rozpuszczalnej. Pomiar
przeprowadzono za pomocg spektrometru podczerwieni Direct Detectl (Merck Millipore).
Lacznie 2 pL supernatantu umieszczano na membranie PTFE i1 pozostawiano do wyschnigcia
na 3 min., nastepnie zmierzono zawarto$¢ biatka. Jako standardu uzyto albuminy surowicy
bydlecej (Merck Millipore).

Do oznaczenia aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) uzyto zestawu
Superoxide Dismutase Assay Kit (706002, Cayman Chemical). W celu oznaczenia aktywno$ci
SOD, 10 puL probki uzyskanej w sposob opisany powyzej taczono z 200 pL detektora rodnikoéw
(sol tetrazolowa rozcienczona w 50 mM Tris-HCl, pH=8,0 zawierajaca 0,1 mM kwasu
dietylenotriaminopentaoctowego (DPTA) 1 0,1 mM hipoksantyny) w 96-dotkowej mikroptytce.
W celu zainicjowania reakcji do kazdego dotka dodano 20 pL oksydazy ksantynowej i
inkubowano przez 30 min. w temperaturze pokojowej na wytrzasarce. Po inkubacji,
absorbancj¢ probek odczytywano przy 540 nm przy uzyciu czytnika plytek Synergy HI Hybrid
Multi-Mode Microplate Reader (BioTek, USA). Wyniki obliczono z krzywej standardowe;j
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SOD izolowane z erytrocytow bydlecych 1 przedstawiono jako jednostke aktywnosci SOD na
mililitr na pg biatka (U/mL/ug).

Nastepnie wykonano badania immunodetekcji. Frakcja bialek rozpuszczalnych byla
ponownie zawieszana w buforze do probek zawierajagcym 1% (w/v) SDS, 50 mM Tris-HCI
(pH 6,8), 0,05% (w/v) blekitu bromofenolowego 1 16% B-merkaptoetanolu i gotowana przez
5 min. Elektroforez¢ SDS-PAGE (z uzyciem 14% zelu poliakrylamidowego) z uzyciem 40 ug
biatka na kieszonke¢ prowadzono przez 90 min. przy 120 mV. Rozdzielone biatka przenoszono
nastgpnie na membran¢ nitrocelulozowa. Blony byly blokowane 5% mlekiem w soli
fizjologicznej buforowanej Tris z 0,1% Tweenem (TBS-T) przez noc w 4°C. Krolicze
poliklonalne przeciwciata pierwszorzedowe przeciwko dysmutazie ponadtlenkowej 1 (SOD,
ab13498 firmy Abcam) stosowano w rozcienczeniu 1:250. Btony uzywane do immunodetekcji
SOD bytly inkubowane z przeciwciatami pierwszorzedowymi przez 90 min. Po inkubacji blony
przemywano trzykrotnie TBS-T 1 inkubowano z kozim antykroliczym przeciwcialem
drugorzegdowym skoniugowanym z peroksydaza chrzanowa (Agrisera, AS09602) w
rozcienczeniu 1:25 000, przez 1 h w temperaturze pokojowej. Przeciwciala przeciwko
a-tubulinie w rozcienczeniu 1:500 byty uzywane jako kontrola ilosci natozonego biatka. Prazki
biatkowe wizualizowano przy uzyciu systemu Amersham ECL 1 oznaczano ilosciowo przy

uzyciu oprogramowania ImageLab (Bio-Rad).
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6. Wplyw niesteroidowych lekow przeciwzapalnych i paracetamolu na reakcje

behawioralng malzy z rodziny Unionidae

6.1. Wstep

W zwiazku ze skokowym rozwojem cywilizacji pojawiaja si¢ ciggle nowe rodzaje
substancji zanieczyszczajacych srodowisko naturalne. W ostatnich dziesi¢cioleciach zwigzki
farmaceutyczne zostaty zidentyfikowane jako nowe zrédlo zanieczyszczenia Srodowiska,
w tym ekosysteméw wodnych (Rzymski 1 in. 2017). Roznorodne farmaceutyki od dawna
stosowane sg zarOwno w terapii czlowieka i jak i zwierzat (Boxall i in. 2012), jednak rozwdj
medycyny i wzrost dostepnosci farmaceutykow skutkuje cigglym wzrostem ilosci zuzywanych
lekow. O ile prognoza na rok 2020 zaktadata roczne zuzycie okoto 4,5 tryliona dawek r6éznych
lekéw (Rzymski 1 in. 2017), to szacunki na rok 2026 wskazuja na prawie 20% wzrost ilosci
zastosowanych dawek farmaceutykéw (EPR 2023). Obecnie istnieje ponad 4000
farmaceutykow stosowanych w praktykach medycznych i weterynaryjnych (Boxall i in. 2012,
Sim11in. 2011, Mendoza i in. 2015, Cardoso i in. 2014). W samej Unii Europejskiej w leczeniu
ludzi stosuje si¢ okoto 3000 réznych substancji, w tym leki przeciwzapalne i przeciwbdlowe,
srodki antykoncepcyjne, antybiotyki, B-blokery, regulatory lipidow, leki neuroaktywne i wiele
innych (Fent 1 in. 2006). Farmaceutyki mogg przenika¢ do srodowiska naturalnego, a glownymi
zrédlami sg surowe 1 podczyszczone Scieki z zaktadow przemystowych produkujacych leki,
odpady i $cieki szpitalne, odchody zwierzat gospodarskich i domowych, odptywy z agrocenoz
nawozonych zanieczyszczonymi S$ciekami, odchody ludzkie oraz niewlasciwa utylizacja
niezuzytych medykamentow (Boxal 1 in. 2012, Rzymski 1in. 2017, Klimaszyk 1 Rzymski 2018).
Sposrod wszystkich stosowanych farmaceutykéw do roku 2016 ponad 630 zostato
zidentyfikowanych w ekosystemach wodnych na $wiecie (Parolini 2020). Farmaceutyki obecne
sa w Srodowisku w postaci pierwotnych zwigzkow chemicznych, a takze jako ich metabolity.
Wspolczesne procesy technologiczne stosowane w oczyszczalniach $ciekow nadal
charakteryzuja si¢ niewielka skuteczno$cig usuwania farmaceutykéw i1 w zwigzku z tym
substancje te przedostajg si¢ fatwo do wod powierzchniowych i gruntowych (Santos i in. 2010).
Trwalo$¢ farmaceutykow w $srodowisku, w tym w wodach, jest zréznicowana i zalezy od
szeregu czynnikoéw takich jak: wlasciwosci chemicznych 1 farmakokinetycznych substancii,
temperatura, odczyn, dostepnos¢ réznych dlugosci §wiatta 1 warunkow tlenowych (Klimaszyk
i Rzymski 2018). Chociaz wigkszos$¢ substancji farmaceutycznych nie utrzymuje si¢ bardzo

dlugo w $rodowisku, ich ciggly doptyw moze skutkowaé poziomami obcigzenia
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przekraczajacymi wskazniki degradacji. Z tego powodu farmaceutyki uwazane sg za grupe
pseudo trwatych zanieczyszczen (Daughton i in. 2003). Dodatkowo informacje o
wystepowaniu w srodowisku metabolitow farmaceutykow i skutkach ich obecnosci sg nieliczne
1 wymagaja kolejnych badan (Klimaszyk i Rzymski 2018). Stezenia w jakich wykrywane sg
substancje farmaceutyczne w naturalnych ekosystemach wodnych §wiata sg zazwyczaj bardzo
niskie i mieszcza w zakresie od ng L' do mg L™! (Santos i in. 2010, Al Aukidy i in. 2014, Bagnis
iin. 2018, Fekadu i in. 2019). Jednak substancje te, sg tak zaprojektowane, aby miaty okreslony
sposob dzialania nawet przy niskich stezeniach (Fent 1 in. 2006). Dodatkowo organizmy wodne
moga by¢ narazone na ich dzialanie przez dtugi czas, nawet cale zycie, a efekty przewleklego
narazenia mogg manifestowac si¢ jako efekty subletalne takie jak: zahamowanie wzrostu,
zmiany molekularne lub biochemiczne lub zmiany behawioralne (Parolini 2020). Tym samym
obecno$¢ farmaceutykow w ekosystemach wodnych stanowi istotny i narastajacy problem,
z ktorym musi si¢ zmierzy¢ czlowiek (Fent i in. 2006, Santos i in. 2010, Boxall i in. 2012).
Ze wzgledu na bardzo duza liczbg, znaczne zrdéznicowanie chemiczne i niewielkie st¢zenia,
w ktorych wystepuja w $rodowisku, monitoring zanieczyszczenia jest bardzo trudny i
prowadzony wyrywkowo (Bound i Voulvoulis 2006, Gomez i in. 2007, Boxall i in. 2012,
Parolini 2020).

Istotnym wydaje si¢ opracowanie narze¢dzi i metod pozwalajacych na monitorowanie w
sposob ciagly obecnosci zanieczyszczen farmakologicznych w wodach. Wdrozenie systemow
biomonitoringu do $ledzenia zanieczyszczen farmakologicznych wymaga poznania zakresow
tolerancji gatunkéw wobec tych substancji oraz rozpoznania efektéw biochemicznych,
behawioralnych narazenia na r6zne stezenia substancji chemicznych.

Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) 1 leki przeciwbdlowe stanowig jedng z
najbardziej istotnych terapeutycznie grup lekow wystepujacych w ekosystemach wodnych na
catym $wiecie (aus der Beek i in. 2016). Leki te sg stosowane powszechnie zarowno w terapiach
ludzkich, jak 1 weterynaryjnych ze wzgledu na ich wlasciwosci przeciwbdlowe,
przeciwgoraczkowe 1 przeciwzapalne. NLPZ hamujg syntez¢ i uwalnianie prostaglandyn z
kwasu arachidonowego, dzialaja jako nieselektywne inhibitory enzymoéw cyklooksygenaz
(Gierse i in. 1995). W zwigzku z bardzo powszechnym stosowaniem NLPZ i lekow
przeciwbolowych stanowig one najczesciej wykrywang klase farmaceutykéw w Srodowisku
(Fekadu 1 in. 2019). W wielu badaniach monitoringowych odnotowano poziomy NLPZ
znacznie przekraczajace 1 pg L' w $ciekach miejskich i nieco nizsze stezenia w wodach
powierzchniowych (Santos i in. 2010, aus der Beek i in. 2016, Bagnis i in. 2018, Fekadu i in.
2019). Najczesciej wykrywanymi farmaceutykami w probkach srodowiskowych sposrod NLPZ
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jest ibuprofen (IBU) oraz diklofenak (DCF), a ws$rdod lekow przeciwbolowych 1
przeciwgoraczkowych paracetamol (PCM). Farmaceutyki te, zostaly wykryte w wodach
powierzchniowych, gruntowych i wodzie uzdatnionej do picia na wszystkich kontynentach
poza Antarktyda (Parolini 2020). Stwierdzono tez, ze NLPZ akumulujg si¢ w bezkregowcach
wodnych 1 mogg wywolywac ostre i1 przewlekte efekty toksyczne (Miller i1 in. 2018, Parolini
2020). Jednak zazwyczaj reakcje toksyczne obserwowano w eksperymentach, gdzie
zastosowane dawki farmaceutykow byly daleko wyzsze od tych, ktore spotykane sg w
srodowisku.

W niniejsze] pracy przeprowadzono badania reakcji behawioralnych dla trzech
gatunkow malzy Anodonta anatina, Unio tumidus 1 Sinanodonta woodiana. Analizowano
reakcje na stezenia PCM, ktére wynosity 0,3 ug L™, 3 pg L', 30 pg L. Przeprowadzono takze
badania aktywnosci filtracyjnej osobnikéw po aplikacji DCF i IBU w stezeniach 1 pg L7,
10 ug L, 100 ng L.

Celem przeprowadzonych badan bylo:

e okreslenie wptywu NLPZ i lekow przeciwbdlowych na behawior filtracyjny wybranych
gatunkdw malzy z rodziny Unionidae w czasie 24 godzinnego i subchronicznego
(5 dniowego) narazenia na farmaceutyki,

e okreslenie mozliwo$ci wykorzystania wybranych gatunkéw malzy z rodziny Unionidae
do detekcji incydentalnego zanieczyszczenia wod farmaceutykami NLPZ 1 srodkami
przeciwbdlowymi w  ramach  systemOw  wczesnego  ostrzegania  przed
zanieczyszczeniem,

e pordwnanie wrazliwosci na NLPZ 1 leki przeciwbolowe rodzimych gatunkow maltzy
Unio tumidus 1 Anodonta anatina oraz obcego gatunku inwazyjnego Sinanodonta

woodiana.

Postawiono i testowano nastepujace hipotezy badawcze:

H1: Narazenie matzy na badane farmaceutyki bedzie skutkowalo ograniczeniem ich
aktywnosci filtracyjnej. Redukcja aktywnosci bedzie wystepowata juz przy narazeniu na
niewielkie stezenia lekow, a intensywnos¢ reakcji bedzie si¢ zwigkszata wraz ze wzrostem

koncentracji lekow.
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H2: Reakcja matzy na stezenia farmaceutykow odnotowywane w srodowisku bedzie
wystarczajgco intensywna, by mogly by¢ one zastosowane do detekcji zanieczyszczenia wod

Sfarmaceutykami w ramach systemow wczesnego ostrzegania przed zanieczyszczeniem.

H3: Redukcja aktywnosci filtracyjnej inwazyjnego gatunku Sinanodonta woodiana w
reakcji na zanieczyszczenie wod badanymi farmaceutykami bedzie mniej intensywna w

porownaniu z rodzimymi gatunkami matzy skojkowatych.

6.2. Badane farmaceutyki

Tabela 1. Koncentracja (ng L) badanych farmaceutykéw w wodach powierzchniowych

Farmaceutyk N Min Max Refrences
Paracetamol 12 8 230 a,c fh
Diklofenak 25 1 931 a,bycdefg
Ibuprofen 26 2 928 a,cde,f

a) Klimaszyk i Rzymski (2018); b) McEneffiin.(2014); c) Gonzalez-Rey i in. (2015); d) Bayen i in. (2013);
e) Carmona i in. (2014); f) Thomas i Hilton (2004); g) Szymonik i Lach (2013); h) Stackelber i in. (2004).

6.2.1. Paracetamol

Paracetamol N-(4-hydroksyfenylo)acetamid (Rys. 5), =znany rowniez jako
acetaminofen, jest lekiem przeciwbolowym i przeciwgoraczkowym. Chociaz PCM nie posiada
dziatania przeciwzapalnego, to jest on czasami zaliczany do NLPZ, gdyz z toksykologicznego
punktu widzenia jego mechanizm dziatania jest podobny do mechanizmu dzialania NLPZ
(Misra 1 in. 1990). Ostatnie dane wskazuja, ze PCM wykryto w wodach powierzchniowych,
wodach gruntowych 1 wodzie wodociggowej 29 krajow (Parolini 2020). Zazwyczaj odnotowuje
si¢ niewielkie stezenia rzedu kilku ng L' (Tab. 1), a maksymalne odnotowane stezenie tego

farmaceutyku w §rodowisku wyniosto 230 ug L™ (aus der Beek 2016).
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OH

Rys. 5. Paracetamol - wzor strukturalny (https:/tiny.pl/cx2c8).

Rozpuszczalno$¢ paracetamolu w wodzie jest stosunkowo niewielka i wynosi 14 mg L w
25°C (pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). Niewiele wiadomo o stabilno$ci tego zwiazku w
srodowisku wodnym. Lin i in. (2010) stwierdzili 50% spadek st¢zenia PCM w $rodowisku
wodnym w ciagu nieco ponad 2 dni. Jednak jak zauwazajg autorzy, przyczyna tak gwattownego

spadku stezenia byta zar6wno degradacja jak i sorpcja PCM w osadach dennych.

6.2.2. Diklofenak

Diklofenak 2-[(2,6-dichlorophenyl)amino] kwas fenylooctowy (Rys. 6) jest
niesteroidowym lekiem przeciwzapalnym, ktéry hamuje enzymy cyklooksygenaze COX-1 1
COX- 2, ktore sag enzymami odpowiedzialnymi za produkcje prostaglandyn. Prostaglandyny
przyczyniaja si¢ do stanu zapalnego 1 sygnalizacji bolu. Diklofenak, podobnie jak inne NLPZ,
jest czesto stosowany jako terapia pierwszego rzutu w leczeniu ostrego 1 przewleklego bolu

oraz stanéw zapalnych z r6znych przyczyn (Todd i Sorkin 1988).

O

Cl H OH
N

Cl

Rys. 6. Diklofenak - wzor strukturalny (https:/tiny.pl/cx2rr).
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Jest to jeden z gléwnych lekow stosowanych na catym $wiecie. Diklofenak charakteryzuje
krotki okres pottrwania w wodach, wynoszacy, w zaleznosci od warunkow od < 8 do 21 dni
(Bu i in. 2016) i staba rozpuszczalnoéé w wodzie (2,4 mg L!). Pomimo tych cech, duza podaz
powoduje, iz jest on jednym z gltownych $srodkow farmaceutycznych zanieczyszczajacych
ekosystemy wodne. Czynnikiem sprzyjajacym diklofenaku w $rodowisku jest fakt, iz
oczyszczalnie $ciekOw maja ograniczong skuteczno$¢ jego usuwania (Parolini 2020).
W wodach powierzchniowych i gruntowych DCF jest wykrywany w zakresie st¢zen bardzo
niskich ng L' (Tab. 1), a w odptywach z oczyszczalni $cieckow w Europie w stezeniach pg L™

(Roberts i Thomas 2006).

6.2.3. Ibuprofen

Ibuprofen [kwas 2-(4-izobutylofenylo) propionowy] (Rys. 7) jest niesteroidowym
lekiem przeciwzapalnym, pochodng kwasu propionowego. Jest stosowany do tagodzenia
objawOw zapalenia stawow, zaburzen reumatycznych, bolu 1 obnizania temperatury (Hayashi i
in. 2008). Stanowi jeden z podstawowych $rodkow farmaceutycznych znajdujacych si¢ na
"licie lekow podstawowych" Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) i jest produkowany w
duzych ilosciach na catym $wiecie (Heckmann 1 in. 2007). Ibuprofen oddziatuje w réznych
szlakach zapalnych zaangazowanych w ostry 1 przewlekly stan zapalny. Gléwne dziatania
ibuprofenu sg zwigzane z kontrolg bolu, goraczki i ostrego stanu zapalnego poprzez hamowanie

syntezy prostanoidow przez enzymy COX-11 COX-2 (Rainsford 2009).

CHj

H
CHa O

H4C =

Rys. 7. Ibuprofen - wzor strukturalny (https:/tiny.pl/cx2rf).

Ze wzgledu na nieograniczony dostgp, duza ilo$¢ przyjmowanych dawek, wysoki wskaznik
wydalania (okoto 70-80%) i stosunkowo dobra rozpuszczalno$¢ w wodzie (21 mg L) IBU jest

jednym z farmaceutykow czesciej stwierdzanych w ekosystemach wodnych (Parolini 2020).
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IBU ma stosunkowo wysokg mobilnos¢ w srodowisku naturalnym, ale nizszg trwatos¢ w
porownaniu z innymi farmaceutykami (Buser i in. 1999). Yamamoto i in. (2009) wykazali, ze
polokres trwania IBU w srodowisku wodnym, w zalezno$ci od panujacych warunkow, moze
si¢ miesci¢ w szerokim zakresie od 19 do 414 dni. IBU zostat wykryty w umiarkowanych lub
wysokich stezeniach zaré6wno w S$ciekach z oczyszczalni $ciekéw, jak 1 w wodach
powierzchniowych zaré6wno w Europie oraz na innych kontynentach (Tab. 1) (Metcalfe i

in. 2004, Santos i in. 2010, Rzymski i in. 2017).

6.3. Metody analizy statystycznej i graficznej prezentacji wynikow.

Analiza statystyczna zebranych danych i graficzna prezentacja wynikoéw zostata
przeprowadzona przy wykorzystaniu programow: STATISTICA (TIBCO), GRAPHPAD 8
(Prism). W przypadku testow 24 godzinnych, pierwszym etapem analizy danych byto
sprawdzenie normalno$ci rozktadu danych w populacji. Jesli dane spetnialy warunek rozktadu
normalnego statystyczng istotno$¢ roznic pomiedzy grupami danych porownywano za pomoca
testow parametrycznych (test t-studenta dla prob zaleznych). W przypadku niespetnienia
warunku normalno$ci do pordwnania stosowano nieparametryczny test par Wilcoxona.
W badaniach subchronicznego narazenia matzy na farmaceutyki (testy 5 dniowe), okres

kontrolny z poszczegdlnymi dniami eksperymentu porownywano za pomocg testu Dunna.
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6.4. Reakcja behawioralna malzy na paracetamol
6.4.1. Reakcje behawioralne malzy Anodonta anatina na wybrane stezenia paracetamolu
6.4.1.1. Reakcja behawioralna A. anatina na paracetamol w stezeniu 0,3 pg L'

Najnizsze stezenie PCM, dla ktorego testowano reakcj¢ szczezui pospolitej wynosito
0,3 pg L!. Bylo to stezenie nawigzujace do maksymalnych koncentracji tego farmaceutyku

stwierdzanych w wodach powierzchniowych.

