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1. UVOD

Charakteristické pro dnesni dobu je kladeni vysokych narokd na kvalitu zivotniho
prostiedi, ale soucasné se také zvySuji naroky na vyzivu lidské populace. Tato situace
postupné sméfovala K extrémni intenzifikaci zemédé€lské vyroby. Pro dosazeni
maximalnich vynositi zemédélskych plodin se latky na jejich ochranu postupné staly
béznou soucasti zemeédélské vyroby v nasi krajin€ a jejich Casto neuvazené, nadmérné a
neSetrné pouzivani piedstavuje obrovsky problém pro nasi faunu i1 floru. Tyto latky,
nazyvané pesticidy, jsou spojovany primarné¢ se zeméd¢€lstvim, kde také dochazi
k nejvyssimu uplatnéni (VeliSek a kol., 2014). Piedevsim se vyuziva fada pesticidnich
ptipravki pro kontrolu plevelt (herbicidy) a skidct (insekticidy). Vyvstava zde tedy
otazka, zda jsme se jako lidstvo jesté viibec schopni obejit bez ptipravkil na ochranu
rostlin. Piestoze bylo popsano mnoho ptikladti negativniho pisobeni pesticidli na Zivotni
prostiedi, je prospésnost a nutnost pouziti téchto latek pro lidstvo zcela zasadni. Z toho
vyplyva, Ze 1 v nejbliz§i budoucnosti bude pouziti pesticidi nevyhnutelné (Prousek,

2001).

Je velice pravdépodobné, ze mnoho pouzivanych pesticidll predstavuje potencionalni
riziko pro vodni organismy. Chemické zne€isténi vody je jednim z hlavnich problémi
zivotniho prostfedi v dneSnim svété, protoZze znecisténd voda predstavuje hrozbu pro
lidské zdravi a dobré zivotni podminky a brani udrzitelnému rozvoji spole€nosti 1
hospodafstvi. V poslednich desetiletich je stoupajici trend v mnoZstvi xenobiotik
Vv Zivotnim prostfedi a jejich rychlé a pfesné vyhodnoceni kontaminace vody je jednim
z kli¢ovych tikolti monitorovani Zivotniho prostiedi (Wang a Yu, 2013). V soucasnosti je
ve svéte registrovano vice nez 1 150 ucinnych latek pesticidii a 25 tisic komerénich
piipravki. V Ceské republice bylo v roce 1975 registrovano 362 piipravkd, v roce 2011
to bylo jiZ 626 ptipravki a je velice pravdépodobny staly rast. Kazdy rok se tyto latky ve
svete prodaji za nekolik desitek miliard dolarti. Pro rok 2019 bylo predpokladano zvyseni
celosvétového prodeje pesticidii az na hodnotu 52 miliard dolari (Ceresena Research,

2013).

U pesticidu ¢asto dochazi k jejich kumulaci v riznych slozkach zivotniho prostiedi a
pifimo 1 nepfimo zplsobuji nejrizngjsi zdravotni problémy u necilovych organismi,
vcetné ¢loveka (Abrantes a kol., 2010). V ekosystému se ucinné latky pesticidli rozkladaji

na mnohdy rizikovéjsi slouc¢eniny nazyvané metabolity (Ceyhun a kol., 2010).



V soucasné dobé je v literatufe jen velice malo tidajl o toxicité chloridazonu na vodni
organismy, z dostupnych praci se jedna hlavn¢ o data akutni toxicity a stanoveni letalnich
hodnot. O vlivu chloridazonu, a hlavné jeho metabolitu chloridazonu desphenylu na
fyziologii vodnich organismii tidaje schazi. Z tohoto divodu jsme se zaméfili na tuto latku
a jeji metabolit, abychom ziskali prvni ucelené informace o jejim ptisobeni na bezobratlé
organismy — raky. Proto je tato diplomova prace originalni a jedine¢na a pfisp&je svymi
vysledky k hodnoceni environmentalnich rizik chloridazonu a jeho metabolitu pro vodni

ekosystémy.

Cilem diplomové prace bylo posouzeni chronickych uc€inkti herbicidu chloridazonu a
jeho metabolitu chloridazon desphenylu na raku signalnim (Pacifastacus leniusculus).
Béhem testu byl sledovan vliv testovanych latek na chovéni, biochemicky profil
hemolymfy, biomarkery oxidativniho stresu a antioxidativni enzymy v tkanich raka

signalniho.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. Pesticidy

V soucasné dobé je pouziti pesticidi jeden z hlavnich zplisobi ochrany rostlin,
predevsim tedy zemédélskych plodin pii péstovani na poli i pfi ndsledném uchovéavani ve

formé zasob a rezerv (Zadoks a Waibel, 2000).

Uz ve velmi vzdalené minulosti byla pro lidstvo Zivotné dulezita snaha ochranovat
svij zdroj obzivy, tedy predevsim zeméd¢€lské plodiny a néasledné zasoby potravin, pied
chorobami a §kiidci. Historie téchto praktik sahd az 1000 let pt. n. 1., kdy byla ve starovéké
Ciné pouzivana sira ve formé plynné dezinfekce k odpuzovani hmyzu a ochrané plodin.
Kolem roku 1400 se zacaly dale pouZivat slouceniny rtuti, olova a arsenu. Jejich tucel byl
predevsim ochrana skladovanych zasob. Historie rozvoje insekticidnich pfipravkl saha
do 15. stoleti, kdy doslo k izolaci slouc¢eniny nikotinu (sulfat nikotin) z tabakovych listi.
Pouziti pfirodnich vytazk je datovano od 18. stoleti. Od tohoto obdobi je znamo pouZiti
vytazka z kopretiny starckolisté (Chrysanthemum cinerariifolium) zvané pyrethrum
(Cremlyn, 1978). Jde o neperzistentni insekticid s nizkou toxicitou pro savce. Jak fika
Casida (1980), tyto prostiedky na hubeni hmyzu vychazeji z pfirodnich slouc¢enin a jsou
pozoruhodné U¢inné a jevi se jako vhodnad biologickd nahrada za relativné levné
organochlorové a organofosforové slouceniny a methylkarbamaty, které maji casto
negativni dopad na Zivotni prostiedi (perzistence) a vykazuji také mnohdy toxické u¢inky

na vyssi organismy, véetné clovéka.

Velky pokrok ve vyrobé pesticidi nastal ve 30. letech 20. stoleti spolu s rozvojem
moderni syntetické chemie. KdyZ byly v tomto obdobi poprvé piedstaveny syntetické
pesticidy, existovalo velké nadSeni z jejich schopnosti trvale udrzitelné fesit problémy
s produkci potravin ve svété. Postupem let se ale zacaly objevovat prvni otazky a obavy
z jejich negativnich vedlejSich G€inkl na ¢lovéka a zivotni prostfedi (Zadoks a Waibel,

2000).

Zlomovy pro uzivani pesticidnich latek byl rok 1939, kdy doktor Paul Miiller objevil
insekticidni uc¢inky DDT (dichlordifenyltrichlorethanu). Za tento objev byl pozdéji
ocenén Nobelovou cenou. Béhem velmi kritké doby se DDT stalo jednim
z nejpouzivanéjsich a nejrozsitenéjSich pesticidnich piipravku. S velkou oblibou bylo

DDT pouzivano piedevsim béhem druhé svétové valky k potlaceni v§i, komara a v boji
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proti tyfu a malarii (Hayes, 1991). Mimo to bylo DDT hojné pouzivano ve Spojenych
statech pro hubeni hmyzu v lesnictvi a zeméd¢lstvi. Vyroba DDT doséahla svého vrcholu
v ¢asnych Sedesatych letech pii produkci 81 miliont kilogrami za rok (Woodwell a kol.,
1971). Do roku 1966, i kdyz se vyroba snizila, pfipadalo piiblizné 38 % DDT
pouzivanych ve Spojenych statech na zemédélské aplikace. Zacatkem 70. let 20. stoleti
se pouzivani DDT ve Spojenych statech dramaticky snizilo na 4,5 - 6,4 milionu kilogramt
za rok a jeho primarni pouziti bylo pro kontrolu skudcti na bavinénych plodinach.
Celosvétova produkce se od roku 1944 do pocatku 70. let odhaduje na 2 miliony tun
(IARC, 1974).

Velmi dilezity milnik v dé&jinach pesticidnich ptipravkd nastal v roce 1962, kdy
Rachel Carson ve své knize Silent Spring popsala negativni vliv DDT na ekosystém
(Carson, 1962). Na zaklad¢ zvetejnéni této knihy doslo k monitoringu obsahu rezidui
V potravinach a zkoumani jejich vlivu na zivé organismy. Zjisténé velmi znepokojujici
vysledky vedly k postupnému zakazu pouziti DDT a jemu podobnych latek vytvofenim
Stockholmské umluvy o perzistentnich organickych polutantech. V roce 1972 bylo
pouziti DDT zakazano Agenturou pro ochranu zivotniho prostiedi USA (U.S. EPA,
1990). V CR bylo pouzivani DDT zakazano v r. 1974,

Pojem ,,pesticid” neni v celosv€tovém pohledu jednotny a v nékterych oblastech
mohou existovat drobné piekryvy a nesrovnalosti (napiiklad v humanni mediciné mutze
dojit k ptekryvu s pojmem terapeutické ptipravky) (Velisek a kol., 2014). Jak uvadi
Hajslova a Kocourek (2004), pesticidni piipravky lze identifikovat podle definice
Organizace pro vyzivu a zeméd¢€lstvi (z angl. Food and Agricultural Organization - FAO)
jako latky urcené k prevenci, ni¢eni, potlaceni, odpuzeni ¢i kontrolu $kodlivych
Cinitel, tedy neZzadoucich mikroorganismi, rostlin a Zivo¢ichi béhem vyroby,
skladovani, transportu, distribuce a zpracovani potravin, zemédélskych komodit a

krmiv.

V ramci legislativnich odkazii pouzivanych Evropskou unii je zazity $ir§i nazev pro
pesticidy jako ,,prostiedky na ochranu rostlin a biocidy“. Pro prostfedky na ochranu
z divodu jejich plo$ného uzivani v zemédé€lstvi. Oproti tomu registrace biocidi je
jednodussi bez SirSiho testovani pro jejich vyuzivani v malych davkach piredevSim

vV domacnostech, veterinarni a humanni medicin€. Nutno ale dodat, Ze 1 biocidy tvofi

11



vyznamny zdroj kontaminace v ekosystému pro jejich Casté a mnohdy i nadbyte¢né
vyuzivani (Velisek a kol., 2014). Osud pesticidi v jednotlivych slozkach zivotniho

prostiedi miizeme vhodné demonstrovat na obrazku ¢.1.

. ATMOSFERA
¢ fotolyza adsorpce
oxidace ozonizace
L ROSTLINY
SNIZENT DEGRADACE f
PESTICIDY
evaporace oxidace konjugace
0 depozice redukce fotolyza /
hydrolyza
V PUDA POVRCHOVE VODY
vyplavoviani  adsorpce mikrobiologicka evaporace mikrobiologick:
evaporace chemisorpce degradace adsorpce degradace
j— i
deprivace rostlin 2 hydrolyza sedimenty hydrolyza
v zviFat ’ bioakumulace
: ! l
PODZEMNI VODY
K mikrobiologicka degradace
(aerobni, anaerobni)
adsorpce

Obr. ¢. 1. Interakce mezi pesticidy a ekosystémem (upraveno podle Beitz a kol., 1994).

Pesticidy je dale mozné délit podle n€kolika hledisek. Na zakladé cilového organismu,

ktery ma byt eliminovan, rozdélujeme pesticidy na (Zapletal a kol., 2001):

e Akaricidy — ptipravky ur¢ené k hubeni roztocd,

e Arboricidy — pesticidy urcené k hubeni stromi a kefd,

e Avicidy — pfipravky ur¢ené k hubeni ptakd,

e Fungicidy — prostiedky ur¢ené k ochrané pied houbovymi chorobami,
e Herbicidy — pesticidy ur¢ené k hubeni rostlin,

e Insekticidy — ptipravky uréené k hubeni hmyzu (dezinsekce),

e Moluskocidy — prosttedky uréené k hubeni mekkysu,

e Piscicidy — pfipravky urcené k hubeni ryb,

12



e Rodenticidy — ptipravky urc¢ené k hubeni hlodavcu (deratizace).

Jind moznost dé€leni pesticida je podle zpiisobu jejich aplikace (Zapletal a kol., 2001):
e Aerosoly,
e Fumiganty (pary nebo plyny),
e Moridla,
e Natéry a impregnace,
e Pevné a tekuté néstrahy,
e Poprase,

e Postriky.

Mimo vyse uvedené zplisoby déleni je v praxi ¢asto pouzivano rozdélovani pesticidli
podle ptivodu, a to na latky syntetické (napt. pyretroidy), pfirodni (napf. pyretriny) a
biopreparaty (Zapletal a kol., 2001). Z praktického hlediska Ize pesticidy dle spektra
uc¢inku dané latky rozdélovat na selektivni, Sirokospektré a totalni (Hajslova a Kocourek,

2004).

Aplikace pesticidi pro ochranu zeméd¢lskych plodin je nejcastéji provadéna vnéjsim
postiikem. Systémové pesticidy nasledné pronikaji dovnitt téla rostlin, naproti tomu
kontaktni pesticidy vytvareji po aplikaci na zasaZenych plochach povrchovy depozit a
pusobi tudiZ pouze v misté oSetieni (Zadoks a Waibel, 2000). Pleasant (2010) ve své praci
uvadi, ze hlavni vyhoda systémovych pesticidi je jejich pfitomnost ptimo v rostlinach,
nikoliv pouze na nich. Systémové pesticidy jsou chemikalie absorbované rostlinou pii
aplikaci na semena, listy nebo ptidu, odkud jsou pfijimany kofenovym systémem.
Chemikalie poté cirkuluji rostlinnymi tkdnémi a ni¢i hmyz, ktery se na nich zivi. Narozdil
od tradi¢nich insekticidi nemohou byt rezidua téchto pesticidi z rostlinnych produktt
omyta ani odloupnuta. Pocatek pouziti téchto pesticidi je datovan do roku 1998 a béhem
nasledujicich 10 let jeho pouzivani neustale vzristalo. V produkénim zemédélstvi jsou
z této skupiny pesticidi pouzivany predevsim latky na bazi neonikotinoidi: imidacloprid,
thiamethoxan, clothianidin a dinotefuran. Postupem ¢asu bylo béhem testovani zjisténo
velké mnozZstvi rezidui téchto pesticidll v péstovanych potravinach a jejich negativni vliv
na necilové organismy, pfedevsim veely. Dalsi osud masivniho pouZzivani téchto pesticidii

je tedy stale nejasny, i v zavislosti na nejasném vlivu na Cloveéka pii konzumaci takto
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osetfenych produkti zemédélské cinnosti (Pleasant, 2010). Studiem ucinkd smési
pesticidii obsahujici neonikotinoidy na ¢lovéka a jiné necilové organismy se zabyval

napiiklad Zhao a kol. (2020).

