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1. Uvod

Pesticidy jakoZto latky znedistujici Zivotni prostfedi jsou vyznamnym problémem
predevsim vodnich ekosystéml, které velice ¢asto kontaminuji v nemalém mnozstvi
pramyslové, domaci nebo zemédélské chemické pripravky. Tyto pfipravky se mohou Sifit na
regionalni nebo globalni Urovni (Worthing a Walker, 1983; Flynn a Spellman 2009). Pesticidni
pripravky velice Casto ovliviuji i necilové organismy a mohou dramaticky zasahnout do
populaci ryb a rakll, coz mlze vést az k ekologickym zménam ve vodnim prostredi (Velisek a

kol., 2012, 2013; Stara a kol., 2012, 2013, 2014).

Rok 1939 je velice vyznamnym milnikem pro vyrobu pesticid(. Jelikoz doktor Paul Miller
objevil u pripravku DDT (Dichlordifenyltrichlorethan) insekticidni Gcinky, DDT se stalo jednim
z nejvyuzivanéjsich pesticidi svéta. Takto bylo DDT vyuZivano aZz do roku 1962, kdy byly

popsany negativni vlivy pripravku DDT na ekosystémy (Carson, 1962).

V dnesni dobé registruje Americka chemickd spole¢nost (z angl. American Chemical
Society) pres 62 milioni chemickych latek, pficemz se pfiblizné 2 miliony komerc¢né vyuzivaji.

Kazdorocné dochazi k uvedeni nékolika tisic novych latek na trh (Velisek a kol., 2014).

Vlivem navySovani produkce kukufice a fepky dochdzi v poslednich letech k vyraznym
zménam  vrostlinné produkci, kde jsou tradicni plodiny, jako je obili,
nahrazovanyenergetickymi plodinami. Diky témto zménam v rostlinné produkci dochazi i ke
zménam ve vyuZivani pesticidl, napfiklad herbicid acetochlor, u kterého se roc¢ni spotieba
pohybuje okolo 200 tun, coz ptispiva tomu, Ze je tento herbicid jednim z nejdetekovanéjsich

v Severni Americe a Evropé (Foley a kol., 2008; CHMU, 2019).

JiZz mnoho toxikologickych vyzkumi se vénovalo vlivu pesticidnich pripravk( na vodni
organismy. Pokud bychom vyhleddavali vysledky téchto vyzkumd, tak bychom se vétSinou
setkavali s vysledky kratkodobych studii, ve kterych se provadi napfiklad akutni testy toxicity.
U téchto kratkodobych studii se vyhodnocuje vystaveni jedincl vysokym koncentracim
testovanych latek. Druhym typem jsou dlouhodobé testy toxicity, diky kterym ziskavame
mnohem presnéjSi informace o ucincich pesticidnich latek. V dlouhodobych testech

vystavujeme organismy nizS§im koncentracim zkoumané latky. PFi téchto dlouhodobych



studiich se provadi napftiklad embryolarvdlni testy, chronické testy a mnohé dalsi. Diky témto
dlouhodobym studiim ziskdvame presnéjsi data o vlivu téchto latek na ekosystémy (Lahr a kol.,

2000).

Bakaldrska prace méla za cil posoudit vliv chloridazonu na rana vyvojova stadia raka
mramorovaného (Procambarus virginalis). Vliv chloridazonu jsme hodnotili podle fady
faktor(, jako jsou biomarkery oxidac¢niho stresu a antioxidacni biomarkery, rist, mortalita,
ontogeneticky vyvoj a chovani rakud. Ziskané vysledky z tohoto pokusu poslouzi k rozsifeni

znamych dat o plsobeni chloridazonu na raky a vodni ekosystémy.



2. Literarni prehled

2.1. Pesticidy

Jiz v drivéjsich dobach se lidé zajimali, jak vylepsit a ochranit pred skidci a chorobami své
zasoby a zemédélské plodiny. K ochrané plodin a likvidaci hmyzu se jiz v Ciné pred 1000 lety
pred nasim letopoétem pouzivala sira v podobé plynné dezinfekce. Dalsi pokrok nastal okolo
roku 1400, a to kdyZ se zacaly vyuzivat k ochrané rostlin slouéeniny tézkych kovl, napfiklad
olova, rtuti a arsenu. Dalsi pokrok v pouZivani insekticid( nastal v 15. stoleti, kdy izolovali
slouceninu nikotinu z tabakovych listd. A dale v 18. stoleti zkouseli vyuZivat prirodnich vytazk(

z kopretiny starckolisté (Chrysanthemum cinerariifolium) (Cremlyn, 1978).

Celosvétové zemédélstvi prochazi fadou zmén a novych postupl v produkci, s ¢imzZ je
spjata intenzifikace zemédélstvi a tim se v poslednich dvou desetiletich znacné navysila
spotfeba pesticidd. Snadmérnym vyuZivanim pesticidd se ukazal vyznamny problém,
znecistovani Zivotniho prostfedi. Tento problém je nejvice pozorovatelny ve vodnich
ekosystémech, kde vede ke snizeni produktivity a mnohdy az k mortalité ryb. Pesticidy se
objevuji v potravinach nebo pitné vodé, kde se mohou nachazet ve zbytkovém mnozstvi, nebo
ve formé metabolitd. Tyto latky mohou zplsobovat velmivazné zdravotni problémy pro lidské

zdravi (Cerejeira a kol., 2003; Spalding a kol., 2003).

Vyroba pesticidl a rozvoj syntetické chemie je spjat se za¢atkem 20. stoleti. Konkrétné
roku 1939 byly objeveny insekticidni Ucinky DDT (Dichlordifenyltrichlorethan) doktorem
Paulem Milerem. Tento insekticid se nasledné stal nejpouzivanéjsim pesticidem svéta. Po vice
neZ dvou desetiletich v roce 1962 byl popsan negativni vliv DDT na ekosystém Rachel Carson
v knize Silent spring (Carson, 1962). Vydani této knihy pfispélo ke sledovani vliv(i pesticid(i na
Zivé organismy a monitoringu obsahu rezidui pesticidl v ekosystému. Po zjisténi mnoha
negativnich vlivi doSlo ksepsani Stokholmské uUmluvy o perzistentnich organickych

polutantech a zdkazu pouzivani téchto latek (VeliSek a kol., 2014).
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Pesticidy jsou pripravky slouzici k likvidaci rostlinnych a Zivocisnych skidcu. Tyto pfipravky
pouzivame k ochrané rostlin, stromu, kerd, skladovych zasob, technickych produkt(, zvifat a

mnohych dalSich (Zapletal a kol., 2001).
Pesticidy délime do nékolika skupin, a to s ohledem na jejich vyuZiti (Zapletal a kol., 2001):

e Rodenticidy-pfipravky k hubeni hlodavc(.

e Akaricidy-pripravky k hubeni roztocu.

e Fungicidy-prostredky k ochrané pred houbovymi chorobami.
e Avicidy-ptipravky k hubeni ptak(.

e Insekticidy-pfipravky k hubeni hmyzu.

e Piscicidy-pfipravky k hubeni ryb.

e Herbicidy-pesticidy k hubeni rostlin.

