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1. UVOD

Snaha chranit své zeméd€lské produkty a zasoby potravy provazi lidstvo
od nepaméti. Lid¢é se vzdy snazili bojovat s riiznymi Sklidci, chorobami ¢i plevely, které
ohrozovali jejich urodu atim padem i1 mnozstvi potravy. Efektivita jejich metod vSak
byla ¢asto velice nizkd, zaloZena pouze na mechanickém principu (Cremlyn, 1978).

Chemické latky v zemédélstvi zacaly byt pouzivany teprve v minulém stoleti, a to
pfedevSim po druhé svétové valce. PouzZivani pesticidii se rozsifilo do celého svéta.
Lidry v této oblasti se staly Kanada, USA a Velka Britanie. Od 30. let 20. stoleti vzrostlo
pouzivani pesticidli v USA o 180 %, v Kanad¢ jesté tiikrat vice (Sotherton a Holland,
2003).

Vyznamnym meznikem v historii pesticida se stal rok 1939, kdy doSlo k objeveni
silnych insekticidnich vlastnosti v budoucnu nejznaméjSiho a nejvice pouzivané¢ho
insekticidu na svété, DDT ((1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan). Objevitel této
latky, doktor Paul Hermann Miiller (12. ledna 1899 - 13. fijna 1965), ziskal za objev
DDT vroce 1948 Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu. Svétova spotteba DDT,
hlavné v zemédélstvi, je v letech 1940 az 1973 odhadovana az kolem dvou miliond tun
(Cremlyn, 1985).

Masové pouzivani DDT vSak pozdé¢ji podnitilo obavy ohledné jeho bezpecnosti
avroce 1962 byla zvefejnéna prvni studie o negativnim vlivu DDT na ekosystém,
piedevSim na ptaky. V souvislosti stimto vyznamnym objevem zacalo byt DDT
postupné zakazovano ve vétSiné zemi svéta. Rok 1962 se stal poc¢atkem vyzkumu vlivu
pesticidil na zivotni prostiedi a jeho slozky vcetné Clovéka (Cremlyn, 1985).

Zemédélstvi, jako jedno znejvyznamnéjSich hospodaiskych odvétvi, je nuceno
k neustalému zvySovani efektivity vyroby, aby byly zajiStény dostatecné zasoby
potravin pro stale nartistajici populaci lidi na této planeté. Dosahnout ovSem dostatecné
produkce potravin bez pouziti pesticidl je prakticky nerealné. Tato ¢innost s sebou vSak
nese riziko, ze témito latkami budou poSkozeny inecilové organismy, dojde ke
kumulaci v ekosystému a ohrozeni zivotniho prosttedi jako takového. Dalsim
problémem je neodborné zachazeni s pesticidnimi latkami napiiklad pfi nespravné

aplikaci, likvidaci zbytkt a jejich ¢asto nadmérné vyuzivani (Kreuger a kol., 1999).



V soucasnosti je ve svété pouzivano vice jak 800 aktivnich latek a 25 000 rtznych
komer¢nich produktt pesticidii. Ro¢né jsou prodéany pesticidy za 35 miliard dolar.

Vzhledem ke stavajicimu trendu je ptfedpoklddan kazdoro¢ni nartst prodeje téchto
latek. Celosvetovy prodej pesticidit v roce 2019 je odhadovan az na 52 miliard dolart
(Ceresena Research, 2013).

Cilem diplomové prace bylo posouzeni vlivu metribuzinu na raka signalniho. Vliv
metribuzinu na raka signdlniho byl hodnocen pomoci biomarkeru oxidativniho stresu
a antioxida¢nich biomarkerti. Cilem této prace bylo pfispét k rozsifeni podkladd pro
hodnoceni rizika metribuzinu pro zivotni prostfedi a moznosti vyuziti rakl k testovani

pesticidi.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. Rak signdlni (Pacifastacus leniusculusDana)

Raci, jako zastupci velkych koryst, jsou povazovani za vyznamné obyvatele
tekoucich 1 stojatych vod, hraji klicovou roli v ekosystému, jsou dilezitou komoditou
akvakultury a vyznamnymi indikatory znecisténi vodniho prostfedi (Momot, 1995).

Rak signalni (obr. &. 1, 2 a 3) patii k neptivodnim druhiim rakt v Ceské republice.
Do Evropy byl introdukovan ze Severni Ameriky, kde pfirozené¢ obyvéa chladnéjsi
oblasti. Rak signdlni je vsoucasné dob& nejrozsifenéjSim druhem v Evropé.
Do tehdejsiho Ceskoslovenska byl vysazen v roce 1980 na mnoha mistech. Jednalo se
o raky dovezené ze Svédska. V soucasnosti se viak vyskytuje piedev§im na jihovychodé
ajihu naseho tzemi (Stambergova akol, 2009; Kozak akol, 2013). Vzhledem

k ndleziim dalSich lokalit obsazenych rakem signalnim lze predpokladat postupné

roz$itovani jeho aredlu vyskytu (Kozak a kol., 2013).

Obr. ¢. 1. Rak signalni (Pacifastacus leniusculus Dana) (Foto: Lukds Jurek).
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Mezi poznavaci znaky raka signalniho patii hladka hlavohrud’ a klepeta bez trni.
Zao¢ima se nachazeji dva pary postorbitalnich list. Rostrum je pomérné dlouhé
a zaspicatélé. Klepeta jsou velice mohutna aSiroka s vyraznou bilou skvrnou
mezi pohyblivym a nepohyblivym prstem, spodni strana klepet je syté Cervena. Barva
raka signalniho ptechazi od svétle hnédé, pres syt€ tmaveé hnédou, az po hnédocervenou.

Ojedingle se miize vyskytovat v modrém zbarveni (Kozak a kol., 2013).

Obr. ¢. 2. Rak signalni v prirozeném prostredi (Foto: Lukads Jurek).

Samci raka signdlniho dorustaji velikosti okolo 16 c¢cm, samice jsou o néco mensi,
dortstaji  velikosti 12 cm. Hmotnost se pohybuje mezi 200a250 g. Jedna se
o dlouhovéky druh, ktery se miize dozivat az dvaceti let (Kozak a kol., 2013).

Rak signalni na nasem uzemi obyva podobné biotopy jako naSe pivodni druhy
rakd, predev§im rak fiéni (Astacus astacus). Oproti raku ficnimu je vSak daleko
tolerantnéjsi k neptiznivym podminkdm, jako naptiklad znecisténi zivotniho prostiedi
a daleko lépe se jim ptizptsobuje. Proto je rak signalni vyznamnym konkurentem raka

ficniho a je schopen jej vytlacovat z pivodnich lokalit. Dale je rak signalni imunni vici
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onemocnéni zvanému ra¢i mor, prestoze je jeho prenaseéem. Pro nase puvodni druhy
rakd je vSak ra¢i mor vysoce infekéni onemocnéni, které je schopné v kratkém case
vyhubit celé populace (Stambergova a kol., 2009).

Rak signalni dosahuje pohlavni dospélosti mezi druhym a tfetim rokem Zivota.
K rozmnozovani a kladeni vaji¢ek dochazi vétsinou v obdobi fijna. Racata se lihnou na
jafe nasledujiciho roku. Plodnost samicek se pohybuje v rozmezi 200 az 400 vajicek
(Stambergova a kol., 2009).

Zhruba po tydnu od vylihnuti se racata poprvé svlékaji a za¢inaji pfijimat potravu.
V prvnim roce Zivota se raci svlékaji az jedenactkrat, od tfetiho roku zivota pouze
dvakrat nebo jednou (Kozak a kol., 2013).

Pivodni druhy rakti v Evropé€ patii mezi ohrozené druhy a jejich zdroje jsou
omezené, tudiz by bylo jejich pouziti pro testy toxicity neetické. Z tohoto diivodu jsou
pro testy toxicity vyuzivany nepivodni druhy rakd, jako je pravé rak signalni. Rak
signalni je idiky své velikosti a mohutné stavbé téla velice vhodnym testovacim

organismem (Bufi¢ a kol., 2013).

Obr. ¢. 3. Rak signalni (Foto: Lukas Jurek).
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2.1.1. PouZiti raku v testech toxicity s triaziny

Raci, jako necilové organismy, jsou zastupci skupiny koryst, ktefi tvoii velice
pocetnou skupinu s velkym rozSifenim. Raci jsou vyznamnou slozkou ekosystému
(Bufic a kol., 2013).

V zemich EU je stéle vice dbano na vyuzivani konceptu tzv. 3R (Replace, Reduce,
Refine). Tento koncept existuje jiz pies 60 let, avSak teprve v poslednich letech dochéazi
vCR kjeho vyznamngj§imu pouZivani arozvoji alternativnich metod. Cilem této
koncepce je omezit vyuziti pokusnych zvitfat, hlavné obratlovcl, v souladu s jejich
ochranou a zdroven zvysit pouzivdni novych, alternativnich metod testovani
s pfednostnim vyuzitim niZSich organizmi (napf. bezobratlych a mikroorganismi
k testim toxicity. Proto by raci v budoucnu mohli hrat velice vyznamnou roli pfi
testovani vlivu pesticidi a jejich metabolith na vodni organismy a mohli by byt
vyuzivani jako vhodny bioindikator zneciSténi vodniho prostfedi xenobiotiky,
respektive pesticidy (Velisek a kol., 2014a).

Raci maji 1dal$i vhodné vlastnosti, které je predurcuji pro testovani a bioindikaci,
tak jak ukazuji nasledujici studie. Pouziti rakli k testlim toxicity bylo publikovano v 82
publikacich na Web of Science. Hlavni vyzkum v téchto ¢lancich je zaméfen pouze na
testovani akutni toxicity u organofosfati (Bufi¢ akol., 2013), chlorantranilprolenu
(Barbee akol., 2010), pyrethroidi (Barbee a Stout, 2009), azadirachtinu (Goktepe
a Plhak, 1998).

Triaziny a jejich vliv na terestrické organismy je velice dobfe popsan ve védeckeé
literatuie (okolo 17 550 ¢lankti na Web of Science), ale vliv triazinli na raky je popsan
pouze ve tfech ¢lancich na Web of Science. Prvni studie Velisek a kol. (2013) popisuje
pouze akutni toxicitu Sesti triazini na raka signadlniho. Z vysledk této studie vyplyva,
Ze racl jsou ve srovnani s jinymi vodnimi organismy citlivéjsi k atrazinu, hexazinonu
a metribuzinu.

Ve druhé studii Stara a kol. (2014) popisuje vliv prometrynu na antioxidativni
biomarkery raka cerveného (Procambarus clarkii). V této préaci bylo zjisténo, ze
prometryn v redlnych koncentracich (0,51 pgl') vyskytujicich se viekach Ceské

republiky, ovlivnil antioxidativni biomarkery ve svalu a hepatopankreatu a zptisobil
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patologické zmény v hepatopankreatu rakt. Tieti studie VeliSek akol. (2014b)
prokéazala vliv chronické expozice prometrynu na mortalitu, rist a histopatologické
zmény uranych vyvojovych stadii raka mramorovaného (Procambarus fallax f.
Virginalis)

Ptestoze toxikologickych studii na racich prozatim neni mnoho, bylo jiz diky nim
prokazano, ze raci jsou ve srovnani s rybami velice citlivymi organismy vi¢i ptisobeni
triazinll. A proto by mohli nahradit ryby jako obratlovce v ekotoxikologickych testech.
Soucasné lze z vysledkl toxikologickych studii na neplivodnich druzich raka jako
modelovych organismech odhadnout 1 vliv polutantii, pfitomnych ve vodnim prostiedi,

na naSe piivodni ohroZené raky, naptiklad raka ficniho.

2.2. Pesticidy

Definice pojmu ,,pesticid" neni z celosvétového pohledu jednotnd a v nékterych
oblastech (pfevazné v humanni medicin€) existuje urcity piekryv s pojmem terapeutické
piipravky (napf. u fungicidd, které jsou vyuzivany jako terapeutické ptipravky) (Velisek
a kol.,, 2014a).