Clovek je v soucasné dobé vystaven piisobeni pesticidil takika dennodenng. Pesticidni
ptipravky lze nalézt ve vétSin€é naSich kazdodennich prostfedi jako jsou pracovisté,
domov, skoly, dale i v potravindch, pitnych a rekreacnich vodach, ve vzduchu 1 v ptudé.
Jejich pouziti je velice variabilni, zahrnujici mimo jiné rizné postfikovace travnikt a
vSemozné spreje pro hubeni Skidci vyuzivané v domacnosti. Lze je také nalézt
Vv rozdilnych mnozstvich v potravinach jako jsou jahody, boruvky a jablka. K expozici
pesticidi muze dojit inhalaci, pozitim, dermalnim kontaktem nebo napfi¢ placentou.
Zejména u déti je vystaveni pesticidim velice nebezpecné (Gilden a kol., 2010). Jak ale
dopliiuje Daniels a kol. (1997), ptestoze byl vztah mezi expozici pesticidii a rizikem
détské rakoviny zkouman v fad¢ epidemiologickych studii, mozné souvislosti zlistavaji
spekulativni. Ackoliv fada pesticidli miize byt potencidln¢ karcinogenni, vétSinou jsou
povazovany za negenotoxické. Vysledky biomonitoringu provedeného Strediskem pro
kontrolu nemoci a prevence v roce 2005 ukazaly, Ze v reprezentativnim vzorku americké

populace byly zjistény detekovatelné hladiny asi 50 pesticidii (Gilden a kol., 2010).

Aplikace pesticidnich pfipravkil by méla byt provadéna vzdy dle zésad tzv. Spravné
zemédélské praxe (z angl. Good Agricultural Practices — GAP). Hlavni myslenkou je
aplikace takového mnozstvi piipravku, aby doSlo ke spolehlivé eliminaci cilového
Cinitele, ale zaroven aby se pouze minimalni mnozstvi rezidui objevilo v zemédélském
produktu. Pfitomnost rezidui pesticidi v zemé&dé€lskych produktech a jejich nasledny
pfenos do lidského organismu je totiZ pro ¢lovéka vyznamnym rizikovym faktorem. Z
tohoto ditvodu jsou pro obsah pesticida v jednotlivych komoditach stanoveny maximalni
limity rezidui (z angl. Maximum Residue Levels — MRL) pfedstavujici maximalni
koncentrace rezidua pesticidu (mg/kg), které je mozné ocekavat v dané komodité

(ploding) pii pouziti pesticidnich pripravkia (Hajslova a Kocourek, 2004).

Po aplikaci pesticidi do prostfedi nasleduje jejich rozklad (degradace). Ta probiha
Vv jednotlivych slozkach zivotniho prostiedi (pida, voda) puasobenim fyzikalnich,

chemickych a biologickych vlivii. Mezi vyznamné fyzikalni procesy patii naptiklad

fotolyza, kdy uc¢inkem slunec¢niho zatfeni dochazi k termickému rozkladu. Tento proces

muze probihat kromé standardnich procesii v abiotickych slozkach zivotniho prostredi jiz
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po aplikaci pesticidu na povrchu osetfenych rostlin. Jako zastupce chemickych reakci

muzeme jmenovat proces hydrolyzy a oxida¢né — redukéni procesy, uplatiujici se

naptiklad pti degradaci triazint. Biologické vlivy zajistujici biotransformacni procesy

jsou dilem pisobeni mikroorganismi, které vkonecné fazi dokazou eliminovat
pesticidy ze Zivotniho prostiedi (HajsSlova a Kocourek, 2004). Zejména bakterie rodu
Pseudomonas, Flavobacterium nebo Serratia se fadi mezi vyznamné mikroorganismy
podilejici se na odbourdvani chlorovanych organickych latek kontaminujici zivotni
prostiedi. Pro ucinnou degradaci cizorodych latek bakteriemi je dualezité¢ zajiSténi
optimalnich podminek pro jejich ¢innost (pfedevsim vhodna teplota a pH). Ptikladem
mohou byt bakterie Pseudomonas putida, pro které je optimalni prostfedi pH 6-8 a teplota
20-35 °C. Jiz pti poklesu pH prostfedi na hodnotu 5 aktivita tohoto kmene vyznamné
klesa (Mercadier a kol., 1997; Karpouzas a Walker, 2000). Feidieker a kol. (1995) vhodné
doplnuje, Ze zptsob biologické degradace je vyuzivan mimo eliminace cizorodych latek

z prostiedi také jako soucast procesu cisténi odpadnich vod.

Jakmile dojde k pruniku cizorodé latky do organismu, jsou aktivovany biologické
obranné mechanismy a dochazi k biotransformaci pesticidii v pribéhu detoxikacnich
pochodii v riznych organech a tkanich (hlavné vV jatrech). Obecnym principem
metabolizace latek je vytvofeni ve vodé rozpustného produktu, ktery miize byt
z organismu efektivné vylou€en. Schopnost ucinné metabolizovat pesticidy maji
piedevsim teplokrevni obratlovci (savci a ptaci). Samotny proces biotransformace (jinak
téZ metabolizace) probiha ve dvou fazich. V prvni fazi (asymetrické) dochazi plisobenim
enzymu (oxidazy, hydrolazy) k pfeméné nepolarnich, lipofilnich latek na polarngjsi,
hydrofilngjsi metabolity (X-OH). Takto vznikly metabolit mize vykazovat mensi, ale i
vetsi toxicitu nez puvodni sloucenina. V druhé fazi (symetrické) je nasledné
metabolizovan konjugac¢nimi reakcemi za vzniku neaktivnich derivati, které 1ze snadno
z organismu vyloucit nebo deponovat. U savct a ptakil se primarni metabolity konjuguji
s kyselinou D-glukuronovou a redukovanym glutathionem, u rostlin dochazi ke konjugaci
s D-glukozou. U rostlin se metabolity mohou ukladat do pletiv, napt. do ligninu, u vy$sich
organismll jsou metabolity transportovany v krevnim fteciSti a posléze vyluCovany,

piipadné se mohou kumulovat v tkanich (Hudson a kol., 1984; Plumlee, 2003).

Kontaminace vodniho prostiedi pesticidy je dvojiho typu. V prvnim ptipadé dochézi
K primému vstupu po nespravné aplikaci (nedodrZeni technologickych postupt, unik

preparatu do recipientu pifi Cerpani zied’ovaci vody aj.) nebo neodborné likvidaci
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nepouzitych zbytkli. Druhd moznost jsou neprimé vstupy formou splacht pesticidii do
vod z okolnich oSetfenych zemédé€lskych kultur. Také odpadni vody z pramyslu a
domaécnosti jsou velmi vyznamné zdroje znecisténi (Prousek, 2001; Svobodova a kol.,
2008). Jak konstatuje Svobodova a kol. (1987), v CR pomérné ¢asté otravy ryb pesticidy
byly spjaté s 60. az 80. lety 20. stoleti. K vyraznému zlepseni doslo v 90. letech 20. stoleti
(pfechod na Setrné&jsi zeméde€lstvi — eko- a biozeméd¢lstvi) a v soucasnosti se havarijni

uhyny ryb zptisoben¢ pesticidy takika nevyskytuji, nebo jen ojedinéle.

Pti aplikaci pesticidi nesmime zapominat na fakt, ze pti kazdém jejich pouziti dochazi
k vnaseni téchto cizorodych latek do Zivotniho prostiedi, kde mize dochazet k jejich
kumulaci a ovliviiovéni vodnich organismi. Proto je v souc¢asné spolecnosti kladen veliky
diraz na pouZzivani pesticidi Setrnych K zivotnimu prostiedi. Pro tento moderni druh
pesticidi je typicky rychly rozklad, nevytvareni rezidui a nemaji negativni G¢inky na
necilové organismy. Pravé z potencionalni nebezpecnosti téchto latek je jejich aplikace
podminéna vlastnictvim vyjimky Zz ustanoveni §39 odst.1 zdkona ¢.254/2001 Sb.,
0 vodiach a 0zméné nékterych zdkoni, ve znéni pozdéjSich piedpisti, pro pouziti
zavadnych latek k upravé povrchovych vod na nadrzich uréenych pro chov ryb podle

§39 odst.7 pism. d) vodniho zakona (Velisek a kol., 2014).

V poslednich letech jsou Vv povrchovych vodach CR nejéastdji nalézana rezidua
pesticidii na bazi chloracetanilidii (metolachlor, alachlor), triazini (atrazin a jeho
metabolity, simazin, aj.), derivatd kyseliny fenoxyoctové, karbamatt (karbofuran),

organofosfatl (diazinon) a derivatli mocoviny (diuron) (Sehonova a kol., 2012).

2.1.1. Herbicidy

Herbicidy jsou chemické slouceniny ptivodné urcené k potlaceni rtistu a k hubeni
plevelnych rostlin v zemédé€lstvi, lesnim hospodafstvi, zahradnictvi a piipadné 1 k
uplnému potlaceni ristu vSech rostlin na plochach slouzicich technickym tcéelim (Fusek
a M¢rka, 2003). Obdobné¢ definuje herbicidy i Belanger a kol. (2015) jako syntetické
chemikalie hojné pouzivané po celém svété k zvySeni vynost hospodarskych plodin
potlacenim nezadoucich rostlin (pleveli). Pro piiklad ve své praci uvadi atrazin (ATR; 1-
chloro-3-ethylamino-5-isopropylamino-2,4,6-triazin) jako  jeden Z nejbéznéji
pouzivanych herbicidli ve Spojenych statech. Jeho prvni pouziti je datovano do 50. let

20. stoleti pro zvySeni produkce kukufice, cukrové titiny a Ciroku. Prestoze v mnoha
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statech byly zjistény neptiznivé G€inky na zvifecich modelech a postupné bylo pouziti
atrazinu zakézano (Némecko a Italie od r. 1991 a Evropska unie od r. 2003), ve Spojenych
statech je stale bézné pouzivan pro likvidaci plevele. Dle Kiely a kol. (2004) je ve
Spojenych statech ro¢né pouzito jen Vv zeméd€lském pramyslu asi 34-36 miliond

kilogrami ATR, coz z n¢j ¢ini druhy nejvice pouzivany herbicid za glyfosatem.

Herbicidy Ize rozdélit podle n€kolika kritérii:

1. Dle rozsahu a zdbéru ucinki na (Zapletal a kol., 2001):

e Totélni (neselektivni herbicidy), které ni¢i veskeré rostliny, se
kterymi se dostanou do kontaktu,

e Selektivni herbicidy, které jsou ti¢inné jen na né¢které druhy rostlin.

2. Dle obdobi aplikace (Zapletal a kol., 2001):

e Preemergentni aplikace — pfed vzejitim rostliny,

e Postemergentni aplikace — po vzejiti rostliny.

3. Dle zpusobu aplikace (Zapletal a kol.. 2001):

e Aplikované na povrch rostliny, tzv. na list,

e Aplikované na ptdu.

4. Dle fyziologického pusobeni (Zapletal a kol., 2001):

e Kontaktni — plsobi dotykem, srazeji bilkoviny a pusobi jako
plazmatické jedy,

e Systémove.

5. Dle chemického slozeni (Zapletal a kol., 2001):

e Anorganické,

e Organické.

Ptehled bézné pouzivanych herbicida rozd€lenych dle mobility a chemické struktury

je uveden v tabulce ¢.1.
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Tabulka ¢. 1. Rozd€leni vybranych bézné pouzivanych herbicidi dle mobility a chemické

struktury (upraveno podle HajSlova a Kocourek, 2004):

HERBICIDY

Aplikované na list,
systémové ¢i

translokované

Fosfonoaminokyseliny

glufosinat, glyfosat

Derivaty benzoové

kyseliny

dicamba, chlorfenpropmethyl, 2,3,6,-
TBA (2,3,6- trichlorbenzoova
kyselina)

Chlorované alifatické

kyseliny

dalapon

Estery oxyfenoxykyselin

cykloxidim, diclofop-methyl,
haloxyfop-methyl

Fenoxyalkanové kyseliny

2,4-D [(2,4- dichlorfenoxy)octova
kyselina], dichlorprop, mecoprop,
MCPA [(4-chlor2-
methylfenoxy)octova kyselina],
MCPB [(4-chlor-otolyloxy)maselna
kyselina], silvex

Kvarterni amoniové

diquat, paraquat

slouceniny

Benzonitrily bromoxynil, dichlobenil, ionoxynil

Benzothiadiazoly bentazon

Aplikované na list, Karbanilaty fenmedifam
kontaktni Cyklohexenony cykloxydim, klethodim, sethoxydim

Dinitrofenoly dinoseb

Difenylethery acifluorfen, laktofen, nitrofen,
oxyfluorfen

Acetanilidy alachlor, butachlor, metolachlor,
propachlor

Aplikované do pudy Amidy a anilidy difenamid, naptalam, propanid,

propanil

Karbanilaty a karbamaty

asulam, barban, bendiocarb,

chlorpropham, propham

Dinitroaniliny

benefin, trifluralin

Pyridazinony a

pyridinony

amitrol, dimethazon, fluridon,

oxadiazon
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Pyridinoxykyseliny a fluroxypyr, clopyralid, picloram,
pikolinové kyseliny triclopyr

Fenylmocoviny nebo jiné | diuron, fenuron, chlorbromuron,

Aplikované do pady substituované mocoviny isoproturon, linuron, metoxuron,

monolinuron, siduron

amidosulfuron, chlorsulfuron,
nikosulfuron, primisulfuronmethyl,
Sulfonylmocoviny prosulfuron, rimsulfuron,
sulfosulfuron, triasulfuron,

tribenuron,

Thiokarbamaty butylat, cykloat, molindt, trifencarb

ametryn, atrazin, desmetryn,
Triaziny cyanazin, prometon, prometryn,
propazin, simazin, terbuthylazin,

terbutryn

Uracily bromacil, lenacil, terbacil

Podle Hajslové a Kocourka (2004) jsou mechanismy pusobeni na cilové Cinitele u
herbicidl rizného typu. Jedna z moznosti je katalyza tvorby hydroperoxidli mastnych
kyselin v bunéénych membranach. Nasledkem toho dojde k pferuseni fotosyntézy (napf.
diquat, paraquat). Naproti tomu u latek ze skupiny fenylmocovin (napi. diuron,
metoxuron) a triazind (napf. atrazin, prometryn) dochazi k blokaci transportu elektront,
inhibuji tzv. Hillovu reakci. Mimo vySe uvedené miize herbicidni ti€inek latek spocivat
Vv naruseni metabolismu nukleovych kyselin, coz vede k zastaveni ristu cilovych plevelt
(napt. dichlorprop, dicamba) nebo v zamezeni kli¢eni semen plevelnych rostlin (napf.
nitroaniliny). Problémem pfi nadmérn€ intenzivnim pouzivani herbicidi je ¢asto masivni
kontaminace nejen pudy, vody a ovzdusi, ale i samotnych zeméd¢€lskych plodin (Fusek a

Mérka, 2003).