A. anatina 0.3 pg PCT L™
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Rys. 8. Reakcja matzy A. anatina na aplikacje paracetamolu w stezeniu 0,3 pg L.

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - §rednia, was - btad standardowy (t-test, p > 0,05)

Aplikacja PCM w stezeniu 0,3 pg L' nie wywolata zauwazalnej reakcji behawioralnej
testowanego gatunku matzy. Srednie otwarcie skorup populacji testowej obnizyto si¢ na nieco
ponad 40% po okoto 2 godzinach od aplikacji farmaceutyku, ale byto to zatamanie aktywnosci
krotkotrwate 1 nastgpnie otwarcie muszli ponownie oscylowato wokot $redniej dla calego
okresu testowego (Rys. 8). Po kolejnej godzinie §rednie otwarcie skorup malzy ponownie
spadio na krétko do poziomu 40%. Krotkotrwale obnizenie aktywnosci filtracyjnej (Srednie
otwarcie skorup w zakresie 40-50%) stwierdzono takze w okresie kontrolnym poprzedzajacym
zadanie paracetamolu (Rys. 8). Obnizenia wartosci $redniej wynikaly z przechodzenia
pojedynczych osobnikéw w okres spoczynkowy. Srednie otwarcie skorup matzy w okresie
kontrolnym, kiedy matze nie byly narazone na farmaceutyk, byto zblizone do okresu testowego

(Rys. 8, Tab. 2).
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Tabela 2. Podstawowe statystyki otwarcia skorup 4. anatina w okresie kontrolnym i testowym

po podaniu paracetamolu w stezeniu 0,3 pg L. Spoczynek oznacza udzial procentowy czasu,

kiedy malze miaty otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie standardowe.

spoczynek
Srednia min max SD %
kontrola 70,5 0 100 16,8 2,3
test 68,2 0 102 18,4 2,9

Analiza statystyczna (t-test) nie wykazata statystycznie istotnych réznic w otwarciu skorup i
aktywnosci filtracyjnej w okresie kontrolnym w stosunku do okresu po zadaniu farmaceutyku.
Podobny byt takze $redni czas, kiedy malze pozostawaly w spoczynku redukujac swoja

aktywno$¢ (Tab. 2).

6.4.1.2. Reakcja behawioralna 4. anatina na paracetamol w stezeniu 3 pg L!

Kolejnym stgzeniem PCM, ktore analizowano pod katem wpltywu na behawior

filtracyjny matzy byla koncentracja dziesieciokrotnie wyzsza i wynosita 3 pg L.
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Rys. 9. Reakcja malzy 4. anatina na aplikacje paracetamolu w stezeniu 3 pg L.

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - $rednia, was - btad standardowy (Wilcoxon test,

*p < 0,05)

Podanie PCM w iloéci 0,3 ug L', podobnie jak w przypadku stezenia dziesieciokrotnie
nizszego, nie wywolato zauwazalnej reakcji stresowej u matzy (Rys. 9). W przeciggu

pierwszych godzin po aplikacji substancji $rednie otwarcie skorup populacji testowej wzrosto
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o okoto 10% 1 stan taki utrzymywat si¢ przez okoto 2 godziny. Potem nastapil stopniowy spadek
Sredniej aktywnos$ci malzy, a na przetomie 13 i 14 godziny eksperymentu odnotowano
minimalne rozwarcie skorup — nieznacznie przekraczajace 30%. Stan ten trwat krétko i Srednie
otwarcie skorup ponownie wzrosto do poziomu ponad 60% (Rys. 9). Stan ten utrzymywat si¢
do konca eksperymentu. Poréwnujac $rednie rozwarcie skorup w okresie kontrolnym i tescie
mozemy zauwazy¢, nieznaczny wzrost sredniej (Rys. 9, Tab. 3). Analiza statystyczna (test

Wilcoxona) wykazata istotng réznice w otwarciu skorup malzy w porownywanych okresach

Tabela 3. Podstawowe statystyki otwarcia skorup 4. anatina w okresie kontrolnym i testowym
po podaniu paracetamolu w stezeniu 3 pug L. Spoczynek oznacza udziat procentowy czasu,

kiedy malze miaty otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie standardowe.

spoczynek
Srednia min max SD %
kontrola 60,8 0 101 18,2 1,6
test 62,6 0 98 20,1 3,2

Zarowno w okresie kontrolnym jak i w czasie testu wszystkie osobniki matzy filtrowaty z duza
intensywnoscig (otwarcie skorup zblizone do maksymalnego) oraz okresowo przechodzity w
stan spoczynku. Warto odnotowac¢, ze udziat procentowy czasu spoczynku byt dwukrotnie
dluzszy (cho¢ nadal krotki) w porownaniu do kontroli, kiedy malze nie byly poddane

wplywowi paracetamolu (Tab. 3).
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6.4.1.3. Reakcja behawioralna A. anatina na paracetamol w stezeniu 30 pg L-!

W kolejnym badaniu analizowano wplyw PCM w stezeniu 30 pg L' - stukrotnie
wyzszym niz koncentracje uznang za reprezentatywng dla ekosystemow wodnych

zanieczyszczonych ta substancja.

__ 100~ A. anatina 30 pg PCT L
xX
< 100-
I~ 80— l g Fk
w
E 5 80
= 60 2
8 E g0
@ ©
= 40+ H
= | E 401
2 | <
_g 20— l _E 20—
o T T g T
0 24_ 48 kontrola test
godziny

Rys. 10. Reakcja matzy 4. anatina na aplikacje paracetamolu w stezeniu 30 ug L.

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - $rednia, was - blad standardowy, statystyczna

istotnos¢ roznic (Wilcoxon test, *** p < 0,001)

W okresie kontrolnym, kiedy matze nie byty poddane oddziatywaniu farmaceutyka srednie
otwarcie skorup matzy wynosito nieco ponad 70%, fluktuujac pomiedzy 50% a 85%. Aplikacja
PCM w stezeniu 30 pug L' spowodowata gwattowne ograniczenie aktywnosci filtracyjnej. Juz
w ciggu 30 minut po aplikacji srednie otwarcie skorup spadto do okoto 35% (Rys. 10). Po okoto
godzinie od aplikacji $rednie otwarcie skorup wzrosto do poziomu 50-55%, pomimo ze
2 osobniki pozostawaly caty czas zamknigte. Po kolejnych 3 godzinach $rednie otwarcie skorup
spadio znaczaco osiagajac minimalnie warto§¢ 30% (Rys. 10). Od okoto 15 godziny po
aplikacji Srednie otwarcie skorup stopniowo wzrastato charakteryzujac si¢ duzymi fluktuacjami
w krétkich interwatach czasu. W ciggu catego czasu testu maksymalne §rednie otwarcie muszli

byto niZsze niz maksymalne $rednie otwarcie w trakcie okresu kontrolnego (Rys. 10, Tab. 4).
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Tabela 4. Podstawowe statystyki otwarcia skorup 4. anatina w okresie kontrolnym i testowym
po podaniu PCM w stezeniu 30 ug L. Spoczynek oznacza udziat procentowy czasu, kiedy

malze miaty otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie standardowe.

spoczynek
Srednia min max SD %
kontrola 73,6 0 102 18,2 2,6
test 43,8 0 86 25,8 16,9

Poréwnujac $rednie otwarcie muszli w catym okresie kontrolnym z testem zauwazamy istotng
redukcje. Analiza statystyczna wykazata, ze otwarcie skorup matzy w okresie, kiedy byty
narazone na oddziatywanie PCM w dawce 30 pug L™ bylo istotnie statystycznie nizsze niz
otwarcie skorup w okresie kontrolnym (Wilcoxon test, p < 0,001). Czas, kiedy matze mialy
muszle zamknigte w okresie testu byt ponad szesciokrotnie dtuzszy w poréwnaniu do kontroli

(Tab. 4).

Dla najwyzszego spo$rod badanych stezeh PCM (30 pg L) przeprowadzono takze

obserwacj¢  dlugotrwalych  pieciodniowych  efektow  behawioralnych.  Wyniki
przeprowadzonych badan pokazuja, ze negatywne efekty oddzialywania PCM na malze
utrzymujg si¢ przez dtugi czas. W ciggu pigciu dob po aplikacji substancji odnotowano spadek
aktywnosci filtracyjnej. Najsilniejszy efekt wystapit w pierwszej dobie po podaniu PCM.
Podobnie jak w eksperymencie z narazeniem 24 godzinnym, maltze gwattownie zareagowaty
na obecno$¢ PCM. Minimalne $rednie otwarcie skorup muszli (ponizej 30%) stwierdzono w
potowie pierwszej doby. Pod koniec pierwszej doby po aplikacji §rednie otwarcie wzrosto do
okoto 60% 1 fluktuujac w niewielkim zakresie utrzymywalto si¢ na takim poziomie przez

nastepna dobe.
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Rys. 11. Srednie otwarcie skorup populacji matzy A. anatina w poszczegélnych dobach

eksperymentu narazenia paracetamol w stezeniu 30 pg L. con - okres kontrolny, 1 - 5 dni po aplikacii,

stupek - $rednia, was - blad standardowy (post-hoc test Dunna, ** p < 0,01, *** p <0,001)

Nastepnie srednie otwarcie skorup muszli stopniowo rosto osiggajac okresowo w ostatniej
dobie eksperymentu warto$§¢ ponad 70% (Rys. 11). Analiza statystyczna wykazata istotne
réznice w otwarciu skorup malzy w czasie trwania eksperymentu. Test post-hoc Dunna
wykazal, ze we wszystkich dobach po podaniu PCM otwarcie skorup matzy byto statystycznie

istotnie nizsze niz w okresie kontrolnym.
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Tabela 5. Podstawowe statystyki otwarcia skorup A. anatina w okresie kontrolnym (con) i
kolejnych dniach (1-5) po podaniu paracetamolu w stezeniu 30 pg L. Spoczynek oznacza

udziat procentowy czasu, kiedy matze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%. SD - odchylenie

standardowe.
spoczynek

Srednia min max SD %

con 71,5 0 102 14,2 3,5
1 44 4 0 88 25,6 22,6

2 57,8 0 98 15,1 9,2
3 50,6 0 100 16,3 11,4

4 53,9 0 92 18,4 9,6

5 60,2 0 97 11,8 8,2

W ciggu catego testu, kiedy matze byly narazone na oddziatywanie PCM stwierdzono dtuzszy

czas, kiedy matze catkowicie redukowaty aktywnos¢ filtracyjng, a ich skorupy pozostawaty

zamknigte (Tab. 5).
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6.4.2. Reakcje behawioralne malzy Unio tumidus na wybrane stezenia paracetamolu
6.4.2.1. Reakcja behawioralna U. tumidus na paracetamol w stezeniu 0,3 pg L!

Stezenie 0,3 pug L analizowane pod katem wptywu na behawior filtracyjny matzy byto
najnizszym z testowanych dawek dla U. tumidus. Analizowane stezenie nawigzuje do

maksymalnych koncentracji tej substancji w wodach powierzchniowych.
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Rys. 12. Reakcja malzy U. tumidus na aplikacje paracetamolu w stezeniu 0,3 pg L1,

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - $rednia, was - btad standardowy (Wilcoxon test,

*p < 0,05)

Dodanie farmaceutyku w stezeniu 0,3 mg L™ poczatkowo nie spowodowato zauwazalne;
reakcji behawioralnej u matzy. Najwigksze spadki sredniego otwarcia muszli u testowanej
populacji, byty zauwazalne w 36 godzinie od aplikacji PCM. Wartos$ci oscylowaty w okolicy
50% a okoto 40 godziny chwilowe zalamanie aktywnos$ci osiggneto wartos¢ 42%. Nastepnie
$rednie otwarcie muszli ponownie wzrastato. Najnizszy spadek aktywno$ci obserwowano pod
koniec trwania badania, kiedy to $rednie otwarcie skorup osiggneto warto$¢ 40% (Rys. 12). Na
poczatku trwania okresu kontrolnego srednia aktywnos$¢ filtracyjna matzy byla najwyzsza 1
wahata si¢ od 75% do 87%, pdzniej w 12 godzinie nastapit naglty 1 krétkotrwaty spadek
aktywnosci w populacji, wtedy to $rednie otwarcie muszli wynosito 38%. Po tym spadku
aktywnos$¢ filtracyjna matzy nie wrécita juz do poczatkowej wartosci z okresu kontrolnego
(Rys. 12). Srednie otwarcie skorup malzy w okresie kontrolnym, kiedy matze nie byty narazone
na farmaceutyk byto wyzsze, jednak zblizone do okresu testowego, w ktorym wyniosto ponad
64 % (Rys. 12, Tab. 6).
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Tabela 6. Podstawowe statystyki otwarcia skorup U. tumidus w okresie kontrolnym i testowym

po podaniu paracetamolu w stezeniu 0,3 pg L. Spoczynek oznacza udzial procentowy czasu,

kiedy malze miaty otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie standardowe.

Spoczynek
Srednia min max SD %
kontrola 69,1 0 101 21,3 2,4
test 64,2 0 102 15,2 3,2

Przeprowadzona analiza statystyczna (test Wilcoxona) wykazatla statystycznie istotne rdznice
w otwarciu skorup i aktywnoSci filtracyjnej matzy w okresie kontrolnym w stosunku do okresu
po aplikacji farmaceutyku. Podobny byt takze §redni czas, w ktorym osobniki pozostawalty w

spoczynku redukujac swojg aktywnos¢ (Tab. 6).

6.4.2.2. Reakcja behawioralna U. tumidus na paracetamol w stezeniu 3 pg L

W kolejnym badaniu st¢zenie PCM bylo dziesigciokrotnie wyzsze niz w poprzednim.

Jego koncentracja wynosita 3 pg L.
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Rys. 13. Reakcja malzy U. tumidus na aplikacje paracetamolu w stezeniu 3 pg L.

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - $rednia, was - btad standardowy (Wilcoxon test,
p>0,05)

Aplikacja farmaceutyku w iloéci 3 pg L' nie wptyneta znaczaco na aktywnos¢ filtracyjng
testowanej populacji matzy. Srednie otwarcie muszli, podobnie jak w przypadku stezenia

0,3 ugL! nie spowodowato zauwazalnej reakcji stresowej u matzy, jednak $rednie otwarcie
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skorup tuz po dodaniu PCM spadlo w poréwnaniu do koncowego okresu kontrolnego.
Nastepnie pare godzin po aplikacji farmaceutyku wystapilty dwa momenty, w ktorych $rednie
otwarcie muszli z 55% wzrosto do 65% 1 70%. W trakcie badania zaobserwowano trzy spadki
aktywnosci filtracyjnej matzy do poziomu 45%. W drugiej potowie eksperymentu aktywno$¢
wzrosta 1 wahala si¢ na poziomie 70%, nastepnie pod koniec badania spadta do 57% (Rys. 13).
W trakcie trwania catego doswiadczenia $rednie otwarcie skorup wynosito prawie 62% i byto

nieznacznie wyzsze od $redniej z okresu kontrolnego (Rys. 13, Tab. 7).

Tabela 7. Podstawowe statystyki otwarcia skorup U. tumidus w okresie kontrolnym i testowym
po podaniu paracetamolu w stezeniu 3 pug L. Spoczynek oznacza udziat procentowy czasu,

kiedy malze miaty otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie standardowe.

spoczynek
Srednia min max SD %
kontrola 61,2 0 100 20,3 5.2
test 61,9 1 103 19,8 2,9

W okresie kontrolnym aktywno$¢ filtracyjna matzy byta nizsza w poréwnaniu do poprzedniego
stezenia. Osobniki okresowo przechodzily w stan spoczynku. Udzial procentowy czasu
spoczynku byt prawie dwukrotnie dluzszy w poréwnaniu do kontroli, kiedy malze nie byty

poddane wptywowi farmaceutyku (Tab. 7).
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6.4.2.3. Reakcja behawioralna U. tumidus na paracetamol w stezeniu 30 pg L'

W kolejnym badaniu analizowano wptyw PCM w stezeniu 30 pg L', ktore byto
najwyzszg testowang dawka.
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Rys. 14. Reakcja matzy U. tumidus na aplikacje paracetamolu w stezeniu 30 ug L.

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - $rednia, was - blad standardowy, statystyczna

istotnos¢ roznic (Wilcoxon test, *** p <0,001)

W okresie kontrolnym, w ktérym osobniki nie byly poddane dziataniu PCM $rednie otwarcie
skorup muszli wyniosto 70%. Najwyzsza aktywnos$¢ filtracyjna byla po 6 godzinach od
aplikacji substancji, a jej warto§¢ wyniosta niecale 90% natomiast najnizsza aktywno$¢
pojawita si¢ po 20 godzinach, wtedy Srednie otwarcie muszli spadto do 50%. Aplikacja PCM
w stezeniu 30 ug L! znaczaco wptyneta na aktywno$é filtracyjna, ktéra z poziomu 75% spadta
gwattownie ponizej 30%. Nastepnie po okoto 8 godzinach od aplikacji farmaceutyku $rednie
otwarcie muszli wzrosto do 60%. Byla to najwyzsza aktywnos¢ filtracyjna matzy w trakcie
badania z tym stezeniem PCM. W 32 godzinie po aplikacji substancji srednie otwarcie skorup
spadto znaczaco osiggajac wartosci na poziomie 40%. Po tym czasie, po okoto 40 godzinach
od aplikacji PCM S$rednie otwarcie muszli wzrosto do ponad 50% i utrzymywato si¢ tak przez
okoto 4 godziny. W koncowym etapie doswiadczenia aktywnos$¢ filtracyjna matzy zmalata, po
czym na sam koniec zaczeta wzrasta¢ (Rys. 14). W ciaggu calego badania $rednie otwarcie

muszli wyniosto 43% 1 byto nizsze niz §rednie otwarcie skorup w trakcie okresu kontrolnego

(Rys. 14, Tab. 8).

38



Tabela 8. Podstawowe statystyki otwarcia skorup U. tumidus w okresie kontrolnym i testowym

po podaniu paracetamolu w stezeniu 30 pg L. Spoczynek oznacza udziat procentowy czasu,

kiedy malze miaty otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie standardowe.

spoczynek
Srednia min max SD %
kontrola 72,4 0 102 10,7 1,6
test 43,8 0 89 21,9 15,2

Srednie otwarcie skorup w catym okresie kontrolnym bylo znaczaco wyzsze, w poréwnaniu z
testem, w ktorym zauwazalna byla istotna redukcja aktywnos$ci filtracyjnej. Z analizy
statystycznej wynika, ze otwarcie muszli malzy w okresie, w ktérym byly narazone na
oddzialywanie PCM w dawce 30 pg L! bylo istotnie statystycznie nizsze, niz otwarcie skorup
w okresie kontrolnym (test Wilcoxona, p < 0,001). Czas, kiedy matze mialty muszle zamkniete
w okresie testu byl prawie dziesieciokrotnie dtuzszy w porownaniu z okresem kontrolnym

(Tab. 8).

Dla najwyzszego sposrdd badanych stezeh PCM (30 pg L) dla gatunku U. tumidus
réwniez przeprowadzono obserwacj¢ pigciodobowych efektow behawioralnych. Najwiekszy
spadek aktywnosci filtracyjnej nastapit w pierwszej dobie po aplikacji substancji. Minimalne
srednie otwarcie muszli wyniosto wtedy 30%. Pod koniec pierwszej doby po aplikacji $rednie
otwarcie wzrosto do 60%. Przez nastgpng dobg aktywnos$¢ filtracyjna wzrastala 1 osiggneta
najwyzsza warto$¢, ktora byla na poziomie 75%. Poczatek 72 godziny charakteryzowat si¢
spadkiem $redniego otwarcia muszli, po czym powoli nastgpowal wzrost aktywnos$ci az do
96 godziny. W potowie czwartej doby aktywno$¢ malzy zaczeta spadaé, jednak wlasnie tego
dnia nastgpito najwyzsze srednie otwarcie muszli w przeciggu wszystkich pigciu dni trwania
badania. Pod koniec ostatniej doby aktywnos¢ filtracyjna zaczeta wzrastac¢, jednak w momencie

zakonczenia badania, w 144 godzinie spadia do poziomu 50% (Rys. 15).
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Rys. 15. Srednie otwarcie skorup populacji matzy U. tumidus w poszczegdélnych dobach

eksperymentu narazenia paracetamol w stezeniu 30 pg L. con - okres kontrolny, 1 - 5 dni po aplikacii,

stupek - $rednia, was - btad standardowy (post-hoc test Dunna, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001)

Wykonana analiza statystyczna wykazala istotne réznice w otwarciu skorup malzy w czasie
trwania eksperymentu. Test post-hoc Dunna wykazat, ze w pierwszej, drugiej i piatej dobie po
aplikacji PCM otwarcie muszli matzy bylo statystycznie istotnie nizsze niz w okresie

kontrolnym. Natomiast w dobie czwartej eksperymentu byto istotnie wyzsze (Rys. 15).
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Tabela 9. Podstawowe statystyki otwarcia skorup U. tumidus w okresie kontrolnym (con) i
kolejnych dniach (1-5) po podaniu paracetamolu w stezeniu 30 pg L. Spoczynek oznacza

udziat procentowy czasu, kiedy matze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%. SD - odchylenie

standardowe.
spoczynek

Srednia min max SD (%)

con 63,5 0 103 5,8 0,6
1 46 0 85 22,5 19,2

2 59,8 0 102 16,5 7,5

3 61,1 0 102 25,1 8,7

4 65,9 0 100 20,3 7,9

5 58,2 0 98 21,3 9,2

W ciggu catego testu, kiedy matze byly narazone na oddziatywanie PCM stwierdzono dtuzszy
czas, kiedy matze catkowicie redukowaty aktywnos¢ filtracyjng, a ich skorupy pozostawaty

zamknigte (Tab. 9).
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6.4.3. Reakcje behawioralne malzy Sinanodonta woodiana na wybrane stezenia

paracetamolu
6.4.3.1. Reakcja behawioralna S. woodiana na paracetamol w stezeniu 0,3 pg L'

Najnizszym stezeniem PCM, na ktérym testowano reakcje S. woodiana byto 0,3 ng L!. Dawka

ta nawigzywata do maksymalnych koncentracji farmaceutyku stwierdzanych w wodach

powierzchniowych.
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Rys. 16. Reakcja matzy S. woodiana na aplikacje paracetamolu w stezeniu 0,3 pg L.