Pesticidy rozumime biologicky aktivni latky organického ¢i anorganického ptivodu,
které jsou pouzivany ke kontrole ¢ieliminaci rostlinnych a Zivoc¢iSnych Sktidct. Jedna
se o velmi obsahlou skupinu chemickych slou€enin se slozitymi strukturami, Casto
oznacovanou trividlnimi ¢i obchodnimi nazvy (Cremlyn, 1985).

Pesticidy je mozno rozdélit zné€kolika hledisek, ato dle cilového organismu,
zpusobu aplikace, plisobeni a mechanismu U¢inku. Zékladni déleni pesticidii se provadi

podle cilového organismu, ktery mé dany pesticid eliminovat (Pitter, 1999):

e Akaricidy: jsou skupinou pesticidl uréenych k hubeni rozto¢t.

e Algicidy: jsou skupinou pesticidli ur¢enych k hubeni fas.

e Arboricidy: jsou skupinou pesticidi urcenych k hubeni dievin (stromt a keft).

e Avicidy: jsou skupinou pesticidii ur¢enych k hubeni ptakda.

e Fungicidy: jsou skupinou pesticidi uréenych k ochrané¢ pted houbovymi

chorobami, které napadaji rostliny a ptisobi na nich ekonomické Skody.
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Herbicidy: jsou skupinou pesticidi urcenych k hubeni nezadoucich rostlin
(invazni rostliny, plevely).

e Moluskocidy: jsou skupinou pesticidii uréenych k hubeni mékkysu.

e Piscicidy: jsou skupinou pesticidii uréenych k hubeni ryb.

e Rodenticidy: jsou skupinou pesticidi uréenych k hubeni hlodavct.

Déleni pesticidli dle zplisobu aplikace (Pitter, 1999):

e Postiiky (aerosoly): slouZi k aplikaci tekutiny ve formé kapek.

e Fumiganty: slouzi k aplikaci chemické latky ve formé¢ par nebo plynt.

e Poprase: slouzi k aplikaci prasSkovych ochrannych prostiedki.

e Pevné a tekuté nastrahy: poZerové nastrahy slouzi ptedevSim k hubeni hlodavci.
e Mofidla: jsou ptipravky pro pfedsetovou ochranu semen.

e Natéry a impregnace: jsou piipravky pouzivané predevsim k ochrané dieva pied

dfevokaznymi $klidci, plisnémi a houbami.

Déleni pesticidii dle ptasobeni na oSetfovany organismus (Neuman a kol., 1989;

Pitter, 1999):

e Kontaktni (dotykové) - G€innd latka zistava pouze na povrchu rostliny ¢i Sklidce
a nepronika do bunck. Kontaktni pesticidy pisobi v misté zasazeni.
e Systémové - ucinnd latka pesticidu pronikd do bunék rostliny ¢i skidce, je

rozvadéna cévnim systémem do celého téla.

Pesticidy jsou pouzivany k ochran¢ uzitkovych organismil, rostlin, potravin,
skladovych zasob, technickych produkt, domi, bytl,, vyrobnich zavodd. Dale jsou
pesticidy pouzivany k ochrané¢ zvifat a v neposledni tad¢ iclovéka ajeho zdravi
(Cremlyn, 1985).

Vzhledem k velice rozlicné chemické povaze pesticidi mezi nimi mizeme nalézt
latky vysoce toxickeé, ale i latky témét neSkodné pro zivotni prostfedi a jeho slozky

(Cremlyn, 1985). Pouzivani pesticidi bezesporu piinasi lidstvu mnohé vyhody, ma vSak
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1 sva rizika. Mezi kladné stranky jejich pouzivani patii zvySovani produkce zemédélstvi
a lepsi kvalita zemédélskych produktt (Pauli a kol., 1990; Brown a kol., 2001). Prave
zemédélstvi je oblasti, kde dochazi k nejmasivnéjSimu pouzivani pesticidii. Pesticidy
jsou pouzivany na piiblizné 95 % zemédé€lske ptdy (Zapletal a Nepejchalova, 2001).

Pesticidy dale mohou zabranovat vyskytu epidemii atim nepfimo pfispivaji
k ochrané lidského zdravi. Na druhou stranu vSak miZe pouzivani pesticidl lidské
zdravi 1ohroZovat. Pesticidy mohou byt lidmi zneuzivany ¢i pouZivdny nespravné.
Clovék, jako vrchol potravniho fetézce, miZe byt ohroZen napiiklad konzumaci
potravin, které obsahuji neodbourané zbytky pesticidi (tzv. rezidua). Dal$im rizikem
muze byt poziti kontaminované pitné vody (Brown a kol., 2001).

Pesticidy nejsou rizikem pouze pro Clovéka, ale ipro ostatni slozky zivotniho
prostiedi, zivoCichy, rostliny, ale ipro zivotni prostiedi jako takové (Brown a kol.,
2001).

Je prokazano, ze pesticidy jsou velmi zavaznymi kontaminanty vodniho prostiedi
a mohou negativné¢ ovliviilovat vSechny vodni organismy (Svobodova a kol., 2007).
V 60. az 80. letech minulého stoleti byly pesticidy Castou pfi¢inou akutnich otrav ryb
a tvotily 3 az 6% thyni (Velisek et al., 2014a).

Ptikladem akutni otravy je masivni thyn thott fti¢nich (Anguilla anguilla)
v Mad’arském jezefe Balaton v letech 1991 a 1995. Vzhledem k nalezim pesticidnich
latek v tkanich ryb a inhibici funkce enzymu acetylcholinesterazy, ktera je ptiznakem
otravy pesticidy, lze predpokladat, Ze pravé pesticidy byly pti¢inou této otravy (Balint
a kol., 1995).

V poslednim obdobi nejsou zaznamendvany piipady havarijniho Uhynu ryb
zpusobenych pesticidy, presto je problematika pesticidii ve vodnim prostiedi stale
aktualni (Svobodova akol, 2011). V souCasné¢ dobé piichdzi vuvahu spiSe vliv
subletalnich koncentraci pesticidi na vodni ekosystém, kde mohou 1 v nizkych
koncentracich negativné ovlivitovat vodni organismy (VeliSek a kol., 2014a).

Do vody se pesticidy dostavaji pfimo a neptimo. Pfimé vstupy zahrnuji nespravnou
aplikaci (zasazeni nadrze nebo toku pfi leteckém oSetieni, tinik preparatu do recipientu
pii1 Cerpani zied’'ovaci vody, nedodrzeni technologickych postupii v rybarstvi). Dal§im

piikladem je neodborna likvidace nepouzitych zbytkli (vylévani zbytkl piipravka
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a vyplachovani cisteren do recipientli, nezodpovédnd manipulace s obaly, zbytky
z CiSténi aplikacnich stroji a pomocnych zatizeni). K dalSim, velmi vyznamnym
zdrojim piimého zneciSténi, patii odpady a odpadni vody =z primyslové vyroby
pesticidii, z domacnosti, z ¢iSténi stroji a riznych zatizeni. Nepfimou cestou vstupu
pesticidi do zivotniho prostfedi jsou splachy do vod zokolnich oSetfovanych
zemédelskych kultur. Riziko neptimého vstupu do recipientu hrozi predev§im v obdobi
zvySenych srazek (Velisek a kol., 2014a).

Pesticidy naruSuji vodni ekosystémy a tim dochéazi k dlouhodobym zménam jejich
pfirozenych podminek. Navic stile jest¢ neni pfiliS prozkouména otdzka spolecné
toxicity pesticida (Ecobichon, 1991).

Samostatné pouzivani pesticidi neni ptili§ obvykle. Tyto latky byvaji pouzivany
v riznych kombinacich a v téchto pfipadech miize nastat riziko jejich synergickych
uc¢inki (Belden a Lydy, 2000). Kontaminace prostiedi mize byt zplisobena nejen
uc¢innou latkou piipravku, ale i1 ostatnimi komponenty, které spole¢né tvoii dany pesticid
(Pitter, 1999).

PredevSim pfi odtoku ze zeméd€lstvi az primyslovych center dochazi ke
kontaminaci vodniho prostfedi a kumulaci zneci$téni v recipientech. Vyluhovanim
nékterych pesticidii mize dochazet i ke kontaminaci vod podzemnich (Ceyhun a kol.,
2010).

V rybafstvi a ve vodnim hospodaistvi byly, nebo jsou, Casto pouzivany nckteré

pesticidy urcené k (Velisek a kol., 2014a):

e likvidaci vodnich rostlin: Roundup Biaktiv, Reglone, Gramoxon (zakdzan v roce
2007),

e redukci nadmérného rozvoje dafniového zooplanktonu: Soldep (zakazan v roce
2000), Diazinon 60EC (zakazéan v roce 2011),

e [éCbé parazitdrnich onemocnéni: pesticidy na bazi pyretroidi (deltamethrin,
cypermethrin), Soldep, Kuprikol,

e likvidaci obaleCe dubového (7ortrix viridana) na semennych porostech dubii na

hrazich rybnika: pesticidy na bazi pyretroida.
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Hlavni pravni piedpisy tykajici se pesticidii

Maximalni limit rezidui pesticidi v potravinach akrmivech rostlinného
a zivo¢isného pluvodu ana jejich povrchu upravuje natizeni Evropského parlamentu
aRady (ES) ¢. 299/2008. S vySe uvedenym nafizenim uzce souvisi Smérnice
Evropského parlamentu a Rady 2009/128/ES. Tento ptedpis stanovuje rdmec pro
¢innost Spolecenstvi za Gcelem dosaZeni udrZitelného pouzivani pesticidii. Limit pro
obsah pesticidil v pitné vode¢ je 0,1 pg.l’l, dle smérnice EU 98/83/ES.

U nas upravuje zachdzeni s pesticidy zdkon €. 350/2011 Sb., o chemickych latkach
a chemickych ptipravcich.

Zakon 199/2012 Sb., o rostlinolékaiské péci a o zméné nékterych souvisejicich
zédkonli, ve znéni pozd¢jSich predpist, upravuje prava apovinnosti fyzickych
a pravnickych osob, tykajici se ochrany rostlin a rostlinnych produkta proti skodlivym
organismiim a poruchdm registrace, uvadéni na trh, pouZivani a kontroly ptipravkil na
ochranu rostlin a dalSich prostfedkii na ochranu rostlin a kontroly uc¢innych latek
urcenych pro pouziti ve forme ptipravku.

Registraci pesticidi v CR provadi Statni rostlinolékaiska sprava. Podminky
registrace upravuje vyhlaska €. 32/2012 Sb., o piipravcich a dalSich prostfedcich na
ochranu rostlin. Ministerstvo zdravotnictvi posuzuje ptipravek z hlediska lidského
zdravi. Tento posudek poskytuje Statni rostlinolékaiské spraveé, ktera rozhodne
o ptipadné registraci.

Pt1 aplikaci pesticidli je potfeba vnimat 1 fakt, Ze kazdé jejich pouziti vnasi tyto
latky do zivotniho prostfedi, kde se mohou kumulovat a ovliviiovat vodni organismy.
V soucasné dobé¢ je kladen diiraz na pouzivani pesticidl, které jsou Setrnéjsi k zivotnimu
prostfedi. Rezidua téchto pesticidi podlé€haji degradaci v mnohem kratSim case, nez
tomu bylo u pesticidii pouzivanych v minulosti (napt. v piipadé DDT se jedna o desitky
let). Degradace modernich pesticidii pobiha bud’'to mikrobialni cestou nebo fyzikalng-
chemickymi procesy. Jedna se o fotolyzu, hydrolyzu, vypatovani ¢i oxidaci vzduSnym
kyslikem. S tim souvisi také biologickd dostupnost pesticidl, ktera je ukazatelem

chovani pesticidu v Zivotnim prosttedi (Drapal, 2005).
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V povrchovych vodach CR jsou nejéastéji nalézana rezidua pesticidli na bazi
triazinli, chloracetanilida, derivati kyseliny fenoxyoctové, organofosfatti, karbamata

a derivatii moCoviny (Sehonova a kol., 2012).