Clovék je také fazen mezi necilové organismy ohrozené Skodlivymi u¢inky herbicidi.
Pisobeni herbicidi v lidském téle mlze zplsobovat napi. kancerogenni poskozeni,
porusSeni imunitniho a nervového systému, dermatologické zmény a negativné pisobi na

endokrinni systém a krvetvorbu (Fusek a Mérka, 2003).
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Rozklad zejména fenoxyherbicidl probihd ve vnéj$im prostredi velmi pomalu, mozny
vsak je. Urcité ptirodni mechanismy jako ¢innost ptidni mikrofléry i fyzikalné-chemické
faktory mohou pfispét k degradaci téchto latek. Jak prokazali Crespin a kol. (2001), diky
pusobeni piidni mikroflory spolu s ucinky slune¢niho svétla (fotodekompozice) muze
dochazet k urc¢itému rozkladu herbicidu 2,4-D v povrchovych vrstvach zemédélské pudy.
V soucasné dobé¢ je intenzivné studovana schopnost a mechanismus biodegradacnich
ucinkt u bakterii Burkholderia cepacia a jsou zjisStovany i prvni pozitivni vysledky
V praxi pii odstrafiovani nékterych negativnich G¢inku fenoxyherbicidi v zemédélské

sféte (Gangadhara a Kunhi, 2000).

2.1.2. Chloridazon
Chloridazon se systematickym nazvem 5-amino-4-chloro-2-phenylpyridazin-3(2H)-
one je ucinnd latka (samostatné nebo ve smésich) mnoha selektivnich systémovych

herbicidnich produktti Siroce pouzivanych k niceni plevelt v plodinach fepy (Dexter a

Zollinger, 2001; Cuevas a kol., 2008). Jeho chemicky vzorec je C10HgCIN3O (obr. ¢. 2).

Aplikace tohoto herbicidu je provadéna preemeergentné i postemergentné zejména
k niceni pleveli jako je laskavec ohnuty (Amaranthus retroflexus), rmen rolni (Anthemis
arvensis), kokoska pastusi tobolka (Capsella bursa-pastoris), merlik bily (Chenopodium
album), zemédym Iékaisky (Fumaria officinalis), svizel pfitula (Galium aparine),
hluchavky (Lamium sp)., lilek ¢erny (Solanum nigrum), ptadinec prostiedni (Stellaria
media) nebo penizek rolni (Thlaspi arvense). Po aplikaci je chloridazon rychle

absorbovan kofeny a transportovan do vsech ¢asti rostlin (Tomlin, 2006).

Chloridazon jakoZto pyridazinonova slou¢enina patii do skupiny herbicidli inhibujici
fotosyntézu. Plisobi jako systémovy herbicid v pid¢ a listech. Jako ptiklad zde miizeme
uvézt ,,Pyramin WG, registrovany pod riznymi obchodnimi nazvy Vv Evropé. Tento
ptipravek obsahuje 650 g ¢istého chloridazonu v jednom kilogramu. Maximalni aplika¢ni
davka je stanovena na 2,6 kg chloridazonu na hektar. Aplikace se provadi pomoci

béznych typu postiikovacich zafizeni pouzivanych v zemédélské vyrobé (EFSA, 2007).
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Obr. & 2: Strukturni vzorec latky chloridazon (CHMU, 2020a).

Vybrané vlastnosti a chovéni této latky (CHMU, 2020a; PubChem, 2020a):

Molekulova hmotnost: 221,6457 g/mol,
Rozpustnost ve vodé: min. 340, max. 422 mg/I,
Bioakumulac¢ni potencial: nizky,

Biokoncentra¢ni faktor: nizky potencial (12),
Polocas rozpadu v pudé: min. 10, max. 133,7 dnt,
Log Kow: min. 1,14, max. 1,19,

Koc: min. 33, max. 346,

Bod tani: 205 °C.

Toxicita chloridazonu pro né&které organismy (CHMU, 2020a; PED, 2000):

LD50 potkan (Ratus ratus) — 2800 mg/l,

96hLC50 pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) — 39 mg/l,
48hLC50 hrotnatka velka (Daphnia magna) — 132 mg/I,
72hEC50 zelena fasa Pseudokirchneriella subcapitata — 0,6 mg/I,
7dECS50 okiehek hrbaty (Lemna gibba) — 3,03 mg/I.
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Nebezpecnost herbicidu chloridazonu je udévana tzv. H-vétami (do roku 2015 tzv.
R-vétami). Pro herbicid plati véty H317: Miize vyvolat alergickou kozni reakci (ve starém
syst¢tmu R43), H400: Vysoce toxicky pro vodni organismy (R50) a H410: Vysoce
toxicky pro vodni organismy s dlouhodobymi ué¢inky (R53) (CHMU, 2020a, PubChem,
2020a).

Pro herbicid chloridazon je dle Vyhlasky MZP a MZE 5/2011 stanovena maximalni
pfipustna koncentrace v podzemnich vodach 0,1 pg/l. Pro povrchové vody zadny limit
stanoven neni. Nicmén¢ je kazdoro¢n€ monitorovan vyskyt této latky v povrchovych
vodach CR (obr. &. 3). Tato sloudenina je detekovéna v povrchovych vodach Ceské
republiky v rozmezi 0,01 az 4,34 pg/l a ve vodach podzemnich o maximalni koncentraci
0,67 ug/l. (CHMU, 2020a).
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Obr. & 3: Vyskyt chloridazonu v povrchovych vodach v CR v roce 2016 a 2017 (CHMU,
2020a).

Na obrazku ¢. 4 je znazornéna zranitelnost povrchovych a podzemnich vod
chloridazonem, tedy mira ohrozeni téchto vod v diisledku zemédélské &innosti (CHMU,
2020a).
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Obr. ¢. 4: Zranitelnost povrchovych a podzemnich vod latkou chloridazon (CHMU, 20208).

Chloridazon je pouzivan predevsim pro oSetfeni fepy cukrové technické a fepy krmné,
a to ve vegeta¢nim obdobi od konce bfezna do piilky listopadu. ObsaZen je v ptipravcich
jako Betoxon 65 WDG (obsah latky 650 g/kg), Burex Eko (320 g/kg), Burex 430 DKV
(430 g/kg), Expander (300 g/kg), Flirt (418 g/kg), Largo (300 g/kg), Pyradex FL
(430 g/kg) nebo Pyramin Turbo (520 g/kg) (CHMU, 2020a). Spotieba této latky byla
v roce 2016 na uzemi CR 26,7 tuny. Z dat uvedenych na strankach CHMU je patrné, ze
pouzivani tohoto herbicidniho piipravku ma dlouhodobé klesajici tendenci. Pro srovnani

Vv roce 2006 byla ro¢ni spotieba 38,9 tuny a v roce 1994 to bylo dokonce 69,5 tun.

Rychlost degradace (rozkladu) chloridazonu v povrchové ptidé zkoumal Kucharski a
kol. (2012). Ten ve svém experimentu pouzil vychozi koncentraci chloridazonu v pudé
1,034 + 0,031 mg/kg. Béhem 64 dni klesla koncentrace testovaného herbicidu piiblizné
na 35 % koncentrace piivodni a na konci testu byla vysledna koncentrace 0,074 mg/kg,
tedy 7,2% pocatecni davky. Pribéh testu ukdzal optimalni linearitu mezi logaritmickou

koncentraci chloridazonovych rezidui a ¢asem pusobeni v pudé.

Metabolity chloridazonu jsou chloridazon desphenyl a chloridazon methyl-desphenyl
(CHMU, 2020a).

2.1.3. Chloridazon desphenyl
Chloridazon desphenyl je schemickym nazvem C4HsCIN3O (obr. ¢. 5) a
systematickym nazvem 5-amino-4-chloro-3(2H)-pyridazinone metabolit herbicidu
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chloridazonu. Chloridazon desphenyl mtizeme také nachazet pod synonymy chloridazon-
metabolit B nebo pouze metabolit B (CHMU, 2020b).

Obr. ¢. 5: Strukturni vzorec latky chloridazon desphenyl (CHMU, 2020b).

Vybrané vlastnosti a chovéni této latky (CHMU, 2020b):

e  Molekulova hmotnost: 145,55 g/mol,
e Polocas rozpadu v pade¢: 235,5 dni,

e Koc: 50.

Toxicita chloridazon desphenylu pro nékteré organismy (CHMU, 2020b):

e LD50 potkan (Ratus ratus) — 5000 mg/I,

Chloridazon desphenyl je charakterizovan H-vétami. Konkrétn¢ jde o veéty H302:
Zdravi Skodlivy pfii poziti, H315: Muze zptsobit podrazdéni kize, H319: Muize zptsobit
vazné podrazdéni o¢i a H335: Miuze zpusobit podrazdéni dychacich cest. Nutno
podotknout, ze tyto informace se mohou lisit v zavislosti na necistotach, ptisadach a

dalsich faktorech (PubChem, 2020b).
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Pro herbicid chloridazon desphenyl je dle Vyhlasky MZP a MZE 5/2011 stanovena
maximalni pfipustnd koncentrace v podzemnich vodach 0,1 pg/l, tedy stejna jako pro
matefskou latku chloridazon. Také u metabolitu chloridazon desphenyl probiha
kazdoroéni monitoring vyskytu této latky v povrchovych vodach CR (obr. &. 6). Tato
sloudenina je detekovana v povrchovych vodach Ceské republiky v rozmezi 0,01 az 14

ug/l a ve vodach podzemnich o maximalni koncentraci 36,1 ug/l. (CHMU, 2020b).

Rok 2016 _ Rok 2017
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Obr. ¢. 6: Vyskyt metabolitu chloridazonu desphenylu v povrchovych vodach v CR v roce
2016 a 2017 (CHMU, 2020b).

RovnéZ ostatni staty hlasi problémy s vyskytem chloridazonu a jeho metabolith
v povrchovych vodach. Buttiglieri a kol. (2009) provadél v prubéhu roku 2007
vzorkovaci kampan pro chloridazon a jeho metabolit chloridazon desphenyl v regionu
Hesensko (Némecko). Celkem bylo analyzovano 548 environmentdlnich vzork
podzemnich, povrchovych i odpadnich vod z Cistiren odpadnich vod. Chloridazon byl
detekovan pfi nizkych koncentracich (pramér 0,01-0,06 pg/l, maximum 0,89 pg/l) se
sezonnim vrcholem brzy po aplikaci na jafe. Oproti tomu chloridazon desphenyl byl
ptitomen po cely rok pfi mnohem vysSich koncentracich (pramér 0,72-0,81 ngl/l,
maximum 7,4 pg/l) predevsim v zemédélskych oblastech. Také Carafa a kol. (2007)
detekoval chloridazon ve vzorcich vody z laguny Sacca di Goro Jaderského mote

s maximalnimi koncentracemi 0,102 pg/l a 0,05 pg/l.
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2.2. Raci

Sladkovodni raci jsou korysi fadu Decapoda a infrafadu Astacida (Astacoida). Infrarad
je tvofen nadc¢eledémi Enoplometopoidea, Nephropoidea, Astacoidea a Parastacoidea.
Prvni dvé nadceledi zahrnuji motské humry, vlastni sladkovodni raci jsou obsazeni ve
zbyvajicich dvou nadceledich (De Grave a kol., 2009). Taxonomicky jsou sladkovodni
raci uspotadani do dvou ,,superrodin, Astacoidea na severni polokouli a Parastacoidea
na jizni polokouli. Astacoidea obsahuji dvé hlavni celedi, Cambaridae (420 druhi
obsazenych v 12 rodech) a Astacidae (39 druhti v 6 rodech). Parastacoidea se sklada
pouze z ¢eledi Parastacidae, ktera obsahuje vice nez 170 druht obsazenych v 15 rodech
(Hobbs, 1989). Tradi¢ni systematické rozdéleni korys$u je znazornéno na obrazku ¢. 7.
Dle Kozék a kol. (2013) byl ale pomoci novodobych genetickych metod provedenych
svétoveé uznavanymi odborniky nezvratné potvrzen monofyleticky ptivod sladkovodnich
rakll. V zavislosti na tomto zjisténi mohou tedy sladkovodni raci pfedstavovat pouze
jedinou samostatnou nadceled’, ktera se sklada ze tii ¢eledi. Dvou ze severni polokoule —
Astacidae (zahrnujici prevazné evropské raky) a Cambaridae (pfevdzné severoamericti

raci) a jedné z jizni polokoule — Parastacidae.

Rad: Decapoda (desetinoZci)
Podrad: Dendrobranchiata (vétvozabii)
Podrad: Pleocyemata (vejconosni)
Infrafdd: STENOPODIDEA (stenogarnati)
Infrafad: CARIDEA (krevety, syn. = garnati)
Infrarad: ASTACIDEA (rakotvarni)
Nadceled: ENOPLOMETOPOIDEA (humfici)
Celed: Enoplometopidae
Nadéeled: NEPHROPOIDEA (humii)
Celed: Nephropidae
Nadéeled: ASTACOIDEA (severni raci)
Celed: Astacidae
Celed: Cambaridae
Celed: Cambaroididae
Nadceled: PARASTACOIDEA (jiZni raci)
Celed: Parastacidae

Obr. ¢. 7: Systém korysii a jejich pozice v Fadu Decapoda (upraveno z Patoka a kol., 2017).

V soucasné dob¢ je popsano 592 druhii raki rozdélenych do 28 rodl. Tento pocet ale
neni zdaleka konecny, kazdorocné je popsano nékolik novych druhti (De Grave a kol.,
2009). Crandall a Buhay (2008) uvad¢ji dokonce 638 druhti v 33 rodech s tim, ze je

kazdoro&né popisovano 5-10 novych druhtl. Radu dosud védé neznamych a nepopsanych
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druht zahrnuji zejména pocetné velké americké (Cambarus, Orconectes, Procambarus)

nebo australské druhy rakid (Euastacus, Cherax, Engaeus) (Kozak a kol., 2013).

Raci zabiraji Ctyfi hlavni typy stanovist. Prvni jsou primarni norovaéi. Tito raci
vytvareji nory az k hladiné podzemnich vod a cely sviij zivotni cyklus v téchto norach
travi bez nutnosti navaznosti na sladkou vodu. Dalo by se fict, ze jsou v zdsade
suchozemsti. Mezi dalsi skupinu patii zastupci rakli obyvajici primarné potoky. Velka
skupina rakl jsou obyvatelé jezer, rybnikli a vétSich fek. Zde se Casto vyskytuji tzv.
sekundarni norovaci, ktefi vyzaduji konektivitu nory se sladkou vodou. Posledni
skupinou jsou raci patfici mezi tzv. stygobionty, tedy obligatni obyvatele jeskyni. Jedinci

zijici v jednotlivych stanovistich jsou casto morfologicky odlisni v zévislosti na

ptizptisobeni danému ekosystému (Crandall a Buhay, 2008).