e Moluskocidy-prostredky k hubeni mékkysa.

e Arboricidy-pesticidy k hubeni stromu a keru.
Pesticidy je mozné délit podle zpUsobu aplikace (Zapletal a kol., 2001):

e Moridla.
e Pevné a tekuté nastrahy.
e Postriky.
e Natéry a impregnace.
e Aerosoly.
e Poprase.
e Fumiganty.
Dale se pesticidy mohou také délit dle plvodu na (Zapletal a kol., 2001):
e Syntetické latky.
e Biopreparaty.
e Pfirodni latky.
Po vstupu pesticidl do ekosystému dochazi k jejich degradaci, jelikoz jsou tyto latky
ovliviiovany radou fyzikalné chemickych faktord, mezi které rfadime: sluneéni zareni neboli
fotolyzu, oxidaci vzdusnym kyslikem, jsou-li vystaveny vyssi teploté, dochazi k vyparovani, ve

vihkém prostiredi nastava hydrolyza, také mze probihat biotransformace. Béhem rozkladu
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pesticidnich ptipravkd vznika fada metabolitl. Vzniklé metabolity mohou byt mnohdy vice
toxiCtéjsi nebo u nich mlZe nastat ztrata pesticidnich ucinkd (HajSlovd a Kocourek, 2004).
Béhem detoxika¢niho pochodu dochazi u rostlin a Zivocichl k biotransformaci pesticida.
Enzymovymi systémy, které dokdzi velice u¢inné metabolizovat pesticidy, disponuje fada

obratlovcu, kterymi jsou predevsim ptaci a savci (Hudson a kol., 1984).

Béhem 20. stoleti (mezi roky 1960—1980) tvorily pesticidy celkem 3—6 % ptipad otrav ryb
z veskerych zkoumanych Ghynt (Svobodova a kol., 1987). Koncem 20. stoleti v 90. letech doslo
k velkym zménam v zemédélstvi. Vzhledem k nastupu Setrného, ekologického zemédélstvi,
nebo biozemédélstvi a vlivem ekonomickych dlvodl nastalo vyrazné snizeni spotieby
pesticid(. Zacaly se vyuZivat mnohem Setrnéjsi pripravky k Zivotnimu prostredi, ¢imz doslo ke
snizeni poctu otrav ryb pesticidy na pouha 2 %. Béhem poslednich let byly popsany jen
ojedinélé pripady uUhyna ryb zapricinénych udnikem pesticidd do vodnich recipienttd

(Svobodova a kol., 2011).

Po del3i dobé vroce 2013 Ceska inspekce Zivotniho prostfedi zaregistrovala havarii
praskovaciho letadla do pozarni nadrie ve Zlunicich, kam uniklo pfiblizné 600 litrd
organofosfatového insekticidu chlorpyrifos. Po této havarii byl zaznamenan dhyn mnoha kust
ryb vnadrzi (CIZP, 2013). O rok pozdé&ji byl zaznamenan unik pesticidu NURELLE do
levostranného pritoku feky Doubravky. Pfi této havarii uhynulo vice jak osm tisic kus( raka

Ficniho (Astacus astacus) a nespocet kusd stfevle potoéni (Phoxinus phoxinus) (CIZP, 2015).

Pfesto jsou stale pesticidy ve vodach aktudlnim tématem. RozliSujeme dva druhu vstupl
pesticidd do vodnich ekosystém, a to na pfimé a nepfimé. Mezi nepfimé vstupy fadime
splachy pesticidl aplikovanych na okolni zemédélské kultury. A druhou skupinou jsou pfimé
vstupy, do kterych fadime nespravnou aplikaci, za niz mUZe byt povaZovano napftiklad
nedodrzovani technologickych postupl v rybdrstvi, zasaZeni recipientu béhem leteckého
oSetreni prilehlych zemédélskych ploch nebo unik latky pfi pfecerpavani zfredovaci vody. Dale
sem patfi likvidace nevyuZzitych zbytkd, do které rfadime neodbornou manipulaci s obaly,
vyplachovani cisteren do recipientu, ¢isténi pomocnych zatizeni a aplikacnich strojl. Mezi dalsi
velké pfimé zdroje znecliSténi patti odpadni vody z prlimyslové vyroby pesticid( (Prousek,

2001; Svobodova a kol., 2008).

Musime si uvédomovat, Zze béhem aplikace pesticidl dochazi ke vstupu téchto latek do

Zivotniho prostredi, kde se tyto latky mnohdy kumuluji a ovlivAuji vodni organismy.
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V soucasnosti se klade dlraz na vyuzivani SetrnéjSich pesticidnich pfipravk( k Zivotnimu
prostredi. Tyto pripravky nevytvarirezidua a dokazou se pomérné rychle rozkladat. A ddle maji
nizsi negativni U¢inky na necilové organismy. V rybarstvi by se pesticidy mély aplikovat do
vodniho prostiedi az v okamziku, kdy selzou vSechny jiné metody, jako je tfeba mechanickd

likvidace porostu (Velisek a kol., 2014).

Velice ¢asto nalézame v povrchovych vodach Ceské republiky rezidua na bazi triazind,
chloracetalinidll, organofosfatl, karbamatd, derivatl mocoviny a kyseliny fenoxyoctové

(Sehonova a kol., 2012).

2.2. Herbicidy

Herbicidy nazyvame pfipravky, které se vyuzivaji k likvidaci nebo potlacovani ristu plevell
(Zzapletal a kol., 2001). Vice nez sto let se vyuzivaji chemikalie k hubeni rostlin, které se
vyskytovaly na Zelezni¢nich naspech, nedlazdénych cestach nebo na plochach vyuzivanych ke
skladovani dreva. Na tato mista se aplikovaly pomérné vysoké davky chemikalii (Whitten,

1966; Hartley a West, 1969).

Zacatkem 20. stoleti se zacaly vyuzivat v obilovinach rozpustné médnaté soli a siran
Zeleznaty k potlaceni rlstu Sirokolistych plevel(. Selektivita je u téchto latek uddana fadou
fyzikdlnich faktor(. Aplikuje-li se postfik na plevely se SirSimi a hrubsimi listy, ma postrik
mnohem vétsi ucinky narozdil od listl obilovin, které maji uzké a pomérné hladké listy, na

kterych se pesticidy tim pddem hire zachycuji (Hartley a West, 1969).

V roce 1933 se ve Francii zacal vyuzivat jeden ze selektivnich pfipravkd k hubeni plevel(,
nazyval se DNOK (2,4-dinitro-o-kresol(1;R=CH3). Jednalo se o kontaktni herbicid aplikovany
postfikem na porosty obilovin, které vyznamné nepoSkodi, ale zaroven zni¢i mnoho
jednoletych plevell. U viceletych plevell dojde ke zni¢eni pouze nadzemni ¢asti a podzemni
Casti dale prezivaji, nebot tento pripravek neni rostlinou rozvadén do koren(. V dnesni dobé

se tento herbicidni pfipravek nepouziva (Hartley a West, 1969).