2.2.1. Herbicidy

Nejvice vyuzivanou skupinou pesticidii jsou herbicidy, které tvoii 45 az 50%
produkce vSech pesticidil. Jedna se o latky slouzici ke kontrole ¢i eliminaci nezadoucich
rostlin nebo jejich ¢asti. Herbicidy mohou byt pouzivany i jako prevence zapleveleni
porostll  kulturnich rostlin. Jsou budto organického <¢i anorganického piivodu
(Neuman a kol., 1989).

Oblasti nejintenzivnéjSitho vyuzivani herbicid je zemédé€lstvi. Zde muze
nepfiméteny rust plevelli vyrazné snizovat produkci péstovanych rostlin, ¢i zapfi€init
uplnou ztratu Grody. Plevelné rostliny jsou casto daleko odoln€j$i nez rostliny cilené
péstované a jsou schopny v kratké dobé uplné€ obsadit dany prostor (Nottingham, 2002).

U herbicidii rozliSujeme nékolik typd mechanismii G€inku, kterymi plisobi na
oSetfené rostliny. Prvnim mechanismem uc¢inku je pferuSeni procesu fotosyntézy, kdy
dochazi k likvidaci nadzemni ¢asti rostliny. DalSim mechanismem je blokace pienosu
elektronii pii fotosyntéze v chloroplastech a inhibice tzv. Hillovy reakce. Tento
mechanismus je typicky pro herbicidy ze skupiny triazini. Dal§imi mechanismy jsou
naruSeni klicivosti semen pleveld, inhibice bunééného déleni ¢i syntézy aminokyselin
(Ecobichon, 1991).

Dle selektivity jsou herbicidy déleny na selektivni a totalni. Totalni herbicidy
pusobi na vSechny rostliny na oSetfené ploSe. Pouzivaji se piedev§im na
nezemédélskych ptadach nebo kniCeni ohnisek plevelii. Naproti tomu herbicidy
selektivni pf1 sprdvném pouZiti eliminuji pouze cilové rostliny. Pouzivany jsou
nejcastéji na zemédélské pidé v porostech kulturnich rostlin (Mikulka a kol., 2005).

Dle doby aplikace jsou herbicidy déleny na (Mikulka a kol., 2005):

e Piedsetové: herbicidy aplikované pied vysadbou rostlin.

e Preemergentni: herbicidy aplikované po vyseti rostliny a pied jejim vzejitim.
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e Postemergentni: herbicidy aplikované po vzejiti rostliny.
Mezi dalsi déleni herbicidii patfi déleni dle zpusobu aplikace, a to aplikace na

nadzemni Cast rostliny, nejcastéji na list, nebo aplikace na pidu

(Zapletal a Nepejchalova, 2001).

2.2.2. Triaziny

Triaziny jsou jedny z nejstarSich herbicidd, které byly objeveny jiz vroce 1952
Svycarskou spolecnosti J. R. Geigy Ltd. 1952 (Kearney a Kaufmann, 1975) ajsou
nejCastéji pouZivanymi herbicidy na svété. VétSina triazinli je tvofena symetrickou,
heterocyklickou strukturou sloZenou ze stfidajicich se atomd uhliku a dusiku.
NejznaméjSimi symetrickymi triazinovymi herbicidy jsou simazin, atrazin, ametryn,
propazin, terbutryn a prometron. Jedinou vyjimkou je pravé metribuzin, ktery je tvofen
strukturou asymetrickou a v sou€asné dobé je pouzivan hlavné k ochrané proti
zapleveleni bramborovych porostt (Giesy a kol., 2001).

Triazinové herbicidy jsou pouzivany proti Sirokému spektru plevela a to samostatné
¢1 v kombinaci s ostatnimi herbicidnimi latkami, které mohou zvySovat jejich ucinek.
V nizgich koncentracich (1- 4kgha') je jejich u&inek selektivni, ve vyssich
koncentracich (5 - 20 kg.ha™) pusobi triazinové herbicidy totalng (Martin a Worthing,
1974).

Jak jiz bylo zminéno, mechanismem ucinku triazinli je inhibice fotosyntézy,
konkrétné tzv. Hillovy reakce ve fotosystému II. Zasazené rostliny ztraceji schopnost
produkovat energii, coz nejprve zpisobi zastaveni ristu a ndsleduje uhyn. Tyto
herbicidy jsou aplikovany na pldu, avSak mistem vstfebavani do téla rostliny jsou
koteny (Corbett, 1974).

Triaziny jsou relativng stabilni ve vodnim prostiedi (poloc¢as rozpadu je az 900 dni)
a v sedimentech (az nékolik let). Pfestoze bylo pouzivani vétSiny z nich v neddvné dobé
zakazano, stile se tyto latky ve formé rezidui vyskytuji ve vodach na celém svété
(Hildebrandt a kol., 2008; Woundneh a kol., 2009; Abrantes a kol., 2010; Vryzas a kol.,
2011).
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Vzhledem k této skutecnosti je osm latek ze skupiny tzv. S-triazini (atrazin,
cyanazin, prometryn, propazin, sebutylazin, simazin, terbutylazin a terbutryn)
povazovano za nebezpecné pro zivotni prostiedi a v Evropské unii a USA zatazeno na
seznam prioritnich latek (US EPA, 1994; European Commission, 1999).

V soucasné dobé je na svété komercné pouzivano 14 pesticidi na bazi triazind,
vCR jsou registrované jen 4 dinné latky (metribuzin, metamitron, terbutylazin,

tebuconazol) (Velisek a kol., 2014a).

2.2.3. Metribuzin

Metribuzin (obr. €. 4.), empiricky vzorec: C8H14N40S, chemicky ndzev: [ 4 -
amino - 6 - terc - butyl - 3 - ( methythio ) - 1,2,4 - triazin - 5 - on ], CAS registra¢ni
Cislo: 21087 - 64 - 9 (US EPA, 1998).

Metribuzin je asymetricky triazinovy herbicid. Obchodnimi nazvy je oznacovan
jako Sencor €1 Lexon. Komeréné je vyrabén ve formé rozpustnych granuli, kapalného
roztoku nebo jako suchy prasek urceny k rozptylu po oSetiované ploSe (Tomlin, 1994).

Molekulova hmotnost metribuzinu je 214,3. Teplota tani je 125 az 126,5 °C, tlak par
je <1,3.107 Papti 20 °C (US EPA, 1998).

3

Obr. ¢ 4. Chemicka struktura metribuzinu (upraveno podle Breckenridge, 2010).
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Poprvé byl metribuzin registrovan v Kanadé¢ vroce 1971, kde je ho roc¢né
spotfebovano mezi 100 000 a 500 000 kg. Pouzivan je jako preemergentni C¢i
postemergentni herbicid k eliminaci plevelt a trav. Metribuzin je registrovan pro pouziti
v porostech n¢kolika druhti plodin, a to pfedev§im brambor, kukufice a sdji. Nicméné
prakticky je pouzivan témét vyhradné pro ochranu brambor proti plevelim, kde byva
aplikovan pii vysadbé. Jednd se o selektivni systémovy herbicid inhibujici proces
fotosyntézy, tak jako vSechny triaziny (Tomlin, 1994).

Metribuzin  je nachylny kodtoku do povrchovych vod diky svym
fyzikdlnéchemickym vlastnostem. Je pomérné dobie rozpustny ve vodé a nékterych
organickych rozpoustddlech. Rozpustnost ve vod& je 1,220 mg.1" pii teplot& 20 °C.
Rozpustnost metribuzinu v nékterych organickych rozpoustédlech dle US EPA (1998) je

uvedena v tabulce ¢. 1.

Tabulka ¢. 1. Rozpustnost metribuzinu v nékterych organickych rozpoustédlech (US
EPA, 1998).

Rozpoustédlo 9/100g rozpoustédia (teplota 20 °C)
Methanol 35
Ethanol 19
Aceton 82
Toluen 12
Xylen 9
Cloroform 85
Dimethylformamid 178
n-hexan 0,2
Ethyl acetat 4

Degradace metribuzinu probihd pomoci fotochemické, chemické a biochemickeé
deaminace. Polocas rozpadu v padé je 30 az 120 dni, kdy nejrychlej$i cestou degradace
je cesta mikrobidlni. Metribuzin podléha deaminaci prostfednictvim plidni houby

Cunninghamella echinulata (Pauli a kol, 1990).
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Chemickou a mikrobidlni degradaci vznikaji tfi hlavni metabolity metribuzinu,
deaminometribuzin (DA), diketometribuzin (DK) a deaminodiketometribuzin (DADK).
Pti uplné mikrobidlni degradaci metribuzinu vznikd oxid uhli¢ity (CO,) a voda.
Mezistupném tohoto procesu je metabolit DADK (Henriksen a kol., 2002).

Vodna fotolyza metribuzinu je velmi rychla. Polocas rozpadu je zde kratsi neZ jeden
den, v ptirodni rybni¢ni vodé¢ méné nez sedm dni. Koncentrace metribuzinu v Zivotnim
prostiedi jsou obvykle nizké, maximum uvadéné v Battaglin a kol. (2001) je 1,8 pg.I".

T&kavost metribuzinu uréend Henryho konstantou (1,43 x10”) je velmi nizka. Tato
vlastnost spolu s pomérné vysokou rozpustnosti ve vod¢ je zfejmée ptic¢inou kontaminace
vodnich zdrojl, a proto je metribuzin fazen mezi nejpravdépodobnéjsi kontaminanty
podzemnich vod (US EPA, 1998).

Znecisténi vody metribuzinem muizZe nastat nasledkem neodborné aplikace za
nevhodnych povétrnostnich podminek, pfimé aplikace na vodu nebo pfi erozi oSetiené
pudy ze zemédé€lskych ploch pii srazkovych udalostech s naslednym odtokem do
recipientu. PiedevS§im pii ptichodu destd do 14 dnl od aplikace metribuzinu je riziko
kontaminace povrchovych vod velmi vysoké (Glotfelty a kol., 1984).

Doposud neni k dispozici mnoho informaci o osudu metribuzinu ve vodnim
prostiedi. Stejné tak neni pfiliS zndm vliv metribuzinu na vodni organismy Zijici
v sedimentu (Muir, 1991). Metribuzin je mirn¢ toxicky pro vodni bezobratlé¢ a vodni
obratlovce. Hodnoty akutni toxicity (96hLC50) pro slune¢nici pestrou (Lepomis
gibbosus) se pohybuji mezi 80 - 100 mg.I", pro pstruha duhového (Oncorhynchus
mykiss) 42 - 76 mg.I'" (Mayer and Ellersieck, 1986; Worthing a Walker, 1987). U karasa
stiibtitého (Carassius auratus) byla zjidténa akutni toxicita 10 mg.I" (Kidd a kol., 1991).

Akutni toxicita metribuzinu pro vodni organismy se pohybuje mezi jednotkami az
stovkami mg.I”, je tedy velice variabilni u jednotlivych druhii vodnich organismi. Jako
nejvice citlivé organismy vi¢i pasobeni metribuzinu se ukazaly byt zelené fasy,
nejméné citlivy je naopak skokan volsky (Lithobates catesbianum). Toxicita

metribuzinu pro vybrané vodni organismy je popsana v tabulce €. 2.
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Tabulka ¢. 2. Toxicita metribuzinu pro vybrané vodni organismy.