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - $rednia, was - biad standardowy (Wilcoxon test,
*p<0,05)

Aplikacja farmaceutyku w stezeniu 0,3 mg L' nie wywotata znaczacej reakcji behawioralnej u
matzy. Po 2 godzinach od aplikacji PCM $rednie otwarcie muszli testowanej populacji spadto
do 55%. Ograniczenie aktywnos$ci byto jednak krétkotrwate, a nastepnie wzrosto do 60% 1 na
tym poziomie pozostawato przez kilka kolejnych godzin. Po tym czasie, srednie otwarcie
skorup matzy krétkotrwale spadto do poziomu 52%. Nastgpnie nieznacznie wzrosto, po czym
osiggneto warto$¢ 50%. Mniej wigcej w potowie czasu trwania do§wiadczenia z zaaplikowang
substancjg nastgpit spadek aktywnosci filtracyjnej matzy do 40%, ktory trwal przez 2 godziny.
Krotkotrwate obnizenie aktywnosci filtracyjnej zauwazono takze 3 godziny po rozpoczeciu
badania okresu kontrolnego, w ktorym srednie otwarcie muszli wyniosto 40%. Byl to najnizszy
spadek aktywnosci filtracyjnej dla badania kontrolnego (Rys. 16). Spadek $redniej wartosci byt

spowodowany przechodzeniem pojedynczych osobnikéw w okres spoczynkowy. Srednie
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otwarcie muszli dla populacji w okresie kontrolnym, kiedy matze nie byly narazone na

dziatanie PCM, przypominato wartosci z okresu testowego (Rys. 16, Tab. 10).

Tabela 10. Podstawowe statystyki otwarcia skorup S. woodiana w okresie kontrolnym i
testowym po podaniu paracetamolu w stezeniu 0,3 pg L. Spoczynek oznacza udziat

procentowy czasu, kiedy malze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie

standardowe.
spoczynek
sSrednia min max SD %
kontrola 63,5 5 107 11,6 0,9
test 64,8 2 103 16,2 1,5

Pomimo tego, analiza statystyczna (test Wilcoxona) wykazala statystycznie istotne réoznice w
otwarciu muszli matzy i aktywnosci filtracyjnej w okresie kontrolnym w stosunku do okresu
po aplikacji substancji. Sredni czas, kiedy matze pozostawaly w spoczynku, drastycznie
redukujac swoja aktywnos$¢, byt ponad dwukrotnie dtuzszy w tescie w poréwnaniu do okresu

kontrolnego (Tab. 10).
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6.4.3.2. Reakcja behawioralna S. woodiana na paracetamol w stezeniu 3 pg L!

Kolejnym st¢zeniem PCM, ktore analizowano pod katem wplywu na behawior

filtracyjny matzy byta koncentracja dziesieciokrotnie wyzsza, ktora wynosita 3 pg L.
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Rys. 17. Reakcja malzy S. woodiana na aplikacje paracetamolu w stezeniu 3 pg L.

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - $rednia, was - btad standardowy (Wilcoxon test,

*p < 0,05)

Aplikacja PCM w dawce 3 pg L' spowodowata natychmiastowy spadek aktywnosci
filtracyjnej populacji matzy. Srednie otwarcie muszli tuz po dodaniu substancji spadto z ponad
75% do 50%. Byta to najnizsza warto$¢ $redniego otwarcia skorup od momentu dodania
farmaceutyku. Spadek byt jednak krotkotrwaty, po czym warto$¢ wzrosta do prawie 70% 1
przez dluzszy czas utrzymywata si¢ na tym poziomie. Najwigksze $rednie otwarcie skorup
muszli nastgpito w 40 godzinie badania, wyniosto 83% 1 utrzymywalo si¢ przez 2 godziny, po
czym aktywnos$¢ filtracyjna malzy zmalata. Nastepnie w 48 godzinie badania nieznacznie
wzrosta powyzej 80% (Rys. 17). Porownujac otwarcie muszli w okresie kontrolnym 1 tescie
mozemy zauwazy¢, ze Srednie otwarcie skorup bylo nizsze w cze$ci badania z aplikacja

farmaceutyku (Rys. 17, Tab. 11).
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Tabela 11. Podstawowe statystyki otwarcia skorup S. woodiana w okresie kontrolnym i

testowym po podaniu paracetamolu w stezeniu 3 pg L. Spoczynek oznacza udziat procentowy

czasu, kiedy matze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie standardowe.

spoczynek
Srednia min max SD %
kontrola 75,5 0 106 7,6 0,2
test 71,1 2 100 12,1 2,1

W okresie kontrolnym jak i w czasie testu wszystkie osobniki matzy filtrowaty z duza
intensywnos$cig oraz okresowo przechodzity w stan spoczynku. Nalezy stwierdzi¢, ze udziat
procentowy czasu spoczynku w tescie byl ponad dziesigciokrotnie dluzszy w poréwnaniu do
kontroli, kiedy to osobniki nie byly poddane wpltywowi substancji (Tab. 11). Analiza
statystyczna (test Wilcoxona, p < 0,05) wykazata statystycznie istotne réznice w otwarciu
muszli matzy i aktywnosci filtracyjnej w okresie kontrolnym w stosunku do okresu po aplikacji

substancji.

6.4.3.3. Reakcja behawioralna S. woodiana na paracetamol w stezeniu 30 pg L'

W  kolejnym badaniu analizowano wplyw PCM w stezeniu 30 pug L.
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Rys. 18. Reakcja matzy S. woodiana na aplikacje paracetamolu w stezeniu 30 pg L.

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - $rednia, was - blad standardowy, statystyczna

istotnos$¢ roznic (Wilcoxon test, * p <0,05)
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W okresie kontrolnym, kiedy matze nie byly poddane wpltywowi PCM $rednie otwarcie skorup
matzy wynosito niecate 70%. Najwyzsza odnotowana warto$¢ sredniej aktywnosci filtracyjnej
malzy osiagneta warto$¢ 81%, a najnizsza 50%. Aplikacja PCM w stezeniu 30 pg L
spowodowata gwaltowne ograniczenie aktywno$ci malzy. Juz w ciggu 30 minut po aplikacji
Srednie otwarcie muszli spadto z 68% do 40% (Rys. 18). Po okolo godzinie od dodania
substancji, srednie otwarcie skorup wzrosto do poziomu 55% i na tym poziomie utrzymywato
si¢ przez 3 godziny, po czym wzrosto do 65%. Po tym czasie w niewielkich odstepach nastapity
dwa spadki aktywnosci filtracyjnej, pierwszy do 50% a kolejny do 48%. Od okoto 13 godziny
po aplikacji PCM Ssrednie otwarcie skorup stopniowo wzrastato i zmniejszalo si¢. Nastgpnie w
polowie badania aktywno$¢ wzrosta. W drugiej czegsci eksperymentu z paracetamolem, okoto
38 godziny, sytuacja ustabilizowala si¢ i Srednie otwarcie skorup u matzy wynosito 65%. Pod
koniec badania wzrosto, po czym na sam koniec w 48 godzinie spadto do 59% (Rys. 18).
W ciggu calego czasu testu maksymalne $rednie otwarcie muszli bylo wyzsze w okresie

kontrolnym niz w tescie (Rys. 18, Tab. 12).

Tabela 12. Podstawowe statystyki otwarcia skorup S. woodiana w okresie kontrolnym i
testowym po podaniu paracetamolu w stezeniu 30 pg L' Spoczynek oznacza udziat

procentowy czasu, kiedy malze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie

standardowe.
spoczynek
Srednia min max SD %
kontrola 67,8 0 102 8,9 1,1
test 62,2 4 106 15,8 4,6

Porownujac $rednie otwarcie muszli w catym okresie kontrolnym z testem zauwazamy istotng
redukcje. Analiza statystyczna wykazala, Zze otwarcie skorup matzy w czasie, kiedy byty
narazone na oddziatywanie PCM w dawce 30 ng L™ bylo istotnie statystycznie nizsze niz
otwarcie skorup w okresie kontrolnym (test Wilcoxona, p <0,05). Czas, w ktérym malze miaty
muszle zamknigte w okresie testu byt ponad 4 krotnie dtuzszy w poréwnaniu do kontroli
(Tab. 12).
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Dla najwyzszego sposrod badanych stezen PCM (30 pg L) przeprowadzono takze
obserwacj¢ dlugotrwatych efektow behawioralnych. Badanie trwalo 5 dob. Najsilniejszy
spadek aktywno$ci filtracyjnej nastapil tuz po dodaniu farmaceutyku. Wtedy $rednie otwarcie
muszli u S. woodiana spadto do 42% 1 bylo ono najmniejszym $rednim otwarciem skorup w
przeciggu trwania catego eksperymentu. Najwyzsza aktywnos¢ filtracyjna nastgpita w czwartej
dobie po aplikacji PCM i wyniosta az 90%. Okres kontrolny charakteryzowat si¢ bardzo
zblizonymi warto$ciami $redniego otwarcia muszli i wynosit od 60% do 70% z wyjatkiem

spadku aktywnosci filtracyjnej w populacji w okoto 20 godzinie do 49% (Rys. 19).

1004 8. woodiana 30 pg PCTL"

srednie otwarcie muszli (%

48 72 96 120 144
godziny

=
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Rys. 19. Srednie otwarcie skorup populacji matzy S. woodiana w poszczegdlnych dobach

eksperymentu narazenia paracetamol w stezeniu 30 pg L. con - okres kontrolny, 1 - 5 dni po aplikacii,

shupek - §rednia, was - btad standardowy (post-hoc test Dunna, * p < 0,05)

Najwyzsze $rednie otwarcie skorup muszli testowanej populacji matzy zaobserwowano w
ostatniej dobie eksperymentu i wyniosto 70% (Rys. 19). Analiza statystyczna (ANOVA p<0,01)

wykazata istotne roznice w otwarciu skorup malzy w czasie trwania eksperymentu. Test post-
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hoc Dunna wykazat, ze dobach 1, 3 oraz 5 badania $rednie otwarcie skorup muszli testowane;j

populacji S. woodiana bylo statystycznie odmienne.

Tabela 13. Podstawowe statystyki otwarcia skorup S. woodiana w okresie kontrolnym (con) i
kolejnych dniach (1-5) po podaniu paracetamolu w stezeniu 30 pg L. Spoczynek oznacza

udziat procentowy czasu, kiedy matze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%. SD - odchylenie

standardowe.
spoczynek

Srednia min max SD (%)

con 65,3 2 111 3,2 0,2

1 62,1 2 102 18,5 4.8

2 63,8 5 100 9,6 2,5

3 60.5 4 106 52 3,5

4 65,8 4 104 203 2,8

5 68,1 4 110 14,2 3,2

W ciagu catego testu, kiedy matze byly narazone na oddziatywanie PCM stwierdzono dtuzszy
czas, w ktorym osobniki catkowicie redukowaty aktywnos$¢ filtracyjna, a ich skorupy

pozostawaty zamknigte (Tab. 13).
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6.5. Reakcja behawioralna malzy na diklofenak
6.5.1. Reakcje behawioralne malzy Anodonta anatina na wybrane stezenia diklofenaku
6.5.1.1. Reakcja behawioralna A. anatina na diklofenak w stezeniu 1 pg L!

Najnizszym st¢zeniem DCF, na ktorym testowano reakcj¢ szczezui pospolitej byto
1 pg L!. Zastosowana dawka nawigzywata do maksymalnych koncentracji tego farmaceutyku

notowanych w wodach powierzchniowych.

A. anatina 1 pg DICL L™
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Rys. 20. Reakcja matzy 4. anatina na aplikacje diklofenaku w stezeniu 1 pg L.

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - $rednia, was - btad standardowy, statystyczna

istotno$¢ roznic (Wilcoxon test, ** p <0,01)

Aplikacja DCF w stezeniu 1 pg L' nie wptyneta znaczaco na zachowanie filtracyjne
badanej populacji. Co prawda dodanie farmaceutyku wywotato natychmiastowg reakcj¢ matzy,
lecz $rednie otwarcie muszli populacji matzy spadto zaledwie o 10% (Rys. 20). Nastepnie
otwarcia skorup malzy ponownie oscylowaty w okolicy $redniej dla calego okresu testowego.
W drugiej potowie badania, po dodaniu DCF, $rednie otwarcie muszli matzy stopniowo rosto
przekraczajac nawet 90%, co byto warto$cia wyzsza od maksimum dla okresu kontrolnego
(Rys. 20). Srednie otwarcie muszli w okresie kontrolnym, kiedy malze nie byty narazone na
farmaceutyk bylo nizsze od okresu testowego (Rys. 20, Tab. 14). Przeprowadzona analiza
statystyczna (test Wilcoxona) wykazala statystycznie istotne roznice w $Srednim otwarciu
muszli i aktywno$ci filtracyjnej matzy w okresie kontrolnym, w stosunku do okresu po aplikacji

DCF.
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Tabela 14. Podstawowe statystyki otwarcia skorup A. anatina w okresie kontrolnym i
testowym po podaniu diklofenaku w stezeniu 1 ug L. Spoczynek oznacza udzial procentowy

czasu, kiedy matze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie standardowe.

spoczynek
Srednia min max SD %
kontrola 68,5 0 103 20,6 1,5
test 74,8 0 100 18,5 1,7

Czas, kiedy malze pozostawaty w spoczynku redukujac swoja aktywnos¢ byt podobny
(Tab. 14).

6.5.1.2. Reakcja behawioralna 4. anatina na diklofenak w stezeniu 10 pg L'

Kolejna testowang dawka DCF analizowang pod katem wplywu na behawior filtracyjny

matzy byta koncentracja dziesieciokrotnie wyzsza, ktora wynosita 10 pg L.
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Rys. 21. Reakcja malzy A. anatina na aplikacje diklofenaku w stezeniu 10 pg L.

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - $rednia, was - blad standardowy, statystyczna

istotnos¢ roznic (Wilcoxon test, ** p <0,01)

Aplikacja farmaceutyku w ilosci 10 pg L' wywotata reakcje stresowa u matzy powodujac
obnizenie aktywnosci filtracyjnej w populacji. Pierwsze godziny po aplikacji DCF
charakteryzowaty si¢ spadkiem $redniego otwarcia muszli. Stan ten utrzymywat si¢ przez caty
okres badania po aplikacji substancji. W 6 oraz 24 godzinie po aplikacji DCF zaobserwowano

znaczacy (45 1 35% odpowiednio) cho¢ krotkotrwaly spadek rozwarcia skorup i aktywnosci
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filtracyjnej matzy (Rys. 21). Okres kontrolny charakteryzowat si¢ wyzszym $rednim otwarciem
muszli w pordwnaniu z testem (Rys. 21, Tab. 15). R6éznica pomigdzy okresem kontroli a testem

po dodaniu DCF byta statystycznie istotna (test Wilcoxona, p < 0,01).

Tabela 15. Podstawowe statystyki otwarcia skorup A. anatina w okresie kontrolnym i
testowym po podaniu diklofenaku w stezeniu 10 ug L. Spoczynek oznacza udziat procentowy

czasu, kiedy matze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie standardowe.

spoczynek
Srednia min max SD %
kontrola 73,8 2 110 18,2 0,9
test 64,3 0 101 11,6 4,6

Po dodaniu farmaceutyku udziat procentowy czasu spoczynku matzy byt ponad pigciokrotnie

dhuzszy w poréwnaniu do kontroli (Tab. 15).

6.5.1.3. Reakcja behawioralna A. anatina na diklofenak w st¢zeniu 100 pg L!

W kolejnym badaniu analizowano stezenie 100 pg L. Byta to dawka stukrotnie wyzsza

od koncentracji wystepujacej naturalnie w ekosystemach wodnych zanieczyszczonych

diklofenakiem.
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Rys. 22. Reakcja matzy A. anatina na aplikacje diklofenaku w stezeniu 100 pg L.

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - $rednia, was - btad standardowy, statystyczna

istotnos¢ roznic (test Wilcoxona, *** p < 0,001)
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Poczatek okresu kontrolnego charakteryzowat si¢ wysoka aktywnoscig filtracyjng malzy.
Najwyzsze §rednie otwarcie muszli wystgpito na samym poczatku badania i wyniosto prawie
90%. W 8 godzinie okresu kontrolnego aktywno$¢ malzy zaczgta spada¢ fluktuujac pomigdzy
48% a 72%. Pod koniec tego okresu aktywno$¢ wzrosta do 74%. Aplikacja farmaceutyku w
stezeniu 100 ug L' wywolala natychmiastowy spadek aktywnosci filtracyjnej matzy do 30%,
a nastepnie Srednie otwarcie skorup nieznacznie wzrosto, po czym obnizylo si¢ do poziomu,
ktéry wystgpit tuz po aplikacji substancji. W pierwszej czg¢sci badania po aplikacji
farmaceutyku $rednie otwarcia muszli wahaty sie¢ w granicach 30% do 60%. W drugiej cze$ci
aktywno$¢ matzy wzrosta 1 przez kilka godzin osiggata wartos¢ 65%. W kolejnych godzinach
spadta do 40% 1 fluktuowata w okolicach tej wartosci, az do zakonczenia badania (Rys. 22).
Srednie otwarcie muszli matzy w okresie, kiedy matze nie byty narazone na farmaceutyk byto
wyzsze do okresu testowego (Rys. 22, Tab. 16). Wykonana analiza statystyczna pokazata, ze
otwarcie skorup matzy w okresie, kiedy byly poddane wptywowi DCF w dawce 100 pg L-1
byto istotnie statystycznie nizsze, niz otwarcie skorup w okresie kontrolnym (Wilcoxon test,
p <0,001).

Tabela 16. Podstawowe statystyki otwarcia skorup A. anatina w okresie kontrolnym i
testowym po podaniu diklofenaku w stezeniu 100 pg L. Spoczynek oznacza udziat

procentowy czasu, kiedy malze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie

standardowe.
spoczynek
Srednia min max SD %
kontrola 62,2 2 102 27,6 1,8
test 47,5 0 97 22.8 12.8

Udziat procentowy czasu spoczynku w tescie z farmaceutykiem byl ponad siedmiokrotnie

dhuzszy w poréwnaniu do kontroli (Tab. 16).

Dla najwyzszego sposrod badanych stezen DCF (100 ug L) przeprowadzono takze
pieciodniowe badania reakcji behawioralnej. Uzyskane wyniki wykazaty, ze aktywnos$¢
filtracyjna matzy w okresie kontrolnym byla wyzsza w poréwnaniu z testem. Najwyzsze

srednie otwarcie muszli dla tego okresu wystapito kilka godzin po rozpoczeciu badania i
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wyniosto ponad 80%. Srednie otwarcie muszli w przeciggu pierwszych czterech dob po
aplikacji farmaceutyku byto do siebie bardzo zblizone. W ostatniej dobie testu substancja
spowodowata najwiekszy spadek $redniego otwarcia skorup w populacji matzy (Rys. 23),
$rednie otwarcie skorup wyniosto 40%. W trakcie calego badania minimalne §rednie otwarcie

muszli zaobserwowano na poczatku pigtego dnia badania, jego warto$¢ wyniosta 30%.
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Rys. 23. Srednie otwarcie skorup populacji malzy A. anatina w poszczegdlnych dobach

eksperymentu narazenia na diklofenak w stezeniu 100 pg L. con - okres kontrolny, 1 - 5 dni po

aplikacji, stupek - §rednia, was - btad standardowy (post-hoc test Dunna, *** p <0,001)

Analiza statystyczna wykazala istotne rdZznice w otwarciu muszli matzy w czasie trwania
eksperymentu. Test post-hoc Dunna wykazat, ze we wszystkich dobach po aplikacji DCF

otwarcie skorup matzy byto statystycznie istotnie nizsze niz w okresie kontrolnym.
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Tabela 17. Podstawowe statystyki otwarcia skorup A. anatina w okresie kontrolnym (con) i
kolejnych dniach (1-5) po podaniu diklofenaku w stezeniu 100 ug L. Spoczynek oznacza

udziat procentowy czasu, kiedy matze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie

standardowe.
spoczynek

Srednia min max SD (%)

con 64 2 104 22,2 2,1

1 54 0 95 21,4 9,4
2 50 0 98 20,1 12,2
3 51 0 100 12,6 11,2
4 51 0 99 18,7 10,8
5 42 0 85 11,2 25,6

W ciaggu wszystkich dni testu, kiedy malze byly narazone na oddziatywanie DCF, odnotowano

dhuzszy czas catkowitej redukcji aktywnosci filtracyjnej osobnikéw (Tab. 17).
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6.5.2. Reakcje behawioralne malzy Unio tumidus na wybrane stezenia diklofenaku
6.5.2.1. Reakcja behawioralna U. tumidus na diklofenak w stezeniu 1 pg L!