Sladkovodni raci (Crustacea, Decapoda, Astacida) jsou ¢asto povazovani za klicové
druhy ve sladkovodnich ekosystémech diky svému prominentnimu vlivu na fyzickou
strukturu prostiedi 1 na biologické interakce. Ztrata populaci rakl stejné tak jako
kolonizace ptirodnich stanovist’ rakli nebo nahrazeni ekologicky kontrastnich druhti rakt
mize podstatné narusit mistni biodiverzitu a rozlozeni ekosystému (Momot, 1995; Dorn
a Wojdak, 2004). Také Patoka a kol. (2017) zdaraznuje, ze fada ptivodnich druht raka je
ohroZovana pusobenim ¢lovéka, a to zejména fyzickou destrukei ¢i zneéisténim jejich

zivotniho prostfedi, nadmérnym lovem, zavlékanim neptivodnich druht ¢i nemocemi.

2.2.1. Obecna morfologie a anatomie raku

Celé télo raka je kryto vn&j§im krunyiem (exoskeletem), ktery je tvoten ze 4 desticek
spojenych tenkou membranou. Toto usporadani umoznuje volny pohyb jedince. Samotny
krunyt je vylu€ovan pokozkou ¢asto oznacovanou jako ,,hypodermis®, protoze zaléza pod
silnou vrstvu kutikuly. Nelezi tedy na povrchu téla. Kutikula je nebunééna hmota
formovana hlavné chitinem. Mimo chitin obsahuje i jiné latky jako proteiny,
glykoproteiny, volné aminokyseliny, fenoly, minerdlni soli (zejména uhli¢itan a
fosfore¢nan vapenaty) a jiné. Také voda a pigmenty (karotenoidy a melanin) jsou souc¢asti

kutikuly (Zarenkov, 1983; Kozak a kol., 2013).

Typické zbarveni téla jednotlivych druhti rakl je dano kombinaci celé Skaly pigmentt
obsaZenych v rac¢im krunyfi. VéEtSina z pfitomnych pigmentl je termolabilnich a pfi

vysokych teplotich dochazi k jejich rozkladu. Vyjimka je cCerveny pigment

27



crustaceorubin. Pravé diky tomuto pigmentu jsou vafeni raci vzdy cervené zbarveni.
Naopak nedostate¢na syntéza nebo iplna absence crustaceorubinu zptisobuje u nékterych
jedinct, napt. u raka ficniho, ndpadné namodraly az kobaltové modie zbarveny krunyt

(Kozék a kol., 2013).

Pro raky jakozto zastupce fadu Decapoda (desetinohych koryst) je typicka pritomnost
5 parii napadnych kracivych koncetin. Prvni par nese velka klepeta. Ve skute¢nosti ma
ale rak celkem 19 pari koncetin, véetné tykadel, Gstnich a zadeCkovych koncetin, kdy
kazdy par koncetin vychazi z jednoho télniho ¢lanku. Celé télo raka je rozdéleno na

hlavohrud’ (cephalothorax) a zadecek (abdomen) (Kozak a kol., 2013).

Hlavohrud’ byla vytvotfena srustem celkem 13 télnich ¢lanka (5 hlavovych a 8
hrudnich). Z bokli a svrchni strany je kryta tzv. karapaxem, jinak téz hlavohrudnim
krunyfem. Ten v pfedni ¢asti mezi o€ima tvofi ¢elni trn (rostrum). Rostrum je pouzivano
jako jeden z identifika¢nich znakl pii rozeznavani jednotlivych racich druht. Dalsi
determinacni znak jsou tzv. postorbitalni liSty, nachazejici se v jednom nebo dvou parech
na hrbetni strané karapaxu. Povrch karapaxu muize byt jemné granulovany (rak ficni),
pokryty drobnymi a ostrymi, dopfedu smétujicimi trny (rak bahenni) nebo témét hladky
(rak signélni). Zadecek (abdomen, pleon) je tvofen z 6 kratkych, Sirokych c¢lankl
spojenych mékkou membranou mezi ¢lanky a pohyblivymi klouby po stranach. Na rozdil
od hlavohrudi je ¢lankovani na prvni pohled ztetelné. Spodni ¢ast abdomenu slouzi u
samic jako inkubacni prostor pro vajicka. Na konci téla se naléza tzv. telson (Kozdk a

kol., 2013).

Svalova soustava u raki je tvofena svalstvem Zihaného (pfi€né pruhovaného) typu, a
to jak u kosternich svalll (vnéj$i skelet), tak 1 u srdecnich a ttrobnich svalti (Fomicev,
1986). Dychani u raki je zajisténo pomoci zaber ulozenych v Zabernich dutiniach na
bocich hlavohrudi. Pocet Zaber je druhové variabilni. U raka fi€niho se nachazi v jedné
zaberni dutin¢ 18 pIné€ funkcnich zaber a 4 rudimentalni, u rakt jizni polokoule najdeme
od 12 do 21 zaber a u americkych rakt z Celedi Cambaridac b&ézné nachazime 17
funkénich Zaber v jedné zaberni dutiné (Vogt, 2002). Obéhova soustava rakl je
oteviend. To znamend, Ze tepny vedou hemolymfu od srdce piimo do oteviené télni
dutiny mezi organy a do rozsahlejSich télnich lakun. Centralni nervova soustava raki
je vzakladu zebfickovitého typu tvofena sblizenym parem nervovych provazci

ulozenych na spodiné vnitini dutiny téla s parem ganglii v kazdém télnim ¢lanku. Travici
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soustava u rakli zacina Gsty a déle pokracuje jako jicen, pfedni zvykaci zaludek, slinivko-
jaterni zlaza (hepatopankreas), zadni pyloricky zaludek, kratké stievo a dlouhy konecnik,
prostupujici celym zadeckem az ke konci telsonu, kde travici trubice usti ven fitnim

otvorem (anusem) (Zarenkov, 1983; Holdich a Reeve, 1988; Vogt, 2002).

Raci jsou v zasadé gonochoristé (existuji vyjimky, napi. rak mramorovany). Samci
(varlata) i samici (vaje¢niky) pohlavni organy se nalézaji dorzaln¢ v hlavohrudi mezi
spodinou srde¢ni dutiny a zaludkem. Béhem obdobi pareni se gonady znacné zvétsuji

(Kozék a kol., 2013).

2.2.2. Rak signalni
Rak signalni, latinsky Pacifastacus leniusculus (obr. ¢. 8), patii mezi sladkovodni
raky. Taxonomicky je fazen do fiSe Animalia, kmenu Arthropoda, tfidy Malacostraca,

fadu Decapoda, ¢eledi Astacidae a rodu Pacifastacus (BioLib, 2020).

Obr. ¢. 8: Samec raka signalniho (Pacifastacus leniusculus).

Rak signdlni patii mezi vétsi druhy rakti. Samice doristaji celkové délky téla zpravidla
do 12 cm, samci byvaji vétsi (az 16 cm). Hmotnost dosp€lého raka signalniho obvykle
neptesahuje 200 az 250 g. Délka zivota muze byt u raka signélniho 1 vice nez 20 let. T¢lo
je zhorni strany zbarveno od svétle hnédé pres Cervenohnédou az k tmavé hnédé.

Vyjimecné se miize vyskytovat i modré zbarveni, podobné jako u raka fi¢niho popsaného
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vySe. Hlavohrud’ je mohutnd, na bocich bez trnii a na povrchu hladkd s dvéma pary
postorbitalnich 1ist. Rostrum je také hladké, se skoro rovnobéznymi hladkymi okraji.
Klepeta jsou na povrchu hladka, ptredevsim u samcti znaéné mohutna. Barva spodni strany
klepete je vzdy syté Cervena (obdobné jako u raka fi¢niho). U spojeni pevného a
pohyblivého prstu klepete byva na vrchni strané napadnd vyrazné bila ¢i namodralé (az
tyrkysova) skvrna —tzv. ,,signalni skvrna“ (odtud i druhovy nazev) (Holdich a kol., 2006;
Pockl a kol., 2006; Stambergova a kol., 2009). Spitzy (1973) popisuje tyto skvrny jako
priklad mimikry, protoze pokud je jedinec zalezly v note, tyto skvrny pfipominaji svym

zbarvenim oci vétsiho zvitfete. Cim dal jsou klepeta od sebe, tim se poté zvite jevi vEtsi.

Pohlavni dospélosti rak signdlni dosahuje ve 2. az 3. roce Zivota pii velikosti 60-90
mm, samci obvykle o rok diive nez samice (Abrahamsson, 1971). K pafeni dochazi na
podzim, vétsSinou v prubéhu fijna. Primérna pleopodalni plodnost u samic se pohybuje
vrozmezi 100 az 400 vajicek o velikosti 2,3 do 3 mm v zdvislosti na stupni
embryonalniho vyvoje (Kirjavainen a Westman, 1995). Doba inkubace se pohybuje
v rozmezi 1500-2200 dennich stupiidi, resp. od 166 do 280 dni. V zavislosti na teploté
vody dochazi k lihnuti od konce bfezna do konce cCervence (Lewis a Horton, 1996;
McGriff, 1983). Jak dopliiuje Johnsson (1995), pokud jsou zachovany stejné podminky,
dochazi k lihnuti ra€at raka signdlniho o 3-4 tydny dfive neZ u raka fi¢niho, coz jim dava
konkurenéni vyhodu. Pfiblizn€ po prvnim tydnu od lihnuti dochézi u racat ke svlékani do
druhého vyvojového stadia, které se jiz osamostatituje a zac¢ina pfijimat potravu (Kanta,
2007). V priubéhu prvniho roku zivota se mohou racata svléknout az 11x (v zavislosti na
zivotnich podminkéch), v dalSich letech se pocet svlékani za rok sniZuje aZ na 1x ro¢né

(Mason, 1963; Flint, 1975).

Primérni domovinou raka signalniho je Severni Amerika s plivodnim arealem vyskytu
mezi Tichym ocednem a Skalistymi horami (staty Idaho, Oregon, Washington a Britska
Kolumbie) (Taylor a kol., 2007). Velice rychle se ale rozsifil pomoci introdukci i do
ostatnich ¢asti svéta. Ani Evropa neni vyjimkou, i zde byl nasledné potvrzen jako
prenasec raciho moru. Poprvé byl rak signalni do Evropy dovezen v roce 1959, konkrétné
do Svédska (Svirdson, 1995), kde za&al byt vysazovan do volné vody jako nahrada za
raka fi¢niho decimovaného v té¢ dob¢ racim morem, jakozto ekologicky i gastronomicky
homogenni druh. BohuZzel v této dobé nebylo zatim znamo, Ze i samotny rak signalni je
prenasetem ra¢iho moru a jak nestastny krok to pro budoucnost raka fi¢niho ve Svédsku

bude. V dalsich letech byla provedena dalsi rozsahld vysazovani na uzemi Svédska,
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Finska a probéhly ilegélni dovozy do Rakouska a Francie. V soucasnosti je rak signdlni
nejrozsifenéjsim neptivodnim racim druhem v Evropé vyskytujici se ve 29 teritoriich a
stale dochazi k rozsifovani aredlu jeho vyskytu (Kozak a kol., 2013; obr. ¢. 9). Nejvice je
zastoupen ve stiedni Evropé, Skandinavii, Spanélsku a Velké Britanii (Souty-Grosset a
kol., 2006). V roce 2006 byl nov¢ jeho vyskyt potvrzen i na Slovensku v fece Moravé
(Petrusek a Petruskova, 2007).

Obr. ¢. 9: Distribucni mapa vyskytu raka signalniho (Pacifastacus leniusculus) v Evropé

(Kouba a kol., 2014).

Prvni introdukce raka signalniho na tizemi tehdejsiho Ceskoslovenska probéhla v roce
1980 jedinci pochazejicimi ze Svédska. Dovezeno bylo 1000 ragat tohoto druhu za

ucelem produkce trznich rakt. Jejich vysazeni probéhlo na Etyfech lokalitach: rybnik

blize neurcena lokalita u Ivancic (Policar a Kozak, 2000). Na prvni zminované lokalité
byla po n¢kolika letech zjisténa silna populace rakl signalnich i pies to, Ze se introdukce
zprvu zdaly byt neuspésné. Odtud se raci signalni rozsifili za pomoci Clovéka ci
pfirozenou migraci i na dal§i mista. Pozd¢&ji byli raci signalni nalezeni i na zminéné
lokalité u Céslavic. V souc¢asné dobé je rak signalni potvrzen na mnoha lokalitach na jihu

a jihovychodé zemé, na jizni Morave i v zapadnich Cechach a Ize oc¢ekavat jeho dalsi
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pocetné populace (Policar a Kozak, 2000; Stambergova a kol., 2009). Pokud dojde
k infiltraci rakem signalnim v lokalité s vyskytem puvodnich evropskych druht raka,
vetsinou je svou vetsi schopnosti konkurence vytlaci. Na nékterych lokalitach se ale miize
vyskytovat i spolecné s ptivodnimu druhy rakt (napt. koexistence raka signdlniho a raka
ficnitho na rybnicich Rybarstvi Litomysl u obce Jedlova nebo rybnik Novy u obce

Caslavice) (Souty-Grosset a kol., 2006; Stambergova a kol., 2009).

Ve svém plivodnim aredlu rozsifeni v Severni Americe obyva rak signalni nejriznéjsi
typy biotopti od malych potoki po velké feky a jezera. V Evropé ho mizeme nalézt ve
stejnych biotopech jako vyhledavaji piivodni evropské druhy, zejména rak fi¢ni. Na
nekterych lokalitach si evropsti raci signalni mohou hloubit nory, coz pro pluvodni
severoamerické populace neni typické. Rak signdlni ma také velice dobré migracni
schopnosti po i proti proudu. Dokonce je schopen piekonavat piekazky v toku i pohybem
po sousi (Souty-Grosset a kol., 2006). Jak dodava Bubb a kol. (2004), i pies jeho zdatilé
migraéni schopnosti je rychlost kolonizace tokli pomérné nizk4. Na rozdil od raka fi¢niho
vykazuje vyssi toleranci k vysokym teplotam vody (az 30 °C) a je zna¢né odolny vici
Sirokému rozmezi salinit (Hager, 1996). Nevyhovuji mu ale lokality s niz§imi hodnotami
pH. Svobodova a kol. (1987) uvadi, Ze rak signalni je citlivy na prostiedi s hodnotami pH

nizsimi nez 6,5.

2.3. Testy toxicity

Znalost Uc¢inkli chemickych latek a ptipravkd, stejné tak jako jejich chovani
Vv ekosystému, je dilezitym preventivnim opatfenim ke sniZeni rizik negativnich dopadl
téchto latek. Z tohoto divodu jsou provadény u piipravkl pred vlastnim pouzitim testy
toxicity. V Evropé podléha testovani vétSina uzivanych chemikalii dle specifickych

podminek, danych metod a pravnich predpist (Velisek a kol., 2014).