Organismus expozice LCSO/ECS0 Literatura
2 (hod.) (mg.-1)
Kapr obecny
probecny % 175.1 Velisek a kol. (2009)
(Cyprinus carpio)
Razbora ¢ ha
azbora cemoprna % 145 Tooby a kol. (1975)
(Rasbora borapetensis)
Slunecnice velkoploutva % 75 96 Pesticide Ekotoxicity
(Lepomis Macrochirus) ’ Database (2000)
Pstruh obecny
¥ , 96 42 Mayer a Ellersieck (1986)
(Oncorhynchus mikiss)
Sumecek teCkovany % 34 Clemens a Sleed
(Ictalurus punctatus) ’ (1959)
Hrotnatka velka 43 985 Pesticide Ekotoxicity
(Daphnia magnay) ’ Database (2000)
Rasa o 0.04 Caquet a kol.
(Selenastrum capricornutum) ’ (1992)
24 95,8
Rak signalnih 48 37,6
naksignainin Velisek a kol (2013)
(Pacifastacus leniusculus) 72 17,6
96 14,4
Krab % 65 Pesticide Ekotoxicity
(Uca pugilator) Database (2000)
Kreveta % 4827 Pesticide Ekotoxicity
(Penaeus dourarum) Database (2000)
Skok Isky
| SKoran voisty 24 856 Chapman (1978)
(Lithobates catesbianum)

Inhibice ristu vodnich rostlin vystavenych metribuzinu byla pozorovédna u daleko
niz§ich koncentraci, nez je tomu u bezobratlych a obratlovcti. Bylo zjiSténo, ze
koncentrace 50 pg.l’'vyznamné inhibuje rast pdti druhdi fas, ato Chlorella,

Chlorococcum, Chlamydomonas, Anabaena a Schizothrix (Arvik a kol., 1973).
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V soucasné¢ dobé neexistuji zaddné studie, které by prokazovaly teratogenni,
mutagenni ¢i karcinogenni vliv na vodni organismy. Studii zabyvajicich se toxicitu
metribuzinu, zejména téch dlouhodobych, také neni mnoho. Bylo prokdzano, ze
metribuzin o koncentraci 32 mg.I"' ma za nasledek opozdéni v ontogenetickém vyvoji
a zpomaleni rastu. Dale zpusobuje poSkozeni jater akaudalni casti ledvin kapra
obecného (Cyprinus carpio) (Stépanova a kol., 2012). Podobné piisobeni metribuzinu
bylo pozorovano také wudania pruhovaného (Brachydanio rerio) vystaveného
koncentracim 33 mg.I" a 55 mg.I"" (Plhalova kol., 2012).

Dalsi autofi popisuji negativni vliv metribuzinu na hematologicky a biochemicky
profil ryb (Modra akol., 2008; Velisek akol, 2008, VeliSek akol., 2009).
U obojzivelnikli  vystavenych environmentalni koncentraci metribuzinu byly

pozorovany poruchy imunitniho systému (Christin a kol., 2004).
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2.3. Oxidativni stres

Vedle ryb se iostatni vodni organismy stavaji stale vyznamné¢j$imi bioindikatory
zneCisténi. Zajem o Zivotni prosttedi a vliv jeho zneCiSténi na oxidativni stres
a antioxidacni systémy organismi vedl k zvySenému zajmu o tuto problematiku
v oblasti vodni toxikologie (Livingstone, 2001).

Oxidativni stres je zpisoben zvySenym mnoZzstvim volnych radikali v buiice
(obr. €. 5). Volnym radikdlem chdpeme vysoce reaktivni molekulu nebo molekulovy
fragment schopny samostatné existence. Volny radikal disponuje jednim nebo vice
molekulovymi ¢i atomovymi orbitaly s neparovym (volnym) elektronem. Volné radikaly
velmi rychle reaguji s okolnimi €asticemi. Tato ¢innost je snahou volného radikdlu
o dosazeni parového stavu elektronti a tim ziskani vétsi stability. Dojde-li k reakci dvou
radikalt, vznikne molekula, ktera jiz neni radikalem, protoze ziska druhy (parovy)
elektron. OvSem v pripad¢, kdy dojde k reakci radikalu s molekulou, ktera radikalem
neni, tato molekula se sama stane radikdlem (ziskd neparovy pocet elektronti). Tento
stav muze byt pocatkem dalSich radikdlovych fetézovych reakci az do chvile, kdy dojde
k reakci s dal§im volnym radikalem (Halliwell a Gutteridge, 2001).

Buiiky béhem svého zivota téméi nepretrzité¢ produkuji volné radikaly, které jsou
zodpovédné za mnohé fyziologické procesy. Diilezitou podminkou spravného fungovani
téchto procest je udrzeni rovnovahy mezi vznikem a zanikem volnych radikala. Je-li
tato rovnovaha v bufice naruSena avolné radikaly se nachazeji v nadbyte¢ném
mnozstvi, mluvime o oxidativnim stresu. Oxidativni poSkozeni buiky v dasledku
oxidativniho stresu je zplsobeno v disledku nadmérné tvorby volnych radikali, sniZeni
antioxidacni kapacity ¢i ztrdtou schopnosti builky vyrovnavat se s oxidativnim
poskozenim, piipadné kombinaci téchto faktora (Fiers a kol., 1999; Hofmanova a kol.,

2000).
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Obr. ¢. 5. Nerovnovaha mezi volnymi radikaly a antioxidanty

(upraveno podle Amira a Adly, 2010).

vvvvvv

Z téchto volnych radikdli mohou vznikat latky s vysokou reaktivitou, které vSak jiz
nemusi byt volnym radikdlem (nemaji neparovy elektron). Tyto latky se nazyvaji
reaktivni formy kysliku (ROS zangl. Reactive Oxygen Species) areaktivni formy
dusiku (RNS z angl. Reactive Nitrogen Species). Mezi ROS tfadime superoxidové anioty
(O3 -), hydroxylové radikaly (OH), peroxyl (ROO), alkoxyl (RO), hydroperoxyl (HO,),
které jsou radikalové povahy a peroxid vodiku (H,0;), kyselina chlorna (HCIO), ozon
(05) a singeletovy kyslik ('O,), které jsou neradikalové povahy (Racek a Holecek, 1999;

Stipek a kol., 2000; Zhang, 2003).

lipidd  (tzv.

Mezi nejbéznéjsi reakce vznikajici v disledku oxidativniho stresu patfi oxidace

lipidni peroxidace). Nejcastéji dochdzi k oxidaci polynenasycenych
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mastnych kyselin, pti které vznikaji pro organismus toxické hydroperoxidy a aldehydy.
Dale mizZe dochazet k poSkozeni DNA a vzniku mutaci v diisledku oxidace nukleotidi.
Jedna se také o naruseni syntézy proteint, zmény jejich struktury, naruSeni transkripce
a translace, posSkozeni struktury bunéénych membran v dasledku oxidace lipidi
(ptedevsim fosfolipidi) a poSkozeni jejich prostupnosti, posSkozeni mitochondrii
a mitochondridlni DNA. VSechny tyto zmény mohou mit pro bunku fatalni nasledky,
které mohou vést az k apoptdze (bunécné smrti) (Kovacic a kol.,, 2005; Lushchak,
2011).

Ptedev§im mitochondrie poSkozené oxidativnim stresem pak produkuji stale vetsi
mnozstvi ROS a tim dochazi k jesté masivnéj$i destrukci DNA (Finkel a Holbrook,
2000). Takovéto zmény se dale projevuji na vysSSich Grovnich snizenim ¢i ztratou funkce
organi €1 organovych soustav (Lushchak, 2011).

Castou pfi¢inou vzniku oxidativniho stresu jsou nepfiznivé vn&jsi vlivy, jako
napiiklad zneciSténi vodniho prosttedi. Oxidativni stres je jednim z mechanismi obecné
toxicity mnohych xenobiotik. MnoZstvi produkce ROS pfi oxidativnim stresu a jejich
reakce s biomolekulami je jednim z ukazatelii toxicity latek na organismus (Hofmanova
a kol., 2000).

Zjisténi  oxidativniho stresu v dasledku plsobeni Sirokého spektra rtznych
xenobiotik bylo zjisténo jak u ¢lovéka, tak iu dalSich organisma vcetné vodnich. Toto
se tyka predevSim sloucenin, které jsou schopné jednoelektronové redukce a tim
1 vzniku volného radikalu. Oxidativni stres byl prokdzan po expozici xenobiotikiim,
jako jsou perzistentni organické polutanty, tézké kovy, ale itoxiny vznikajici pfi

masivnim rozvoji sinicového kvétu (van der Oost a kol., 2003).

2.3.1. Biomarkery

Utinky xenobiotik v organismech jsou sledovany pomoci biomarkert, které
zahrnuji zmény (odpovédi) organismu na expozici xenobiotikiim. Tyto zmény odréaze;ji
specifické toxické ucinky, jako je zvySend produkce ROS pii oxidativnim stresu,

enzymatické a strukturalni zmény, naptiklad skeletdlni zmény (skolydza, lordoza) ¢i
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epidermdlni 1éze. Déle 1ze pozorovat zmény v chovani, snizeni imunity a s nim spojena
vys$$i nachylnost k infekci (Boelsterli, 2003).

Dalsi odpovédi organismu po expozici tézkym koviim, ¢i nékterym pesticidim
(pyrethroidiim, triazintim) jsou hematologické zmény (napf. zmény poctu erytrocytu
a leukocytll), biochemické zmény v plazmé (napi. zmény aktivity jaternich enzymd,
zmény koncentrace glukozy, laktatu a bilkovin) a histopatologické zmény (Ballantyne
a kol., 1999).

Mezi biomarkery oxidativniho stresu je fazeno piimé vyhodnoceni zvySené
produkce ROS po expozici testované latce. Tento postup je ovSem diky vysoké
reaktivité¢ a kratké zivotnosti ROS ponckud slozity a lze jej pouzit pouze pro in vitro
studie (L1 a kol., 2003).

Déle lze sledovat zmény biomolekul, jako napfiklad méfeni produkce
malondialdehydu (MDA) vznikajictho béhem peroxidace lipidi. Studovat lze také
zmény v antioxidacnich a detoxika¢nich systémech, aktivitu jednotlivych enzymu
a hladiny kritickych antioxidantd. Sledovani biomarkeri mlZe slouzit jako vcasné
varovani pred nepiiznivymi vlivy xenobiotik a pfipadnymi Skodami vyplyvajicimi ze

znecisténi zivotniho prostiedi (van der Oost a kol., 2003).

2.3.2. Antioxidacni systemy

VétSina  zivych organismi  je zavisla na produkci adenosintrifosfatu
(ATP, z angl. adenosine triphosphate) na bazi kyslikového metabolismu. Dusledkem
této Cinnosti je ovSem produkce reaktivnich forem kysliku jako vedlej$iho produktu.
Jako ochrana pfed ROS ajejich toxicitou slouzi antioxidac¢ni systémy organismu
(Lushchak, 2011).

Antioxidanty jsou latky, které brani vzniku nadmérného mnoZstvi volnych radikald,
reguluji jejich aktivitu, transformuji je do nereaktivnich forem nebo jejich reaktivitu
snizuji atim brani oxidaci. Antioxidacni ochrana organismu je velice propojenym
systémem, ve kterém na sebe jednotlivé antioxidanty navazuji a vzdjemné se ovliviiuji

(Lushchak, 2011).
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Rozeznavame tti zakladni Grovné pusobeni antioxidacnich systémt (Sipek a kol.,

2000):

e Na urovni tvorby ROS, kdy je sniZzovana aktivita enzymi podilejicich se na
jejich tvorbé.
e Na Urovni zachyceni a odstranéni jiz vzniklych ROS.

e Na arovni regenerace jiz poskozenych biomolekul (proteinti, DNA, lipidi).

Dal$im dé€lenim antioxida¢nich mechanismt je déleni na mechanismy enzymatické

a neenzymatické (Lushchak, 2011).

2.3.2.1. Enzymaticke antioxidacni systemy

Mezi enzymatické antioxida¢ni systémy patii superoxiddismutazy (SOD), katalazy
(CAT), glutathionperoxidazy (Gpx), glutathion-S-transferazy (GST). Tyto enzymy tvofi
prvi linii antioxida¢ni ochrany, reaguji pfimo s volnymi radikdly a zmirfji jejich
Skodlivé vlivy na bunku. Zatimco glutathionreduktdzy (GR) a glukdza-6-fosfat-
dehydrogendzy (G6PDH se podileji na znovuobnoveni bunéénych funkci (Fiers a kol.,
1999; Lushchak, 2011).