Najnizszym stezeniem DCF, na ktérym testowano reakcje U. tumidus byto 1 pg L.

Stezenie nawigzywalo do maksymalnych koncentracji farmaceutyku w wodach

powierzchniowych.
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Rys. 24. Reakcja matzy U. tumidus na aplikacje diklofenaku w stezeniu 1 pg L7

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - $rednia, was - btad standardowy (Wilcoxon test,

p>0,05)

Aplikacja DCF w stezeniu 1 pg L' nie wywotala zauwazalnej reakcji behawioralnej w
populacji. Srednie otwarcie muszli u malzy osiagalo najwyzsze wartosci kilka godzin po
rozpoczeciu doswiadczenia. W kolejnych godzinach aktywnos¢ filtracyjna obnizata sig, a na
godzing przed aplikacja DCF gwalttownie spadia ponizej 40%. Dodanie substancji nie
spowodowato zauwazalnej reakcji u malzy. Srednie otwarcie muszli oscylowato w przedziale
55% do 75%. Dopiero w 40 godzinie aktywno$¢ filtracyjna malzy spadta ponizej 50%. Spadek
byt krétkotrwaly 1 w kolejnych minutach $rednie otwarcie skorup wzrastato. Na zakonczenie
badania, w 48 godzinie aktywno$¢ filtracyjna spadta do poziomu okoto 40% (Rys. 24). Srednie
otwarcie muszli matzy w okresie kontrolnym, kiedy malze nie byly narazone na farmaceutyk,
byto prawie takie samo jak w okresie testowym (Rys. 24, Tab. 18). Analiza statystyczna (test
Wilcoxona) nie wykazata statystycznie istotnych réznic w otwarciu muszli 1 aktywnosci

filtracyjnej w okresie kontrolnym w stosunku do czasu po aplikacji farmaceutyku.
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Tabela 18. Podstawowe statystyki otwarcia skorup U. tumidus w okresie kontrolnym i

testowym po podaniu diklofenaku w stezeniu 1 ug L. Spoczynek oznacza udzial procentowy

czasu, kiedy matze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie standardowe.

spoczynek
Srednia min max SD %
kontrola 68,8 4 100 15,6 0,9
test 69,2 0 104 14,9 1,2

Czas, w ktérym matze pozostawaty w spoczynku redukujac swojg aktywnos$¢ zarowno w tescie

jak 1 w okresie kontrolnym byt zblizony (Tab. 18).

6.5.2.2. Reakcja behawioralna U. tumidus na diklofenak w stezeniu 10 pg L-!

Kolejnym stezeniem DCF, ktére analizowano pod katem wplywu na behawior

filtracyjny matzy byla koncentracja dziesieciokrotnie wyzsza i wynosita 10 ug L.
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Rys. 25. Reakcja malzy U. tumidus na aplikacje diklofenaku w stezeniu 10 pg L.

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - $rednia, was - btad standardowy (Wilcoxon test,

* p < 0.05)

Aplikacja DCF w iloéci 10 pg L' wywotata nieznaczng reakcje stresowg u matzy (Rys. 25).
Najwigkszy spadek aktywnosci filtracyjnej obserwowano zaraz po dodaniu farmaceutyku,
wtedy S$rednie otwarcie muszli spadto prawie do poziomu 40%. Nastepnie aktywnos¢
filtracyjna wzrosta i otwarcie skorup populacji testowej wahato si¢ w granicach 48% do 68%.

Taki stan utrzymywat si¢ az do 33 godziny badania, kiedy to odnotowano najnizsze $rednie
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otwarcie skorup w trakcie trwania catego do$wiadczenia. Osiggne¢to ono prog 39%. W
kolejnych godzinach nastgpil wzrost aktywnosci filtracyjnej i rozwarcia (Rys. 25). Srednie
otwarcie muszli w okresie kontrolnym byto nieznacznie wyzsze od $redniej dla testu (Rys. 25,
Tab. 19) 1 analiza statystyczna (test Wilcoxona) wykazata statystycznie istotng roéznice w

otwarciu muszli pomiedzy okresem kontrolnym, a czasem po zadaniu farmaceutyku.

Tabela 19. Podstawowe statystyki otwarcia skorup U. tumidus w okresie kontrolnym i
testowym po podaniu DCF w stezeniu 10 pg L', Spoczynek oznacza udziat procentowy czasu,

kiedy matze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie standardowe.

spoczynek
Srednia min max SD %
kontrola 61,2 2 100 18,6 1,2
test 59,4 2 101 11,2 1,7

W okresie kontrolnym oraz w czasie testu wszystkie osobniki filtrowaly wode z duza
intensywnoscia, a takze na krotko przechodzity w stan spoczynku. Udzial procentowy czasu
spoczynku w te$cie byl nieznacznie dluzszy w porownaniu z czasem okresu kontrolnego

(Tab. 19).
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6.5.2.3. Reakcja behawioralna U. tumidus na diklofenak w stezeniu 100 pg L!

W kolejnym badaniu analizowano wptyw DCF w stezeniu 100 pg L', ktore bylo

stukrotnie wyzsze od notowanej koncentracji w ekosystemach wodnych zanieczyszczonych ta

substancja.
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Rys. 26. Reakcja malzy U. tumidus na aplikacje diklofenaku w stezeniu 100 pg L.

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - $rednia, was - blad standardowy, statystyczna

istotno$¢ roéznic (Wilcoxon test, ** p <0,01)

Srednie otwarcie skorup matzy w okresie kontrolnym osiagneto wysoka warto$é. Osobniki
aktywnie filtrowaly wodeg. Wartosci fluktuowaly w granicach od 53% do 88%. Aplikacja
farmaceutyku w stezeniu 100 pg L' wywotata gwaltowny spadek aktywnosci filtracyjnej
matzy. W przeciagu kilku minut po dodaniu DCF $rednie otwarcie muszli obnizylo si¢ do 38%.
Po godzinie od aplikacji $rednie otwarcie skorup zaczgto wzrasta¢ osiagajac poziom 58%. Po
kolejnych 3 godzinach aktywno$¢ filtracyjna spadta na ponad godzing, po czym wzrosta do
66%. (Rys. 26). W trakcie catego badania srednie otwarcie muszli dla okresu kontrolnego byto
wyzsze od testu z dodang substancja (Rys. 26, Tab. 20). Analiza statystyczna wykazata, ze

rdznica byla istotna statystycznie (test Wilcoxona, p < 0,01).
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Tabela 20. Podstawowe statystyki otwarcia skorup U. tumidus w okresie kontrolnym i
testowym po podaniu diklofenaku w stezeniu 100 pg L. Spoczynek oznacza udziat

procentowy czasu, kiedy malze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie

standardowe.
spoczynek
srednia min max SD %
kontrola 72,4 2 100 11,3 2,2
test 58,7 0 103 19,8 6,8

Czas, w ktorym malze miaty zamknigte skorupy w okresie testu byt ponad trzykrotnie dtuzszy

w poréwnaniu z okresem kontrolnym (Tab. 20).

Dla najwyzszego spoérdd badanych stezen paracetamolu (100 ug L) przeprowadzono
takze obserwacj¢ dlugotrwatych pigciodniowych efektow behawioralnych. Okres kontrolny
charakteryzowat si¢ wysoka aktywnoscig filtracyjng malzy. Najwyzsze §rednie otwarcia muszli
notowano w ciaggu kilkunastu godzin po rozpoczgciu badania. W ciggu pigciu dob po aplikacji
farmaceutyku odnotowano spadek aktywnosci u malzy. Najsilniejsza reakcja wystapita w
trzeciej dobie po aplikacji DCF, wtedy to minimalne $rednie otwarcie skorup muszli wyniosto
21%. Jednak reakcja matzy na zadawang substancje byla zauwazalna w kazdym z pigciu dni
trwania doswiadczenia (Rys. 27). Najwyzsza aktywnos$¢ filtracyjna wystgpita w drugiej 1

czwartej dobie badania, osiggajac wartos¢ 80%.
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Rys. 27. Srednie otwarcie skorup populacji matzy U. tumidus w poszczegélnych dobach

eksperymentu narazenia na diklofenak w stezeniu 100 pg L', con - okres kontrolny, 1 - 5 dni po

aplikacji, stupek - $rednia, was - btad standardowy (post-hoc test Dunna, ** p < 0,01, *** p <0,001)

Analiza statystyczna wykazata istotne réznice w otwarciu skorup malzy w czasie
pigciodniowego badania. Test post-hoc Dunna wykazal, ze we wszystkich dobach po podaniu

DCEF otwarcie skorup matzy byto statystycznie istotnie nizsze, niz w okresie kontrolnym.
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Tabela 21. Podstawowe statystyki otwarcia skorup U. tumidus w okresie kontrolnym (con) i
kolejnych dniach (1-5) po podaniu diklofenaku w stezeniu 100 ug L. Spoczynek oznacza

udziat procentowy czasu, kiedy matze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie

standardowe.
spoczynek
Srednia min max SD (%)
con 72,5 2 106 19,4 1,1
1 62 0 98 16,5 5,1
2 66 1 100 17,8 4,8
3 50 0 102 22,4 16,7
4 61 3 99 24,6 5,9
5 48 0 92 14,2 17,9

W ciaggu calego testu, kiedy matze byly narazone na oddzialywanie DCF stwierdzono dtuzszy
czas, kiedy matze catkowicie redukowaty aktywnos¢ filtracyjna, a ich skorupy pozostawaty

zamknigte (Tab. 21).
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6.5.3. Reakcje behawioralne malzy Sinanodonta woodiana na wybrane stezenia

diklofenaku
6.5.3.1. Reakcja behawioralna S. woodiana na diklofenak w stezeniu 1 pg L!

Najnizszym stezeniem DCF wykorzystywanym do badan byt 1 pg L*'. Dawka ta
nawigzywata do maksymalnych koncentracji farmaceutyku stwierdzanych w wodach

powierzchniowych.

5. woodiana 1 pg DICL L™
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Rys. 28. Reakcja matzy S. woodiana na aplikacje diklofenaku w stezeniu 1 pg L.

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - $rednia, was - btad standardowy (t-test, p > 0,05)

Aplikacja DCF w stezeniu 1 ng L! nie wywotala zauwazalnej reakcji behawioralnej u
testowanego gatunku. Jednak dodanie substancji spowodowato, ze $rednie otwarcie skorup
matzy obnizylo si¢ z poziomu prawie 70% do 58%. Spadek byt krétkotrwaty, po czym
aktywnos¢ filtracyjna osobnikéw nieznacznie wzrosta. Najwieksze fluktuacje pojawity si¢ w
pierwszych 10 godzinach od aplikacji substancji. Kilka godzin p6zniej matze dos¢ aktywnie
filtrowaly wode, a ich $rednie otwarcie skorup byto zblizonego do okresu kontrolnego.
Najmniejsza aktywno$¢ populacji wystapita pod koniec trwania do$wiadczenia 1 osiagneta
warto$¢ 52% (Rys. 28). Srednie otwarcie skorup matzy w okresie kontrolnym, kiedy osobniki
nie byly narazone na farmaceutyk byto zblizone do okresu testowego (Rys. 28, Tab. 22).
Wykonana analiza statystyczna (t-test) wykazata brak statystycznie istotnej réznicy w otwarciu
skorup 1 aktywnosci filtracyjnej w okresie kontrolnym w stosunku do czasu po zadaniu

farmaceutyku.
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Tabela 22. Podstawowe statystyki otwarcia skorup S. woodiana w okresie kontrolnym i

testowym po podaniu diklofenaku w stezeniu 1 ug L. Spoczynek oznacza udzial procentowy

czasu, kiedy matze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie standardowe.

spoczynek
Srednia min max SD %
kontrola 70,6 4 112 12,4 2.3
test 68,5 6 106 14,8 1,5

Sredni czas, kiedy matze pozostawaty w spoczynku redukujac swoja aktywnosé byt wyzszy w

badaniu kontrolnym (Tab. 22).

6.5.3.2. Reakcja behawioralna S. woodiana na diklofenak w stezeniu 10 pg L

Kolejnym stezeniem DCF, ktére analizowano pod katem wplywu na behawior
filtracyjny populacji matzy byta koncentracja dziesigciokrotnie wyzsza. Aplikowana dawka

wynosita 10 pg L.

S. woodiana 10 ug DICL L"
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Rys. 29. Reakcja matzy S. woodiana na aplikacje diklofenaku w stezeniu 10 pg L.

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - §rednia, was - blad standardowy (Wilcoxon test,
*
p <0,05)

Dodanie DCF w ilosci 10 pg L™, podobnie jak w przypadku stezenia dziesie¢ razy nizszego,
nie wywotato istotnej reakcji stresowej u osobnikow, z wyjatkiem czasu tuz po aplikacji
substancji. Wtedy to warto$¢ $redniego otwarcia muszli gwaltownie spadta z 80% do 50%.

Przez kolejne 4 godziny aktywnos$¢ filtracyjna utrzymywala si¢ na niskim poziomie, po czym
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znaczgco zaczeta rosngé osiggajac srednie wartosci otwarcia z okresu kontrolnego (Rys. 29).
Porownujac srednie rozwarcie skorup w okresie kontrolnym i tescie mozemy zaobserwowac
wyzszg Srednig w okresie przed zaaplikowaniem substancji (Rys. 29, Tab. 23). Analiza
statystyczna (test Wilcoxona) wykazala istotng roznice w otwarciu muszli matzy w badanych

okresach.

Tabela 23. Podstawowe statystyki otwarcia skorup S. woodiana w okresie kontrolnym i
testowym po podaniu DCF w stezeniu 10 pg L', Spoczynek oznacza udziat procentowy czasu,

kiedy matze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie standardowe.

spoczynek
Srednia min max SD %
kontrola 74,1 0 105 9,9 1,3
test 70,4 3 111 10,6 0,9

Biorac pod uwagg udziat procentowy czasu spoczynku w tescie i w okresie kontrolnym byt on

na zblizonym, krotkim poziomie (Tab. 23).

64



6.5.3.3. Reakcja behawioralna S. woodiana na diklofenak w stezeniu 100 pg L-!

W nastepnym do$wiadczeniu analizowano wpltyw DCF w stezeniu 100 pug L. Bylo ono
stukrotnie wyzsze od koncentracji notowanych w ekosysteméw wodnych zanieczyszczonych

ta substancja.

S. woodiana 100 pg DICL L*
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Rys. 30. Reakcja matzy S. woodiana na aplikacje diklofenaku w stezeniu 100 pg L.

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - $rednia, was - blad standardowy, statystyczna

istotno$¢ roéznic (Wilcoxon test,* p < 0,05)

W okresie kontrolnym, kiedy malZze nie byly narazone na dziatanie DCF $rednie
otwarcie skorup w populacji wynosito 75% 1 fluktuowalo pomiedzy 54% a 88%. Aplikacja
farmaceutyku w stezeniu 100 pg L' wywolata gwattowne ograniczenie aktywnosci filtracyjnej
matzy. W ciggu 30 minut od aplikacji substancji srednie otwarcie muszli spadio do poziomu
55%. Po okoto godzinie od dodania DCF warto$¢ obnizyta si¢ nieco ponizej 40%, nastgpnie
przez kolejnych 10 godzin warto$¢ procentowa sredniego otwarcia muszli wzrastata. (Rys. 30).
Poréwnujac otwarcie muszli w okresie kontrolnym 1 teScie mozemy zauwazy¢, ze Srednie

otwarcie skorup byto wyzsze w czesci kontrolnej badania (Rys. 30, Tab. 24).
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Tabela 24. Podstawowe statystyki otwarcia skorup S. woodiana w okresie kontrolnym i
testowym po podaniu diklofenaku w stezeniu 100 pg L. Spoczynek oznacza udziat

procentowy czasu, kiedy malze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie

standardowe.
spoczynek
srednia min max SD %
kontrola 74,8 2 106 12,5 1,2
test 70,6 0 107 18,9 0,6

Pomimo, ze w trakcie calego badania matlze filtrowaty wode¢ z duza intensywnos$cig to
wykonana analiza statystyczna wykazata, ze otwarcie skorup matzy w okresie, kiedy byly
narazone na oddzialywanie DCF w dawce 100 pug L! bylo statystycznie istotnie niZsze niz
otwarcie skorup w okresie kontrolnym (test Wilcoxona, p <0,05). Czas, w ktorym malze mialy

muszle zamknigte w okresie testu byt dwukrotnie dtuzszy w poréwnaniu do kontroli (Tab. 24).

Dla najwyzszego sposréd badanych stezeh DCF (100 pg L) przeprowadzono réwniez
obserwacj¢ pigciodniowych efektéw behawioralnych. Przez caly okres kontrolny matze
aktywnie filtrowaty wodg, a ich $rednie otwarcie muszli osiggneto poziom 80%. W ciagu pieciu
dob po aplikacji substancji zaobserwowano spadek $redniego otwarcia skorup. Najsilniejszy
efekt wystapit w pierwszej oraz trzeciej dobie po aplikacji substancji (Rys. 31). Tak samo jak
w eksperymencie z narazeniem 24 godzinnym, matze gwattownie zareagowaty na obecnos¢
farmaceutyku, ale redukcja aktywno$ci filtracyjnej byta bardziej dlugotrwata. Minimalne
Srednie otwarcia skorup matzy odnotowano w pierwszej dobie badania. Pod koniec pierwszego
dnia testu z diklofenakiem S$rednie otwarcie muszli spadto ponize; 50%. Pozostate dni
charakteryzowaty si¢ zblizonymi wartosciami sredniego otwarcia, dopiero w 5 dobie trwania

doswiadczenia aktywno$¢ filtracyjna nieznacznie wzrosta.
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5. woodiana 100 pg DICL L
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Rys. 31. Srednie otwarcie skorup populacji matzy S. woodiana w poszczegdlnych dobach

eksperymentu narazenia na diklofenak w stezeniu 100 pg L. con - okres kontrolny, 1 - 5 dni po

aplikacji, slupek - $rednia, was - btad standardowy (post-hoc test Dunna, *** p < 0,001)

Analiza statystyczna wykazata istotne réznice w otwarciu skorup malzy w czasie trwania
eksperymentu. Test post-hoc Dunna wykazal, ze we wszystkich dobach po podaniu DCF

srednie otwarcie muszli byto statystycznie istotnie nizsze, niz w okresie kontrolnym.
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Tabela 25. Podstawowe statystyki otwarcia skorup S. woodiana w okresie kontrolnym (con) i
kolejnych dniach (1-5) po podaniu diklofenaku w stezeniu 100 ug L. Spoczynek oznacza

udziat procentowy czasu, kiedy matze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie

standardowe.
spoczynek
Srednia min max SD (%)
con 80,6 5 109 19,2 0,2
1 60,4 1 101 20,1 4,1
2 61,1 0 103 19,8 3,6
3 60,9 1 99 11,8 1,8
4 61,4 1 107 19,6 2,4
5 69,6 2 108 18,9 1,4

W ciagu calego testu, kiedy matze byly narazone na oddziatywanie dikolfenaku stwierdzono
dhuzszy czas, w ktérym matze catkowicie redukowaly aktywnos$¢ filtracyjna, a ich skorupy

pozostawaty zamknigte (Tab. 25).
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6.6. Reakcja behawioralna malzy na ibuprofen
6.6.1. Reakcje behawioralne malzy Anodonta anatina na wybrane stezenia ibuprofenu
6.6.1.1. Reakcja behawioralna A. anatina na ibuprofen w stezeniu 1 pg L!

Najnizszym stezeniem IBU, na ktérym testowano reakcje 4. anatina byt 1 pg L.

Stezenie to odpowiada maksymalnej, spotykanej koncentracji tego farmaceutyku w wodach

powierzchniowych.
A. anatina 1 ug IBU L
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Rys. 32. Reakcja malzy A. anatina na aplikacje ibuprofenu w stezeniu 1 ng L.