Existuje fada herbicid(, které lze rozdélit do nékolika skupin podle rdznych specifikaci.
Vzhledem k jejich chemickému sloZeni je mGzeme rozdélit na organické a anorganické. Dalsi

skupina je dle rozsahu jejich ucink( na rostliny. Délime je na totdlni herbicidy, které dokazou
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znicit vSechny druhy rostlin, jez jsou jimi zasazeny, a selektivni herbicidy, které maji vliv pouze
na vybranou skupinu rostlin. Dle fyziologie plsobeni délime herbicidy na systémové a
kontaktni, které ucinkuji dotykem, srazeji bilkoviny a ucinkuji jako plazmatické jedy. Aplikovat
se daji budto preemergentni aplikaci, kterd se uskuteénuje pred vzejitim rostliny, nebo
postemergentni aplikaci jez je uskute€fiovana aZz po vzejiti rostliny. Herbicidy mohou byt

aplikovany na pldu nebo povrch rostlin (Zapletal a kol., 2001).

Herbicidni pfipravky mohou mit rdzné mechanismy ucinkd. Mohou zpUsobovat blokaci
transportu elektron béhem fotosyntézy a diky tomu inhibovat Hillovu reakci. Takto mohou
ucinkovat herbicidy na bazi triazind a fenylmocoviny. Nékteré herbicidy jako nitroaniliny
mohou ovliviovat kli¢ivost semen pleveld. Fenoxyalkanové kyseliny, nebo derivaty
benzoovych kyselin mohou ovliviiovat metabolismus nukleovych kyselin, diky cemuz dochazi
k zastaveni rlstu u plevelnych rostlin. DalSim uGcinkem muUzZe byt katalyza tvorby
hydroperoxidd mastnych kyselin uvnitf bunécnych membran, pricemZ nastava poruseni
procesu fotosyntézy. Toto mlZe byt zplsobovano napfiklad desikanty (Hajslova a Kocourek,

2004).

2.3. Chloridazon

Chloridazon je herbicidni pripravek, chemicky ho lze vyjadfit jako 5-amino-4-chloro-2-
phenyl-3(2H)-pyridazinone, nebo sumarnim vzorcem CioHgCIN3g (Obr. €. 1), jeho majoritni
metabolity jsou chloridazon desphenyl a chloridazon methyl-desphenyl (CHMU, 2020). V roce
1963 byl tento pripravek patentovan americkou spole¢nosti BASF. Tento herbicid fadime do
pyridazinonové tridy pesticidd. U zelenych rostlin inhibuje fotosyntézu, jelikoZz blokuje

transport elektron( uvnitt fotosystému Il (PubChem, 2020).
Toxicita herbicidu chloridazonu (CHMU, 2020):

e LC50 =132 mg/l hrotnatka velka (Daphnia magna).
e LC50 =39 mg/Il pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss).
e LD50 = 2800 mg/l potkan (Ratus ratus).
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Vlastnosti latky (CHMU, 2020):

e Molekulova hmotnost: 221,6457 g/mol.

e Bod tani: 206 °C.

e Polocas rozpadu: 10— 133,7 dne.

e Rozpustnost ve vodé: 340 — 422 mg/I.

e ADI (akceptovatelny denni pfijem podle WHO): 0,16 mg/kg télesné

hmotnosti/den.

Obr. ¢ 1. Strukturni vzorec chloridazonu (CHMU, 2020).

Tento herbicid se vyuziva predevsim na polich k likvidaci plevelll, kde se péstuje krmna

fepa, ervena fepa a cukrova rfepa. Na trhu je k dostani jak ve formé kapaliny, tak smacitelného

prasku (PubChem, 2020).

Chloridazon je obsazen napfiklad v pripravcich Largo (s obsahem ucinné latky 300 g/kg),

Burex 430 DKV (430 g/kg), Betoxon 65 WDG (650 g/kg). V Ceské republice bylo spotfebovéno
v roce 2016 celkem 26 709,3 kg této latky (CHMU, 2020). Chloridazon aplikujeme bud'to pred
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vysadbou, nebo pfed vzejitim, nebo tésné po vzejiti semen. VétsSinou se aplikacni davka

pohybuje mezi 1,6-3,3 kg/ha (Worthning a Walker, 1983).

Evropské predpisy povoluji pro herbicidy maximalni hodnoty, které se sméji vyskytovat ve
vodach. Pro jednotlivé herbicidy, nebo metabolity, které z nich vznikaji, je stanoven limit
0,1 pg/l a pro soucet jednotlivych herbicid( a jejich metabolitd je stanovena limitni hodnota
0,5 pg/l (GWD, 2006). Chloridazon se vyskytuje v fadé evropskych zemi, kde byly naméreny
koncentrace do 3,5 pg/l. Metabolity chloridazonu byly detekovany v hodnotach 24 pg/l
(chloridazon desphenyl) a 6,1 pg/l (chloridazon methyl-desphenyl) (Schuhmann a kol., 2016).
V Ceské republice chloridazon nachdzime v povrchovych vodéach v hodnotach 0,1 — 4,34 pg/!

a v podzemnich vodach 0,67 pg/I (CHMU, 2019).

2.4. Raci

Sladkovodni raky zarazujeme mezi korySe, do fadu Decapoda a infraradu Astacida
(mnohdy taktéz Astacoida). Infrarad je délen do nékolika nadceledi: Enoplometopoidea,
Nephropoidea, Astacoidea, Parastacoidea. Do nadceledi Enoplometopoidea a Nephroidea
zarazujeme moiské humry, do nadceledi Astacoidea a Aparastacoidea fadime sladkovodni
raky. Byl potvrzen monofyleticky plvod sladkovodnich rakd diky novodobym genetickym
metodam, diky ¢emuZ nemusi utvaret dvé samostatné nadceledi, ale pouze jedinou, ktera je
tvorena ze tfi ¢eledi. Na jizni polokouli nachazime celed Parastacidea, na severni polokouli se
vyskytuji Celedi Astacidea a Cambaridea. Tyto dva zemépisné izolované rody, Pasifastacus ze
severozapadu Severni Ameriky a Cambaroides z Dalného vychodu Asie, vytvareji vyznamny
problém v déleni vys$sich taxonl raku. JelikoZ jsou oddéleny od center diverzit svych celedi,
predstavuji tak biogeograficky problém. Dale neni zcela znam ani fylogeneticky vztah k rakim
severni polokoule. V soucasnosti je znamo vice nez 600 druh( rakd, ale pocet neni konecny,

jelikoZ stdle nalézame nové druhy (Kozdk a kol., 2013).

Zastupci skupiny desetinohych korySi maji pomérné velky aredl rozsiteni, ale i tak
nalezneme Uzemi, kde se tato skupina kory3u nevyskytuje: kontinentalni Afrika, Antarktida a

vétsi ¢ast Jizni Ameriky a Asie (Hobbs, 1988).
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V nearktické zoogeografické oblasti (hlavné v jihovychodni ¢asti Severni Ameriky), Zije
prevazina ¢ast racich druhu. Z ¢eledi Cambaridae je jich znamo pres 400 druhl. Mezi dalsi
vyznamné centrum vyskytu fadime australskou oblast, kde se nachazi prfes 150 druhl
prevaineé z Celedi Parostacidae. V evropské ¢asti nalézame pouze tfi plivodni druhy raka, které
fadime do rodu Astacus, a dva druhy z rodu Austropotamobius. Také dochazi k vyskytu
neplvodnich druh( rakd, jez jsou ¢asto velice agresivni a také se invazivné Sifi. V evropskych
vodach se v dnesni dobé vyskytuje vice nez deset neplvodnich druh(. Velice vazny problém
predstavuji severoamerické druhy raka, ktefi prenasi raci mor. Tato nemoc predstavuje vazny
problém pro plvodni evropské druhy (Holdich akol., 2009; Filipova a kol., 2011; Jakli¢
a Vrezec, 2011).