Superoxiddismutdiza

Superoxiddismutdza je obsazena téméf ve vSech aerobnich organismech. Jedna se
o velmi stabilni enzym ze skupiny metaloenzymt. SOD je zodpovédnd za dismutaci
superoxidu za vzniku peroxidu vodiku, ktery je dale Stépen glutahionperoxidazou
a katalazou. Pisobenim superoxiddismutazy je vyrazné snizeno riziko vzniku vysoce
reaktivniho hydroxylového radikélu. RozliSujeme riizné typy superoxiddismutdzy, které
se lisi kofaktorem, atomem kovu (Fe*'SOD, Mn*"SOD, Cu**/Zn*" SOD), ktery uréuje
katalyticky w&inek sur¢itym typem ROS (Sipek akol., 2000). Proces probiha
zjednodusené podle rovnice (Sipek a kol., 2000):

SOD: O, - + 05" - +2H+ — H,0, + O,
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Glutathionperoxidaza, glutationreduktdiza

Peroxiddz rozeznavdme nckolik druhii. U zivocichi a ¢lovéka je nejcastési
peroxiddzou glutathionperoxidaza, kterd slouzi k oxidaci glutathionu. U rostlin je
nejcastéji se vyskytujici peroxiddzou askorbatperoxidaza, kterd vyuziva kyselinu
askorbovou (vitamin C). Enzym glutathionperoxidaza spolecné s kataldzou navazuji na
¢innost  superoxiddismutdzy adale katalyzuji vznikly peroxid vodiku. Aby
glutathionperoxidaza mohla nepietrzité zajiStovat Sté€peni peroxidu vodiku, musi
dochazet k regeneraci glutathionu v redukované formé. Zde se uplatiuje dalsi z vyse
zminénych enzymi, glutathionreduktaza. Jedna se o sekundarni antioxidant (Sipek

a kol., 2000). Proces probihé zjednodusené podle rovnice (Sipek a kol., 2000):

GPx: H202 + RH2 — HZO + RH-OH
H,O,+ 2 GSH -> 2 H,0 + GSSG

GR: GSSG + NADPH + H" -> 2 GSH + NADP"

Katalaza

Enzym katalaza je zodpoveédny za Stépeni peroxidu vodiku na vodu a kyslik. Timto
katalaza navazuje na cinnost superoxiddismutazy. Kataldza je enzym s nejvyssi
rychlosti pfemény substratu, $tépi ovSem pouze zvySené koncentrace peroxidu vodiku.
Zatimco glutathionperoxidaza §tépi inizké koncentrace H,O, (Sipek akol., 2000;
Leopold a Loscalzo, 2000). Proces probiha zjednodusend podle rovnice (Sipek a kol.,
2000):

CAT: 2 H,O, — 2H,O0+ O,

Vzajemné pusobeni antioxida¢nich enzymi je uvedeno na obrazku €. 6 a 7.
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HO + 120,

CAT

+Fe?-

.:>:>. Fe + OH-

Fentonova reakce

<2GSH
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2H,0

Obr. ¢. 6. Souvislost mezi hlavnimi antioxidacnimi enzymy (upraveno podle Sipek a kol., 2010).

NADPH+H '

NADP+
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Obr. ¢. 7. Vzdjemné piisobeni antioxidacnich enzymii (upraveno podle Amira a Adly, 2010).
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2.3.2.2. Neenzymaticke antioxidacni systemy

Neenzymatické antioxidacni systémy délime na pfimé a nepiimé. Pfimo pulsobici
antioxidanty jsou velice dulezité pfi primarni obrané proti oxidativnimu stresu. Do této
skupiny je zahrnuta kyselina askorbova (vitamin C), plsobici jako jakysi zachytdvac
volnych radikali a glutathion, velice vyznamny antioxidant podilejici se spolecné
s enzymatickymi antioxidanty na odstranovani peroxidu vodiku. Funk¢ni skupinou
glutathionu je thiolova skupina. Proto je glutathion diilezity pro ochranu thiolovych
skupin buniky a je schopny vytvafet 1jejich urCité rezervy. Rovnéz detoxikuje volné
radikaly (Lushchak, 2011). ZvySeni hladiny glutathionu zaznamenal Bldha a kol.,
(2004) po expozici sinicovym toxiniim (cyanotoxiniim).

Do této skupiny neenzymatickych antioxidacnich systémii patii i karotenoidy
(vitamin A), které se podileji na zachytavani singletového kysliku, hydroxylovych
a peroxylovych radikald. Do skupiny pifimo pulsobicich antioxidanti patii téz
polyfenoly, kyselina lipoova aisomer vitaminu E a-tokoferol, lipofilni antioxidant,
dalezity ptfi ochrané¢ membrdn pied lipidni peroxidaci, ktery ovSem pii vysokych
koncentracich muize pusobit prooxidacné. Velkd vétSina téchto latek je pfijiméana
s potravou, minimum jsou bunikky schopny syntetizovat. Mezi nepiimé antioxidanty jsou
fazeny latky schopné vazat kovy (tzv. chelatacni ¢inidla) (Halliwell a Gutteridge, 2000;
Lushchak, 2011).
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3. MATERIAL A METODIKA

Vliv metribuzinu na oxidativni stres a antioxida¢ni enzymy raka signdlniho byl
hodnocen pomoci dlouhodobého testu toxicity. Pokus probihal v akvaristické mistnosti
laboratoife vodni toxikologie a ichtyopatologie na Fakulté¢ rybafstvi a ochrany vod,
Vyzkumném ustavu rybarském a hydrobiologickém JU ve Vodnanech.

Testy toxicity na organismech vodniho prosttedi hraji dilezitou roli pfi hodnoceni
rizik nejenom pesticidi, ale 1 ostatnich latek vyskytujicich se ve vodnim prostredi, které

mohou byt potenciondlné nebezpecné pro vodni prostiedi jako celek.

3.1. Princip a podminky testu

Dlouhodobé testy toxicity jsou urceny k posouzeni vlivu nizkych koncentraci
chemickych latek. Experimentalni organismy jsou vystaveny urcité koncentraci
testované latky rozpusténé ve vod¢ nebo rozpoustédle (napt. dimethylsulfoxid -
DMSO). Béhem testu je nutné pravidelné zaznamenavat teplotu vody, mnozstvi
rozpustén¢ho kysliku, hodnoty pH a koncentraci testované latky, aby byla splnéna

validita testu.

3.2. Experimentalni material

Ptivodni druhy rakd vyskytujici se na izemi Ceské republiky patii mezi ohrozené
druhy a jsou chranéni jak vnitrostatnimi, tak i evropskymi ptedpisy. Proto by bylo jejich
pouziti pro ucely testii toxicity nejenom neetické, ale i nezdkonné. Z tohoto diivodu byl
vybran invazivni druh, rak signalni, ktery je velice vhodnym druhem pro toxikologické
studie (Kozéak a kol., 2011).

Pro tuto studii byli pouziti dospéli jedinci raka signdlniho (obr. ¢. 8), ktefi byli
ziskani z chovu Fakulty rybafstvi a ochrany vod, Vyzkumného tustavu rybaiského
a hydrobiologického ve Vodnanech. Raci o hmotnosti 20,36 gaz 73,0 g (¢ 38,49 g),
délce hlavohrudi 33,18 az 58.97 mm (@ 46.36 mm) (m&fi se od zacatku rostra az po
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konec hlavohrudi) a postorbitalni délky hlavohrudi 26,63 mm — 51,45 mm (o 38.77
mm) (méfi se od zadni ¢asti o¢ni jamky az po konec hlavohrudi), byli homogenni

a v dobrém zdravotnim stavu.

Obr. ¢. 8. Rak signalni pouzity k testu toxicity.

3.3. Pritbéh testu

Raci byli 10 dni pfed zacatkem testu nahodné rozdéleni do akvarii (obr. ¢. 9 a 10)
o objemu 300 litrt, s objemem testované vody 100 1. Tento postup prispél k jejich dobré
aklimatizaci v novém prostiedi. Kazdé z akvarii bylo vybaveno dostatkem ukrytl (obr.
¢. 11). Toto opatfeni snizuje pravdépodobnost kanibalismu mezi raky (Kouba a kol.,

2012).
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Obr. ¢. 10. Testovaci akvaria s raky.
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Obr. ¢ 12. Ukryt jako prevence kanibalismu.

FyzikéaIn¢ chemické parametry vody v akvariich byly zaznamenavany jednou za
24 hodin v pribéhu celého testu. Tyto parametry vody byly nasledujici: teplota se
pohybovala v rozmezi 18,5 az 20,8 °C, pH vody bylo v rozmezi 7,40 - 8,03. DalSim
sledovanym parametrem bylo nasyceni vody kyslikem, které dosahovalo 72 - 99 %.
Vsechny tyto hodnoty byly pravidelné kontrolovany a zaznamenavany (obr. ¢. 12).
V priibéhu testu byl nastaven stabilni svételny rezim, a to 12 hodin svétla a 12 hodin

tmy.
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Obr. ¢. 12. Kontrola parametrii vody.

Test byl proveden semistaticky s dobou expozice Sedesat dni. Raci byli vystaveni
metribuzinu po dobu prvnich tficeti dnii. Po 30 denni expozici nasledovala 30 denni
faze depurace (slouzici k procisténi a regeneraci organismu testovanych raki). Béhem
faze depurace byli jiz raci umisténi pouze do Cisté vody, bez testované latky.

Metribuzin pouzity pro experiment byl zakoupen od firmy Sigma-Aldrich
Corporation (USA) a jeho chemicka cistota byla 99,3%.

Celkem 108 raki bylo ndhodné rozdéleno do deviti skupin po dvanacti jedincich.
Dvé skupiny rakl byly vystaveny testovanym koncentracim metribuzinu. Tieti skupina
slouzila jako neoSetfena kontrola. Test byl proveden ve tfech replikacich vcetné
kontroly. Zvolené koncentrace metribuzinu byly nasledujici:

1) environmentalni koncentrace zjiténa v eskych fekach 0,52 pg.l' (CHMU,
2014),

2) 3,06 mg.I"', coz odpovida 10 % 96hLC50 metribuzinu pro raka signalniho
(Velisek a kol., 2013).

Koncentrace metribuzinu v testovacich roztocich béhem pokusu byla stanovena

analyticky, pomoci metody tandemové hmotnostni spektrometrie (LC/MS/MS).
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Primérnad koncentrace metribuzinu se neliSila od nominalni koncentrace o vice nez
8 procent. Stanoveni koncentrace nebylo soucasti diplomové prace a toto stanoveni bylo
provedeno formou sluzby.

Krmeni rakii probihalo jednou denné v mnozstvi 1% hmotnosti. Raci byli krmeni
komerénim krmivem pro ryby STECO Pre Grower-14 2,0 mm od nizozemské firmy
Coppens.

Roztoky v jednotlivych akvariich byly vyménovany kazdy den ato 2 hodiny po
krmeni. Tento postup zajistoval optimalni kvalitu vody a optimalni koncentraci

metribuzinu.

3.3.1. Odbér vzorku

Vzorky byly odbirany vzdy po ukonceni jednotlivych expozi¢nich obdobi a to po 10
dnech expozice, po 30 dnech expozice a po 60 dnech (30 dni depurace v Cisté vodé bez
testované latky). Z kazdého akvaria byli ndhodné¢ odebrani tfi jedinci. Tito vybrani raci
byli zméfeni (obr. ¢. 13), zvazeni (obr. ¢. 14) a bylo uréeno jejich pohlavi. Veskeré

zjisténé hodnoty byly ihned zaznamenany.

'}

Obr. ¢. 13. Méreni rakai.
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Obr. ¢. 14. Vazeni raku.

Poté byli raci umisténi do misky se Supinkovym ledem, coz zputsobilo jejich
anestezii. Dale nasledoval odbér vzorkli hepatopankreatu, svalu a zaber od kazdého

jedince (obr. ¢. 15, 16 a 17).

Obr. ¢. 15. Odbeér vzorku tkani.
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Obrazek ¢. 16. Vzorek hepatopankreatu (vievo), vzorek svalu (uprostied)

a vzorek zaber (vpravo).

Obr. ¢. 17. Vzorky tkani na petriho misce.