Testy toxicity miiZzeme definovat jako experimenty s organismy, pomoci kterych
sledujeme potencialni negativni vliv testované latky na testovany organismus a pfi jakych
davkach ¢i koncentracich se bude tento t€inek projevovat. Vysledkem je stanoveni miry
vlivu testované latky na experimentalni organismus za danych expozi¢nich podminek
(Ko¢i a Mocova, 2009; Svobodova a kol., 2010). Metody schopné definovat toxické

ucinky umeéle vytvorenych latek Clovékem na zivotni prostiedi a konkrétni zivé
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organismy zacaly byt vyvijeny v 60. letech 20. stoleti. Jedny z prvnich testli toxicity byly
provadény na rybach (Koci a Mocova, 2009). V soucasnosti existuje velké mnozstvi testi
toxicity, které mohou byt provadény na molekulové trovni, na irovni bun¢k a tkani, na
urovni organismi nebo na urovni celych biocendz (Besch, 1977). Velisek a kol. (2014)
doplnuje, Ze pied vybérem vhodného testu toxicity je také dulezité zvazit razné faktory,
které mohou toxicitu ovliviiovat. Tyto faktory mohou byt chemicko-fyzikéalni vlastnosti
testované latky, abiotické 1 biotické faktory prostiedi a v neposledni fad¢ také samotna
citlivost organismu k latce. Ta mtize byt dana druhem, pohlavim, vé€kem, zdravotnim

stavem aj. (Hayes, 2007).

Ve Velké Britanii vznikl na konci 50. let 20. stoleti koncept tzv. 3R (Replace, Reduce,
Refine). Autory této myslenky jsou biologové William Russell a Rex Burch, ktefi tento
koncept pfedstavili svétu vroce 1959 ve své knize ,Principy humannich
experimentalnich technik® (z angl. Principles of Humane Experimental Technique)
(Russell a Burch, 1959). V dnesni dob¢ je koncept 3R zafazovan mezi hlavni zasady pro
uziti zvitat v pokusech s primarnim cilem omezeni poétu pokusnych zvitat v souladu
Ssjejich ochranou. Ve své publikaci Russel a Burch (1959) definuji nahrazovani
(replacement), jakozto prvni princip tohoto konceptu, jako pfednostni vyuziti niz§ich
organismi v testech toxicity nebo jejich uplné nahrazeni alternativnimi metodami za
predpokladu dosazeni stejnych nebo lepsich vysledkd ve srovnani s pokusem na
laboratornim zvifeti. Myslenka druhého principu je shiZovani (reduction) poctu zvifat
vyuzivanych béhem pokusu inovaci pouzivanych metod. Tteti princip je zjemnéni
(refinement), jehoz cilem je maximalnim moZznym zpisobem zmirnit utrpeni a

minimalizovat bolest u zvifat pouzitych v experimentu.

Provedeni samotného testu zavisi na pouzité metodice a dodrZzovani postuplli v ni
predepsanych, standardizovanych na mezinarodni Grovni podle Mezinarodni organizace
pro normalizaci (z angl. International Organization for Standardization — 1SO) a
Organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj (z angl. Organization for Economic
Cooperation and Development — OECD). Ceska republika je ¢lenem této organizace od
roku 1995 (Svobodova a kol., 2010).

Obecné lze testy toxicity délit podle délky trvani testu na akutni (kratkodobé¢) a
subchronické az chronické (dlouhodobé). Williams a kol. (2003) definuje akutni expozici

jako dobu zasahujici pouze jedno vyvojové stddium a obvykle je sledovano ptezivani
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organismu pii pusobeni testované latky. Chronické testy jsou provadény po dobu
zasahujici vice zivotnich cykli ¢i vyvojovych stadii. Zde se kromé pfezivani sleduje také
nepiiznivy G¢inek na rast, fyziologii, rozmnozovani, genetické zmény, aj. Metodika
OECD (2000) uvadi dalsi déleni testt toxicity podle zpisobu vymény testovaciho roztoku
na statické (bez vymény testovaciho roztoku po celou dobu experimentu), semistatické
(vyména roztoku v uréitych pfedem stanovenych intervalech, napt. kazdych 24 hodin) a

pratocné (stala obména testovaci lazng¢).

Ziskana data z provadéného testu je nasledné nutné vypoctem prevést na stanovené a
definované parametry, které je mozné vzajemné porovnavat a hodnotit. Mezi hojné
pouzivané hodnoty patii letalni koncentrace (z angl. Lethal Concentration — LC),
efektivni koncentrace (z angl. Effective Concentration — EC), a inhibi¢ni koncentrace (z
angl. Inhibitive Concentration — IC). Nejcastéji jsou tyto hodnoty uvadéné ve formé
LC50, EC50 nebo IC50, coz Ize vysvétlit jako statisticky vypoctenou hodnotu efektivni
koncentrace toxikantu, pfi které je zaznamenana odpovéd’ u 50 % testovanych organismd.
Uvedené hodnoty jsou vyjadfovany pii pouZiti toxikantu v roztoku. Pokud je misto toho
testovana latka podavéana testovanym organismim v uréitych davkach, vyjadiujeme
vysledek jako letalni davka (z angl. Lethal Dose — LD) ¢i efektivni davka (z angl.
Effective Dose — ED) (McNaught a Wilkinson, 1997; Landis a Yu, 2003; Velisek a kol.,
2014).

U dlouhodobych testl toxicity se miizeme setkat s tzv. urCenymi indexy, nejcasteji
s hodnotami NOEC (z angl. No Observed Effect Concentration) a LOEC (z angl. Lowest
Observed Effect Concentration). NOEC je definovana jako nejvys§i testovana
koncentrace toxické latky nezptisobujici statisticky vyznamné zmény. Naopak LOEC je
nejnizsi testovand koncentrace toxické latky, u které byly pozorovany statisticky
vyznamné zmény ve srovnani s kontrolou (McNaught a Wilkinson, 1997; Landis a Yu,
2003). Velisek a kol. (2014) uptesnuje, ze parametry NOEC a LOEC nejsou hodnoty
vypocitané, ale urCené, tedy koncentrace pfimo pouzité v testu a vztazené k urcitému

hodnocenému parametru.

2.3.1. Vyuziti raki v testech toxicity
Raci nejsou pouze popularni potravina, ale také dulezity indikac¢ni druh z hlediska

monitorovani zivotniho prostiedi (Vioque-Fernandez a kol., 2007). Také Momot (1995)
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a Bufi¢ a kol. (2013) povazuji raky za dulezité bentické bezobratlé v prostiedi slouzici
jako vhodny modelovy organismus. Raci se pouzivaji jako indikatorovy druh pro kvalitu
zivotniho prostfedi, populacni indikatorovy druh nebo jako ukazatel druhové rozmanitosti

(biodiverzity) (Fiireder a Reynolds, 2003).

Metodika a pribéeh testovani toxikantu na racich je zalozena na stejném principu jako
testy s ostatnimi organismy Zijicimi v sedimentech nebo jako testy provadéné na rybach.
Pti testovani je pro raky dilezit¢ z diivodu sniZzeni kanibalismu umistit do testovacich
nadrzi inertni ukryty, nejlépe v nadbytku (min 1:1) (Velisek a kol., 2014). Také

s pouzitim rakt v testech toxicity je spjat tzv. koncept 3R, popsany v ptedchozi kapitole.

Rak signalni spolu s rakem ¢ervenym (Procambarus clarkii) jsou velice oblibenymi
druhy rakt vyuzivanych pii testech toxicity. Svéd¢i o tom mnoho publikovanych
védeckych ¢lankl o toxickém pusobeni zkoumanych latek pravé na raku signalnim.
Napiiklad akutni toxicitu triazinovych pesticidi na juvenilnich stadiich raka signalniho
zkoumal Velisek a kol. (2013a). Kouba a kol. (2012) zjiStoval toleranci rakii signalnich
vuci Persterilu 36 pro pouziti kyseliny peroctové v chovu rakt. Vliv insekticidli na bazi
pyrethroid na neptivodnich druzich rakti v Evropé, véetné raka signalniho, zjis§tovala
Lidova a kol. (2019). Ve vSech jmenovanych pokusech bylo dosaZzeno zajimavych

vysledkd, stejné tak jako v mnoho dalsich zde neuvedenych.
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3. MATERIAL A METODIKA

Vliv herbicidu chloridazonu a jeho metabolitu chloridazonu desphenylu na adultni
jedince raka signalniho (Pacifastacus leniusculus) byl zkouman za pomoci chronického
testu toxicity. Tento experiment byl provadén v akvarijni mistnosti Laboratoie vodni
toxikologie a ichtyopatologie, ktera se nachazi v budové Vyzkumného ustavu rybaiského
a hydrobiologického ve Vodinanech, jakozto soucast Fakulty rybafstvi a ochrany vod

JihoCeské univerzity v Ceskych Budgjovicich.

3.1. Chronicky test toxicity

Hlavni vyhoda chronickych testd toxicity spoc¢iva v lepSim popséani chovéni a vlivu
sledované latky v ekosystému z diivodu delsiho testovani v niz§ich koncentracich, ¢asto
i environmentaln¢ relevantnich. To je hlavni rozdil oproti akutnim testim, kde se testuji
zpravidla vysoké koncentrace pro kratky ¢as. Nutno ale dodat, Ze nevyhodou chronickych

testl je vyS$i ¢asova a financni narocnost oproti akutnim testiim.

3.1.1. Princip a podminky testu

Pii provadéni chronickych testli toxicity je sledovano piisobeni toxickych latek,
polutantli, environmentalnich vzorkd, vyluhli odpadi nebo smési v delSim casovém
obdobi. Diiraz je kladen na sledovani vlivu dlouhodobé mensich davek na organismus.
Patologické zmény v pribéhu a po ukonceni testu jsou sledovany pomoci vhodnych
definovanych bioindikatorti, které indikuji Skodlivy ucinek testované chemikalie.
Soucasti testu je také kontrolni skupina, kterd je stejn€ pocetna jako skupina exponovana
testovanou latkou a je testovana za stejnych validacnich podminek, s vyjimkou podavani
testované chemikalie. Cilem testu je zpravidla najit hodnoty NOEC a LOEC (vyznam
téchto hodnot je popsan v piedchazejici kapitole) (Horak a kol., 2004; Prokes, 2005).
Béhem testu jsou testovani jedinci pravidelné krmeni vhodnym krmivem a je provadéna
v pfedem stanovenych ¢asovych intervalech vyména vody spolu s testovanou latkou
(semistatické a priitocné systémy). Dtilezité je dodrZet odpovidajici koncentraci testované
latky a udrzovat v pfedepsanych valida¢nich hodnotdch chemické parametry vody

(teplota, nasyceni vody kyslikem, hodnota pH, aj.).
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3.1.2. Experimentalni material

Pivodni druhy raki vyskytujici se na tizemi Ceské republiky patii mezi ohrozené
druhy a jsou chranéni jak vnitrostitnimi (Cerveny seznam ohroZenych druhti Ceské
republiky, Stambergova a kol., 2005; Zakon 0 ochrané piirody a krajiny &. 114/1992 Sb,
a vyhlaska MZP CR ¢&. 395/1992 Sb.), tak i evropskymi piedpisy (Smérnice Rady
¢. 92/43/EEC a Bernska umluva z roku 1979). Proto by bylo jejich pouziti pro ucely testt
toxicity nejenom neetické, ale 1 nezdkonné. Z tohoto diivodu byl vybran invazivni druh
rak signalni, ktery je velice vhodnym adeptem pro toxikologické studie (Kozak a kol.,
2011).

Pro ucely tohoto testu byli pouziti adultni jedinci raka signalniho (Pacifastacus
leniusculus, obr. ¢. 10) ziskani z vlastniho chovu Vyzkumného ustavu rybaistvi a
hydrobiologie ve Vodnanech, Fakulty rybafstvi a ochrany vod Jihoceské univerzity
v Ceskych Budgjovicich. Raci pouZiti v testu méli primé&rnou hmotnost 15,87 + 5,98 g a
primérnou délku karapaxu 35,56 + 4,24 mm (méfeno od zacatku rostra po konec

hlavohrudi).

Obr. ¢. 10: Jedinec raka signalniho (Pacifastacus leniusculus) pouzity pro vlastni chronicky test

toxicity.
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V testu byl pouzit chloridazon o Cistoté 99,8 % zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich
Corporation (USA). Chloridazon desphenyl byl pouzit od firmy Neochema GmbH
(Némecko) o Cistoté 95 %. Pro zajisténi shody mezi nomindlni a skute¢nou koncentraci
chloridazonu ve vod¢ byly vzorky vody analyzovany tandemovou hmotnostni
spektrometrii s kapalinovou chromatografii podle Reemtsma a kol. (2013). Namétené

hodnoty se nelisily od hodnoty uvedené pro ucely zkousky o vice nez 9 %.

3.2. Prubéh testu

Expozice rakl testovanym latkam byla 30 dni, po skonceni expozice probéhla faze
depurace, béhem které byly exponovani raci drzeni 15 dni v ¢isté vodé bez testovanych
latek. Celkem na$ provedeny test v¢etné faze depurace tedy trval 45 dni. Béhem testu
byly provedeny tii odbéry vzorkii a to 15. den expozice, 30. den expozice (konec expozice
testovanym latkdm) a na konci 15denni depurace (45. den). Nasazeni testu probé&hlo
23.9.2019 po 10dennim aklimatiza¢nim obdobi.

V naSem testu byl sledovan vliv chloridazonu a chloridazon desphenylu ve dvou

koncentracich pro kazdou latku. Zvolené koncentrace latek byly nésledujici:

e Chloridazon - 0,45 pg/l (Chl),

e Chloridazon — 2,7 pg/l (Ch2) — maximalni environmentalni koncentrace v
&eskych fekach v roce 2012 (CHMU, 2020a),

e Chloridazon desphenyl — 0,45 pg/l (Ch-D1) — maximalni environmentalni
koncentrace v ¢eskych fekach v roce 2014 (CHMU, 2020b),

e Chloridazon desphenyl — 2,7 pg/l (Ch-D2).

Test byl proveden pro kazdou latku a koncentraci ve tiech opakovanich v oddélenych
akvariich o objemu 50 litrii (obr. €. 11). V dalSich tfech akvariich o totozném objemu byla
nasazena kontrola s ¢istou vodou bez ptidané latky. Do kazdého akvaria bylo umisténo
14 testovanych jedincii. Celkem tedy bylo pro test pouzito 15 akvarii a nasazeno 210
dospélych jedincii raka signalniho. Do kazdé néadrZze byly umistény plastové ukryty

z divodu snizeni kanibalismu (obr. ¢. 12).
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Obr. ¢. 11: Nasazeni testovanych jedincu raka signalniho v exponované skupiné Ch-D2 ve trech

opakovanich.

Obr. ¢. 12: Plastovy inertni ukryt umisteny v experimentdlnim akvariu spolu s testovanymi

jedinci raka signaliniho.
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Ukony jako vyména vody a ¢isténi akvaria od narostd a zbytka krmiv byly provadény
Vv pribéhu testu kazdych 48 hodin, koncept experimentu byl tedy semistaticky. Spolu
s vyménou vody vzdy probéhlo i doplnéni novych testovanych latek v pfisluSnych
koncentracich. Nezbytné bylo dodrzeni stanovenych parametri testu pro uspésnou

validaci:

e Svételny rezim: 12 hod. svétlo/12 hod. tma
e Teplota: 21,7 + 0.8 °C,

e Rozpustény kyslik > 5,87 mg/l,

e pH:7,67-8,01,

e KNKj45: 0,70 mmoll/l,

e CHSKwmn: 0,91 mg/l,

e Celkovy amoniak: 0,015 mg/l,

e Suma Ca?"+ Mg?*: 6,55 mgl/l.