2.5. Morfologie a anatomie rakti

Télo raka je pokryto exoskeletem, ktery kryje télni ¢clanky. Exoskelet je tvoren jednotlivymi
¢lanky se 4 destickami: brisni (sternit), hrbetni (tergit) a dva bo¢ni (pleurity). Spojuje je mékka
membrana s jejiz pomoci se dokazou velmi dobre pohybovat. Raci télo obsahuje i klouby jimiz

jsou spojeny koncetiny a zadeckové clanky (Zarenkov, 1982).

Krunyf raka se nenachazi na povrchu téla, ale pod vrstvou kutikuly a je vyluéovan
pokozkou nazyvanou hypodermis (Zarenkov, 1982). Pti svlékani starého krunyre dochazi i ke
svlékani ¢asti kutikuly. JelikoZ stary krunyf obsahuje velké mnoZstvi cennych latek vhodnych
k obnové nové kutikuly, je tedy rakem po svleceni poZiran (Lowery, 1988; Reynolds, 2002).
Typické zbarveni téla u jednotlivych druhl zajistuji pigmenty, které jsou obsazeny v krunyfi

(Kozak a kol., 2013).

Raky radime do rfadu desetinoZcl (Decapoda), u kterych je typickym znakem pfitomnost
5 parQ kracivych koncetin. Mohutna klepeta nalezneme na prvnim paru. Tento pocet paru
koncetin neni presny, kazdy jedinec ma pard koncetin celkem 19, kam se zapocitavaji tykadla,
ustni a zadeckové koncetiny. Télo rozdélujeme na dvé ¢asti: zadecek (pleon, aobdomen) a

hlavohrud' (cephalothorax) (Kozdk a kol., 2013).

Hlavohrud' se sklada ze 13 télnich ¢lank(, 5 hlavovych a 8 hrudnich. Karapax neboli

hlavohrudni krunyt pokryva boky hlavohrudi az po baze nohou (Kozak a kol., 2013). Mezi jedny
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z hlavnich rozliSovacich znak( racich druh(i fadime tvar rostra (Celniho trnu), které vznika
vybihdanim karapaxu mezi o¢ima (Hobbs, 1987). Dalsim znakem jsou dva pdry postorbitalnich
list, které se nachazi na hibetni ¢asti karapaxu za oc¢ima rakl (Souty-Grosset a kol., 2006; Kozak

a kol., 2009; Stambergova a kol., 2009).

Zadecek je zretelné ¢lankovany a je délen na Sest kratkych a Sirokych ¢lanku. Tyto ¢lanky
spojuje mékkd membrana a pohyblivé klouby po stranach. Télo raka zakoncuje plocha ocasni
desticka (telson), kterd nenese zadné koncetiny, jelikoz neni pravym télnim ¢lankem. Ocasni
desticka vznikla vychlipnutim predchoziho ¢lanku zadecku. Na spodni strané tohoto ¢lanku se

nachazi fitni otvor (Kozdak a kol., 2013).

Raci dychaji Zabry, ty jsou pokryté velmi slabou a jemnou vrstvou kutikuly, kterd brani
efektivnimu prostupu plynd, jelikoZ je télo rak(l pokryto krunyfem, pres ktery nedochazi
k pronikani latek do téla a zpét, je pfima difuze kysliku a vyména plynll umozZnéna pouze pres

membrany kloub( a spodinu zadecku (Zarenkov, 1982).

Raci jsou gonochoristé, jejich pohlavni organy jsou umistény dorsalné v hlavohrudi mezi
Zaludkem a spodinou srdecni dutiny (Kozak a kol., 2013). Béhem ristu rakd dochazi k radé
svlékani a obdobim mezi sviékanim (Lowery, 1988). Rak rychle pfibyva na hmotnosti a na délce
téla v obdobi po svlékani. Mezi svlékanimi nedochazi ke konstantnimu rlstu. Dale se [isi
rychlost rlistu u jednotlivych druhl rakd, u pohlavi a také zaleZi na kazdém jedinci, jaké ma
rastové schopnosti. S vékem také dochdzi ke snizeni Cetnosti svlékani a procentudlnimu
prirtstku. V neposledni fadé také ovliviiuje svlékani rada faktor(, jez délime do dvou skupin:
abiotické (fotoperioda, teplota, chemismus vody a jiné) a biotické (potrava, substrat, hustota

populace, predace atd.) (Kozdk a kol., 2013).

2.6. Rak mramorovany

Rak mramorovany (Procambarus virginalis, Obr. €. 2) dorlsta vétSinou do velikosti 10 cm,
vyjimecné az do 13 cm. DoZiva se pomérné kratkého véku. Laboratorné chovani raci Ziji
priblizné 2 roky. Pouha jedna desetina jedinc( se dozije vice jak 3 let. U tohoto druhu je zndm
také nejdéle Zzijici jedinec, ktery dosahl véku 4,5 roku. Velice ¢asto dojde k Uhynu béhem

svlékani, pokud pfi ném nastanou komplikace (Pdckl a kol., 2006; Vogt, 2010).
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Télo zastupcl tohoto druhu je zabarveno do typického mramorovani bud na hnédavém,
nebo zeleném podkladé. Nejviditelnéjsi je na bocich hlavohrudi. Hlavohrud raka
mramorovaného je hladka, na ni se nachazi za tylni brdzdou a parem postorbitalnich list
nékolik trnl. Sbihajici okraje vyrazného rostra utvari maly trojuhelnikovy vrcholek. Klepeta
jsou pomérné mala, na povrchu velice slabé zrnitd a na horni a spodni strané nemaji viditelné
mramorovani. Dale na vnitfni strané zapésti vyrastd mohutny trn, ktery ojedinéle presahuiji

klepeta o 50 % délky hlavohrudi (Holdich a kol., 2006).

Obr. ¢. 2. Rak mramorovany (Procambarus virginalis).

U tohoto druhu raka nejsou zndmi samci, protoie se rozmnoZuje prostfednictvim
partenogeneze. Plodi pouze samice, diky ¢emuZ je potomstvo geneticky identické (Scholtz
a kol., 2003; Vogt a kol., 2004b; Martin a kol., 2007). Probihaly i snahy o zvrat pohlavi, kde
dochazelo k exponovani samciho pohlavniho hormonu 17 — methyl testosteronu z vyvijejicich

vajicek i racat, ale ani tato snaha nezaznamenala zadné samce (Vogt, 2007).