Odebrané vzorky (obr. ¢. 18) byly umistény do hlubokomraziciho boxu s teplotou
- 80 °C, kde byly uchovavany az do doby jejich analyzovani.

Tyto zmrazené vzorky byly zvazeny a nasledné homogenizovany (1: 10, w/v)
v Ultra Turrax homogenizéru (od firmy Ika, Némecko) za pouziti 50 mM pufru
fosforeCnanu  draselného opH 7,0 sobsahem 0,5mM EDTA  (kyselina

ethylendiamintetraoctova). Homogenat byl rozdélen na dvé casti, jedna byla pouzita pro
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meéteni kyseliny thiobarbiturové, reaktivni latky (TBARS) a druhd ¢ast homogenatu
byla centrifugovana pii 12 000 g po dobu 30 minut, pfi teploté¢ 4 °C. Takto vznikly
supernatant byl pfipraven pro dalSi analyzy antioxida¢nich parametri,

superoxiddismutazy (SOD), katalazy (CAT), glutathionreduktazy (GR).

Obr. ¢. 19. Vzorky tkani pripravené k zamrazeni a ndslednym analyzam.
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3.4. Metody stanoveni biomarkerii

3.4.1. Metoda stanoveni lipidni peroxidace

Princip metody

Lipidni peroxidace je méfena pomoci stanoveni TBARS (thiobarbituric acid
reactive substances). Principem metody je stanoveni barevnych adukt, vznikajicich pti
reakcich produktd lipidni peroxidace s kyselinou barbiturovou - TBA. Produktem
lipidni peroxidace je malondialdehyd - MDA - (sekundarni lipidicky oxida¢ni produkt
vznikajici pfi reakcich reaktivnich forem kysliku (reactive oxygen species - ROS)
s nenasycenymi mastnymi kyselinami). Pfi reakci MDA sTBA wvznikd barevny
komplex, ktery je spektrofotometricky méten.

Aktivita TBARS byla stanovena spektrofotometricky na destickovém
spektrofotometru s fluorescenénim a luminiscencnim modulem Infinite M200PRO

(TECAN) pfi 532 nm podle metodiky Luschak (2005).

Materidl a reagencie

TCA - BHT (20% kyselina trichloroctova (w/v), 2% butylovany hydrotoluen (w/v),
v poméru 200 : 1 TCA : BHT)

0,6 M HCl

TRIS - TBA (25 mM TRIS, 100 mM TBA v destilované vodé, pH 7,4)

Standard MDA (0,22% 1,1,3,3 - tetraethoxypropan (w/v) v 1% H,SOy4)

2 mM FeSO4 v PBS

Postup metody

Pti stanoveni byl pouzit necentrifugovany homogenat vzorku. Vzorek (250 pl) byl
30 minut preinkubovan s 12,5 pul 2 mM FeSOy pii 37 °C. K homogenatu byl v poméru
250 wl : 75 pl ptfiddn roztok TCA - BHT, nasledovalo promichdni na vortexu
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a dvacetiminutova centrifugace pii 4000 rpm a4 °C. Do mikrozkumavek bylo
pipetovano 250 pl centrifugovaného vzorku, dale bylo piidano 50 pl HCI a 200 pl
TRIS - TBA. Vzorek byl ponechan po dobu 45 minut pii teploté¢ 90 °C na termobloku.
Ochlazeny objem (250 pl) byl ptepipetovan do mikrotitraéni desky. Vzniklé zbarveni

bylo méfeno spektrofotometricky.

Kalibrace

Kalibraéni kiivka byla stanovena v rozsahu 0,5 - 8 nmol MDA. Standard MDA:
10 mM zéasobni roztok MDA - 11,02 mg tetracthoxypropanu rozpusSténé¢ho v 5 ml
1 % H,SO4. Roztok byl ponechan stat po dobu dvou hodin, poté byl nafedén na 100 uM
roztok MDA v 1% H,SO4 (100x tfedéni). Nasledné byla ptipravena koncentracni fada.

Koncentra¢ni fada je uvedena v tabulce €. 3.

Tabulka ¢. 3. Koncentracni Fada pro stanoveni TBARS.

nmol/reakci 100 M roztok MDA (pl) PBS (pl)

blank 0 750
0,5 (tzn. 2 uM) 15 735
1 30 720

2 60 690

3 90 660

4 120 630

5 150 600

6 180 570

7 210 540

8 240 510
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VWhodnoceni
Vzniklé produkty byly vypocitany podle vytvorené kalibraéni kiivky se standardem

MA ptipravenym kyselou hydrolyzou MDA. Hodnoty byly poté vyjadieny jako nmol
TBARS.mg™' proteiniL.

3.4.2. Stanoveni enzymatické aktivity superoxiddismutazy (SOD)

Princip metody

Superoxiddismutdzy jsou skupinou metaloenzymi s iontem kovu (médi, zinku,
manganu a niklu) ve své struktute. SOD jsou pfitomny ve vSech buiikach, ale nejvice se
nachazeji v jatrech. Jejich hlavni role je kontrola hladiny superoxidt v bufice, a to tim,
ze katalyzuji reaktivni superoxidové radikdly na molekulovy kyslik a peroxid vodiku
(Ozturk Urek a Tarhan, 2001).

Princip metody stanoveni je zaloZen na inhibici fizené superoxidy SOD. K produkci
superoxidil je pouzit syst¢tm NADH a phenazin methosulfonat (PMS). Tyto superoxidy
jsou stanoveny pomoci NBT, které se po reakci méni na barevny stabilni formazanovy
produkt, ktery je spektrofotometricky méten (Ewing a Janero, 1995).

Aktivita SOD  byla stanovena spektrofotometricky na  destickovém
spektrofotometru s fluorescenénim a luminiscencnim modulem Infinite M200PRO

(TECAN) pfi 560 nm podle metodiky Marklund a Marklund (1974).

Materidl a reagencie

Homogenizacni pufr: 50 mM PP pufr (KH,PO4) s 1 mM EDTA
PP pufr: 50 mM PP pufr s 0,1 mM EDTA

60 uM NBT (nitrobluetetrazolium) a 100 uM NADH v PP pufru
35 uM PMS (phenazine methosulfonate)
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Postup metody

Do mikrodesticky bylo pipetovano 10 pul homogenatu vzorku a 15 pl 50 mM
homogeniza¢niho pufru (pro blank 25 pl pufru). Poté bylo pifidano 200 pl
homogeniza¢niho pufru s NADH a NBT a cely objem byl promichan. Vzorek byl méten
pi1 560 nm v dvaceti sekundovych intervalech po dobu dvou minut. Reakce zapocala
pfidanim 25 pl 35 uM PMS abyla méfena pfi 560 nm ve dvaceti sekundovych

intervalech po dobu péti minut. Kazdy vzorek byl méfen ttikrat.

Vvhodnoceni

Molarni extinkéni koeficient NBT byl pii 560 nm 15 000 M'.cm”. B&hem
stanoveni byla sledovana inhibice tetrazoliové soli na formazan. Naméfend hodnota

aktivity SOD byla vypoétena podle vzorce a vyjadiena v nmol NBT.min"'.mg™ proteind.

(Smémice kiivky blanku + smémice kfivky se
vzorkem/min) - smémice kfivky s PMS se vzorkem/min

SOD aktivita =
0,6791 * 15000 * (mg/m protein) * 10°

3.4.3. Stanoveni enzymatické aktivity katalazy (CAT)

Princip metody

Katalazy jsou enzymy obsahujici ve své struktufe porfyrinové hem skupiny nebo
atomy manganu, majici vliv na jejich reaktivitu. Katalazy se nachdzeji predevSim
v peroxizomech, a to hlavné jaternich buiikach (Zamocky a kol., 2008). Hlavni funkci
katalaz je katalyza, rozklad peroxidu vodiku na vodu a kyslik (Sipek a kol., 2000).
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Principem metody stanoveni katalazy je jeji schopnost pfeménit peroxid vodiku na
vodu a kyslik. Métenim se sleduje pokles absorbance smési vzorku s H,O, v kyvetach

pti 240 nm (Aebi, 1984).

Materidl a reagencie

Homogenizacni pufr: 50 mM PP pufr (KH,PO4) s 1 mM EDTA
TRIS - EDTA pufr: 50 mM TRIS pufr s 0,1 mM EDTA (pH 7,6)
0,09 % H,0, v 50 mM TRIS - EDTA pufru s 0,1 mM EDTA (pH 7,6)

Postup metody

Do mikrokyvet bylo pipetovano 5 ul homogenitu vzorku a 50 pl 50 mM
homogeniza¢niho PP pufru. Dale bylo ptfiddno 250 pl 0,09 % H,O, v50 mM.
TRIS - EDTA pufru s 0,1 mM EDTA a promichdno. Absorbance reakéni smési byla
meéfena v péti sekundovych intervalech po dobu 30 sekund pii 240 nm. Kazdy vzorek

byl méfen ve tfech opakovanich.

Vvhodnoceni

Namétena hodnota CAT aktivity byla vyjadiena jako smérnice kiivky, od které je

N v o - v : | -1 s o
odectena smérnice blanku a vypoctena dle rovnice na pmol H;O, min™.mg™ proteinii:

Smérnice kfiviky/min
CAT aktivita = «10°

3841 (mg/ml)
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3.4.4. Stanoveni enzymatické aktivity glutathion reduktazy (GR)

Princip metody

Glutathion reduktaza katalyzuje oxidovany glutathion (GSSG) na redukovany
glutathion (GSH) za spotfeby nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH). Princip
stanoveni aktivity GR je na zaklad¢ snizeni mnozstvi NADPH béhem reakce.

Aktivita GR byla stanovena spektrofotometricky na destickovém spektrofotometru
s fluorescenénim a luminiscenénim modulem Infinite M200PRO (TECAN) métfenim

oxidace NADPH pfti 340 nm podle metodiky Carlberg a Mannervik (1975).

Materidl a reagencie

GR pufr (0,1M KH,PO,, 2 mM EDTA, pH 7)
GSSG (10 mM ve vodg&) (MW = 656,5)
NADPH (I mM v GR pufru) (MW = 833,4)

Postup metody

Do mikrodesticek bylo napipetovano 80 ul GR pufru, 20 ul NADPH, 20 ul GSSG
a 30 pl destilované vody. Roztok byl pii pokojové teploté dvacet sekund promichavan
a nasledné byla métena spotieba NADPH - pokles absorbance pti 340 nm bez vzorku po
dobu 2 min. Zacatek reakce nastal po piidani 50 pl vzorku. Dale bylo provedeno méteni

pfi 340 nm v patnécti sekundovych intervalech po dobu 5 minut.

Vvhodnoceni

Molarni extinké&ni koeficient NADPH byl p¥i 340 nm 6220 M .cm™.
Aktivita GR byla vyjadiena jako po&et jednotek na ml: mU/ml = nmol NADPH min™'-

ml™.
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Pozadova pfeména Smémice kitvkyimin
NADPH = 108
-bez vzorku

0,4075 * 6220 * (mg/m protein)

Smémice kfivky/min
GR aktivita = "10°
- se vzorkem 0,5433 * 6220 * (mg/ml protein)

3.4.5. Metoda stanoveni hladiny koncentrace proteiniu

Princip metody

Podle metody Lowryho a kol. (1951) je podstatou stanoveni koncentrace proteint
vyuZiti Folin-Ciocalteu fenolové reagencie, pfi vzniku modie zabarveného komplexu.
Reakcemi jsou komplexace Cu’" iontli z CuSO, aredukce fosfomolybdatu. Detekce
metody je v rozsahu od 0,005 do 2 mg proteinti na ml.

Stanoveni koncentrace bilkovin bylo provedeno spektrofotometricky na
destickovém spektrofotometru s fluorescenénim a luminiscenénim modulem Infinite

M200PRO (TECAN) pti 680 nm.