Sledovani teploty vody probihalo v hodinovych intervalech za pouziti Minikin loggert
(Systémy méfeni prostiedi, Brno). Nasyceni vody kyslikem, pH a ostatni parametry byly
sledovany denné. Krmeni rakti probihalo jednou denné ad libitum granulovanym

krmivem ptvodné uréenym pro bylozravé cichlidy od firmy Sera.

3.3. Odbér vzorku

Béhem testu byly provedeny tii odbéry vzorki a to 15. den expozice, 30. den expozice
(konec expozice testovanym latkam) a na konci 15denni depurace (45. den). Pro kazdy
odbér bylo pouzito 9 rakil z kazdé skupiny, v€etné kontroly (3 raci z opakovani). Celkem

tedy 45 rakl za jeden odbér.

Pied odbérem vzorkt hemolymfy a tkani bylo provedeno sledovani chovani raku (viz
kap. 3.4.). Po ukonceni behavioralniho sledovani byl kazdy jedinec nejprve zvazen na
analytické vaze a byla u néj zjisténa délka karapaxu. Po vazeni a méteni byli raci umisténi
na Supinkovy led, coz zptisobilo anestezii. Po dostatecném zchlazeni byla za pomoci
injekéni stiikacky odebrana hemolymfa na vyhodnoceni biochemického profilu (obr. €.
13). V dalsim kroku byla odstranéna vrchni ¢ast hlavohrudi a pomoci chirurgickych
nastroji odebran vzorek Zaber a hepatopankreatu pro stanoveni oxidativniho stresu a

antioxida¢nich biomarkert. Na stanoveni oxidativniho stresu a antioxidaénich
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biomarkert byl také v poslednim kroku vyjmut vzorek svaloviny z abdomenu (obr. ¢. 14).
Kazdy vzorek byl zapsan do odbérové tabulky, umistén do oznacené mikrozkumavky
Eppendorff, hluboce zamrazen v tekutém dusiku a pfemistén do hlubokomraziciho boxu

(-80 °C) pro uchovani do realizace biochemickych analyz.

Obr. ¢. 13: Odber hemolymfy raka signalniho.

Obr. ¢. 14: Jedinec raka signalniho s odebranymi vzorky Zaber, svaloviny a hepatopankreatu.
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3.4. Chovani raku

Pii jednotlivych odbérech byl kazdy jedinec pfed odbérem hemolymfy a tkani
podroben analyze chovani (obr. ¢. 15). Principem tohoto testu bylo sledovani chovani
jedinct v redlném case. Kazda skupina raki byla individuélné umisténa v ozna¢enych
miskach s 2 litry roztoku testované latky (u kontrolni skupiny byla pouzita fedici voda) a
jemnym piskem na dné. Monitoring chovani byl proveden videokameru Sony HDR-
CX240E (Sony, Japan) po dobu jedné hodiny. Naméfené hodnoty byly nasledné
analyzovany softwarem EthoVision® XT 13 (Noldus Information Technology,
Wageningen, Nizozemsko). V ptipadé naseho testu byla hodnocena aktivita rakd (%),

rychlost chiize (cm/s) a celkova pohybova vzdélenost (cm).

Obr. ¢. 15: Priprava rakii signalnich pred analyzou chovani.

3.5. Metody stanoveni biomarkerut

3.5.1. Biochemicky profil hemolymfy

Po ukonéeni analyzy chovani byly vybrani jedinci pfipraveni pro odbér hemolymfy.
Vlastni odbér hemolymfy byl proveden z ventralni ¢asti abdomenu pomoci injekéni
stiikacéky proplachnuté heparinem sodnym (Heparin inj., Lééiva Praha, Ceska republika).
Pro stabilizaci 1ml hemolymfy rakt byly pouzito 0,01 ml (1 kapka) heparinu sodného.
Odebrand hemolymfa byla nasledn¢ po dobu 10 minut odstfed’ovana pii otackach
10 000 g. Mezi sledované biochemické parametry hemolymfy pattila glukéza (GLU),
laktat (LACT), alanin aminotransferaza (ALT), aspartat aminotransferdza (AST), laktat
dehydrogenaza (LDH), celkové bilkoviny (TP), triglyceridy (TAG), amoniak (NHs3),
kreatin (CREA), alkalicka fosfataza (ALP), vapnik (Ca) a anorganicky fosfat (PHOS).
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Zminéné parametry byly stanoveny pomoci analyzatoru Catalys One (IDEXX
Laboratories Inc., Maine, USA) (Obr. ¢. 16). Pti stanovovani jednotlivych parametrt bylo

vychazeno z metodiky Kolafova a Velisek (2012), s modifikacemi pro raky.

= LSRR
L Lis

Obr. ¢. 16: Analyza vzorkit hemolymfy pro stanoveni jednotlivych parametriit biochemického

profilu, provddéna na analyzatoru Catalys One.

3.5.2. Oxidativni stres a antioxida¢ni biomarkery

Bezprostiedné po odbéru vzorkt hemolymfy byli raci usmrceni. Pro stanoveni lipidni
peroxidace a antioxida¢nich biomarkerti byly odebrany tkané (hepatopankreas, sval a
zabry) od deviti rakl z kazdé skupiny. Odebrané tkan¢ byly okamzité zmrazeny pti -80
°C az do provedeni vlastnich biochemickych analyz. Vzorky rakli z experimentalnich
skupin byly homogenizovany a pfipraveny pro hodnoceni parametrti oxidativniho stresu

a antioxida¢nich biomarkert podle metodiky Stara a kol. (2016).

Hladina lipidni peroxidace byla stanovena pomoci tzv. TBARS testu (latky reaktivni
s kyselinou thiobarbiturovou) (Uchiama a Mihara, 1978). Tato metoda vychazi ze
stanoveni barevnych aduktl, které vznikaji pifi reakci produktti lipidni peroxidace a
kyseliny barbiturové (TBA). Test byl upraven pro méfeni na mikrotitracni destic¢ce, kdy

absorbance byla méfena spektrofotometricky pii 550 nm (Infinite M200, TECAN).
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Pro ziskéani postmitochondridlniho supernatantu na méfeni antioxida¢nich biomarkert
byl homogenat centrifugovan pii 30 000 rpm (4 °C) po dobu 30 minut pro analyzu
celkové superoxid dismutazy (SOD) a katalazy (CAT). Pro zbyl¢ antioxidacni parametry
byl vzorek odstiedén pii 10 000 rpm (4 °C) po dobu 15 minut. Celkova aktivita SOD byla
stanovena metodou podle Ewinga a Janera (1995). Test aktivity CAT byl stanoven
pomoci spektrofotometrického méfeni pti 240 nm, kdy se méfi rychlost rozkladu
peroxidu vodiku (H202) katalazou dle metodiky Aebi (1984). Aktivita glutathion
S-transferazy (GST) byla méfena podle Habig a kol. (1974). Vliv chloridazonu a jeho
metabolitu chloridazonu desphenylu na pokles hladiny glutathionu (GSH) byl zjistovan
pomoci metody dle Ellmanna (1959). Zminéné metody pro stanoveni antioxida¢nich
biomarkert byly provedeny s malymi modifikacemi pro testovani na racich podle Staré a
kol. (2016, 2018).

Stanoveni koncentrace proteini bylo provedeno podle Bradforda (1976) s pouzitim
bovinniho albuminu jako standardu pro kalibraci proteinu. Vlastni koncentrace byly

meéfeny spektrofotometricky pii 562 nm.

3.6. Statistické vyhodnoceni testu

Pro porovnani rozdilti mezi skupinami byl pouzit software STATISTICA v.12.0. pro
Windows (StatSoft). Pfed vlastni analyzou byly vSechny méfené proménné podrobeny
kontrole normality (Kolmogoriv-Smirnoviv test) a homoskedasticité rozptylu
(Bartletttv test). Kdyz byly tyto podminky splnény, byly pouzity neparové t-testy ke
stanoveni rozdilti mezi kontrolou a exponovanou skupinou. V nékterych ptipadech byly

pouzity pro tyto stanoveni také Mann-Whitneyovy U testy.
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4. VYSLEDKY

4.1. Chovani raki

Chloridazon v koncentracich 0,45 pg/l (Chl) a 2,7 pg/l (Ch2), stejné tak jako jeho
metabolit chloridazon desphenyl v koncentracich 0,45 pg/l (Ch-D1) a 2,7 ug/l (Ch-D2),
neprokazal v celém pribéhu experimentu zadné signifikantni (P<0,05) zmény v aktivité
raka (graf ¢. 1), rychlosti chiize (graf ¢. 2), ani v celkové pohybové vzdalenosti (graf

¢. 3), v porovnani s kontrolni skupinou.

100,00

HKontrola
90.00 HChloridazon Chl (0,45 pg/l)
. HChloridazon Ch2 (2.7 pg/l)
80.00 O Choridazon desphenyl Ch-D1 (0,45 pgl)
. H Chloridazon desphenyl Ch-D2 (2.7 pg/l)

—_—

Aktivita (%)

70,00 a a a
60.00 a a 2 a
50.00
40,00
30.00
20,00
10,00
0.00

15. den 30. den 45. den (véetné depurace)
Dny méfeni

Graf¢. 1. Zmény v aktivité (%) raka signalniho (Pacifastacus leniusculus) v prithéhu experimentu
po expozici pesticidem chloridazonem a jeho metabolitem chloridazon desphenylem. Indexy a

charakterizuji shodu hodnot mezi skupinami (P<0,05).
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Rychlost chiize (cm/s)

Graf ¢. 2: Zmény v rychlosti chiize (cm/S) raka signdlniho (Pacifastacus leniusculus) v priibéhu
experimentu po expozici pesticidem chloridazonem a jeho metabolitem chloridazon desphenylem.

Indexy a charakterizuji shodu hodnot mezi skupinami (P<0,05).
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Graf ¢. 3: Zmény v celkové pohybové vzdalenosti (Cm) raka signdlniho (Pacifastacus leniusculus)
V priibéhu experimentu po expozici pesticidem chloridazonem a jeho metabolitem chloridazon

desphenylem. Indexy a charakterizuji shodu hodnot mezi skupinami (P<0,05).
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4.2. Biochemicky profil hemolymfy

4.2.1. Glukéza (GLU)

Vliv testovanych latek na hladinu glukézy vyjadiuje graf ¢. 4. Chloridazon
v koncentraci 2,7 pg/l (Ch2) a jeho metabolit chloridazon desphenyl v koncentracich
0,45 ng/l (Ch-D1) a 2,7 pg/l (Ch-D2) prokazal signifikantné (P<0,01) vyssi hladinu

glukozy po 15ti- a 30ti denni expozici, ve srovnani s kontrolou.

EKontrola
B Chlofidazon Chl (0.45 pgl)
6 E Chlonidazon Ch2 (2,7 pgl)

O Choridazon desphenyl Ch-D1 (0,45 pgl)
b
i | I i i i m i

HEChlonidazon despheny]l Ch-D2 (2.7 pg/l)
30. den 45 den (veetné depurace)

R E—

—

GLU (mmol1)

b
a a I
| ii
0 R
15. den

Graf'¢. 4: Vliv chloridazonu a jeho metabolitu chloridazon desphenylu na hladinu glukézy (GLU)

HEMOLYMFA

V hemolymfé raka signdlniho (Pacifastacus leniusculus) béhem experimentu. Indexy a, b
charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (P<0,01). Hodnoty v grafu uvadéji
prumér = SD, N=9.
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4.2.2. Laktat (LACT)

U laktatu doslo k signifikantnimu (P<0,01) zvySeni jeho hladiny po 30ti denni
expozici herbicidem chloridazonem v koncentraci 2,7 pg/l (Ch2) a jeho metabolitem
chloridazon desphenylem v koncentracich 0,45 ng/l (Ch-D1) a 2,7 pg/l (Ch-D2), ve

srovnani s kontrolou (graf ¢. 5).

HEKontrola
B Chloridazon Chl (0,45 ugl)
6 1 EChloridazon Ch2 (2.7 pgl)

OChoridazon desphenyl Ch-D1 (0,45 pg/1)
b
a a a
a
3 a
a
1
0 —
15. den

HChloridazon desphenyl Ch-D2 (2,7 pg/1)
30. den 45 den (véetné depurace)
Graf¢. 5: Vliv chloridazonu a jeho metabolitu chloridazon desphenylu na hladinu /aktdatu (LACT)

LACT (mmoll)

—t i
— L )

HEMOLYNMFA

vV hemolymfé raka Signdalniho (Pacifastacus leniusculus) béhem experimentu. Indexy a, b
charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (P<0,01). Hodnoty v grafu uvadeéji

primer £ SD, N=9.

4.2.3. Alanin aminotransferaza (ALT)

Chloridazon v koncentraci 2,7 pg/l (Ch2) zpusobil signifikantni (P<0,01) zvySeni
aktivity ALT ve srovnani s kontrolou po 30ti denni expozici. Také chloridazon desphenyl
V obou testovanych koncentracich (0,45 pg/l — Ch-D1 a 2,7 pug/l — Ch-D2) vyvolal
signifikantni (P<0,01) zvyseni aktivity ALT po 15 a 30 dnech expozice, ve srovnani

s kontrolou (graf ¢. 6).
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Graf ¢ .6: Vliv chloridazonu a jeho metabolitu chloridazon desphenylu na aktivitu alanin

(]

ALT (ukatll)
&

HEMOLYMFA

aminotransferazy (ALT) V hemolymfé raka signalniho (Pacifastacus leniusculus) béhem
experimentu. Indexy a, b charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (P<0,01).

Hodnoty v grafu uvadeji priomer = SD, N=9.

4.2.4. Aspartat aminotransferaza (AST)

Vliv chloridazonu a jeho metabolitu chloridazon desphenylu na aktivitu AST byl
obdobny jako v piipadé ALT. I v tomto pfipadé chloridazon v koncentraci 2,7 pg/l (Ch2)
zpusobil signifikantni (P<0,01) zvySeni aktivity AST ve srovnani s kontrolou po 30ti
denni expozici. Chloridazon desphenyl vobou testovanych koncentracich
(0,45 ug/1 — Ch-D1 a 2,7 pug/l — Ch-D2) vyvolal signifikantni (P<0,01) zvyseni aktivity

AST po 15 a 30 dnech expozice, ve srovnani s kontrolou (graf ¢. 7).
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Graf ¢. 7: Vliv chloridazonu a jeho metabolitu chloridazon desphenylu na aktivitu aspartdt
aminotransferdzy (AST) V hemolymfé raka signalniho (Pacifastacus leniusculus) béhem
experimentu. Indexy a, b charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (P<0,01).