V 25.-35. tydnu dochazi k dospivani samic. V tomto véku dosahuje délka téla pfiblizné 40
mm. Maji-li raci dobré podminky, dokazou se v chovech rozmnoZovat v prabéhu roku i
opakované, a to v intervalech 8-9 tydn(l. U samic vzrista plodnost podle jejich velikosti. U
malych samic se plodnost pohybuje mezi 50-150 vajicky. Vétsi samice mohou plodit az 400
vajicek (Holdich a kol., 2006; Vogt, 2010). V pfirodé mizeme nalézt i samice, které maji az 500-
700 vajicek (Jones a kol., 2009; Chucholl a Pfeiffer, 2010). Primérna velikost vajicek je mezi

1,5-1,9 mm s inkubacni dobou 2-3 tydny (Seitz a kol., 2005; Holdich a kol., 2006). Racata jsou
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pfichycena na samicich pleopodech, poté co se dvakrat sviéknou, zacinaji pfijimat potravu a

dochazi k jejich osamostatriovani (Vogt a Tolley, 2004a; Vogt, 2008a).

Diky vySe uvedenym vlastnostem ma rak mramorovany velky potencidl stat se
modelovym druhem organismu v mnoha studiich, napfiklad ve vyvojovych neurobiologickych,
cytologickych, toxikologickych a epigenetickych studiich, jelikoz rychle dospiva, dorlistd a ma
vysokou plodnost, kratkou dobu inkubace a geneticky uniformni potomstvo (Vogt, 2008b,
2010, 2011). Ai diky témto vlastnostem je tento druh raka velmi oblibeny mezi akvaristy. Ti
ale musi v pomérné kratké dobé resit problém s jeho potomstvem, proto vétsina z nich sahd
po vypusténi raka do volné prirody nez k pfimé likvidaci, coz vede k fatalnim problémim,
pokud vezmeme v potaz partenogenetické rozmnozovani a rizikovost téchto rakl jakozto

prenasecl raciho moru (Jimenez a Faulkes, 2011).

PGvodné rak mramorovany obyval ekosystémy na Floridé a Georgii (Taylor a kol., 2007;
Dorn a Volin, 2009), kde neni zndma partenogeneticky se rozmnozujici forma. Prvotné byla
tato forma popsdna az v Evropé ve druhé poloviné 90. let 20. stoleti, kde byla dostupna
v rakouskych a némeckych obchodech (Lukhaup, 2001). Nezodpovédnost chovatel( vedla ke
vzniku Zivotaschopnych populaci raka mramorovaného ve volnych vodach Evropy. V Evropé
se zatim vyskytuje v Nizozemi (Koese, 2008), Italii (Marzano a kol., 2009), Némecku (Marten
a kol., 2004; Schulz a kol., 2009; Martin a kol., 2010) a Slovensku (Jansky a Mutkovi¢, 2010).
Rada modell v dnedni dobé ukazuje na to, Ze jen mald ¢ast Evropy nabizi pfiznivé Zivotni
zavlecen na Madagaskar (Jones a kol., 2007, 2009; Kawai a kol., 2009) a i do Japonska (Kozak
a kol., 2013). V Severni Americe hrozi proniknuti tohoto druhu raka mimo pUvodni aredl

vyskytu, jelikoZ je ve velkém mnoZstvi nabizen v internetovych obchodech (Faulkes, 2010).

Nejlépe se mu dafi pfi teplotach 18 — 25 °C. Nékolik tydn( dokazZe preZit jak pti nizSich
teplotdch pod 8 °C, tak i nad 30 °C. Pfitéchto teplotdch ovsem zastavuje svij rust a reprodukci.
V Evropé se vyskytuje i na lokalitach, které zamrzaji, z éehoZ vyplyva, Ze se jednd o relativné

tolerantni a velice adaptabilni druh (Holdich a kol., 2006; Kaldre a kol., 2012).

Raci jsou v ekosystému vyznamnym bentickym druhem bezobratlych a jsou vnimani jako
vhodné modelové organismy (Momot, 1995; Bufi¢ a kol., 2013). JelikoZ jsou v Ceské republice
pavodni druhy rakd chranény (Kozak a kol., 2011), proto se pro testy toxicity voli invazivni

druhy, jako je rak mramorovany (Kouba a kol., 2014). V dnesni dobé se preferuji v testech
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toxicity bezobratli Zivoc¢ichové na rozdil od obratlovci (Velisek a kol., 2014). To uz v roce 1959
popsali biologové William Russell a Rex Burch koncept 3R (Replace, Reduce, Refine). Hlavnim
cilem je co nejvice omezit vyuzivani pokusnych zvirat a pokusit se je nahradit alternativnimi
metodami testovani. Tato vize ma tfi ¢asti. Prvni obsahuje nahrazovani (replacement), kde se
uprednostiiuje ndhrada alternativnimi metodami, pokud vysledky jsou stejné nebo lepsi nez
na laboratornim zvifeti. Dale u tohoto bodu je poZadavek na prednostni vyuZivani nizsich
organismu v testech. Ve druhé ¢asti se zabyvaji snizovanim (reduction) poctu zvirat, které se
vyuzZivaji v pokusech, a to formou na méné zvifat, ale vice nebo stejné informaci. A treti ¢ast
se zabyva zjemnénim (refinement) a zmirnénim utrpeni a bolesti vyuzivanych zvirat (Russell

a Burch, 1959).

2.7. Testy toxicity

Testy toxicity na vodnich organismech se vyuzivaji k hodnoceni vlivu a dopadu latek na
ekosystém, nové vyvinutych chemickych latek a pripravkd, klasifikaci odpadl nebo dale na
hodnoceni odpadnich vod, pfipadné i kuréovani plvodcl havarijnich znecisténi vody.
Rozlisujeme mnoho druhi testu toxicity, které Ize rozdélit do nékolika skupin. Mezi nejéastéji

vyuzivané patti (VeliSek a kol., 2014):

e Testy na Urovni bunék a tkani.
e Testy na Urovni organismu.

e Testy na Urovni biocendz.

Testy toxicity Ize vyuZzit k hodnoceni riznych kritérii testovanych latek. Mohou se sledovat
letalni 4€inky (mortality, Ghyn organismu), nebo subletdlni ucinky (ovliviiovani ristu, Zivotnich
funkci aj.). Specificky se mlZzeme zaméfit i na ucinky, které plsobi na organismy napftiklad
mutagenné, imunotoxicky nebo genotoxicky. Latka nemusi mit jen jeden ucinek, ale zaroven
muze mit i nékolik rozdilnych G¢ink( soucasné. Také se mohou liSit ucinky latky podle délky
pusobeni. Napfiklad mutagenita, nebo genotoxicita se mnohdy projevi az po chronické

expozici nebo u nasledujicich generaci (Marsalek, 2002).

Z dat, ktera jsme ziskali z testd toxicity, musime vypocitat dané parametry, které lze

nasledné porovnavat a hodnotit. Do hodnot, které ziskavame prepoétem, fadime napftiklad EC
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(efektivni koncentraci). Pti stanoveni efektivni koncentrace testované latky mlize v organismu
nastat napfiklad inhibici ristu, zména metabolické aktivity, zména chovani atd. Hodnota LC
(letalni koncentrace) je hodnota, kterd zapricini Uhyn testovanych organismid. Hodnota IC
(inhibi¢ni koncentrace) dokaze ovlivnit inhibici rlstu, pohybu atd. Vyslednou hodnotu
nazyvame LD (letalni davka) nebo ED (efektivni davka) (McNaught a Wilkinson, 1997; Landis
a Yu, 2003).