Materidl a reagencie

NaOH (4,5% NaOH (w/v), 8,5% NaHCO3 (w/v))
CuS0O4 (0,1% CuS04 (w/v), 0,392% citronan sodny (w/v))

Folin reagent (1 dil Folin-Ciocalteu reagentu: 4 dily destilované vody)
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BSA - bovinni albumin (1 mg.ml"' PBS)

Postup metody

Do mikrodesticek bylo pipetovano 40 pul BSA standardu nebo desetkrat naredéného

vzorku. Poté bylo napipetovano 35 pul NaOH + 105 pul CuSO4 a 70 pl Folin reagentu.

Postup je uveden v tabulce €. 4. Ve bylo promichéno na tfepacce.

Mikrodesticky byly inkubovany po dobu tficeti minut ve tmé pfi teploté 37 °C.

Absorbance byla méfena pii1 680 nm proti blanku.

Tabulka ¢. 4. Postup stanoveni koncentrace proteinii.

I Mikrodesticka
g PBS Vzorek NaOH CuSO, Folin reagent
Blank 40 35 105 70
Vzorek 40 35 105 70

Kalibrace metody

Nejprve byl piipraven roztok BSA: 1 mg.ml'PBS, ktery byl nafedén dle

koncentra¢ni fady. Koncentra¢ni fada je uvedena v tabulce €. 5.
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Tabulka ¢. 5. Koncentracni Fada pro stanoveni koncentrace proteinii.

mg.ml! 1 mg.ml" BSA (ul) PBS (ul)
1 200 0
08 160 40
0,6 120 80
04 80 120
0,2 40 160
0,1 20 180
0,05 10 190
0,02500 5 195
blank 0 200
Vvhodnoceni

Koncentrace proteini ve vzorku byla vypoctena podle kalibracni kiivky pro BSA -

v rozsahu 0,1 - 1 mg.ml™

3.5. Statisticke vvhodnoceni testu

Za ucelem stanoveni rozdilu mezi experimentilnimi skupinami a pro stanoveni
rozdilu mezi experimentdlnimi skupinami a skupinou kontrolni byla pouzita
jednosmérna analyza variance (ANOVA). Toto statistické vyhodnoceni bylo provedeno

za pomoci programu Statistica, verze 12.0 pro Windows (StatSoft).
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4. VYSLEDKY

4.1. Chovani rakun

V pribéhu experimentu bylo sledovano chovani (ptijem krmiva, dychéani, pohybova
aktivita) rakd signalnich v jednotlivych experimentdlnich skupinich a kontrole. Raci
kontrolni skupiny ani raci vystaveni experimentalnim koncentracim 0,52 pg.I" a 3,06
mg.I" metribuzinu nejevili zmény chovani a pfijmu krmiva. B&hem testu nebyla zjisténa

zadna mortalita.

4.2. Biomarker oxidacniho stresu

4.2.1. Lipidni peroxidace

Utinky chronické expozice metribuzinu na hladinu TBARS v tkanich raka
signalniho jsou uvedeny v grafu ¢. 1.

Statisticky  vyznamné (p< 0,05) zvySeni hladiny TBARS v Zabrach
a hepatopankreatu raka bylo zjisténo po 10 denni expozici v obou experimentalnich
skupinach vystavenych metribuzinu (0,52 pg.l'a 3,06 mg.l"). Po 30 denni expozici
metribuzinu v koncentracich (0,52 pg.I" a 3,06 mg.I") doslo ke statisticky vyznamnému
(p < 0,01) snizeni hladiny TBARS v zdbrach ve srovnani s kontrolni skupinou. Ve
svaloving rakil vystavenych koncentraci 3,06 mg.I" metribuzinu po dobu 30 dni bylo
zjisténo statisticky vyznamné zvyseni hladiny TBARS ve srovnani s kontrolou.

Po 30 denni regeneraci (reg. 30), kdy byli raci drzeni ve vod¢ bez testované latky,
nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily v hladiné TBARS v tkanich (Zabry, sval

a hepatopankreas) experimentalnich rakd v porovnani skontrolni skupinou.
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Graf ¢. 1. Hladina TBARS v tkanich raka signalniho. Hodnoty v grafu uvadeji priumér = S.D., N=9. Statisticky vyznamné rozdily v porovnani
s kontrolou: * p < 0.05; **p < 0.01.
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4.3. Antioxidacni biomarkery

4.3.1. Superoxiddismutaza

Utinky chronické expozice metribuzinu na aktivitu SOD v tkanich raka signélniho
jsou uvedeny v grafu €. 2.

Statisticky vyznamné (p < 0,05) zvySeni aktivity SOD v zabrach bylo zjisténo po 10
denni expozici ve druhé experimentalni skupiné rakli vystavenych koncentraci
3,06 mg.I" ve srovnani skontrolou. Po 30 denni expozici doslo ke statisticky
vyznamnému (p < 0,01) zvySeni aktivity SOD v obou experimentalnich koncentracich
(0,52 pgl'a3,06 mgl') metribuzinu v Zabrach ve srovnani s kontrolni skupinou.
Zvyseni aktivity SOD bylo také zjisténo v obou experimentdlnich skupinach po 30
denni depuraci.

Ve svaloving rakil vystavenych koncentraci 3,06 mg.I" metribuzinu po dobu 10 dni
bylo zjiSténo statisticky vyznamné (p < 0,01) sniZeni aktivity ve srovnani s kontrolou.
Zvyseni aktivity SOD u druhé skupiny bylo zjiSténo také po 30 denni expozici a navic
po této expozici bylo zjisténo 1zvySeni aktivity SOD u prvni experimentalni skupiny
vystavené koncentraci 0,52 pg.I" metribuzinu. Po 30 denni depuraci, kdy byli raci po 30
denni expozici drzeni bez testované latky, doSlo k névratu snizenych hodnot aktivity
SOD ve svalu do fyziologického rozmezi.

Statisticky vyznamné (p < 0,01) sniZeni aktivity SOD v hepatopankreatu bylo
zjisténo po 10 denni expozici v prvni ave druhé experimentdlni skupiné raki ve
srovnani s kontrolou. Po 30 denni expozici snizeni aktivity SOD nebylo jiz
zaznamenano. Hodnoty aktivity SOD v experimentdlnich skupinach byly na trovni

kontroly.
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Graf ¢. 2. Aktivita superoxiddismutazy v tkanich raka signalniho. Hodnoty v grafu uvadeji prumeér + S.D., N=9. Statisticky vyznamné

rozdily v porovnani s kontrolou: * p < 0.05; **p < 0.01.
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4.3.2. Katalaza

Uginky chronické expozice metribuzinu na aktivitu CAT v tkanich raka signalniho
jsou uvedeny v grafu €. 3.

10 denni expozice metribuzinu v koncentracich 0,52 pg.I" a 3,06 mg.I" zpusobila
statisticky vyznamné (p < 0,01) zvySeni aktivity CAT v zabrach. Po 30 denni expozici
zvySeni aktivity CAT nebylo zjisténo.

Statisticky vyznamné (p < 0,01) zvySeni aktivity CAT v hepatopankreatu bylo
zjisténo po 30 denni expozici v prvni ave druhé experimentalni skupiné rakl
vystavenych metribuzinu ve srovnani s kontrolou. Po 30 dennim zotaveni, doSlo
k ndvratu zvySenych hodnot aktivity CAT v tkdni hepatopankreatu raka signdlniho do
fyziologickych hodnot.

Po 10 a30 denni expozici rakii vystavenych koncentraci 3,06 mg.I" metribuzinu
doslo ke statisticky vyznamnému (p < 0,01) snizeni hodnoty CAT ve svaloving. Toto
snizeni bylo zjiSténo ipo 30 denni depuraci, kdy navic doslo ke snizeni (p < 0,01)
aktivity CAT ve svalu u rakli vystavenych realné koncentraci metribuzinu detekovatelné

v &eskych fekach (0,52 pg.I™).
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Graf. ¢. 3. Aktivita katalazy v tkanich raka signalniho. Hodnoty v grafu uvadéji primér £ S.D., N=9. Statisticky vyznamné rozdily v porovnani
s kontrolou: *p < 0.05; **p < 0.
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4.3.3. Glutathionreduktdasa

Utinky chronické expozice metribuzinu na aktivitu GR v tkanich raka signélniho
jsou uvedeny v grafu €. 4.

Dlouhodoba expozice metribuzinu v koncentraci 0,52 pg.l'a 3,06 mg.l”
nezplsobila statisticky vyznamné zmény aktivity GR v zabrach a svalovin€ raka
signalniho.

Statisticky vyznamné (p < 0,05) zvySeni aktivity GR v hepatopankreatu bylo
zjisténo po 10 denni expozici uobou experimentalnich skupin rak ve srovnani
s kontrolou. Po 30 denni expozici doslo pouze u prvni skupiny (0,52 pg.I") ke snizeni
(p <0,05) aktivity GR v tké&ni hepatopankreatu ve srovnani s kontrolou.

Po 30 denni depuraci, kdy byli raci po 30 denni expozici drzeni bez testované latky,
doslo k ndvratu hodnot aktivity GR v tkani hepatopankreatu raka signalniho do
fyziologickych hodnot.
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Graf ¢ 4. Aktivita glutathionreduktdzy v tkanich raka signalniho. Hodnoty v grafu uvadéji priimér + S.D., N=9. Statisticky vyznamné rozdily

v porovnani s kontrolou: *p < 0.05; **p < 0.01.
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S. DISKUSE

Cilem této studie bylo posouzeni vlivu metribuzinu na oxidativni stres
a antioxidani enzymy raka signdlniho a zaroven rozSifeni podkladi a informaci
o mozném vlivu této latky na vodni organismy a zivotni prostfedi. Pro posouzeni vlivu
metribuzinu na oxidativni stres a antioxidani enzymy raka signalniho byl pouZit
dlouhodoby test toxicity na racich.

Dlouhodobé testy toxicity maji daleko lepsi vypovidaci hodnotu nez testy akutni
toxicity, které probihaji v kratkém Case za pouziti vysokych koncentraci testované latky.
Pti dlouhodobych testech toxicity jsou naopak testovany nizké koncentrace testovanych
latek, redln¢ se vyskytujici ve vodéach. Tyto testy daleko lépe simuluji podminky
zivotniho prosttedi (Lahr a kol., 2000).

Rak signalni je velice vhodnym testovacim organismem diky své velikosti
a robustni stavbé téla. Jedna se navic o invazivni druh, ktery na rozdil od pivodnich
druhi rakli na naSem tizemi neni ohrozenym druhem, a proto je jeho pouziti k testovani
legélni (Kozak a kol., 2011).

Oxidativni stres, jako projev toxicity mnohych xenobiotik vyskytujicich se
v Zivotnim prostfedi, mize zpusobit oxidativni poSkozeni vodnich organismii. Proto
jsou vodni organismy velice vyznamnymi bioindikatory znecCiSténi. Vliv zneciSténi
zivotniho prostfedi na oxidativni stres a antioxidacni systémy organismi vedl ke
zvySenému zajmu vodni toxikologie o tuto problematiku (Livingstone, 2001).

Antioxida¢ni ochrana organismu je velice U¢innym vzajemné propojenym
nastrojem, ktery brani nepfiznivému plsobeni volnych radikdlii na dany organismus
v nékolika krocich. Zabranuje vzniku nadmérného mnoZzstvi volnych radikali, reguluje
jejich aktivitu, transformuje volné radikdly do nereaktivnich forem nebo jejich
reaktivitu sniZzuje atim brani oxidaci. Antioxida¢ni ochrana organismu se sklada

z enzymatické a neenzymatické ¢asti (Lushchak, 2011).
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5.1. Chovani rakii

Chovani testovanych organismii je jednou zoblasti pozorovani v pribéhu
toxikologickych studii. Zmény chovani organismi mohou byt indikatorem znecisténi
okolniho prostiedi. Charakteristickym chovanim ryb po akutni expozici triazinu je
nekoordinované plavani, apatie, ztrata schopnosti reagovat na jakékoliv podmeéty,
letargie. Ryby lezi na spodni stran€ nadrze, vyjimecné kratkou dobu plavou. Po tomto
nevyrovnaném chovani nasleduje obvykle smrt (Velisek a kol., 2008).