Hodnoty v grafu uvddeéji primeér + SD, N=9.

4.2.5. Laktat dehydrogenaza (LDH)
Expozice chloridazonu a jeho metabolitu chloridazon desphenylu neméla v zadné
z testovanych skupin signifikantni vliv na aktivitu LDH v hemolymf¢ raka signalniho

(tab. &. 2).

4.2.6. Celkové bilkoviny (TP)

Expozice chloridazonu a jeho metabolitu chloridazon desphenylu neméla v zadné
Z testovanych skupin signifikantni vliv na hodnotu TP v hemolymf¢ raka signalniho
(tab. ¢. 2).

4.2.7. Triglyceridy (TAG)

Expozice chloridazonu a jeho metabolitu chloridazon desphenylu neméla v zadné
Z testovanych skupin signifikantni vliv na hodnotu TAG v hemolymf¢ raka signalniho
(tab. ¢. 2).
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4.2.8. Amoniak (NHs)
V piipad¢ NHz doslo k signifikantnimu (P<0,01) zvySeni hladiny u chloridazon
desphenylu v koncentraci 0,45 pg/l (Ch-D1) po 30 dnech expozice a v koncentraci

250

BKontrola
HEChloridazon Chl (0.45 pgl)
B Chloridazon Ch2 (2.7 pgl)

2,7 ug/l (Ch-D2) po 15 a 30 dnech expozice, ve srovnani s kontrolou (graf ¢. 8).
OChoridazon desphenyl Ch-D1 (0,45 pg/l)
HEChloridazon desphenyl Ch-D2 (2,7 ugl)
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Graf ¢. 8: Vliv chloridazonu a jeho metabolitu chloridazon desphenylu na hladinu amoniaku
(NHs) v hemolymfé raka signdlniho (Pacifastacus leniusculus) béhem experimentu. Indexy a, b
charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (P<0,01). Hodnoty v grafu uvddeéji
prumer £ SD, N=9.

4.2.9. Kreatinin (CREA)

Expozice chloridazonu a jeho metabolitu chloridazon desphenylu neméla v zadné
z testovanych skupin signifikantni vliv na aktivitu CREA v hemolymf€ raka signalniho
(tab. ¢. 2).

4.2.10. Alkalicka fosfataza (ALP)
Expozice chloridazonu a jeho metabolitu chloridazon desphenylu neméla v zadné
z testovanych skupin signifikantni vliv na aktivitu ALP v hemolymf¢€ raka signalniho

(tab. ¢. 2).
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4.2.11. Vapnik (Ca)

Vliv chloridazonu a jeho metabolitu chloridazon desphenylu na hladinu Ca byl
obdobny jako v piipad€ amoniaku. Zde doslo k signifikantnimu (P<0,01) snizeni hladiny
Ca u chloridazon desphenylu v koncentraci 0,45 pg/l1 (Ch-D1) po 30 dnech expozice a
v koncentraci 2,7 ug/l (Ch-D2) po 15 a 30 dnech expozice, ve srovnani s kontrolou (graf
¢.9).
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45 B Chloridazon Chl (0,45 pgl)
H Chlonidazon Ch2 (2.7 ugl)
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Graf ¢. 9: Vliv chloridazonu a jeho metabolitu chloridazon desphenylu na hladinu vapniku (Ca)
v hemolymfé raka signdlniho (Pacifastacus leniusculus) béhem experimentu. Indexy a, b
charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (P<0,01). Hodnoty v grafu uvadeéji
prumer £ SD, N=9.

4.2.12. Anorganicky fosfat (PHOS)
Expozice chloridazonu a jeho metabolitu chloridazon desphenylu neméla v zadné

z testovanych skupin signifikantni vliv na hladinu PHOS v hemolymf¢ raka signalniho
(tab. ¢. 2).
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Tabulka ¢. 2 Biochemické parametry hemolymfy raka signalniho (Pacifastacus leniusculus)
bez signifikantni zmény po chronické expozici chloridazonem (Ch) a jeho metabolitem
chloridazon desphenylem (Ch-D). Hodnoty v tabulce uvadéji primér + SD, N = 9. Horni indexy
a indikuji statisticky nevyznamné rozdily mezi hodnotami skupin béhem stejné doby experimentu
(15, 30 a 45 dni):

Doba Testované skupiny
Parametr expozice Kontrola Ch1l Ch2 Ch-D1 Ch-D2

(dny) (0,45 pg/ (2.7 pgh (0,45 ng/M (2,7 ng/

LDH 15 4,22 +1,752 4,55+ 1,832 4,35+ 1,692 4,42 +1,792 4,60 £ 1,652

(pkat/1) 30 4,56 +1,87* 4,61 £1,56* 4,65+ 1,46* 4,66 + 1,86 4,55+ 1,442
45 (¢ista 3,99 = 1,652 3,88 + 1,332 4,01 £1,532 3,91 +1,932 3,77 £ 1,49°
voda)

TP 15 20,118,182 22,33+12,21* 21,05+11,25* 20,55+12,05* 22,55+9,342

(g/'l) 30 22,60+9,872  20,33+7,25* 23,17+12,08% 21,18 +13,082 20,98 +£8,352
45 (¢ista 21,55+8,55* 24,21 +6,38* 22,80+9,55* 23,21+12,03* 20,55+6,067
voda)

TAG 15 0,180,112 0,16 +0,132 0,20+0,132 0,19+0,152 0,20+£0,16*

(mmol/1) 30 0,20 = 0,092 0,18 £0,092 0,20 £0,102 0,21 £0,142 0,21 £0,142
45 (cista 0,22=0,132 0,23 +£0,152 0,200,112 0,200,172 0,22 £0,162
voda)

CREA 15 5,61 =1,842 5,69+ 1,382 5,80 + 1,64° 5,78 £ 1,632 5,62+ 1,77%

(pmolsl) 30 5,921,708 5,86+ 1,68% 5,79 + 1,81% 5,89 +1,65% 5,84 £ 1,67°
45 (¢ista 572=1,78* 5,64+ 1,812 5,80 + 1,50° 5,67 = 1,262 5,79 = 1,54*
voda)

ALP 15 0,25=0,152 0,200,172 0,22 +£0,152 0,21 £0,132 0,22 £0,152

(pkat/1) 30 0,290,122 0,28 +0,16* 0,25+0,132 0,26 £0,142 0,20+£0,132
45 (¢ista 0,230,117 0,21+0,122 0,22 +0,11* 0,21 +0,102 0,20 +£0,10?
voda)

PHOS 15 0,36 = 0,152 0,33+0,172 0,35+0,162 0,34 £0,142 0,34 +£0,182

(mmol/1) 30 0,30 = 0,092 0,27+0,182 0,33 +£0,132 0,38 £0,232 0,33 £0,132
45 (¢ista 0,26 0,122 0,25+0,182 0,270,172 0,23 +0,162 0,28 +£0,172
voda)
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4.3. Biomarker oxidativniho stresu a antioxidac¢ni biomarkery

4.3.1. Lipidni peroxidace (LPO)

Vliv herbicidu chloridazonu a jeho metabolitu chloridazon desphenylu na hladinu LPO
je uveden v grafu ¢. 10. U chloridazon desphenylu v koncentraci 0,45 pg/l (Ch-D1) bylo
prokazano signifikantni (P<0,01) zvySeni hladiny LPO po 30denni expozici
v hepatopankreatu ve srovnani s kontrolou. Také u koncentrace chloridazonu desphenylu
2,7 upg/l (Ch-D2) doslo ksignifikantnimu (P<0,01) zvySeni hladiny LPO

v hepatopankreatu po 15, 30 dnech expozice a i 15 dnech depurace, ve srovnani

s kontrolou.
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Graf ¢. 10: Vliv chloridazonu a jeho metabolitu chloridazon desphenylu na hladinu lipidni
peroxidace (LPO) vV jednotlivych tkanich raka signdlniho (Pacifastacus leniusculus) béhem
experimentu. Indexy a, b charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (P<0,01).

Hodnoty v grafu uvadeéji primer + SD, N=9.
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4.3.2. Enzymaticka aktivita katalazy (CAT)

Expozice chloridazonu v koncentraci 2,7 ug/l (Ch2) a jeho metabolitu chloridazon
desphenylu v koncentracich 0,45 pg/l (Ch-D1) a 2,7 pg/l (Ch-D2) zpisobila signifikantné
(P<0,01) vyssi aktivitu CAT v hepatopankreatu a Zabrech po 15ti- a 30tidenni expozici
ve srovnani s kontrolou (graf ¢. 11). Chloridazon v koncentraci 0,45 pg/l (Chl) nemé¢l

vliv na aktivitu CAT v tkanich raka signalniho.
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EChlofidazon Ch2 (2.7 pgl)
OChoridazon desphenyl Ch-D1 (0.45 pg/l)
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Z dbry Swal Hepatopankreas

Graf'¢. 11: Vliv chloridazonu a jeho metabolitu chloridazon desphenylu na enzymatickou aktivitu
kataldazy (CAT) Vjednotlivych tkanich raka signdlniho (Pacifastacus leniusculus) béhem
experimentu. Indexy a, b charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (P<0,01).

Hodnoty v grafu uvadeji priomer = SD, N=9.
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4.3.3. Enzymaticka aktivita superoxid dismutazy (SOD)

Expozice chloridazonu a chloridazon desphenylu ve vsech testovanych koncentracich
neméla vliv na aktivitu SOD v tkanich raka signalniho. Vysledky vlivu chloridazonu a
jeho metabolitu chloridazon desphenylu na enzymatickou aktivitu SOD jsou zndzornény

na grafu ¢. 12.
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Graf'¢. 12: Vliv chloridazonu a jeho metabolitu chloridazon desphenylu na enzymatickou aktivitu
superoxid dismutdzy (SOD) V jednotlivych tkanich raka signdlniho (Pacifastacus leniusculus)
béhem experimentu. Indexy a charakterizuji shodu hodnot mezi skupinami (P<0,01). Hodnoty

Vv grafu uvadeji primeér = SD, N=9.
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4.3.4. Stanoveni redukovaného glutathionu (GSH)

Vliv chloridazonu a jeho metabolitu chloridazon desphenylu na hladinu GSH v tkanich
raka signalniho je znazornén na grafu ¢. 13. VSechny experimentélni skupiny (Chl, Ch2,
Ch-D1, Ch-D2) zpusobily signifikantné¢ (P<0,01) vys$si hladiny redukovaného
glutathionu v hepatopankreatu po 15 a 30 dnech expozice, v¢etné zvyseni hladiny GSH
I po 15ti denni depuraci ve srovnani s kontrolou. Také v Zaberni tkani doslo ve srovnani
s kontrolou k signifikantnimu (P<0,01) zvySeni hladiny GSH napii¢ v§emi testovanymi

skupinami po 15 a 30 dnech expozice.
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Graf¢. 13: Vliv chloridazonu a jeho metabolitu chloridazon desphenylu na hladinu redukovaného
glutathionu (GSH) v jednotlivych tkanich raka signalniho (Pacifastacus leniusculus) béhem
experimentu. Indexy a, b charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (P<0,01).

Hodnoty v grafu uvddeji primér + SD, N=9.
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4.3.5. Enzymaticka aktivita glutathion S-transferazy (GST)

Expozice chloridazonu a jeho metabolitu chloridazon desphenylu neméla signifikantni
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8 B Chlosidazon Chl (0.45 pgl)

L
B Chlotidazon desphenyl Ch-D2 (2.7 pg/l)

vliv na aktivitu GST v tkanich raka signalniho ve srovnani s kontrolou (graf ¢. 14).
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Graf'¢. 14: Vliv chloridazonu a jeho metabolitu chloridazon desphenylu na enzymatickou aktivitu
glutathion S-transferdzy (GST)V jednotlivych tkdnich raka signalniho (Pacifastacus leniusculus)
béhem experimentu. Indexy a charakterizuji shodu hodnot mezi skupinami (P<0,01). Hodnoty

Vv grafu uvadeji primeér = SD, N=9.
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5. DISKUZE

Raci, jakozto zastupci fadu Decapoda, patii mezi tzv. klicové druhy hrajici vyznamnou
roli ve vodnim ekosystému a piredstavuji vynikajici model pro ekotoxikologické studie
provadéné s cilem objasnit vliv xenobiotik na necilové vodni organismy (Vogt, 2008;
Stara a kol., 2018; Velisek a kol., 2018). Obecné jsou raci povazovani za velice citlivé
indikatory znecisténi vody (Kuklina a kol., 2013; Cisaf a kol., 2018). Vzhledem ke své
velikosti, dobré pozorovatelnosti a snadné odliSitelnosti od ostatnich Zivoc¢ichd jsou
vhodnou alternativou Kk testim na rybach pfti posuzovani toxicity (Kozéak a kol., 2013,;
Rodriques a Pardal, 2014). Predmétem této diplomové prace bylo posouzeni vlivu
herbicidu chloridazonu a jeho metabolitu chloridazon desphenylu na dospélé jedince raka

signalniho.

Chloridazon je herbicid v pud¢ s nizkou az vysokou persistenci (v zavislosti na
podminkach), s degradaci charakterizovanou rychlou mineralizaci fenylové skupiny na
CO; a pomalou az stfedni mineralizaci pyridazonové skupiny. K environmentalni
degradaci chloridazonu v pidé a ve vodé mize prispét také fotolyza (Tomlin, 2006).
Fotolyticky polo€as rozpadu chloridazonu v pidé je 69 dni, zatimco bézny polocas
rozpadu této latky v aerobni ptid€ je v rozmezi 90-152 dnli (EPA, 2005). Za anaerobnich
podminek je poté polocas rozpadu az 607 dni (EPA, 2005). V pidé mize dojit u
chloridazonu k mikrobialni degradaci na dva hlavni metabolity, chloridazon desphenyl a
chloridazon methyl-desphenyl (Dechene a kol., 2014). Vlastnostmi chloridazonu se
zabyval napiiklad Suwalsky a kol. (1998), Buttiglieri a kol. (2009) nebo Kucharski a kol.
(2012).

Studie chronické expozice herbicidli nebo jinych znecist'ujicich latek ¢asto vyuzivaji
sofistikovand pozorovani, jako napfiklad pravé zde pouzité pozorovatelné zmény ve
vzorcich chovani (Wolf a Moore, 2002). U chloridazonu ani u jeho metabolitu
chloridazon desphenylu nebyly v Zadné testované koncentraci pozorovany zmény
chovani. I ptes toto zjiSténi ale nelze plné vyloucit vliv téchto latek na zmény v chovani
po delsi expozici, a to z ditvodu polocasu rozpadu téchto latek ve vodnim prostiedi v fadu
stovek dni (Schuhmann a kol., 2016; Chiaia-Hernandez a kol., 2017). Jak uvadi Roberts
a Croucher (2007), chloridazon a jeho metabolit chloridazon desphenyl dlouhodobé
pretrvavaji ve vodnim prostredi a je mozné zachytit je ve vodnim prostiedi v prabéhu

celého roku 1 pfes skutec¢nost, Ze jejich vlastni aplikace probihd jednou az trikrat ro¢né.
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Toto tvrzeni podporuje i fakt, Ze biochemicky profil i antioxidativni enzymy raka byly

ovlivnény.