Jiz zminéné hodnoty se udavaji jako hodnota EC50, LC50, IC50. Takto udavané hodnoty:
letalni, inhibi¢ni a efektivni koncentrace toxikantu znamenaji, Ze byla zachycena reakce u
50 % testovanych organism(. Tyto hodnoty lze urcit nékolika zplsoby, nejpouzivanéjsi
metodou je probitova analyza. DalSimi hodnotami pouzivanymi v toxikologii jsou NOEC a
LOEC. NOEC (z angl. No Observed Effect Concentration) je nejvyssi testovand koncentrace
zkoumané latky, u niz nenastal statisticky vyznamny vliv na sledovany organismus. Vyznamné
je natom podobné i hodnota NOEL (z angl. No Observed Effect Level) a téz hodnota LID (z angl.
Lovest Ineffective Dilution). Pravym opakem hodnoty NOEC je hodnota LOEC (z angl. Lovest
mozZno pozorovat statisticky vyznamny ucinek. Velice podobnym druhem jsou indexy NOAEL
(z angl. No Observed Adverse Effect Level), u kterych nemusi byt brany pozorované ucinky za

nezadouci (McNaught a Wilkinson, 1997; Landis a Yu, 2003).

Vysledky z testd toxicity a hodnoty sledovanych latek v Zivotnim prostfedi vyuzivdme
k posuzovani enviromentalnich rizik. Rizikovost latky zavisi na citlivosti organism{ na tuto

latku a koncentraci latky v ekosystému (Koci, 2002).

2.8. Oxidativni stres

Oxidativni stres nastava, pokud dojde k poruseni rovnovahy mezi volnymi radikdly a
antioxidanty (Sies, 1991). Mohou ho zplsobovat tfi faktory. Prvnim faktorem muize byt zvyseni
reaktivnich druhd kysliku (ROS), druhym faktorem je zhorseni antioxidacnich systém a tretim
nedostatec¢na kapacita, ktera by byla schopna napravit oxidaéni poSkozeni. ROS mohou
zpUsobovat fadu bunécnych makromolekuldrnich zmén napfiklad u membranovych lipidd,

protein(, anebo DNA. Vlivem poskozeni muze také dojit k preméné funkci nékterych bunék,
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zménami intracelularniho vapniku nebo intracelularniho pH. V krajnim ptipadé mize nastat i

bunécéna smrt (Kehrer a kol.,1990; Swann a kol., 1991).

Naopak antioxidacni systémy zahrnuji jak napravu antioxidaéniho poskozeni, tak i
odstraniovani volnych kyslikovych radikal(i, ¢imz chrani organismus pred oxidacnim stresem.
O redukci ROS se staraji antioxidacni enzymy, kterymi jsou napftiklad superoxid dismutaza,
katalaza, glutathion peroxidadza, nebo glutathion reduktaza. Dale se na redukci volnych
radikall podileji dalsi latky, kterymi jsou napfiklad vitaminy C a E a glutathion (Di Giulio a kol.,
1993).

Volnymi radikdly nazyvdme atomy, molekuly, nebo ionty, které dokazou samostatné
existovat. V jejich elektronovém obalu nalezneme jeden nebo vice neparovych elektrond. Jsou
velice reaktivni, jelikoZz se pokousi o ziskani dalSich elektron(, aby byly schopny doplnit
elektronovy par a byly tak schopny stabilni konfigurace. Dalsi volné radikaly vznikaji z reakci
mezi volnymi radikaly a s intaktnimi molekulami. Na jejich vzniku se podileji i enzymy, jako je
naptiklad NADPH (nikotinamid adenin dinukleotid fosfat) — oxidaza, ktera katalyzuje tvorbu
volnych radikalu uvnitf bunék. Mohou také vznikat neenzymovymi déji, jako je napfriklad

ionizujici zareni (Racek a Holecek, 1999).

K odstranovani volnych radikali, jako je superoxidovy anion O~ slouZi superoxid
dismutdza, kterd O, pretvafi na molekuldrni kyslik (O2) a peroxid vodiku (H,02) (Di Giulio a
kol., 1993). Peroxid vodiku je ddle rozkladan peroxizomalni kataldzou (CAT) na vodu a kyslik,
nebo je redukovan glutathion peroxiddzou. Z peroxidu vodiku mohou vznikat volné
hydroxylové radikaly, ale to za podminky, Ze se vyskytuji v pfimé blizkosti kov(, naptiklad Fe,
Co, Cu atd. Tyto hydroxylové radikaly se preméni na molekulu vody ndsledkem napojeni na

dalsi elektron (Racek a Holecek, 1999).
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3. Material a metodika

Ucinek expozice herbicidu chloridazonu na rana vyvojova stadia raka mramorovaného byl
hodnocen za vyuzZiti embryolarvalniho testu toxicity. Experiment byl provadén v akvarijni
mistnosti laboratofe vodni toxikologie a ichtyopatologie, kterd sidli v budové Vyzkumného

ustavu rybarského a hydrobiologického ve Vodnanech, Ustav je soucasti FROV JU.

3.1. Embryolarvalni testy toxicity

Vodni organismy fadime k nejpouzivanéjSim druhlm, které jsou vyuzivany k testim
toxicity. Velice Casto se k testim vyuzivaji ryby, korysi, mékkysi, vodni rostliny, fasy a bakterie.
ZpUsob provedeni vétsiny testd je velmi podobny. Testy toxicity maji vyznamnou podminku,
kterou je rozpustnost latky ve vodé. Nebo je také mozné pro testovani pouzit vyluhy vzork(

z pevného skupenstvi (Velisek a kol., 2014).

Ze skupiny necilovych vodnich organism( velice ¢asto volime zastupce koryst (Crustacea).
JelikoZ korysi se nachazeji témér po celém svété, diky c¢emuz jsou velice vyznamnou skupinou
Zivocisné fise (Velisek a kol., 2014). JelikoZ jsou raci vyznamnym bentickym druhem, jsou
vnimani jako vhodné modelové organismy (Momot, 1995, Bufi¢ a kol., 2013). A dalSim
hlediskem, pro¢ pravé volime raky, je snaha postupovat v testech toxicity v souladu s pravidly

3R (Replace, Reduce, Refine) (Velisek a kol., 2014).

3.1.1. Princip a podminky testu

Princip embryolarvdlnich testud na racich je velice podobny embryolarvalnim testiim, které
jsou provadény na rybach. Test je postaven na vystaveni ranych vyvojovych stadii raka
mramorovaného koncentracni fadé zkoumané latky, v naSem ptipadé chloridazonu. Test je
zapocat v momenté umisténi oplozenych vaji¢ek do plastovych makrodesek. Délka testu neni

jednotna, jelikoZ zavisi na druhu raka a teploté vody, v naSem pripadé test trval 50 dni.
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Béhem testu je nezbytné provadét krmeni Cerstvé vylihnutymi naupliemi Zabronozky
solné (Artemia salina, Obr. ¢ .3). Dale je nezbytné dodrzet hodnoty chemickych parametri
vody, jako je nasyceni vody kyslikem, pH a teplota vody. A také urc¢ené hodnoty koncentraci
zkoumané latky. Jiz béhem testu zjistujeme subletalni a letalni Ucéinky. Ty je vSak nezbytné
porovnavat s kontrolni skupinou. Dale béhem testu sledujeme mortalitu, rlst a vyskyt

malformaci.