V pribéhu testu nebylo pozorovano zadné abnormdlni chovani testovanych
organismil. Raci vystaveni experimentalnim koncentracim 0,52 pg.l'a 3,06 mg.l’
metribuzinu nevykazovali zadné zmény ptijmu krmiva, dychani, ¢i pohybové aktivity.

Tyto vysledky jsou v souladu se studii Staréd a kol. (2014), ktera také nepozorovala
z4dné zmény chovani raki Cervenych (Procambarus clarkii) po chronické expozici
triazinovému herbicidu prometrynu.

Zmény chovani rakl signalnich vystavenych akutni expozici insekticidu diazinonu
popsal ve své praci Bufi¢ a kol. (2013). Exponovani raci se snazili uniknout z akvarii,
chaoticky se pohybovali po akvariu mimo ukryty na rozdil od rakd vystavenych
chronické expozici, ktefi byli klidni, pfevazné zalezli v ukrytech. Tento rozdil v chovani
oproti studii Bufi¢ a kol. (2013) je dan skute¢nosti, Ze raci v nasi studii byli vystaveni
niz8im koncentracim testované latky (subletalni koncentrace). Pii niZSich koncentracich
se ve vétsing pripadi neprojevuji zmeény chovani, tak jak prokazuji studie na rybach
(Stard a kol., 2012a, b; 2013), kde nebyly pii testovani triazinti v nizkych koncentracich

pozorovany zmény chovani béhem dlouhodobych testi.

5.2. Oxidativni stres

Lipidni peroxidace byla stanovena pomoci TBARS testu. TBARS test kvantifikuje
hladinu oxidativniho stresu pomoci méteni peroxidce lipida. Lipidni peroxidace je
jednou z nejbéznéjSich reakei vznikajici v disledku oxidativniho stresu. Pfi lipidni
peroxidaci dochézi k oxidaci polynenasycenych mastnych kyselin za vzniku toxickych

hydroperoxidt a aldehydt (Lushchak, 2011).
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Vysledky  této  studie  prokdzaly zvySeni hladiny TBARS v zdbrech
a hepatopankreatu rakit po 10 denni expozici v obou experimentalnich skupinach
v porovnani s kontrolou. Po 30 denni expozici doSlo ke sniZzeni hladiny
TBARS v zabrach v obou testovanych koncentracich ve srovnani s kontrolni skupinou.
Ve svaloving raki vystavenych koncentraci 3,06 mg.I" metribuzinu po dobu 30 dni bylo
zjisténo statisticky vyznamné zvyseni hladiny TBARS ve srovnani s kontrolou.

Vysledky této studie prokazaly zvySené hladiny volnych radikdli zplsobujicich
oxidativni stres raka signalniho. Tato studie prokazuje, Ze metribuzin zptisobuje zmény
zivotniho prosttedi.

Oxidativni stres po expozici triaziny u ryb je popsan ve studii Stara a kol. (2012b).
V této studii bylo pozorovano zvySené mnoZstvi ROS u kaprii vystavenych simazinu
v koncentraci 4 mg.I" v tkani hepatopankreatu. Toto zvy§ené mnozstvi ROS bylo
pozorovano po expozici 28 a 60 dni. Oxidativni poskozeni bylo pozorovano iu ranych
vyvojovych stadii kapra obecného po dlouhodobé expozici prometrynu (Stara a kol.,
2012a).

Naproti tomu Stard a kol. (2014) nezaznamenali Zadné statisticky vyznamné rozdily
v porovnani s kontrolou v hladin€ TBARS v tkanich rakli ¢ervenych. V této studii byl
pouzit jiny herbicid (prometryn), i kdyz také fazeny mezi triaziny, a jiny druh raka (rak
cerveny). Tyto ukazatele mohly zpusobit naprosto odlisné vysledky v hladiné TBARS

mezi touto studii a studii Staré a kol. (2014).

3.3. Antioxidacni enzymy

Zmény v antioxidaénim systému po dlouhodobé expozici triazinim byly
pozorovany daleko vice u ryb nez u rakli. V této studii chronickd expozice metribuzinu
ovlivnila aktivitu SOD a CAT v tkénich raka signalniho. Celkové vysledky ukazuji,
naruSeni béZného oxidac¢niho procesu, coZ svédci o selhani v antioxida¢nich obrannych

systémech, jak ukazuje aktivita SOD a CAT.
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Superoxiddismutaza je antioxida¢ni enzym stojici v prvni linii obrany bunky proti
poskozeni oxidativnim stresem a slouzi k dismutaci superoxidového radikélu na peroxid
vodiku (Sipek a kol., 2000). Vysledky této studie jsou ve shodé se studii Stara a kol.
(2014), kde byly zaznamenany vyznamné rozdily v aktivit¢ SOD v hepatopankreatu ve
vSech experimentalnich skupindch po 11 denni expozici raki ¢ervenych prometrynu
v porovnani s kontrolou. Dalsi pokles aktivity SOD v hepatopankreatu byl pozorovan
v koncentraci 0,144 mg.I" prometrynu a 1.44 mg.I" prometrynu po 25 denni expozici.
Stejné tak 1 Velisek a kol. (2011) pozoroval ve své studii na rybadch vyznamné zvysSeni
aktivity SOD v tkanich hepatopankreatu a mozku kapri vystavenych terbutrynu po
dobu 90 dni.

Dal§im vyznamnym antioxidacnim enzymem je kataldza. Katalaza navazuje na
¢innost superoxiddismutazy. Kataldza preménuje peroxid vodiku na oxid uhli¢ity a vodu
(Sipek a kol., 2000). V této studii chronicka expozice metribuzinu v koncentracich (0,52
ng.l"a 3,06 mg.I") ovlivnila aktivitu CAT v tkénich raka signalniho. Stara a kol. (2014)
pozorovala vyznamné snizeni aktivity CAT ve tkanich raka cerven¢ho po 11 denni
expozici v koncentracich 0,144 mg.I" a 1,44 mg.I" prometrynu. Naopak po 25 denni
expozici prometrynu ve vSech testovanych skupinach bylo zjiSténo statisticky vyznamné
sniZzeni aktivity CAT v tkanich.

Glutathionreduktdza je enzym, ktery se sice pfimo netcastni eliminace volnych
radikall, nicméné jeji plisobeni je zasadni pro regeneraci GSSH na GSH a sou€asné
oxiduje NADPH. Glutathionreduktédza je diilezitd pro zachovani funk¢nosti glutathionu
stresu (Sipek a kol., 2000).

V této studii nebyly pozorovany zddné vyznamné zmény v aktivit¢ GR v zdbrach
a svalovin¢ raka signalniho. Statisticky vyznamné zvySeni aktivity GR bylo pozorovano
pouze v tkani hepatopankreatu. Po 30 dennim zotaveni doSlo k navratu hodnot aktivity
GR v tkani hepatopankreatu raka signilniho do fyziologickych hodnot. Vyznamné
snizeni aktivity GR v tkani hepatopankreatu raka ¢erveného bylo zaznamenano ve studii
Stara a kol. (2014). Toto vyznamné sniZeni aktivity GR v porovnani s kontrolou se
tykalo vSech experimentalnich skupin po 25 denni expozici prometrynu. Soucasné bylo
zjisténo vyznamné zvySeni aktivity GR ve svaloving raka ¢ervené¢ho ve vSech skupinach

po 25 denni expozici prometrynu. Vysledky této studie se shoduji s vysledky studie
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Stard akol. (2014) popisujici vliv prometrynu na oxidativni stres a odpovéd
antioxidacnich enzyml wuraka cerveného. V obou pripadech doSlo k naruSeni

antioxida¢niho mechanismu superoxiddismutazy a kataldzy jak u raki signalnich, tak

u rakti ¢ervenych.
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6. ZAVER

V této praci byl posuzovan vliv triazinového herbicidu metribuzinu na oxidativni
stres a aktivitu antioxidaCnich enzymu raka signalniho. K posouzeni vlivu této latky byl
pouzit dlouhodoby test toxicity na racich. Celkova doba testu byla 60 dni. Z celkového
trvani testu byli raci vystaveni ptisobeni dvéma rtiznym koncentracim metribuzinu po
dobu prvnich tficeti dnli. Po 30 denni expozici nasledovala 30 denni faze depurace
v Cisté vodé bez metribuzinu.

Experimentélni skupina &islo 1 byla vystavena koncentraci 0,52 pg.I" metribuzinu.
Tato koncentrace odpovidala realné maximalni koncentraci naméfené v ¢eskych tekach.
Skupina &islo 2 byla vystavena koncentraci 3,06 mg.1", coz odpovida 10 % 96hLC50
metribuzinu pro raka signalniho (VeliSek a kol., 2013).

Vysledky této studie prokazaly zvySené hladiny volnych radikdlii zplisobujicich
oxidativni stres a zaroven naruseni antioxidacnich systému raka signalniho. Tato studie
se vyskytujici koncentraci v podminkéach zivotniho prosttedi.

Tato studie rozSifuje informace o vlivu metribuzinu na vodni organismy a tim 1 na
vodni ekosystém jako celek. Dale poukazuje na velkou citlivost rakli vici triazinim
apredurcuje je kjejich hojnéjSimu vyuzivani pii toxikologickych testech

a biomonitoringu vodniho prostiedi.
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ABSTRAKT

Vliv metribuzinu na oxidativni stres a antioxida¢ni enzymy raka

signalniho.

Cilem této studie bylo posouzeni vlivu triazinového herbicidu metribuzinu na
hladinu oxidativniho stresu a aktivitu antioxida¢nich enzyma v zabrach, svalu
a hepatopankreatu raka signalniho (Pacifastacus leniusculus Dana) a zaroven rozsireni
podklada pro posouzeni vlivu této latky na Zivotni prostiedi.

Celkova doba trvani testu byla 60 dni. Raci byli vystaveni koncentracim 0,52 pg.I”
(realna koncentrace vyskytujici se Zivotnim prosttedi) a 3,06 mg.1I" (10% 96hLC50)
metribuzinu po dobu prvnich tficeti dni. Poté nasledovala 30 denni faze depurace, bez
testované latky.

Zmény v hladin€ oxidativniho stresu (TBARS), aktivité superoxiddismutazy (SOD)
a katalazy (CAT), byly pozorovany ve vSech zkoumanych tkanich v porovnani
s kontrolou. Zména aktivity glutathionreduktdzy (GR) byla pozorovana pouze
v hepatopankreatu. Chronicka expozice metribuzinu zptisobila oxidativni poSkozeni
bunéénych lipidi a proteinii ataké zmény v antioxidacni aktivit¢ ve zkoumanych
tkanich exponovanych raki.

Vysledky této studie poukazuji na raky jako vhodné organismy pro testy toxicity

a zaroven roz§ifuji informace o vlivu metribuzinu na Zivotni prostfedi.

Kli¢ova slova: triaziny, metribuzin, raci, oxidativni stres, antioxida¢ni enzymy
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ABSTRACT

The effect of metribuzine on oxidative stress and antioxidant

enzymes of signal crayfish.

The aim of this study was to investigate effects of the triazine herbicide metribuzine
on oxidative stress level and antioxidant enzymes activity in gills, muscle and
hepatopancreas of signal crayfish (Pacifastacus leniusculus Dana) and also extension of
knowledge about effect of metribuzine on the environment.

The experiment underwent took up 60 days. Crayfish were exposured to
metribuzine concentrations of 0.52 pg.l” (real environmental concentration) and 3.06
mg.I" (10% 96hLC50) for the first 30 days. Then a second phase followed depuration
without metribuzine (30 days).

Changes in the oxidative stress level (TBARS), superoxiddismutase (SOD) activity
and catalase (CAT) activity were observed in all examined tissues. Changes in
glutathionreductase (GR) activity were observed only in hepatopancreas. Chronic
exposure of metribuzine demonstrated an oxidative damage of cell lipids, proteins and
also changes in antioxidant activity in examined crayfish tissues.

The results of this study suggest that crayfish are a very suitable organisms for
toxicological tests and simultaneously extend knowledge about effect of metribuzine on

the environment.

Keywords: triazine, metribuzine, crayfish, oxidative stress, antioxidant enzymes
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