Biochemicky profil hemolymfy vodnich organismu, véetné rakli, poskytuje dulezité
informace o fyziologickém stavu organismu (Velisek a kol., 2013b; Stara a kol., 2019a,b).
Chloridazon v testované koncentraci Chl (0,45 pg/l) nevykazoval Zadny ucinek na
sledované parametry biochemického profilu hemolymfy. Naproti tomu chloridazon
V testované koncentraci 2,7 ug/l (Ch2) zpusobil signifikantni (P < 0,01) zvyseni hladiny
glukoézy, laktatu, alanin aminotransferazy a aspartat aminotransferazy. Metabolit
chloridazon desphenyl zptisobil v obou testovanych koncentracich 0,45 pg/l (Ch-D1) a
2,7 ng/l (Ch-D2) signifikantni (P < 0,01) zmény v hladinach glukézy, laktatu, alanin

aminotransferazy, aspartat aminotransferazy, amoniaku a vapniku.

Glukoéza patii mezi vyznamné zdroje energie pro organismus a jeji zvyseni je vhimano
jako stresovy indikator (Faggio akol., 2016). Zvyseni hladiny laktatu zpusobuje tkanovou
hypoxii a laktatovou acidozu (Philp a kol., 2005). Zmény hladiny glukézy a laktatu po
expozici ruznych pesticidi uvadéji i ostatni autofi. Naptiklad Benli (2015) a Chang a kol.
(2006) popisuji zvyseni laktatu po expozici etofenproxu u raka bahenniho (Astacus
leptodactylus) a trichlorfonu u krevety Macrobrachium rosenbergii. Také Stara a kol.
(2019b) uvadi zvyseni hladiny LACT po expozici herbicidem s-metolachlorem a jeho
metabolitem metolachlorem OA u rakd mramorovanych (Procambarus virginalis).
Zvyseni hladiny GLU a LACT zjistila Stara a kol. (2018) u raka ni¢ivého (Cherax

destructor) po expozici atrazinu.

Aktivita ALT a AST v hemolymfé reflektuje uvoliovani enzymua dulezitych pro
bunéény metabolismus dusiku a jaterni glukoneogenezi (Banaee a kol., 2014). Zmény
aktivity aminotransferaz po expozici riznych pesticidii uvadéji i ostatni autofi. Také Stara
a kol. (2019b) zjistila zmény aktivity AST a ALT po expozici herbicidem s-

metolachlorem a jeho metabolitem metolachlorem OA u rakii mramorovanych.

Amoniak je indikatorem metabolického poskozeni Krebsova cyklu nebo selhéni jater
ve vodnich organismech (Ip a Chew, 2010). Zvyseni koncentrace amoniaku u raka
ni¢ivého po expozici atrazinu popisuje také ve své studii Stard a kol. (2018). SniZeni
aktivity jaternich enzymii ALT, AST a LDH popisuje Banaee a kol. (2019) u raka

bahennich po expozici chlorpyrifosu a glyfosatu.
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Vapnik je obsazen v tkanich a plazmé a je nezbytny pro spravnou tvorbu kosti u
obratlovct. Je nezbytny pro reprodukéni proces, mitochondridlni funkci a hraje dulezitou
roli v osmoregulaci (Faggio a kol., 2014; Niksirat a kol., 2015; Niksirat a Kouba, 2016).
Obsah vapniku je do znacné miry ovlivnén u rakl cyklem svlékani (Kozak a kol., 2013).
Nicméné¢ na zacatku pokusu byli testovani jedinci raka signdlniho pfidéleni do
jednotlivych skupin ndhodné a nebyl v pribéhu testu pozorovan vrchol svlékani. Proto
predpokladame, ze zmény v hladinach vapniku skutecné souvisely s expozici testovanych
latek. Oporou tomuto tvrzeni muize byt prace Staré a kol. (2016), ve které byly
pozorovany signifikantni zmény v hladiné vapniku v hemolymf&€ u raki cervenych

(Procambarus clarkii) po expozici triazinového herbicidu terbuthylazin-desethylu.

Zmény v hladinach biomarkeri oxida¢niho stresu mohou indikovat ovlivnéni
homeostazy bunc¢k a nadprodukci ROS (reaktivni formy kysliku), jako jsou H2O»,
anorganicky superoxid (O?) a hydroxylové radikaly (OH) (Valavanidis a kol., 2006). Za
béznych okolnosti existuje u zdravych aerobnich organismi urcitd rovnovédha mezi
produkci ROS a antioxida¢nimi mechanismy, které chrani bunky pravé pred vysSe
zminénou nadprodukci ROS (Slaninova a kol., 2009). U lipidni peroxidace (LPO) bylo
pozorovano zvyseni hladiny v hepatopankreatu po expozici chloridazon desphenylem
v koncentraci 0,45 pg/l (Ch-D1) 30. den expozice a v koncentraci 2,7 pg/l (Ch-D2) po
dobu celého experimentu. Toto zjiSténi miZe naznacovat zvySenou produkci ROS

v hepatopankreatu.

Aktivita CAT i hladina GSH jsou dulezité antioxidativni biomarkery po expozici
pesticidy, kdy jejich zvySeni je adaptivnim mechanismem bé&hem probihajiciho
oxidativniho stresu (Al-Ghanim a kol., 2020). Jak uvadi Van der Oost a kol. (2003), CAT
usnadnuje odstranéni H20», ktery je metabolizovan na kyslik a vodu. V nasi studii
expozice chloridazonu v koncentraci 2,7 pg/l (Ch2) a chloridazon desphenylu v obou
koncentracich (Ch-D1, Ch-D2) vedla k zvyseni aktivity CAT v hepatopankreatu i zabrech
15. a 30. den expozice. Také u GSH doslo k signifikantnimu zvyseni hladiny v Zabrech
(15. a 30. den expozice) 1 hepatopankreatu (15., 30. i 45. den experimentu) ve vSech
testovanych skupinach (Chl, Ch2, Ch-D1, Ch-D2). Antioxida¢ni enzymové (SOD, CAT,
GST) a neenzymové (GSH) obranné systémy odstraiiuji prebytecné ROS (Slaninova a
kol., 2009).
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Praveé zvyseni aktivity CAT béhem naseho experimentu v zabrech a hepatopankreatu
béhem expozice Ch2 a obou koncentraci Ch-D naznacuje zvysenou hladinu antioxidantd,
které pusobi proti dopadu ROS. Schopnost hepatopankreatu rychle se zotavit z expozice
chloridazonu 1 chloridazon desphenylu naznacuje nizky rozsah poSkozeni tkané¢ a

reverzibilitu.

Glutathion je pfitomen v bunikach jako GSH a GSSG (gluthion disulfid), které jsou
v rovnovaze. Hladina GSH muze slouzit jako marker oxidativniho stresu (Di Giulio a
Meyer, 2008). Slaninova a kol. (2009) popisuje zvySené hladiny GSH v tkanich jako
vysledek dlouhodobé expozice oxidantl, naopak nizké hladiny GSH mohou byt
vysledkem kratkodobych expozici. V nasem ptipadé u SOD a GST nebyla pozorovana
7zadnd vyznamna zména v jejich hladinach v pribéhu testovani. Zmeény v hladinich
antioxidaénich biomarkerti jako hlavni disledky expozice rakl pesticidy, coz reflektuje
akumulaci ROS vedouci k oxida¢nimu stresu a poskozeni bun¢k, popisuji Banaee a kol.

(2020), Uckun a Oz (2020) nebo Stara a kol. (2016, 2019b).
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6. ZAVER

Piedmétem této diplomové prace bylo posouzeni vlivu herbicidu chloridazonu a jeho
hlavniho metabolitu chloridazon desphenylu na dospélé jedince raka signalniho
(Pacifastacus leniusculus). Vlastni experiment probihal formou dlouhodobého
chronického testu toxicity a vliv testovanych latek byl posuzovan na zéklad¢ vybranych
parametri (analyza chovani, biochemicky profil hemolymfy, oxidativni stres a
antioxida¢ni biomarkery). Sledovan byl vliv dvou koncentraci chloridazonu (Chl - 0,45
ug/l; Ch2 - 2,7 ug/l) a dvou koncentraci chloridazon desphenylu (Ch-D1 — 0,45 pg/l; Ch-
D2 — 2,7 pg/l), v porovnani s kontrolni skupinou. Doba experimentu byla 45 dni, kdy
prvnich 30 dni byli raci vystaveni testovanym latkam a zbylych 15 dnil byla fdze depurace
(v Cisté vode bez testovanych latek). Béhem testu byly provedeny tii odbéry vzorki a to
15. den expozice, 30. den expozice (konec expozice testovanym latkdm) a na konci
15denni depurace (45. den). Celkem bylo v testu pouzito 210 adultnich jedinct raka

signalniho.

Vysledky studie neprokazaly vliv herbicidu chloridazonu ani jeho metabolitu
chloridazon desphenylu na sledované parametry chovani raki. Naproti tomu u
biochemického profilu hemolymfy byl signifikantné (P < 0,01) prokéazan vliv testovanych
latek u GLU, LACT, ALT, AST, NHs a Ca. Také ¢ast testovanych ukazatelii oxidativniho
stresu (LPO) a antioxida¢nich biomarkerti (CAT a GSH) prokazala signifikantni zmény
v Zabrech a hepatopankreatu po expozici chloridazonem, stejné tak jako jeho
metabolitem. Nékteré zmény bylo mozné sledovat i po depura¢nim obdobi. Rovnéz bylo
pozorovano, Ze metabolit chloridazon desphenyl vykazuje vyraznéjsi ti€inky na fyziologii

dospélych signélnich rakii nez jeho matetska latka chloridazon.

Nastaveni koncentraci v testovanych skupinach vychdzelo zenvironmentalng
relativnich hodnot. ZjiSténi, ze i1 tyto koncentrace vykazuji negativni vliv na necilové

vodni organismy, naznacuje velikou opatrnost pfi jejich pouZivani.
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8. ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace bylo posouzeni vlivu chloridazonu (Ch) a jeho metabolitu
chloridazon desphenylu (Ch-D) v environmentalné relevantnich koncentracich 0,45 ug/l
(Chl; Ch-D1) a 2,7 ug/l (Ch2; Ch-D2) na adultni jedince raka signalniho (Pacifastacus
leniusculus). Vlastni experiment probihal formou chronického testu toxicity s 30ti denni
expozici nasledovanou 15ti denni depurac¢ni fazi. Vliv testovanych latek byl hodnocen na
zakladé chovani, biochemického profilu hemolymfy, biomarkeru oxidativniho stresu a

antioxida¢nich biomarkerq.

Testované latky nemély vliv na chovani rakd. Chloridazon v koncentraci 2,7 pg/l
(Ch2) zpusobil u testovanych rakd signifikantni (P<0,01) zvySeni hladiny glukézy
(GLU), laktatu (LACT) a aktivity alanin aminotransferazy (ALT) a aspartat
aminotransferazy (AST) v hemolymf€, v€etné¢ zmény Vv hladiné kataldzy (CAT) v zadbrech
i hepatopankreatu, ve srovnani s kontrolami. Raci vystaveni pusobeni chloridazonu
v obou koncentracich (0,45 ug/l; 2,7 ng/l) vykazovali signifikantné¢ (P<0,01) vyssi
hladinu redukovaného glutathionu (GSH) v Zabrech a hepatopankreatu ve srovnani

s kontrolou.

Expozice chloridazon desphenylu v koncentraci 0,45 nug/l i 2,7 pg/l zpusobila
vyznamné (P<0,01) vyssi hladinu glukdzy, laktatu, amoniaku (NHs), vapniku (Ca) a
aktivitu alanin aminotransferazy a aspartat aminotransferazy v hemolymf¢ ve srovnani
s kontrolou. Také u hladiny lipidni peroxidace (LPO) v hepatopankreatu, aktivity
katalazy (CAT) a hladiny GSH v zabrech a hepatopankreatu doslo k signifikantnim
(P<0,01) zménam v obou sledovanych koncentracich chloridazon desphenylu ve
srovnani s Kontrolni skupinou. U exponovanych skupin nedoslo ani po depuraénim

obdobi k navratu do fyziologickych hodnot parametrti.

Vysledky prokézaly, Ze metabolit chloridazon desphenyl vykazuje vyraznéjsi a€inky
na fyziologii dospélych signalnich rakl nez jeho matetska latka chloridazon. Lze tedy
konstatovat, ze chloridazon i jeho metabolit chloridazon desphenyl maji prokazatelné

negativni a Skodlivé uc¢inky na raky jakozto zastupce necilovych vodnich organismi.

Klicova slova: herbicidy, metabolity, korysi, biochemicky profil, antioxidac¢ni

biomarkery
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9. ABSTRACT

The aim of this thesis was to evaluate the effect of chloridazon (Ch) and its major
metabolite chloridazon desphenyl (Ch-D) at environmentally relevant concentrations
0.45 pg/1 (Chl; Ch-D1) and 2.7 pg/l (Ch2; Ch-D2) on adult signal crayfish (Pacifastacus
leniusculus). The exposure was 30-day and followed by a 15-day depuration period. The
effect of the tested substances was evaluated on the basis of behavior, biochemical profile

of hemolymph, biomarker of oxidative stress and antioxidants parameters.

The tested substances did not effect on the behavior of crayfish. Chloridazone at
concentration 2.7 pg/l (Ch2) caused a significant (P<0.01) increase of glucose (GLU),
lactate (LACT), alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST)
activity in haemolymph of crayfish and changes in catalase (CAT) levels in the gills and
the hepatopancreas, compared to controls. Crayfish exposed to chloridazon in both tested
concentrations (0.45 pg/l and 2.7 ug/l) showed significantly (P<0.01) higher level of

reduced glutathione (GSH) in hepatopancreas and gills compared to control.

Exposure of chloridazon desphenyl at concentration 0.45 pg/l and 2.7 ug/l caused
significantly (P<0.01) higher levels of glucose, lactate, ammonia (NH3), calcium (Ca),
alanine aminotransferase and aspartate aminotransferase activity in haemolymph of
exposed crayfish compared to control. Chloridazon desphenyl in both tested
concentrations caused significant (P<0.01) changes in the levels of lipid peroxidation
(LPO) in the hepatopancreas and catalase (CAT) and GSH level in the gills and
hepatopancreas compared to the control group. Some effects persist after a depuration

period.

The results showed that the metabolite chloridazon desphenyl has more pronounced
effects on the physiology of adult signal crayfish than its parent compound chloridazon.
It can be stated, that chloridazon and its metabolite chloridazon desphenyl has the strongly
negative and harmful effects of on crayfish as representatives of non-target aquatic

organisms.

Keywords: Herbicide, Metabolite, Crustacean, Biochemical profile, Antioxidant

Biomarkers
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