Obr. ¢. 3. Nadoba s naupliemi ZdbronoZky solné (Artemia salina).

3.1.2. Experimentalni material

V experimentu byl pouzit chloridazon od firmy Sigma — Aldrict Corporation (USA) o Cistoté
99,8 %. Dale byly v testu vyuZita vajicka raka mramorovaného (Procambarus viriginalis) v X
staddiu embryolarvalniho vyvoje o primérné hmotnosti 2,74 mg. Vaji¢ka byla ziskana od dvou
samic raka mramorovaného, které mély délku karapaxu 37,84 mm a 36,55 mm a hmotnost

15,62 ga 14,98 g.
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3.2. Prubéh testu

K testu bylo vyuzito 210 vajicek v desdtém stadiu embryolarvdiniho vyvoje, které jsme
ziskali od dvou samic. Vajicka jsme rozdélili do péti skupin. Ve ¢tyrech skupinach byl obsazen
chloridazon a v paté skupiné pro kontrolu Cistd voda. Kazda skupina obsahovala 42 jedinc,

které jsme umistili jednotlivé do plastovych makrodesek (Obr. €. 4).

Obr. ¢. 4. Jedinci raka mramorovaného (Procambarus virginalis), umisténi v makrodeskdch

v laboratofi vodni toxikologie a ichtyopatologie.

Prvni koncentrace E1 = 2,7 pg/l, coz je maximalni redlna koncentrace namérena v ¢eskych
fekach (CHMU, 2019), E2 = 27 pg/l, E3 = 135 pg/l, E4 = 270 pg/l. T¥i nejvyssi testované
koncentrace odpovidaly 10, 50 a 100ndsobku redlné koncentrace. Z dlivodu zajisténi shody

mezi nomindlnimi a skute¢nymi koncentracemi chloridazonu ve vodé byly vzorky vody

26



podrobeny chemické analyze za pouziti kapalinové chromatografické tandemové hmotnostni
spektrometrie (LC-MS/MS) a za dodrZeni metodiky Reemtsma a kol., (2013). Ziskané hodnoty
nebyly odliSné od nominalnich hodnot o vice nez 0 9 %. Stanoveni koncentrace chloridazonu

nebylo soucdsti této prace a toto stanoveni bylo provedeno formou zakazky.

Béhem testu dochazelo v laboratofi k periodickému stfidani svétla a tmy v poméru 12:12
hodin a trikrat tydné (pondéli, stfreda a patek) probihala vyména roztokd, jelikozZ se jednalo o

semistaticky test. Fyzikalné chemické parametry vody v priibéhu testu byly nasledujici:

e Teplota: 21,1 + 0,5 °C.

e Rozpustény kyslik: > 5,25 mg/I.
e pH:7,7-8,0.

e KNKas: 0,71 mmol/l.

e CHSKwmn: 0,92 mg/I.

e Celkovy amoniak: 0,013 mg/I.
e Suma Ca%" + Mg?*: 6,21 mg/I.

Teplota byla sledovana pomoci Minikin logger( (Enviromental Meansuring Systems, Brno,
Ceska republika). Dale probihalo kazdy den méreni nasyceni kyslikem, pH a sledovani svlékani
rakl a mortality. Krmeni rak( bylo zajisténo jednou denné cerstvé vylihlymi naupliemi

zabronozky solné. Test byl ukonéen 50. den expozice.

3.3. Odbér vzorku

Béhem experimentu jsme v pravidelnych intervalech sledovali vyvoj, mortalitu a télesnou
hmotnost, kterou jsme zjistovali na analytickych vahach (obr. €. 5), ale aZ dva dny poté, kdy se
jedinec raka svlékl, z dlvodu zajisSténi lepsSi odolnosti krunyfe pred poskozenim. Rlstové
parametry jsme vyhodnotili na zavér testu. K tomuto vyhodnoceni jsme pouzili ukazatele:

specifickou rychlost ristu (SGR) a inhibici rastu (1).
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Obr. ¢. 5. VdZeni jedinct raka mramorovaného (Procambarus viriginalis) na analytickych vahdch.

Specifickou rychlost ristu Ize definovat jakoZto podil rozdilu priméru prirozenych
logaritm( hmotnosti jedincll rakd, které jsme poprvé zvazili 12. den testu a nasledné pak na

konci testu 50. den. K vypoctu jsme vyuZili vzorec:

Inw, —Inw,

SGR= -100

tz _tl
Kde:
SGR = primérna specificka rychlost rlstu ve skupiné;
W1, W, = hmotnosti jednoho raka v ¢ase t; a t2, jednotlivé (g);
t1 = Cas (dny) — zacatek expozice;

t, = ¢as — konec expozice.
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Inhibice specifické rychlosti ristu vyjadfime jako podil mezi rozdilem pridmérné specifické
rychlosti rlstu kontrolni skupiny rakd a experimentdlni skupiny rakd a priimérné specifické
rychlosti rdstu u kontrolni skupiny. To vSe po 50 dnech expozice chloridazonem, na zavér

vyndsobené stem. Vypocet lze provést za vyuziti vzorce:

Ix[%] _ SGR, (control) — SGR, (group) 100
SGR, (control)

Kde:
| = inhibice specifického rlstu v experimentalni skupiné po 50 dnech expozice;
SRG (kontrola) = priimérna specificka rychlost rlstu v kontrolni skupiné rak(;

SRG (skupina) = priimérna specificka rychlost rlstu v experimentalni skupiné rakli po 50 dnech

expozice.

Po ukonceni testu byla provedena analyza chovani (viz kap. 3.4.), po této analyze byl
proveden odbér vzork( pro biochemické analyzy. Odebrané vzorky jedinc byly zamrazeny
v tubdach (v tekutém dusiku) a nasledné byly vyuzity ke stanoveni hladiny oxida¢niho stresu a
aktivity antioxidacnich enzyma. Tyto ukazatele byly stanovovany z celotélnich homogenat(

rakd.

3.4. Chovani raku

Po ukonceni testu, ktery probihal 50 dni, byl u jedincd rak( proveden behaviordlni test,
ve kterém se sleduji rozdily chovani mezi experimentalnimi skupinami a kontrolou. V tomto
testu dosSlo k rozdéleni racat do plastovych misek s 50 ml roztoku odpovidajici dané skupiné.
Nasledné probéhlo pozorovani a zachyceni chovani rakd po dobu jedné hodiny (obr. €. 6) za

vyuziti videokamery (Sony HDR-CX240E, Sony, Japan).

Ziskany materidl byl analyzovdn softwarem EthoVision® XT 13 (Noldus Information
Technology, Wageningen, Nizozemsko). Mezi sledované hodnoty fadime cas, ktery raci stravili

pohybem — aktivita (s), rychlost chlze (cm/s) a vzdalenost (cm).