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - $rednia, was - btad standardowy (t-test, p > 0,05)

Po dodaniu IBU w stezeniu 1 pg L' nie zaobserwowano zauwazalnej reakcji
behawioralnej u matzy. Kilka minut po aplikacji substancji aktywno$¢ filtracyjna wyniosta
62%. Nastepnie obnizyla si¢ do 50% 1 jeszcze w tej samej godzinie wzrosta do 70%. Chwile
pdzniej wartos¢ sredniego otwarcia muszli obnizyta si¢ 1 oscylowata wokot §redniej dla catego
okresu testowego z farmaceutykiem. Znaczacy wzrost aktywnosci filtracyjnej skorup malzy w
tescie nastgpit kilkanascie godzin po aplikacji substancji, wtedy to warto§¢ wyniosta prawie
90%. Wartos¢ ta utrzymywata si¢ przez 2 godziny, a nastepie zaczeta spadac osiggajac 50% w
momencie zakonczenia badania. Okres kontrolny oraz testowy 2z ibuprofenem
charakteryzowaty si¢ zblizonymi $rednimi otwarciami muszli badanej populacji matzy
(Rys. 32, Tab. 26), a wykonana analiza statystyczna (t-test) nie wykazata istotnych statystycznie

roznic w $rednim otwarciu muszli w obydwu okresach.
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Tabela 26. Podstawowe statystyki otwarcia skorup A. anatina w okresie kontrolnym i

testowym po podaniu IBU w stezeniu 1 ug L', Spoczynek oznacza udzial procentowy czasu,

kiedy malze miaty otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie standardowe.

spoczynek
Srednia min max SD %
kontrola 68,7 1 102 14,2 4,2
test 68,5 0 101 18,1 3.1

Sredni czas, w ktorym osobniki pozostawaty w spoczynku redukujac swoja aktywnosé rowniez

byt zblizony (Tab. 26).

6.6.1.2. Reakcja behawioralna A. anatina na ibuprofen w stezeniu 10 pg L!

W kolejnym badaniu analizowano dziesig¢ciokrotnie wyzsza koncentracje IBU, ktora

wynosita 10 ug L', W doéwiadczeniu réwniez obserwowano wplyw substancji na behawior

filtracyjny matzy.
100~ A. anatina 10 ug 1IBU L -
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Rys. 33. Reakcja matzy A. anatina na aplikacje ibuprofenu w stezeniu 10 pg L.

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - §rednia, was - blad standardowy (Wilcoxon test,
*
p <0,05)

Aplikacja IBU w ilosci 10 pg L1, podobnie jak w przypadku poprzedniego stezenia (1 pg L)
nie wywolata zauwazalnej reakcji stresowej u matzy. W trakcie pierwszej godziny po podaniu
farmaceutyku zaobserwowano najwyzszy spadek aktywnosci filtracyjnej w populacji. Wartos¢
Sredniego otwarcia muszli obnizyta si¢ z 68% do 45%. Przez okoto 10 godzin po aplikacji IBU

wystgpily znaczne fluktuacje $redniego otwarcia muszli. W kolejnych godzinach aktywnos¢
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filtracyjna utrzymywata si¢ na poziomie $redniego otwarcia skorup z calego badania, a
maksymalne $rednie otwarcie muszli populacji matzy osiagneto poziom 85% (Rys. 33). Srednie
otwarcie muszli matzy w okresie kontrolnym, kiedy osobniki nie byly narazone na dziatanie
IBU bylo zblizone do wartosci z okresu testowego (Rys. 33, Tab. 27). Pomimo tego analiza
statystyczna (test Wilcoxona) wykazala statystycznie istotng rdznice w otwarciu skorup

pomigdzy okresem kontrolnym i testowym.

Tabela 27. Podstawowe statystyki otwarcia skorup A. anatina w okresie kontrolnym i
testowym po podaniu ibuprofenu w stezeniu 10 pg L', Spoczynek oznacza udzial procentowy

czasu, kiedy matze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie standardowe.

spoczynek
Srednia min max SD %
kontrola 66,8 0 102 16,2 2,1
test 67,5 2 100 12,4 2,8

Udziat procentowy czasu spoczynku w tescie w porownaniu do kontroli, kiedy matze nie byly

poddane wplywowi IBU byl podobny (Tab. 27).
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6.6.1.3. Reakcja behawioralna A. anatina na ibuprofen w stezeniu 100 pg L!

Kolejnym analizowanym stezeniem, pod katem wptywu na behawior filtracyjny matzy
byt ibuprofen w dawce stukrotnie wyzszej od koncentracji uznanej za reprezentatywng w

wodach powierzchniowych. Jego stezenie w badaniu wynosito 100 ug L.
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Rys. 34. Reakcja malzy 4. anatina na aplikacje ibuprofenu w stezeniu 100 ug L.

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - $rednia, was - biad standardowy, statystyczna

istotnos¢ roéznic (Wilcoxon test, *** p <0,001)

Srednie otwarcie skorup w okresie kontrolnym, kiedy matze nie byly narazone na
oddziatywanie IBU wynosilo nieco ponad 65%. Aplikacja farmaceutyku w st¢zeniu
100 pg L' spowodowata gwattowne ograniczenie aktywnosci filtracyjnej matzy. Juz w ciggu
30 minut po dodaniu farmaceutyku s$rednie otwarcie skorup spadto do 40%, po czym w
kolejnych godzinach nieznacznie wzrosto. Minimalne $rednie otwarcie muszli wystgpito w
3 godzinie po aplikacji IBU, wtedy to warto$¢ wyniosta 30%. Najwicksza aktywnos¢ filtracyjna
w czes$ci badania z testowang substancja zaobserwowano w 6 i 16 godzinie po aplikacji
substancji. Wtedy $rednie rozwarcie skorup zblizone byto do 70%. (Rys. 34). W trakcie catego
doswiadczenia maksymalne S$rednie otwarcie muszli bylo znacznie wyzsze w okresie
kontrolnym niz w tescie (Rys. 34, Tab. 28). Wynik analizy statystycznej wykazal, ze otwarcie
skorup matzy w okresie narazenia na IBU w dawce 100 pg L-1 bylo istotnie statystycznie

nizsze niz w okresie kontrolnym (test Wilcoxona, p < 0,001).
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Tabela 28. Podstawowe statystyki otwarcia skorup A. anatina w okresie kontrolnym i

testowym po podaniu ibuprofenu w stezeniu 100 pg L. Spoczynek oznacza udziat procentowy

czasu, kiedy matze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie standardowe.

spoczynek
Srednia min max SD %
kontrola 62,5 0 100 20,6 2,6
test 48,6 0 87 15,8 18,3

Czas, w ktorym matze miatly zamknigte muszle w okresie testu byt ponad siedmiokrotnie

dluzszy w poroéwnaniu z kontrolg (Tab. 28).

Dla najwyzszego spos$rod badanych stezen IBU (100 pg L) przeprowadzono takze
obserwacj¢ reakcji behawioralnej w trakcje subchronicznego — pigciodniowego narazenia na
farmaceutyk. Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze negatywne efekty oddziatywania
IBU na populacje utrzymuja si¢ przez dtugi czas. W okresie kontrolnym osobniki aktywnie
filtrowaty wodeg, a ich najwigksza aktywnos$¢ przypadia na pierwsze 8 godzin od rozpoczgcia
badania. W przeciagu pierwszych 24 godzin (kontrola) wartosci $redniego otwarcia muszli
wahaty si¢ w przedziale od 85% do 34%. W trakcie pigciu dob po aplikacji substancji
zaobserwowano spadek aktywnos$ci filtracyjnej malzy. Najsilniejsze dziatanie IBU na
populacje wystapito w pierwszej i pigtej dobie po aplikacji farmaceutyku (Rys. 35). Porownujac
zmiany behawioru filtracyjnego malzy do doswiadczenia 24 godzinnego, tu rowniez
stwierdzono gwattowng reakcje stresowa po dodaniu IBU. Minimalne $rednie otwarcie skorup
stwierdzono na koniec 5 doby badania, wtedy $rednie rozwarcie skorup populacji spadto do

25%.

73



100

A, anatina 100 pg 1BU L

drednie otwarcie muszli (%

I
I
+
[1] 24 48 72 96 120 144
godziny
_ BO= ANOVA H=384.9, p<0.001
£
B 60—
=
E LA ._.T:
o o o=
g 40
m
z
B
o 0=
5
L
0 ] 1 Ll
con 1 2

Rys. 35. Srednie otwarcie skorup populacji matzy A. anatina w poszczegélnych dobach

eksperymentu narazenia ibuprofen w stezeniu 100 pg L. con - okres kontrolny, 1 - 5 dni po aplikacji,

shupek - $rednia, was - btad standardowy (post-hoc test Dunna, *** p < 0,001)

Analiza statystyczna wykazala istotne roznice w otwarciu skorup matzy w trakcie trwania
pigciodniowego eksperymentu. Test post-hoc Dunna wykazat, Zze we wszystkich dobach po
podaniu IBU otwarcie skorup malzy byto statystycznie istotnie nizsze, niz w okresie

kontrolnym.
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Tabela 29. Podstawowe statystyki otwarcia skorup A. anatina w okresie kontrolnym (con) i
kolejnych dniach (1-5) po podaniu ibuprofenu w stezeniu 100 pg L. Spoczynek oznacza udziat

procentowy czasu, kiedy malze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%. SD - odchylenie

standardowe.
spoczynek

Srednia min max SD (%)

con 61 0 100 25,1 5,5

1 42 0 100 16,4 9.8

2 43 0 95 18,9 12,5

3 41,8 0 92 19,2 15,4

4 47,8 0 97 16,6 21,5

5 38,9 0 88 35,1 38,4

W ciagu catego testu, kiedy matze byly narazone na oddzialywanie IBU stwierdzono dtuzszy

czas, kiedy malze calkowicie redukowaty aktywnos$¢ filtracyjng a ich skorupy pozostawaty
zamkniete (Tab. 29).
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6.6.2. Reakcje behawioralne malzy Unio tumidus na wybrane stezenia ibuprofenu
6.6.2.1. Reakcja behawioralna U. tumidus na ibuprofen w stezeniu 1 ng L'

Najnizszym stezeniem IBU, na ktérym testowano reakcje U. tumidus byt 1 ng L.
Stezenie to nawigzywato do maksymalnych koncentracji tego farmaceutyku stwierdzanych w

wodach powierzchniowych.
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Rys. 36. Reakcja matzy U. tumidus na aplikacje ibuprofenu w stezeniu 1 pg L.

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - $rednia, was - btad standardowy (Wilcoxon test,

p>0,05)

Aplikacja IBU w stezeniu 1 pg L' nie wywotata zauwazalnych zmian w reakcji
behawioralnej testowanego gatunku matzy. Zaraz po aplikacji farmaceutyku $rednie otwarcie
skorup muszli obnizyto si¢ 0 10%, jednak zatamanie aktywnosci byto krétkotrwate. Minimalng
warto$¢ stwierdzono w 14 godzinie badania, wtedy to $rednie otwarcie spadto ponizej 50%.
Krotkotrwale, jednak gwaltowne obnizenie aktywnosci filtracyjnej (do 40%) stwierdzono takze
w okresie kontrolnym poprzedzajacym dodanie substancji (Rys. 36). Srednie otwarcie muszli
matzy w okresie kontrolnym bylto bardzo zblizone do okresu testowego z ibuprofenem
(Rys. 36, Tab. 30). Analiza statystyczna (test Wilcoxona) nie wykazata statystycznie istotnych
r6éznic w otwarciu muszli 1 aktywnosci filtracyjnej w okresie kontrolnym, w stosunku do okresu

po zadaniu IBU.
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Tabela 30. Podstawowe statystyki otwarcia skorup U. tumidus w okresie kontrolnym i

testowym po podaniu ibuprofenu w stezeniu 1 ug L. Spoczynek oznacza udziat procentowy

czasu, kiedy matze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie standardowe.

spoczynek
Srednia min max SD %
kontrola 68,5 0 101 17,4 2,5
test 68,7 2 1,4 15,2 1,3

Sredni czas, kiedy matze pozostawaty w spoczynku redukujac swoja aktywno$é w okresie

kontrolnym byt ponad dwukrotnie dtuzszy od okresu po aplikacji substancji (Tab. 30).

6.6.2.2. Reakcja behawioralna U. tumidus na ibuprofen w stezeniu 10 pg L'

Kolejnym testowanym stg¢zeniem IBU, ktére analizowano pod katem wplywu na

behawior filtracyjny malzy byla koncentracja dziesi¢ciokrotnie wyzsza, ktora wynosita
10 ug L.
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Rys. 37. Reakcja malzy U. tumidus na aplikacje ibuprofenu w stezeniu 10 pg L.

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - $rednia, was - btad standardowy (Wilcoxon test,
*p <0,05)

Badanie kontrolne charakteryzowalo si¢ duzymi wahaniami $redniego otwarcia muszli.
Dopiero na kilka godzin przez podaniem IBU aktywno$¢ filtracyjna malzy ustabilizowata si¢.
Minimalna warto$¢ dla tego okresu wyniosta 45% (Rys. 37). Podanie IBU w dawce 10 pg L™

wplyneto znaczaco na zachowanie filtracyjne malzy. W przeciagu kilku godzin po aplikacji
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leku, $rednie otwarcie skorup matzy ulegto redukcji o okoto 30%. W kolejnych godzinach
aktywno$¢ filtracyjna (wyrazona stopniem otwarcia skorup) wzrastala osiggajac wartos¢ 70%.
Porownujac $rednie otwarcie skorup w okresie kontrolnym i w teScie mozemy zauwazy¢
nieznacznie wigksza srednig dla okresu bez substancji (Rys. 37, Tab. 31) analiza statystyczna

(test Wilcoxona) wykazata istotne statystycznie rdznice w otwarciu muszli w pordwnywanych

okresach.

Tabela 31. Podstawowe statystyki otwarcia skorup U. tumidus w okresie kontrolnym i
testowym po podaniu ibuprofenu w stezeniu 10 pg L', Spoczynek oznacza udzial procentowy

czasu, kiedy matze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie standardowe.

spoczynek
Srednia min max SD %
kontrola 61,7 4 103 16,6 11,6
test 57,2 0 96 12,9 15,3

Udziat procentowy czasu spoczynku byt dos¢ diugi 1 osiagnat wyzsza wartos¢ dla okresu

testowego z ibuprofenem (Tab. 31).

78



6.6.2.3. Reakcja behawioralna U. tumidus na ibuprofen w stezeniu 100 pg L!

W kolejnym badaniu analizowano wptyw IBU na matze w stezeniu 100 pg L!. Bylo
ono stukrotnie wyzsze od koncentracji stwierdzanych w ekosystemach wodnych

zanieczyszczonych ta substancja.
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Rys. 38. Reakcja matzy U. tumidus na aplikacje ibuprofenu w stezeniu 100 pg L.

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - $rednia, was - blad standardowy, statystyczna

istotnos¢ roznic (Wilcoxon test, ** p <0,01)

W okresie kontrolnym, w ktérym matze nie byly poddane wpltywowi IBU $rednie otwarcie
skorup muszli wynosito 65%. W czasie 24 godzin aktywnos¢ filtracyjna matzy fluktuowata
pomigdzy 58% a 90%. Dodanie IBU w stezeniu 100 ug L' wywotato naglg reakcje u matzy
obnizajac ich aktywnos$¢ filtracyjng 1 rozwarcie skorup do poziomu nieco powyzej 30%. W
kolejnych godzinach po aplikacji substancji warto$¢ sredniego otwarcia skorup wzrastata,
jednak obserwowano liczne fluktuacje w krotkich interwatach czasowych (Rys 38). Najwyzsza
aktywnos¢ filtracyjna po narazeniu na IBU wystapita w 11 1 17 godzinie eksperymentu i obu
przypadkach wyniosta ponad 70%. Nastepnie $rednie otwarcie muszli oscylowato w okolicy
sredniej dla catego badania (Rys. 38). W trakcie catego okresu testu z farmaceutykiem $rednie
otwarcie muszli bylo nizsze, niz dla okresu kontrolnego (Rys. 38, Tab. 32). Analiza statystyczna
wykazala, ze otwarcie skorup muszli w okresie, kiedy byly narazone na oddziatywanie IBU w
dawce 100 pg L-1 bylo istotnie statystycznie nizsze, niz otwarcie skorup w okresie kontrolnym

(test Wilcoxona, p <0,01).
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Tabela 32. Podstawowe statystyki otwarcia skorup U. tumidus w okresie kontrolnym i

testowym po podaniu ibuprofenu w stezeniu 100 pg L. Spoczynek oznacza udziat procentowy

czasu kiedy malze miaty otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie standardowe.

spoczynek
Srednia min max SD %
kontrola 67,2 0 100 18,9 0,3
test 57,5 0 98 16,9 2,6

Poréwnujgc $rednie otwarcie muszli w caltym okresie kontrolnym z testem zauwazamy
redukcje aktywnosci u malzy. Okres, w ktorym malze mialy zamknigte muszle w czasie testu
z farmaceutykiem byt ponad o$miokrotnie dtuzszy w poroéwnaniu do badania kontrolnego

(Tab. 32).

Dla najwyzszego spoérdéd badanych stezen IBU (100 pg L) przeprowadzono takze
obserwacj¢ pigciodniowych efektow behawioralnych. Wyniki badan pokazaty, ze negatywne
efekty oddzialywania IBU utrzymuja si¢ u malzy przez dhugi czas. Podobnie jak w
doswiadczeniu z narazeniem 24 godzinnym malze gwaltownie zareagowaly na obecnosé
substancji. Zaraz po aplikacji ich aktywno$¢ filtracyjna bardzo szybko spadla osiagajac prog
nieznacznie powyzej 30%. W kolejnych godzinach $rednie otwarcie muszli wzrastato i
charakteryzowalo si¢ licznymi wahaniami aktywnoS$ci filtracyjnej malzy. Nastepnie w
70 godzinie obnizyto si¢ do 50%, po czym wzrosto 1 fluktuowato w niewielkim zakresie roznic.
Dopiero na poczatku 4 doby badania nastapil ponowny spadek ponizej 40%, nast¢pnie
aktywno$¢ wzrosta. (Rys. 39).

80



100

&
= : U tumidus 100 pg IBU L'
= 804
5 |
g
[ 60
v
E 40-
o
w
T 204 |
- |
=
w l
n L T T T T T
(1] 24 48 72 96 120 144
godziny
— 80 ANOVA H=35.16, p<0.001
#
% 60+ T
E
=
£ 404
-
z
-]
2 20«
=
2
o
o T T T
con 1 2 3 4 5

Rys. 39. Srednie otwarcie skorup populacji matzy U. tumidus w poszczegélnych dobach

eksperymentu narazenia na ibuprofen w stezeniu 100 pg L. con - okres kontrolny, 1 - 5 dni po

aplikacji, shupek - $rednia, was - btad standardowy (post-hoc test Dunna, ** p < 0,01, *** p < 0,001)

Wyniki analizy statystycznej pokazaly istotne rdéznice w otwarciu skorup matzy podczas
trwania eksperymentu. Test post-hoc Dunna wykazat, ze w 1, 4 1 5 dobie po podaniu IBU

otwarcie skorup malzy bylo statystycznie istotnie nizsze, niz w okresie kontrolnym.

81



Tabela 33. Podstawowe statystyki otwarcia skorup U. tumidus w okresie kontrolnym (con) i
kolejnych dniach (1-5) po podaniu ibuprofenu w stezeniu 100 pg L. Spoczynek oznacza udziat

procentowy czasu, kiedy malze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie

standardowe.
spoczynek
Srednia min max SD (%)
con 65,5 14 102 4,2 0

1 57,2 0 106 22,6 10,9
2 64,4 0 100 14,6 5,4
3 62 0 102 19,2 5,6
4 56,4 0 100 15,6 12,4
5 48 0 89 26,8 22,7

W ciagu catego testu, kiedy matze byly narazone na oddzialywanie IBU stwierdzono dtuzszy

czas, kiedy malze calkowicie redukowaty aktywnos$¢ filtracyjng a ich skorupy pozostawaty
zamkniete (Tab. 33).
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6.6.3. Reakcje behawioralne malzy Sinanodonta woodiana na wybrane stezenia

ibuprofenu
6.6.3.1. Reakcja behawioralna S. woodiana na ibuprofen w stezeniu 1 pg L!

Najnizszym stezeniem IBU, na ktorym testowano reakcje S. woodiana byt 1 ng L

Stezenie to stanowilo maksymalng koncentracj¢ substancji, ktora byta stwierdzana w wodach

powierzchniowych.
S. woodiana 1 pg IBU L™
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Rys. 40. Reakcja matzy S. woodiana na aplikacje ibuprofenu w stezeniu 1 ug L.

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - $srednia, was - biad standardowy (Wilcoxon test,
p>0,05)

Aplikacja IBU w stezeniu 1 pug L™ nie wywolala zauwazalnej reakcji behawioralnej u
gatunku S. woodiana. W momencie aplikacji farmaceutyku $rednie otwarcie skorup populacji
testowej spadto z 70 do 50% 1 utrzymywalo si¢ na tym poziomie przez 2 godziny po czym
srednie otwarcie skorup obnizyto si¢ na krotko 40%. Pozniej §rednie otwarcie muszli testowe;j
populacji malzy wzrosto powyzej 65% 1 przez kilka godzin pozostawato na tym poziomie. W
10 godzinie odnotowano nieznaczne obnizenie si¢ Sredniej wartosci rozwarcia skorup.
W kolejnych srednia warto$¢ wzrosta 1 oscylowata wokoét sredniej wartosci dla catego badania
(Rys. 40). Srednie otwarcie skorup matzy w okresie kontrolnym, kiedy matze nie byty narazone

na farmaceutyk byto zblizone do okresu testowego (Rys. 40, Tab. 34).
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Tabela 34. Podstawowe statystyki otwarcia skorup S. woodiana w okresie kontrolnym i

testowym po podaniu ibuprofenu w stezeniu 1 ug L. Spoczynek oznacza udziat procentowy

czasu, kiedy matze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie standardowe.

spoczynek
Srednia min max SD %
kontrola 68,2 2 106 10,2 0.8
test 67,5 1 102 16,8 1,6

Wykonana analiza statystyczna (t-test) nie wykazala statystycznie istotnych réznic w $rednim
otwarciu muszli 1 aktywnosci filtracyjnej w okresie kontrolnym, w stosunku do okresu po
zadaniu farmaceutyku. Sredni czas, w ktorym matze pozostawaty w spoczynku obnizajac swoja

aktywno$¢ byt dwukrotnie dtuzszy dla okresu z badang substancja (Tab. 34).

6.6.3.2. Reakcja behawioralna S. woodiana na ibuprofen w stezeniu 10 pg L™!

Kolejnym stezeniem IBU, ktore analizowano pod katem wplywu na behawior

filtracyjny matzy byla koncentracja dziesieciokrotnie wyzsza i wynosita 10 pg L.
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Rys. 41. Reakcja matzy S. woodiana na aplikacje ibuprofenu w stezeniu 10 ug L.

Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - $rednia, was - btad standardowy (Wilcoxon test,
p>0,05)

Okres kontrolny charakteryzowal si¢ duzymi wahaniami aktywnoS$ci filtracyjnej u matzy.
Srednie otwarcia muszli fluktuowaty w przedziale od 58% do 85% (Rys. 41). Aplikacja IBU w

ilosci 10 ug L' ,podobnie jak w przypadku stezenia dziesieciokrotnie nizszego, spowodowata
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tylko nieznaczng reakcje¢ stresowa u malzy. W przeciggu pierwszej godziny po aplikacji
farmaceutyku $rednie otwarcie skorup populacji testowej spadto do poziomu nieco powyzej
60%. Nastepnie $rednie otwarcie skorup wzrastato oscylujac wokot sredniej dla czes$ci badania
z substancjg. Analizujac Srednie rozwarcie skorup w okresie kontrolnym i tescie mozemy
zauwazy¢ nieznaczny spadek $redniego rozwarcia skorup po aplikacji IBU w poréwnaniu do
okresu kontrolnego (Rys. 41, Tab. 35) jednak analiza statystyczna (test Wilcoxona)
nie wykazata istotnych réznic w $rednim otwarciu muszli i aktywnosci filtracyjnej w okresie

kontrolnym, w stosunku do okresu po zadaniu farmaceutyku.

Tabela 35. Podstawowe statystyki otwarcia skorup S. woodiana w okresie kontrolnym i
testowym po podaniu IBU w stezeniu 10 pg L', Spoczynek oznacza udziat procentowy czasu,

kiedy malze miaty otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie standardowe.

spoczynek
Srednia Min max SD %
kontrola 73,6 4 102 16,8 1,5
test 70,6 2 112 15,8 2,3

Warto odnotowaé, ze udziat procentowy czasu spoczynku w tescie z IBU byt dtuzszy w

poréwnaniu do kontroli, kiedy matze nie byty poddane wplywowi substancji (Tab. 35).
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6.6.3.3. Reakcja behawioralna S. woodiana na ibuprofen w stezeniu 100 pg L!

W kolejnym badaniu analizowano wptyw IBU w stezeniu 100 pug L', ktore bylo
stukrotnie wyzsze od koncentracji uznanej za reprezentatywng dla ekosystemow wodnych

zanieczyszczonych ta substancja.

5. woodiana 100 pg IBU L™
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Rys. 42. Reakcja malzy S. woodiana na aplikacje ibuprofenu w stezeniu 100 ug L.
Czerwona linia oznacza moment podania substancji, stupek - $rednia, was - blad standardowy, statystyczna

istotnos¢ roznic (Wilcoxon test, * p <0,05)

W badaniu kontrolnym, kiedy osobniki nie byty poddane oddzialywaniu farmaceutyka, §rednie
otwarcie skorup muszli wynosilo prawie 76%. Dodanie IBU w stezeniu 100 pg L
spowodowato gwaltowne ograniczenie aktywnosci filtracyjnej. W przeciggu kilku minut po
aplikacji substancji §rednie otwarcie skorup spadio z ponad 90% do 56%. W kolejnej godzinie
aktywnos¢ filtracyjna matzy wzrosta osiggajac warto$¢ 75%. Wzrost jednak byt krotkotrwaty i
srednie otwarcie skorup ponownie obnizyto si¢ do 65%. Wartos¢ ta utrzymywala si¢ przez
2 godziny, a nastepnie wzrosla osiggajac Srednig wartos¢ dla calego okresu testowego
(Rys. 42). W ciggu catego czasu badania reakcji behawioralnych malzy dla stezenia
100 pg L' maksymalne $rednie otwarcie muszli w okresie kontrolnym bylo nieznacznie
wyzsze, niz w czesci testowe] z IBU (Rys. 42, Tab. 36) a analiza statystyczna (test Wilcoxona)
wykazata istotne statystycznie réznice pomigdzy okresem kontrolnym i testem kiedy matze

narazone byty na farmaceutyk.
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Tabela 36. Podstawowe statystyki otwarcia skorup S. woodiana w okresie kontrolnym i

testowym po podaniu ibuprofenu w stezeniu 100 pg L. Spoczynek oznacza udziat procentowy

czasu, kiedy matze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie standardowe.

spoczynek
Srednia min max SD %
kontrola 75,8 3 106 17,9 32
test 71,2 3 103 24,6 7,4

Czas, kiedy matze miaty muszle zamknigte w okresie testu byt ponad dwukrotnie dluzszy w

poréwnaniu do kontroli (Tab. 36).

Dla najwyzszego spo$rod badanych stezen IBU (100 pg L) przeprowadzono réwniez
obserwacj¢ dtugotrwalych pigciodniowych efektéw behawioralnych. Otrzymane wyniki badan
pokazaty, ze negatywne efekty oddziatywania IBU na matze utrzymujg si¢ przez dtugi czas. W
badaniu kontrolnym malze aktywnie filtrowaly wodeg. Wartosci $redniego otwarcia muszli
fluktuowaty w przedziale od 55% do 88%. Najsilniejszy efekt spadku aktywnosci filtracyjnej
matzy wystapil tuz po podaniu farmaceutyku. Podobnie jak w 24 godzinnym eksperymencie z
narazeniem na farmaceutyk, matze gwattownie zareagowaty na pojawienie si¢ IBU. Minimalne
Srednie otwarcie muszli zaobserwowano w pierwszej potowie czwartej doby, natomiast

maksymalne wystapito pod koniec piatej doby badania (Rys. 43).
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Rys. 43. Srednie otwarcie skorup populacji matzy S. woodiana w poszczegdlnych dobach

eksperymentu narazenia na ibuprofen w stezeniu 100 L. con - okres kontrolny, 1 - 5 dni po
pery p ¢ ng

aplikacji, shupek - $rednia, was - btad standardowy (post-hoc test Dunna, * p < 0,05, *** p <0,001)

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata istotne réznice w otwarciu skorup malzy w
czasie trwania eksperymentu. Test post-hoc Dunna wykazal, ze prawie we wszystkich dobach
po podaniu IBU otwarcie skorup malzy bylo statystycznie istotnie nizsze, niz w okresie

kontrolnym. Wyjatek stanowita druga doba badania.
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Tabela 37. Podstawowe statystyki otwarcia skorup S. woodiana w okresie kontrolnym (con) i
kolejnych dniach (1-5) po podaniu ibuprofenu w stezeniu 100 pg L. Spoczynek oznacza udziat

procentowy czasu, kiedy malze mialy otwarte skorupy mniej niz 5%, SD - odchylenie

standardowe.
spoczynek

Srednia min max SD (%)

con 76,2 2 109 18.4 1,3

1 72,1 0 116 22,6 0,2

2 73,6 4 100 16,2 6,5

3 60,2 0 109 15,8 5,8
4 61,1 0 103 18,1 14,6

5 64,2 1 105 26,3 7,2

W ciagu catego testu, kiedy matze byly narazone na oddzialywanie IBU stwierdzono dtuzszy
czas, kiedy malze calkowicie redukowaty aktywnos$¢ filtracyjng a ich skorupy pozostawaty

zamknigte z wyjatkiem pierwszego dnia badania (Tab. 37).
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6.6. Dyskusja

Niesteroidowe leki przeciwzapalne, antypiretyki oraz S$rodki przeciwbolowe, ze
wzgledu na masowe uzycie w terapiach ludzkich i weterynarii, s3 najczgsciej wykrywanymi
farmaceutykami w $rodowiskach wodnych (aus der Beek i in. 2016, Rzymski i in. 2017,
Fekadu i in. 2019). Cho¢ zazwyczaj w srodowisku wystepuja w niewielkich stezeniach rzgdu
ng czy sporadycznie pg L', to ich obecno$é moze w istotny sposob modyfikowaé
funkcjonowanie naturalnych ekosystemow (Santos 1 in. 2010, Bagnis 1 in. 2018, Klimaszyk i
Rzymski 2018, Parolini 2020). Farmaceutyki te hamuja aktywno$¢ enzymoéw COX-1 i
COX-2, a w konsekwencji zmniejszaja syntezg prostaglandyn (Gierse 1 in. 1995). Enzymy
COX 1 prostaglandyny biorg udziat w wielu procesach fizjologicznych, takich jak zwalczanie
standw zapalnych i obnizanie progu pobudliwosci receptorow bolu, redukcja podwyzszonej
temperatury, regulacja przeptywu krwi w nerkach oraz procesow koagulacji (Klimaszyk i
Rzymski 2018, Parolini 2020). Rowniez paracetamol hamuje aktywno$¢ cyklooxygenaz, cho¢
dziatanie to nie zachodzi w tkankach obwodowych (Graham 1 Scot 2005). Enzymy 1 homologi
enzymow COX wykryte zostaly u kregowcoéw ladowych i ryb. U réznych grup organizméw
sterowa¢ moga odmiennymi procesami np. u ryb wptywaja na proces reprodukcji poprzez
stymulacj¢ owulacji, produkcje estradiolu i pobudzenie behawioru seksualnego (Corcoran i in.
2010), czy modyfikacje procesow osmoregulacji (Gravel 1 in. 2009). Izoformy cyklooxygenaz
wykryte zostaly takze u wielu wodnych zwierzat bezkregowych, takich jak stawonogi,
migczaki, w tym malze czy parzydetkowce (Kawamura i in. 2014). Liczne badania
toksykologiczne dokumentuja roznorodne efekty toksyczne manifestujace si¢ u bezkregowcow
wodnych, w wyniku narazenia na paracetamol 1 niesteroidowe leki przeciwzapalne. Nalezy
jednak zwrdci¢ uwage na fakt, iz w wigkszos$ci badan organizmy eksponowane byty na stezenia
farmaceutykow wielokrotnie wyzsze niz te, spotykane w naturalnym $rodowisku 1 te, ktore
testowane byly w przeprowadzonym badaniu.

W niniejszym eksperymencie narazenie na st¢zenia PCM, DCF 1 IBU odpowiadajace
srodowiskowym 1 ich 10 i 100 krotno$ci nie powodowaty $miertelnosci matzy zar6wno w
narazeniu 24 godzinnym jak i subchronicznym - 5 dniowym. Szereg badan demonstruje, ze
letalne efekty tych farmaceutykéow w stosunku do bezkregowcoOw wodnych wystepuja po
narazeniu na znacznie wyzsze stezenia. Stezenia letalne (LC50) Daphnia magna dla
21 dniowego narazenia na paracetamol, diklofenak i ibuprofen wynosity odpowiednio
5,32 mg L', 2,00 mg L, 3,97 mg L, a dla 24 godzinnego odpowiednio 224 mg L,
486 mg L1200 mg L' (Du i in. 2016). Warto$ci te znacznie przekraczaja stezenia spotykane
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w ekosystemach wodnych. Nunes 1 inni (2014) na podstawie badan przeprowadzonych na
D. magna 1 D. longispina stwierdzili, ze toksyczno$¢ paracetamolu wobec nawet blisko
spokrewnionych gatunkéw skorupiakéw wodnych moze by¢ istotnie odmienna — D. magna
wykazywata toksyczne efekty przy stezeniach paracetamolu ponad 15 krotnie nizszych niz
D. longispina. W niniejszych badaniach zaobserwowano takze odmienng wrazliwos¢
testowanych gatunkéw malzy w odniesieniu do wszystkich testowanych farmaceutykow, ale
roznice te nie byly znaczace. Poréwnujac uzyskane wyniki stwierdzi¢ mozna, ze najsilniejszym
efektem unikania — ograniczeniem aktywnos$ci filtracyjnej 1 zamykaniem skorup
charakteryzowata si¢ Anodonta anatina potem Unio tumidus, a najmniejszym Sinanodonta
woodiana. W przypadku ostatniego gatunku nawet narazenie subchroniczne na najwyzsze
testowane stezenia PCM, DCF oraz IBU nie wywolywalo istotnego ograniczenia aktywnosci
filtracyjnej, co miato miejsce w przypadku A. anatina 1 U. tumidus. Wcze$niejsze obserwacje
réwniez potwierdzaja wysoka tolerancj¢ S. woodiana na chemiczne zanieczyszczenie wody
(Corsiiin. 2007, Liuiin. 2015, Bielen i in. 2016). Odpornos¢ na zanieczyszczenie wody wraz
z odpornoscia tego gatunku na stres termiczny i brak preferencji siedliskowych (Urbanska i in.
2021) sa czynnikami sprzyjajacymi inwazji tego gatunku. Dodatkowo wzrost temperatury
wody wynikajacy z globalnych zmian klimatu, ktory magnifikuje toksyczne efekty obecnosci
farmaceutykow (Khoma i in. 2021) moze powodowac¢ zwigkszenie presji konkurencyjnej ze
strony S. woodiana na rodzime gatunki matzy.

Chociaz efekty letalne narazenia bezkrggowych organizmoéw wodnych na
niesteroidowe leki przeciwzapalne obserwowane sg zazwyczaj przy stezeniach rzedu mg L,
to cyto czy genotoksyczne zaburzenia wystepuja w wyniku chronicznego czy subchronicznego
narazenia na stezenia odpowiadajace tym, ktore spotykane s3 w Srodowisku. Brandao 1 in.
(2014) badajac biochemiczne skutki ekspozycji na $rodowiskowe stezenia PCM u malza
stodkowodnego Corbicula fluminea stwierdzit znaczacy spadek transferazy glutationu i
reduktazy glutationowej oraz wzrost peroksydacji lipidow 1 zmiany komodrkowego statusu
redox zardwno w przypadku krotko, jak i dlugotrwatej ekspozycji. Zalezne od zastosowane;j
dawki, cytogenotoksyczne efekty ekspozycji na srodowiskowe dawki paracetamolu zostaty
stwierdzone takze dla racicznicy zmiennej (Dreisena polymorpha) (Parolini i in. 2010).
Rowniez narazenie na srodowiskowe dawki DCF i IBU wywotywalo u stodkowodnych matzy
stres oksydacyjny 1 efekty genotoksyczne (Parolini iin. 2011, Khoma i in. 2021, Martyniuk 1
in. 2022). Wyniki te jednoznacznie udowadniajg, Zze nawet krotkotrwale narazenie na
niewielkie dawki farmaceutykow moze zaburza¢ stabilne funkcjonowanie osobnikow i

populacji matzy. Malze maja jednak zdolno$¢ unikania ekspozycji na stresory chemiczne,
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a takze biologiczne poprzez czasowe zamykanie muszli 1 ograniczanie aktywnej filtracji 1
respiracji, zwane efektem unikania (Kramer i Fokema 2001, Hartmann i in. 2016, Dzierzynska-
Bialonczyk i in. 2019). W niniejszym badaniu, w 24 godzinnych testach stwierdzono ten efekt
w przypadku narazenia badanych gatunkéw matzy na wszystkie testowane leki. Zauwazy¢
jednak nalezy, ze reakcja malzy na najnizsze zastosowane dawki (odpowiadajace stezeniom
srodowiskowym) byta najcze$ciej niewielka 1 manifestowata si¢ krotkotrwalym
przymknigciem muszli i ograniczeniem aktywnosci filtracyjnej populacji matzy. Podobnie
ograniczong reakcje unikania wykazywaly testowane gatunki na stezenia 10 krotnie wyzsze. W
kilku eksperymentach z niskimi testowanymi dawkami farmaceutykow (np. S. woodiana
0,3 ug PCM L', 4. anatina 10 ng IBU L") rozwarcie skorup i aktywno$¢ filtracyjna malzy po
narazeniu na farmaceutyki byla nieznacznie wyzsza niz w okresie kontrolnym. W
eksperymencie z narazeniem A. anatina na 1 ug DCF L! érednie rozwarcie skorup populacji
malzy bylo nawet istotnie statystycznie wyzsze niz w okresie kontrolnym. Wyjasnieniem tego
zjawiska moze by¢ fakt, iz niesteroidowe leki przeciwzapalne wydaja si¢ mie¢ zdolnos¢
hamowania stanéw zapalnych u mieczakéw (Zbikowska i in. 2017). Narazenie na najwyzsze
stezenia badanych farmaceutykow wywotywato gwattowne zmniejszenie sredniego rozwarcia
muszli oraz ograniczenie aktywnosci filtracyjnej i oddechowej testowych populacji malzy.
Zwlaszcza w przypadku rodzimych gatunkow 4. anatina 1 U. tumidus narazenie na najwyzsze
stezenia PCM, DCF oraz IBU powodowalo istotne statystycznie ograniczenie Sredniego
rozwarcia skorup. Subchroniczne - pigciodniowe testy z najwyzszymi steZeniami
farmaceutykow udowodnity, ze efekt unikania stresu chemicznego utrzymuje si¢ przez dtuzszy
czas. Podobne efekty oddziatywania IBU na skojke zaostrzong (U. tumidus.) uzyskali Chmist-
Sikorska 1 in. (2020). Wzrastajace stezenie farmaceutyku w wodzie powodowato
intensywniejsza reakcje unikania stresu chemicznego — ograniczenie sredniego otwarcia skorup
populacji.

Podstawowym celem badan byto okreslenie mozliwosci wykorzystania matzy z rodzaju
Unio do detekcji zanieczyszczenia wod niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi w ramach
biologicznego systemu wczesnego ostrzegania przed zanieczyszczeniami. Malze sg uwazane
za idealne wskazniki biologiczne do monitorowania antropogenicznego zanieczyszczenia wod
(Beyer i in. 2017, Li i1 in. 2019), poniewaz spetniaja prawie wszystkie wymagane kryteria dla
przydatnych gatunkéw bioindykatorow. W systemach monitoringowych opartych o analize
zmian otwarcia skorup matzy w odpowiedzi na pojawienie si¢ stresu chemicznego, reakcjg na
ekspozycje na substancje toksyczne, uwazang za poziom alarmowy, jest zmniejszenie

sredniego otwarcia skorup populacji ponizej 20% (Kramer i Fokema 2001, Tummato i in,
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2018). Przyjmujac to kryterium nalezy stwierdzi¢, ze badane gatunki malzy nie s3 dobrymi
indykatorami zanieczyszczenia wody paracetamolem, diklofenakiem i ibuprofenem. Dotyczy
to zaré6wno stezen Srodowiskowych tych farmaceutykow, jak i stgzen 10 i 100 krotnie
wyzszych. Dla stezen stukrotnie przekraczajgcych wartosci sSrodowiskowe, minimalne $rednie
warto$ci rozwarcia skorup malzy nie byly nigdy nizsze niz 27% (Anodonta anatina
eksponowana na 30 pg PCM L-1). Najczgéciej odnotowywane minimalne wartosci

przekraczaly 30% i czgsto wystgpowaty kilka godzin po dodaniu farmaceutyku.

Weryfikacja hipotez badawczych

H1: Narazenie matZy na badane farmaceutyki bedzie skutkowato ograniczeniem ich
aktywnosci filtracyjnej. Redukcja aktywnosci bedzie wystepowata juz przy narazeniu na
niewielkie stezenia lekow, a intensywnosc¢ reakcji bedzie si¢ zwiekszata wraz ze wzrostem

koncentracji lekow.

Hipoteza zostata czeSciowo zweryfikowana pozytywnie. Stwierdzono bowiem reakcje
w postaci redukcji aktywnos$ci filtracyjnej matzy w reakcji na narazenie na badane
farmaceutyki. Ponadto wzrost st¢zenia leku magnifikowat reakcje¢ unikania. Jednak w
przypadku najnizszych testowanych stezen farmaceutykow, odpowiadajacych koncentracjom
obserwowanym w Srodowisku wodnym, ograniczenie aktywnosci filtracyjnej nie wystepowato

badz byto bardzo nieznaczne.

H2: Reakcja maizy na stezenia farmaceutykow odnotowywane w srodowisku bedzie
wystarczajgco intensywna, by mogly by¢ one zastosowane do detekcji zanieczyszczenia wod

farmaceutykami w ramach systemow wczesnego ostrzegania przed zanieczyszczeniem.

Hipoteza zostata zweryfikowana negatywnie, gdyZ narazenie badanych gatunkow
malzy na paracetamol, ibuprofen i diklofenak w stg¢zeniach, ktoére odnotowywane sa w wodach
powierzchniowych oraz ich 10 1 100 krotnej multiplikacji nie wywotywalo istotnej reakcji w
postaci gwaltownego 1 silnego (ponizej 20%) ograniczania aktywnosci filtracyjnej. Oznacza to,
ze matze nie mogg by¢ wykorzystane do detekcji zanieczyszczenia wod tymi farmaceutykami

w ramach systemoéw wczesnego ostrzegania przed zanieczyszczeniem.

H3: Redukcja aktywnosci filtracyjnej inwazyjnego gatunku Sinanodonta woodiana w
reakcji na zanieczyszczenie wod badanymi farmaceutykami bedzie mniej intensywna w

porownaniu z rodzimymi gatunkami matzy skojkowatych.
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Hipoteza zostala zweryfikowana pozytywnie: reakcja ograniczenia aktywnos$ci
filtracyjnej S. woodiana w odpowiedzi na narazenie na rozne st¢zenia paracetamolu,
ibuprofenu i diklofenaku byta mniej intensywna w poréwnaniu do reakcji A. anatina oraz

U. tumidus.
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7. Wplyw koagulantu zelazowego na behawior, stechiometri¢ chemiczng i biochemie¢

malzy z rodziny Unionidae

7.1. Wstep

Ponad 50% akwenow wodnych w Europie znajduje si¢ w zlym stanie ekologicznym i
chemicznym, a w Europie Srodkowej szacuje sie, Ze liczba ta przekracza nawet 80% (Riicker i
in. 2019, Klimaszyk i Gotdyn 2020, Wuijts 1 in. 2021). Ciggle pogarszajacy si¢ stan chemiczny
1 ekologiczny ekosystemow wodnych budzi globalne obawy i doprowadzil do powstania i
implementacji miedzynarodowych regulacji prawnych majacych na celu ochrong i
przywracanie zasobow wodnych, np. Europejska Ramowa Dyrektywa Wodna, Europejska
Dyrektywa Ramowa w sprawie Strategii Morskiej, Ustawa o Czystej Wodzie w Stanach
Zjednoczonych oraz Ustawa o Oceanach w Stanach Zjednoczonych i Kanadzie (Amiard-
Triquet 1 in. 2015). W Unii Europejskiej najwazniejszym aktem prawnym koordynujacym
istniejace przepisy dotyczace wod jest Ramowa Dyrektywa Wodna. Zgodnie z nig, wszystkie
wody w krajach Unii Europejskiej (UE) powinny osiggna¢ dobry stan ekologiczny do 2027
roku (Riicker 1 in. 2019). By spetni¢ zatozenia Dyrektywy: poprawi¢ jako$¢ wody i
jednoczes$nie stan ekologiczny ekosystemow stodkowodnych, konieczne jest zastosowanie
skutecznych $rodkow rekultywacyjnych. Metody rekultywacji sa bardzo zrdznicowane,
poczawszy od biologicznych, ktére ingeruja w tancuchy troficzne, przez metody techniczne —
dostarczanie tlenu do gtebokich warstw jezior lub usuwanie osadéw, az po metody chemiczne
(Cooke 1 in. 2005, Gotdyn i in. 2014). Czesto stosuje si¢ jednocze$nie wiele metod, aby
osiggna¢ gtowny cel — obnizenie trofii ekosystemu (Flaim 1 in. 2016, Rosinska 1 in. 2017).

Wsrod metod chemicznych, jedng z najczesciej stosowanych jest inaktywacja fosforu
poprzez dawkowanie kwasnych roztworéw soli zelaza (FeCls, FeCl i Fex(S04)°) i rzadziej
glinu (Al) do wody lub osadow. Celem gtéwnym tych zabiegdw jest wytracenie fosforanow z
toni wodnej lub wod nadosadowych 1 zwigzanie ich w ztozone, trudno rozpuszczalne zwiazki
chemiczne (Dunalska 1 Wisniewski 2016, Liirling i Oosterhout 2013). Chemiczna inaktywacja
fosforu prowadzi do niemal natychmiastowej poprawy jakosci wody przy stosunkowo niskich
kosztach (Jancula i Marsalek 2011). Jednakze, efekty stosowania koagulantow nie sg doktadnie
rozpoznane, a skala ryzyka $rodowiskowego wynikajagca z dostarczania do ekosystemu
wodnego allochtonicznych substancji chemicznych nie jest w pelni zrozumiana (Hilt 1 in. 2006,
Rosinska i in. 2017). Obserwacje wskazuja, ze zastosowanie koagulantow moze drastycznie

zmienia¢ wlasciwosci chemiczne wody — obnizajac jej odczyn. Oprécz zakwaszenia,
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dozowanie koagulantéw zaburza¢ moze takze warunki $wietlne (w wyniku tworzenia i
sedymentacji koagulujacej materii) i zwigksza¢ zasolenie w wyniku dostawy znacznych ilosci
jondw, na ktérych opiera si¢ koagulant.

Podczas gdy zelazo jest niezbednym pierwiastkiem dla producentow pierwotnych
(uczestniczy w fotosyntezie i syntezie chlorofilu) oraz organizméw heterotroficznych (sktadnik
wielu enzymoéw i hemoglobiny), po przekroczeniu limitu staje si¢ toksyczne (Bakker i in.
2016). Nieliczne badania wskazuja, ze zabiegi chemiczne moga mie¢ negatywny wplyw na
biocenozy wodne (Bonistawska i in. 2021, 2012, Piasecki 1 Zacharzewski 2010, Rybak i in.
2020a, Rybak i Joniak 2018). W roslinach, narazenie na wysokie stezenia Fe prowadzi do stresu
oksydacyjnego objawiajacego si¢ uszkodzeniem blon komoérkowych, odpowiada za chlorozy i
zmiany o charakterze nekrotycznym, prowadzi do zahamowania wzrostu oraz pogorszenia
statusu troficznego, a w konsekwencji do $mierci osobnikéw (Immers i in. 2014, Rybak i in.
2020a). U zwierzat nadmiar Fe moze zaburza¢ integralno$¢ blon komérkowych, powodowaé
uszkodzenia DNA oraz generowaé peroksydacje lipidow. Moze to prowadzi¢ do zmian
behawioralnych, zmniejszenia liczby potomstwa i ich zywotnosci (Slaninova i in. 2014, Sotero-
Santos i in. 2007). Zaburzenia spowodowane przez koagulanty wystepujace w organizmach
wodnych moga wplywaé¢ na kondycje catych populacji 1 w konsekwencji prowadzi¢ do

przebudowy calej sieci troficznej ekosystemu (Bakker i in. 2016).

Celem badania bylo okreslenie, czy zastosowanie zroznicowanych dawek

(stosowanych w praktyce rekultywacyjnej) koagulantu zelazowego moze:

o zakltocac¢ behawior filtracyjny i oddechowy matzy skojkowatych
e wywolywac stres oksydacyjny w komorkach matzy skojkowatych

e prowadzi¢ do zmian w stechiometrii ich ciat.

Postawiono i weryfikowano nast¢pujace hipotezy badawcze:

H1: Koagulant Zelazowy (FeCls) stosowany w rekultywacji zbiornikéow wodnych bedzie
zaburzat aktywnosé filtracyjng matzy Unio tumidus i Anodonta cygnea. Stopien redukcji

aktywnosci filtracyjnej matzy bedzie zalezny od dawek zastosowanego koagulantu.

H2: Koagulant zelazowy bedzie wywolywal stres oksydacyjny w komorkach matzy

narazonych na jego dziatanie.

H3: Narazenie matZzy na koagulant zelazowy bedzie wywolywato zaburzenia

stechiometrii chemicznej cial maizy.
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7.2. Metodyka

Badania prowadzono na dwoch gatunkach matzy: szczezui wielkiej Anodonta cygnea
oraz skojce zaostrzonej Unio tumidus. Testowano reakcje behawioralng (zmiany aktywnosci
filtracyjnej) w 5 dniowym tescie na rozne st¢zenia koagulantu zelazowego. Chlorek Zelazowy
(FeCls) byt dawkowany w stezeniach: 2, 5, 10, 15, 20 g Fe m™, w eksperymentach opisanych
jako Cl1, C2, C3, C4, C5. Stgzenia dobrano wedlug danych odnotowanych w opisach
rzeczywistych zabiegow rekultywacyjnych.

Badania zmian w stechiometrii cial osobnikdw 1 analizy stresu oksydacyjnego

wykonano po narazeniu matzy na te same st¢zenia koagulantu.

7.3. Wyniki

Dawkowanie koagulantu zelazowego znaczaco zmienito wilasciwosci fizyczne i
chemiczne wody. Po jednym dniu od zastosowania, pH wody obnizylo si¢ proporcjonalnie do
dawki. W eksperymentach z obydwoma gatunkami matzy pH spadio z 8,4 + 0,1 w kontroli do
7,19 £ 0,21 w badaniu C1 4. cygnea i do 7,70 + 0,13 u U. tumidus. Przy najwyzszym stezeniu
koagulantu pH spadto odpowiednio do 2,98 + 0,01 i 2,84 + 0,01. Powrdt do neutralnego
odczynu nastapit w ciggu 8 dni w wariantach 4. cygnea i po 12 dniach w wariantach U. tumidus.
Roéwniez przewodnos¢ elektryczna wody po dodaniu koagulantu zelazowego wzrosta znaczaco
w porownaniu do proby kontrolnej. Wzrost przewodnictwa byl proporcjonalny do
zastosowanych dawek. Dodanie koagulantu spowodowato takze calkowita redukcje fosforu z
toni wodnej 1 oprocz eksperymentu z najnizsza dawka koagulantu stan ten utrzymywat si¢ do
konca badania. W trakcie trwania eksperymentu zaobserwowano wytrgcanie si¢ klaczkow,
ktére ulegaty sedymentacji pokrywajac dno zbiornika rdzawa warstwa.

Badania aktywnosci filtracyjnej wykazaly, ze zastosowanie koagulantu Zelazowego
moze modyfikowa¢ behawior filtracyjny matzy. W eksperymencie z 4. cygnea, Sredni stopien
otwarcia muszli podczas okresu kontrolnego w wariancie C1 byt niemal rowny temu z okresu
badawczego (~60%). Niemniej jednak analiza statystyczna wykazata istotng rdéznice miedzy
okresem kontrolnym a badawczym (H = 6,88, p < 0,05). W wariancie C2, procent otwarcia
muszli stopniowo zmniejszat si¢ w okresie badawczym do okoto 40% trzeciego dnia. W
wariancie C3 wszystkie osobniki gwattownie zmniejszyly otwarcie muszli po zastosowaniu
koagulantu z ~80% do 20%. W kolejnych dniach eksperymentu wszystkie osobniki okresowo
otwieraly muszle, aby filtrowa¢ wodg, jednak Srednie otwarcie populacji tylko nieznacznie

przekraczalo 25%. Po zastosowaniu najwyzszych dawek koagulantu (C4 1 C5) zamknigcie
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muszli i redukcja aktywnosci filtracyjnej byty natychmiastowe i gwattowne. Dla wigkszosci
testowanych osobnikéw muszle pozostawaly zamknigte a $rednie otwarcie skorup dla
wszystkich malzy wynosito ponizej 10%. (Publikacja 1, Rys. 2). Podobny wzoér zachowan w
reakcji na zastosowanie koagulantu zelazowego zaobserwowano u U. tumidus (Publikacja 1,
Rys. 3). Przy najnizszym stezeniu (C1) reakcja malzy na zastosowanie koagulantu byta
niewielka, ale istotna statystycznie (p< 0,001). W kolejnych eksperymentach (C2 - C5) stopien
otwarcia muszli znaczaco si¢ zmniejszyt. W wariantach C2 1 C3 $rednie otwarcie malzy w
trakcie calego eksperymentu byto mniejsze o ~50% w porownaniu z okresem kontrolnym. Przy
najwyzszych stezeniach (C4 1 C5) reakcja matzy na zastosowanie koagulantu byta gwattowna.
W pierwszych godzinach wszystkie osobniki zamknely swoje muszle i pozostawaty zamkniete
przez 24 godziny. Po jednym dniu pojedyncze osobniki probowaty filtrowa¢ wodg, ale srednie
otwarcie w badanej populacji nie przekroczyto ~10% 1 25% odpowiednio dla C4 1 C5
(Publikacja 1, Rys. 3).

Pomimo pewnych réznic migdzy testowanymi gatunkami malzy, zaobserwowano
podobne wzorce zmian w skladzie pierwiastkowym ich ciata w odpowiedzi na rdzne stezenia
koagulantu (Publikacja 1, Rys. 4). Najbardziej wyrazne zmiany zaobserwowano w przypadku
zawarto$ci zelaza. Ekspozycja na rézne stezenia koagulantu spowodowala znaczacy wzrost
zawarto$ci Fe w migsniach zar6wno A. cygnea, jak 1 U. tumidus. St¢zenie Fe w mig$niach
matzy, ktore nie byty wystawione na dziatanie koagulantu, wynosito okoto 0,3 g Fe kg™! suchej
masy. Natomiast u osobnikoOw narazonych na najwyzsze stezenie koagulantu wynosito $rednio
okoto 1,7 g Fe kg™' suchej masy, a znaczacy wzrost zawartosci Fe w mig¢éniach odnotowano dla
dwoéch najwyzszych dawek koagulantu zastosowanych w eksperymencie (Publikacja 1,
Rys. 4). Ekspozycja na wysokie dawki koagulantu Fe spowodowala znaczacy spadek
zawartosci fosforu w tkance migsniowej zardwno A. cygnea 1 U. tumidus. Podobnie jak w
przypadku Fe, najbardziej znaczace zmiany odnotowano przy najwyzszym stezeniu
koagulantu. Podobny trend zaobserwowano w przypadku wapnia.

Pomimo =zaburzen behawioru filtracyjnego oraz zmian w stechiometrii ciata
przeprowadzone badania nie wykazaly wzrostu poziomu markeréow stresu oksydacyjnego po

narazeniu zardwno 4. cygnea jak i U. tumidus na koagulant zelazowy.
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7.4. Dyskusja i konkluzje

Poprzednie nieliczne badania dotyczace stosowania koagulantéw zelazowych
wykazaly, ze majg one znaczacy wptyw na organizmy wodne. W przypadku roslin zanurzonych
wptywaja one bezposrednio poprzez toksyczno$¢ Fe (martwica, zmniejszenie rozmnazania
generatywnego, zaburzenie homeostazy stechiometrycznej) oraz posrednio poprzez silng
zmian¢ warunkow $srodowiskowych, prowadzaca do zaburzen wzrostu (Immers i in. 2014,
Rybak 1 in. 2020b, 2020a). W przypadku zooplanktonu wykazano, ze koagulanty zelazowe
wywoluja zalezng od dawki redukcje wzrostu i zwigkszaja $miertelno$¢ Daphnia magna
(Piasecki 1 Zacharzewski 2010, van Anholt i in. 2002). U ryb stwierdzono za$ zwigkszong
czestotliwo$¢ wystepowania wad rozwojowych larw i zaburzenia embriogenezy, a takze
zmniejszong przezywalno$¢ zarodkéw po ekspozycji na koagulant zelazowy (Bonistawska 1 in.
2021, 2012). Dodatkowo, udowodniono ze Fe gromadzace si¢ na skrzelach ryb i
makrobezkregowcoOw moga prowadzi¢ do zaburzenia wymiany gazowej (Gerhardt 1992).
Posrednie skutki dziatania koagulantow obejmuja zmiany struktury i jakosci siedlisk dennych
z powodu sedymentacji nierozpuszczalnych zwigzkoéw Fe, co prowadzi do zniszczenia miejsc
rozrodu, a co za tym idzie wplywa na sukces reprodukcyjny zwierzat (Rasmussen i Lindegaard
1988). Cho¢ zelazo, bedace podstawowym sktadnikiem koagulantow jest niezbedne dla
wszystkich organizmow zywych. Jednak powyzej ,,okna niezbedno$ci” staje si¢ toksyczne i
powoduje stres oksydacyjny, uszkadzajac blony komoérkowe, biatka, barwniki 1 DNA (Keller i
in. 2012). Na poziomie komérkowym u zwierzat zaktdca procesy trawienne, wptywa na
zachowanie, zmienia strategie cyklu zyciowego oraz zmniejsza liczbe potomstwa 1 jego
przezywalnos¢ (van Anholt 1 in. 2002). Niniejsze badania wykazaly, Ze narazenie malzy na
wysokie dawki zelaza dostarczanego wraz z koagulantem powoduje zaburzenie homeostazy
stechiometrycznej w tkankach, co skutkuje dalszymi zaburzeniami biochemicznymi czy
fizjologicznymi. Zaobserwowano takze spadek zawartosci st¢zenia wapnia w tkance
mig$niowe] malzy narazonych na kontakt z koagulantem. Przyczyng tego zjawiska moze by¢
fakt, iz matze w warunkach stresu kwasowego zwiekszaja stezenie Ca w hemolimfie i uwalniaja
jego jony do wody, co jednoczes$nie prowadzi do zaburzen w pobieraniu wapnia (Pynnénen
1990, Wood 1 Rogano 1986). Mechanizm ten prawdopodobnie przeciwdziata kwasicy
hemolimfy, a Zrodtem jonow Ca jest plaszcz lub muszla, ktore stanowig rezerwuar materiatow
buforujacych. Matze pozyskuja pewng ilo$¢ Ca z pozywienia, jednak wigkszos$¢ jest pobierana

przez skrzela z wody (Pynnonen 1991).
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W niniejszym badaniu dowiedziono, ze zastosowanie koagulantu zelazowego powoduje
transformacje $rodowiska abiotycznego, charakterystyczne dla tej metody rekultywacji —
okresowe zakwaszenie wody i wzrost zasolenia, ktore sa nierozerwalnie zwigzane z koagulacja
fosforanéw (Immers 1 in. 2013, Rybak i in. 2020b). Efekty zakwaszenia w Srodowisku
jeziornym sg wielowymiarowe. Obejmujg one gléwnie zwigkszenie rozpuszczalnosci i
toksycznos$ci metali na skutek ich uwolnienia z osadow dennych oraz zmiany hydrochemiczne
w bilansie dwutlenku wegla i wodoroweglandw (Brouwer i1 in. 2002). Nadmiar jonow H+,
prowadzacy do zakwaszenia, moze przenika¢ do ciala matzy i powodowa¢ kwasice, utrate
elektrolitow oraz problemy oddechowe zwigzane z nadmierng produkcja $luzu (Pynnonen
1990, Wood i Rogano 1986). Jako wolno poruszajace si¢ organizmy, malze moga unikaé
niekorzystnych warunkéw S$rodowiskowych jedynie przez zamknigcie skorup. Jednak
zamknigcie muszli jako ochrona przed nadmiarem jonoéw H+ powoduje przej$cie na
metabolizm beztlenowy, co prowadzi do akumulacji kwasnych metabolitow 1 spadku pH
hemolimfy (Holwerda i Veenhof 1984, Pynnonen 1991). Ponadto zakwaszenie i zwigzane z
tym zwigkszone wydzielanie $luzu, ktéry pokrywa skrzela, ogranicza wymian¢ gazowa, co
powoduje niedotlenienie i postepujaca kwasice. Dhugotrwale zamknigcie skorup skutkuje
réwniez zmniejszonym pobieraniem pokarmu. W niniejszym badaniu wykazano, ze zmiana
warunkow S$rodowiskowych wynikajaca z dawkowania koagulantdéw wywotuje reakcje
unikania - zamknigcie muszli 1 ograniczenie procesu filtracji wody. Gwalttowno$¢, nasilenie i
czas trwania tej reakcji zalezy od zastosowanej dawki koagulantu. Przy najwyzszych
testowanych dawkach obserwowano diugotrwate, niemal calkowite ograniczenie procesu
filtracyjnego.

Konkludujac stwierdzi¢ nalezy, ze chemiczna rekultywacja jezior z zastosowaniem

koagulantu Zelazowego moze negatywnie wptywaé na matze z rodziny Unionidae.

Weryfikacja hipotez badawczych

H1: Koagulant Zelazowy (FeCl3) stosowany w rekultywacji zbiornikow wodnych bedzie
zaburzal aktywnosé filtracyjng matzy U. tumidus i Anodonta cygnea. Stopien redukcji

aktywnosci filtracyjnej matzy bedzie zalezny od dawek zastosowanego koagulantu.

Hipoteza zostata zweryfikowana pozytywnie, stwierdzono zalezne od zastosowanej

dawki koagulantu ograniczenie aktywnosci filtracyjnej matzy.
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H2: Koagulant Zelazowy bedzie wywolywatl stres oksydacyjny w komorkach matzy

narazonych na jego dziatanie.

Hipoteza zostala zweryfikowana negatywnie, nie odnotowano symptoméw stresu
oksydacyjnego w trakcie subchronicznego narazenia matzy na badanie stezenia koagulantu

zelazowego.

H3: Narazenie matzy na koagulant zelazowy bedzie wywolywato zaburzenia

stechiometrii chemicznej cial matzy.

Hipoteza zostata zweryfikowana pozytywnie, odnotowano zalezne od dawki zaburzenia
stechiometrii chemicznej: kumulacji zelaza oraz spadku zawartosci fosforu i wapnia w

mie¢$niach malzy.
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8. Behawioralne i biochemiczne efekty herbicydu Roundup opartego na glifosacie na

malze z rodziny Unionidae

8.1. Wstep

Badania dotyczace wplywu zanieczyszczenia wod pestycydami na organizmy
niebedace celem ich stosowania sg liczne (Relyea 2005). Juz niskie stezenia pestycyddw moga
by¢ $miertelne lub powodowaé zmiany behawioralne (Adamski i in. 2023), spowolnienie
wzrostu (Williams 1 in. 2012) lub czg¢stsze wystepowanie anomalii rozwojowych (Lajmanovich
1in. 2003). Dodatkowo moga potegowac efekty innych czynnikow stresowych w ekosystemach
wodnych (Moulton i in. 1996, Jacquin 1 in. 2019). Istnieje jednak szereg badan, w ktorych nie
wykazano istotnego wptywu zanieczyszczenia wod pestycydami na organizmy wodne (Relyea
2005).

Glifosat (GLY) jest powszechnie stosowanym, nieselektywnym sktadnikiem aktywnym
w wielu pestycydach uzywanych do zwalczania chwastow w rolnictwie i obszarach miejskich.
Jego dziatanie polega na hamowaniu enzymu syntazy EPSP ( syntaza 5-enolopirogroniano-
szikimowo-3-fosforanowa), ktory nie wystepuje u zwierzat, co sprawia, ze substancja jest
uwazana za potencjalnie dla nich nieszkodliwa. Glifosat jest dostgpny na globalnym rynku w
r6znych formutach. Najpopularniejszym z nich jest Roundup® (RDP). Produkty tego typu
zawierajg nie tylko rdzne stezenia GLY, ale takze srodki pomocnicze np. surfaktanty, ktorych
zadaniem jest zwigkszanie skutecznos$ci dziatania herbicydu (Annett 1 in. 2014). Wiele badan
wykazalo, Ze to wlasnie surfaktanty w duzej mierze odpowiadaja u ludzi i zwierzat, w tym
organizméw wodnych za toksyczne dzialanie $rodkéw opartych o GLY (Seok i in. 2011,
Mesnage 1 in. 2019). Niewatpliwie toksycznos$¢ pestycydow opartych o GLY w stosunku do
organizmoOw wodnych jest wynikiem dziatania zarowno samego glifosatu, jak 1 surfaktantow,
ale takze od czynnikow $rodowiskowych, takich jak temperatura i pH (Ujszegi i in. 2015,
Folmar i in. 1979, Tsui i in. 2003).

Teoretycznie mobilnos¢ srodowiskowa GLY jest niewielka gdyz po dostaniu si¢ do
gleby GLY trwale wigze si¢ z materig organiczng stajac si¢ rowniez mniej biologicznie
dostgpnym (Solomon 1 in. 2003, Vereecken 2005, Rzymski 1 in. 2013). Dodatkowo jest on
szybko rozktadany przez mikroorganizmy glebowe. Jednak w zwiazku z wysoka
rozpuszczalnosciag GLY moze by¢ transferowany do wod powierzchniowych i gruntowych. W
celu zwalczania niepozadanych makrofitow, herbicydy zawierajace GLY sg czasami stosowane

bezposrednio w ekosystemach stodkowodnych, co moze prowadzi¢ do wystgpowania tam
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wysokich stezen tej substancji (Rzymski i in. 2013, Ujszegi i in. 2015, Matozzo i in. 2019). W
wodzie glifosat ulega jonizacji i jako anion jest silnie absorbowany przez seston i osady,
co czyni go szczegolnie toksycznym dla organizméw dennych oraz gatunkoéw odzywiajacych
si¢ zawiesing (Adamski i in. 2023). Malze jako filtratory bentosowe sg wiec grupg szczegdlnie
narazong na obecnos$¢ GLY 1 jego metabolitow w wodach.

Celem przeprowadzonego badania bylo okreslenie wptywu réznych stezen herbicydu
Roundup 360 Plus na aktywno$¢ filtracyjng dwdch gatunkéw matzy skdjkowatych: Anodonta
anatina 1 Unio tumidus oraz zbadanie wptywu tego herbicydu na poziom stresu oksydacyjnego

w komorkach matzy.

Postawiono i testowano nastepujace hipotezy badawcze:

HI: Narazenie matzy na RDP bedzie powodowalo ograniczenie ich aktywnosci
filtracyjnej. Redukcja aktywnosci bedzie wystepowata juz przy narazeniu na niewielkie steZenie

herbicydu, a intensywnos¢ reakcji unikania zwigkszy sie wraz ze wzrostem koncentracji RDP.

H2: Reakcja maizy na stezenia RDP odpowiadajgca koncentracji odnotowywanej w
srodowisku bedzie wystarczajgco intensywna, by mogly by¢é one zastosowane do detekcji
zanieczyszczenia wod RDP w ramach systemow wczesnego ostrzegania przed

zanieczyszczeniem.

H3: Narazenie matzy na Roundup bedzie wywolywalo stres oksydacyjny w ich

komorkach.

8.2. Metodyka

Badania prowadzono dla 3 stezen RDP, przeliczonych na st¢zenie zawartego w nim
glifosatu: 15 pg GLY L' jako koncentracji spotykanej w ekosystemach wodnych
zanieczyszczonych ta substancjg (Brovini 1 in. 2021, Alexa 1 in. 2008) oraz 10 1 100 krotng
multiplikacja (150, 1500 pg GLY L!). Dla obydwu gatunkéw matzy przeprowadzono

subchroniczne 5 dniowe testy narazenia na RDP.
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8.3. Wyniki

Najnizsze badane stezenie RDP (15 ug GLY L™!) spowodowato u A. anatina okoto
1,5 godzinny spadek $redniego otwarcia muszli z 70% do 43%. Reakcja U. tumidus byta mniej
gwaltowna, po ekspozycji zaobserwowano kilkugodzinny spadek $redniego otwarcia muszli z
70% do 55% (Publikacja 2, Rys. 4). W kolejnych dniach eksperymentu $rednie otwarcie muszli
obu gatunkoéw fluktuowato, jednak minimalne otwarcie nie byto nizsze niz 40%. Pomimo, Ze
roznice w srednim otwarciu muszli w poszczegolnych dniach eksperymentu byly niewielkie, to
analiza statystyczna ujawnita istotng roznice pomigdzy okresem kontrolnym a badawczym
(Publikacja 2, Rys. 4).

RDP w stezeniu 150 pg GLY L' spowodowal bardzo szybki spadek aktywnosci
filtracyjnej u 4. anatina. Srednie otwarcie muszli w ciggu kilku minut zmniejszyto si¢ z 82%
do 14% a wigkszo$¢ osobnikow catkowicie zaprzestala filtracji. Po kilku godzinach aktywnos$¢
filtracyjna zaczeta rosnagé, by drugiej doby osiggna¢ 40% a w kolejnych dniach okoto 60%.
U U. tumidus zmniejszenie aktywnosci filtracyjnej byto nieco mniej zauwazalne, z minimalnym
srednim otwarciem muszli wynoszacym 24% okoto godzing po narazeniu na RDP. Analiza
statystyczna ujawnifa istotng rdéznice¢ w otwarciu muszli miedzy okresem kontrolnym a
badawczym.

RDP w najwyzszym podanym stezeniu 1500 pg GLY L' skutkowat szybkim i
dhugotrwatym spadkiem aktywnosci filtracyjnej u obu gatunkow. Dawka herbicydu w ciagu
kilku minut spowodowala calkowite zamknigcie muszli u A. anatina oraz U. tumidus. W
pierwszych 24 godzinach $rednie otwarcie skorup malzy nie przekroczyto 20%. W ciagu
kolejnych dni eksperymentow Srednia aktywno$¢ filtracyjna obydwu gatunkéw malzy
stopniowo rosla. Jednak S$rednie otwarcie skorup malzy ostatniego dnia eksperymentu
(4. anatina 45%, U. tumidus 54%) bylo znacznie nizsze w pordwnaniu do okresu kontrolnego,
gdy malze nie byly narazone na RDP. Podobnie jak w przypadku dziesi¢ciokrotnie mniejszego
stezenia, analiza statystyczna (ANOVA 1 test post-hoc Dunna) wykazala istotng statystycznie
réznice w Srednim otwarciu muszli migdzy okresem kontrolnym a kazdym dniem po ekspozycji
na RDP dla obu gatunkéw (Publikacja 2, Rys. 4).

Ekspozycja na herbicyd RDP zwigkszyta aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)
u obu badanych gatunkow malzy. A. anatina, w poréwnaniu do grupy kontrolnej, wykazata
najwigkszy wzrost aktywnosci SOD przy ekspozycji na najnizsze sposrdd badanych st¢zenie

RDP. Natomiast w przypadku U. tumidus najwyzsza aktywno$¢ SOD stwierdzono przy
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najwyzszym stezeniu RDP (Publikacja 2, Rys. 5). Analiza statystyczna nie ujawnita istotnych
r6znic w aktywnos$ci SOD migdzy grupa kontrolng a grupami testowymi.

A. anatina miata rébwniez podwyzszony poziom markeréw stresu oksydacyjnego (TBARS) przy
stezeniu 150 mg GLY L™! oraz 150% wzrost przy najwyzszym stezeniu 1500 mg GLY L™ w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. U U. tumidus najwyzszy poziom markeru TBARS
odnotowano przy najnizszym st¢zeniu RDP (Publikacja 2, Rys. 5). Tu réwniez analiza
statystyczna nie wykazala istotnych r6znic w poziomie markera miedzy grupg kontrolng a

grupami testowymi.

8.4. Dyskusja

Liczne badania nad wplywem glifosatu i herbicydow opartych na jego bazie na
organizmy wodne wykazaly ré6znorodne negatywne skutki zarowno u organizméw krggowych
jak 1 bezkrggowcow. Narazenie ryb na GLY wywoluje rozne negatywne efekty, w tym:
zaburzenia procesOw hematologicznych 1 biochemicznych, efekty genotoksyczne,
immunotoksyczne, kardiotoksyczne oraz réznorodne zmiany histopatologiczne. U wodnych
gatunkow bezkregowych wykazano, iz narazenie na GLY moze wigzaé si¢ ze zmianami w
procesach biochemicznych, zmianami rozwojowymi, zmianami w zachowaniu, modyfikacjami
w sktadzie hemolimfy czy wptywem na uktad rozrodczy. (Adamski i in. 2023, Matozzo i in.
2019, Annett 2014, Folmar i in. 1979, Tresnakova i in. 2021, Sandrini i in. 2013). Jednak
wiekszo$¢ tych obserwacji pochodzi z testow z wyzszymi dawkami niz te wystepujace
naturalnie 1 tymi, ktore zostaty zastosowane w niniejszym badaniu. Z drugiej strony zaznaczy¢
trzeba, ze w prezentowanym badaniu zastosowano herbicyd Roundup 360 Plus, ktory jest
mieszaning GLY 1 §rodka powierzchniowo czynnego POEA. Ekspozycja na mieszaning POEA
1 GLY zwigksza zar6wno bioakumulacj¢ GLY w organizmach wodnych, jak 1 skalg jego
toksycznego dziatania (Folmar 1 in. 1979, Annett 1 in. 2014). W poréwnaniu z GLY, st¢zenia
Smiertelne (LC50) mieszaniny POEA+GLY s3a wielokrotnie wyzsze dla ryb i plazow
(Tresnakova 1 in. 2021). Przeprowadzone w niniejszej pracy eksperymenty wykazaty, ze
ekspozycja na Roundup 360 Plus wptyneta na behawior filtracyjny u obu badanych gatunkow
matzy, a ograniczenie aktywnos$ci filtracyjnej bylo zaleznie od dawki herbicydu. Przy
najnizszym badanym stezeniu herbicydu (15 pg GLY L") redukcja $redniego otwarcia muszli,
zarbwno u A. anatina jak i1 U. tumidus byla zauwazalna cho¢ stosunkowo niewielka i
krotkotrwata. Podobne wyniki odnotowano w innych badaniach, gdzie zaobserwowano brak

znaczacego wpltywu srodowiskowych stezen pestycydow na aktywnos¢ filtracyjng matzy
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(Chmist 2019). Jednak przy wyzszym stezeniu Roundupu (150 pg GLY L"), reakcja matzy
byta znacznie bardziej intensywna a zamknigcie muszli trwalo dtuzej. Filtracja stopniowo
wracata do normy przed herbicydowej po jednym dniu dla A. anatina i po dwoch dniach dla
U. tumidus. Wynika to prawdopodobnie ze zdolnosci matzy do zmniejszenia tadunkow GLY w
wodzie (Di Fiori 2012 i in., Pizarro i in. 2016). Najwyzsze stezenie herbicydu (1500 ug GLY
L ') spowodowato drastyczne i dtugotrwate zamknigcie muszli, a takze znaczace zmniejszenie
tempa ich otwierania. Zmniejszona aktywnos¢ ruchowa matzy po dlugim okresie zamknigcia
muszli byta zwigzana z zme¢czeniem mig$nia przywodziciela (Chmist i in. 2019, Le Bris 1 in.
1995, Bolton-Warberg 1 in. 2007). W trakcie wszystkich testow nie zaobserwowano
$miertelnosci matzy ani calkowitego rozluznienia migsni przywodziciela, objawow, ktore
wystepuja przy dtugotrwatej ekspozycji malzy na toksyny (Chmist 2019).

Badania wykazaty, ze narazenie zwierzat wodnych na glifosat i komercyjne herbicydy
takie jak Roundup moze wywotywac stres oksydacyjny (Tanguy 1 in. 2005, Cavalcante 1 in.
2008, lummato iin. 2013, Uren Webster i in. 2014, Telahigue i in. 2022). W niniejszym badaniu
nie zaobserwowano statystycznie istotnych rozni¢ w aktywnosci SOD ani uszkodzen
oksydacyjnych mierzonych peroksydacja lipidow pomiedzy grupa kontrolng a matzami
eksponowanymi na rézne stezenia RDP. Podobne wyniki uzyskano dla L. fortune, gdzie
aktywno$¢ katalazy, SOD i acetylocholinoesterazy nie roznita si¢ migdzy osobnikami
narazonymi 1 nienarazonymi na ten herbicyd. Zamiast tego, w odpowiedzi na GLY wzrosta
aktywnos$¢ innych enzymow detoksykacyjnych, takich jak GST, karboksylesterazy (CES) 1 ALP
(Iummato i in. 2018).

Subchroniczna ekspozycja matzy Unionid na herbicyd Roundup wywotuje reakcje
behawioralne zalezne od dawki. Przy srodowiskowo istotnych stezeniach herbicydu zaklécenia
w zachowaniu filtracyjnym sa niewielkie i1 krotkotrwate. Wyzsze dawki powoduja drastyczne
zmniejszenie aktywnoS$ci filtracyjnej A. anatina 1 U. tumidus, wskazujac na potencjalne
zagrozenie dla populacji matzy w sytuacji przypadkowego zanieczyszczenia ekosystemow
wodnych. Ekspozycja na Roundup prowadzi do zmian w markerach stresu oksydacyjnego, cho¢
wyniki nie sg jednoznaczne A. anatina wykazuje bardziej nasilone zmiany behawioralne, co

sugeruje wickszg wrazliwo$¢ tego gatunku na Roundup.
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Weryfikacja hipotez badawczych

HI: Narazenie matzy na RDP bedzie powodowato ograniczenie ich aktywnosci
filtracyjnej. Redukcja aktywnosci bedzie wystepowata juz przy narazeniu na niewielkie stezenie

herbicydu, a intensywnos¢ reakcji unikania zwigkszy sie wraz ze wzrostem koncentracji RDP.

Hipoteza zostala zweryfikowana pozytywnie, stwierdzono ze ekspozycja matzy na
badane stgzenia herbicydu Roundup 360 Plus prowadzita do zmniejszenia ich aktywnosci
filtracyjnej. Stopien redukcji aktywnos$ci filtracyjnej byl pozytywnie skorelowany z

koncentracja herbicydu

H2: Reakcja matzy na stezenia RDP odpowiadajqgca koncentracji odnotowywanej w
srodowisku bedzie wystarczajgco intensywna, by mogly by¢ one zastosowane do detekcji
zanieczyszczenia wod RDP w ramach systemow wczesnego ostrzegania przed

zanieczyszczeniem.

Hipoteza zweryfikowana negatywnie gdyz ograniczenie aktywnosci filtracyjnej malzy
pod wptywem srodowiskowych koncentracji RDP byto zbyt male, by mogto by¢ uzyteczne w
systemach wczesnego ostrzegania przed zanieczyszczeniem. Natomiast malze mogag by¢
wykorzystane do wykrywania incydentalnych zanieczyszczen wod wysokimi stezeniami

Roundupu.

H3: Narazenie matzy na Roundup bedzie wywolywalo stres oksydacyjny w ich

komorkach.

Hipoteza zostala zweryfikowana negatywnie. Cho¢ zaobserwowano zmiany poziomu
markeréw stresu oksydacyjnego u matzy narazonych na RDP, jednak roznice pomigdzy
poziomem tych markerow w grupie kontrolnej oraz grupach testowych nie byly statystycznie

1stotne.
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Konkluzje koncowe dysertacji

Zatozeniem gléwnym badan byla ocena efektow narazenia malzy na nowe typy

zanieczyszczen pojawiajacych sie w ekosystemach wodnych. W przypadku kazdej z

testowanych substancji badania rozpoczynano od koncentracji, ktore odnotowywane sa w

srodowisku wodnym.

Wpltyw zanieczyszczenia wody paracetamolem, ibuprofenem i diklofenakiem na
behawior filtracyjny matzy skojkowatych jest nieznaczny. Nawet st¢zenia 100 krotnie
wyzsze od tych, ktore notuje si¢ w $rodowisku nie wywolujg drastycznego i
dhugotrwatego ograniczenia aktywnosci filtracyjnej. W zwigzku z tym, matze te nie sg
uzyteczne do wykrywania tego typu =zanieczyszczen w systemach wczesnego
ostrzegania przed zanieczyszczeniami wod.

Narazenie malzy skdjkowatych na herbicyd Roundup zawierajacy czynnik aktywny
glifosat juz przy niskich stgzeniach, ktére odnotowywane s3 w wodach
powierzchniowych, powoduje zaburzenia ich aktywnosci filtracyjnej i objawy stresu
oksydacyjnego. Ekspozycja na wyzsze stezenia herbicydu magnifikuje zaktocenia
aktywnos$ci filtracyjnej malzy. Badane gatunki moga by¢ przydatne do detekcji
zanieczyszczenia wody wysokimi st¢zeniami glifosatu w ramach systemach wczesnego
ostrzegania przed zanieczyszczeniami wod.

Chemiczna rekultywacja wod z zastosowaniem koagulantu zelazowego moze
negatywnie wptywa¢ na malze. Zaobserwowano zalezne od zastosowanej dawki
koagulantu ograniczenie aktywnosci filtracyjnej i zaburzenia stechiometrii chemicznej
tkanki mig$niowej matzy.

Wyniki badan przeprowadzonych na farmaceutykach potwierdzaja wczesniejsze
obserwacje, ze inwazyjny gatunek Sinanodonta woodiana charakteryzuje si¢ wyzsza
odpornoscig w stosunku do zanieczyszczen wod. Jest to cecha, ktora daje mu przewage

konkurencyjng w stosunku do rodzimych gatunkéw matzy skdjkowatych.

Przeprowadzone badania byty proba okreslenia ostrej badz subchronicznej toksycznos$ci

kilku substancji zanieczyszczajacych ekosystemy wodne. Stwierdzony brak s$miertelnosci

osobnikéw testowanych gatunkéw matzy, jedynie krotkotrwale efekty behawioralne czy

nieznaczne zaburzenia cykléw biochemicznych nie oznaczaja, Ze chroniczne narazenie nawet

na niewielkie dawki tych substancji pozostaje obojetne dla dlugotrwatego zachowania

homeostazy populacji malzy. Ze wzgledu na globalne 1 coraz bardziej intensywne stosowanie

badanych substancji niezbedne jest kompleksowe zbadanie ich wplywu na malze. Nalezy
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okresli¢ toksyczne efekty przewlektej ekspozycji na farmaceutyki, glifosat i preparaty
stosowane w rekultywacji wod oraz tempo i poziom ich akumulacji w tkankach matzy. Brakuje
tez danych na temat wplywu badanych substancji na mtodociane stadia matzy, ktore z calg

pewnoscia sg bardziej wrazliwe na zaburzenia srodowiskowe.
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