29



Obr. ¢. 6. Pozorovadni a zaznamendvdni chovadni jedincu raka

mramorovaného (Procambarus viriginalis).

3.5. Biochemické metody stanoveni biomarkeru

Pfed vlastnimi biochemickymi analyzami bylo nejprve nutné provést homogenizaci tél,

diky ¢emuz jsou vzorky z rakd pripraveny k vlastni analyze.

Pfed zacatkem homogenizace jsme zamraZzené vzorky zvazili a poté jsme zahdjili
homogenizaci 1:10 w/v. S pfidanim 50 mM fosfatového pufru (PBS) o neutralnim pH 7.2, ktery
obsahoval: NaCl, KCI, Na;HP04.12H,0, KH;POs4. Homogenizaci jsme provadéli na

homogenizatoru (Retsch MM 400, Némecko) (obr. & 7). Cést vzniklého homogenatu jsme
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pouzili pro méreni lipidni peroxidace, druhou ¢&ast jsme pouzili pro méreni antioxidacnich
biomarker(i. Vzorky takto pfipravenych homogenatd byly uchovany pfi -80 °C aZz do

samotného zpracovani vybranych analyz.

Obr. ¢. 7. Homogenizdtor vyuZivany k pfipravé vzorkd.

3.5.1. Stanoveni enzymatické aktivity katalazy (CAT)

Kataldza je vyznamny enzym antioxidacni ochrany proti radikaliim. ZpUsob stanoveni je
zaloZen na Ucinku katalazy na rozloZeni peroxidu vodiku na vodu a kyslik. BEhem této metody
zaznamendvame Ubytek peroxidu vodiku za jednotku ¢asu. Méreni aktivity katalazy provadime

metodou podle Aebi (1984). Vzorky byly po rozmrznuti promichdny a centrifugovany po dobu
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30 minut pfi 30 000 rpm a 4 2C. Méreni jsme provadéli na spektrofotometrickém pfristroji

Tecan Infinite M200 (Svycarsko) (obr. €. 8).

Vzorek jsme pfipravili napipetovdanim 50 ul PP pufru, ktery jsme naredili 50 ul
supernatantu vzorku, a vSe promichali. Dale jsme smichali v mikrotitracni desti¢cce 50 pl
roztoku, ke kterému jsme pfidali 0,09 % H,0, (250 ul) mikropipetou. Takto ptipraveny vzorek
jsme umistili do spektrofotometru, kde jsme méfili absorbanc pfi 240 nm, 1 minutu
v 5sekundovych intervalech a ziskanou hodnotu katalazy zaznamenali jako umol H202 min/mg

proteind.

Obr. ¢. 8. Spektofotometr Tecan Infinite M200, s dalsim laboratornim vybavenim slouZici ke

stanovovadni biomarkert, v tomto pripadé kataldzy.
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3.5.2. Stanoveni redukovaného glutathionu (GSH)

Principem stanoveni GSH je reakce thioselektivni Ellmanovy reagencie (DTNB; 2,2-dinitro-
5,5-dithiobenzoovd kyselina) svolnymi -SH skupinami za tvorby barevného produktu.

Stanoveni probéhlo podle metodiky Ellman (1959).

Vzorek byl po rozmrznuti promichavan a umistén v mikrozkumavkach do centrifugy po
dobu 15 minut (10 000 rpm, 4 2C). Z kazdé zkumavky bylo odebrano 180 pl supernatantu
vzorku a pfidano 18 ul 25 % kyseliny trichloroctové. Poté byl vzorek nechan 15 minut odstat
pfi pokojové teploté a nasledné byl umistén opét do centrifugy na 10 minut (8 000 rpm, 4 2C).
Poté probéhlo vlastni mérfeni GSH. Do mikrotitracni desti¢ky bylo napipetovano 50 ul vzorku,
190 pl TRIS pufru a 10 pl 0,02 M DTNB. Absorbance byla méfrena na spektrofotometru pfi 420
nm proti blanku a pozadi pti 680 nm. Ziskanou hodnotu GSH zaznamenavame jako nmol

GSH/mg proteind.

3.5.3. Stanoveni enzymatické aktivity glutathion S — transferazy (GST)

Metoda spociva v detekci konjugatu, jenz se nachdazi mezi redukovanym glutathionem a
CDNB (1-chloro-2,4-dinitrobenzen), ktery je béinym substratem pro béiné izoformy
glutathion transferdzy. Vyhodnoceni se provadi spektrofotometricky podle metodiky Habig a

kol. (1974).

Vzorek homogenatu byl po rozmraZzeni 15 minut centrifugovan (10 000 rpm, 4 oC) a
vyfedén homogenizacnim PBS pufrem v poméru 1:4 (60 ul PBS a 15 ul vzorku). Dale jsme
prepipetovali 10 ul zfedéného supernatantu na mikrotitracni desticku, poté jsme pipetou
pridali k supernatantu 180 pl PBS a 10 pul 50 mM CDNB v ethanolu a vie dikladné promichali.
Po pridani 50 ul 10 mM redukovaného GSH substratu doslo k rozbéhnuti reakce. Poté jsme
pred umisténim vzorku do spektrofotometru museli provést tfisekundové protrepani. Méreni
probihalo po dobu 5 minut pfi 340 nm. Hodnotu GST jsme vyjadfili smérnici kfivky, od které
jsme odecetli smérnici blanku a poté dosadili do rovnice a vyslednou hodnotu zaznamenali

v nmol/min/mg proteinu.
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3.5.4. Stanoveni aktivity glutathion reduktazy (GR)

Glutathion reduktaza ma velky vyznam pti pfeméné oxidovaného glutathionu (GSSG) na
redukovany glutathion (GSH) a na spotfebu NADPH, kde pUsobi jako katalyzator. Aktivitu GR
vyhodnocujeme podle ubytku mnoZstvi NADPH v reakci za vyuziti spektrofotometru podle

metodiky Carlberg a Mannervik (1975).

Po rozmrznuti byl vzorek promichavéan a centrifugovan po dobu 15 minut (10 000 rpm,
4 2C). Pro stanoveni aktivity GR musime nejprve napipetovat 180 ul supernatantu vzorku a
pridat 80 pl GR pufru, 20 ul GSSG, 20 ul NADPH a 30 pl destilované vody. Pripraveny vzorek
jsme protrepavali po dobu 20 sekund a poté umistili vzorek do spektrofotometru, kde jsme 2
minuty meéfili pfi 340 nm spotfebu NADPH. Mikrodesticku jsme znovu umistili do
spektrofotometru a méfili 5 minut v intervalech 15 sekund pfi 340 nm. Vyslednou hodnotu GR

jsme vyjadfrili v nmol NADPH/min/ml proteind.

3.5.5. Stanoveni enzymatické aktivity superoxid dismutazy (SOD)

Superoxid dismutazy radime do skupiny metaloenzym( jelikoZ obsahuji ionty kov( (Zn,
Mn, Cu, Ni). Tyto kovy jsou obsaZeny ve struktufe a jsou zodpovédny za jejich aktivitu.
Superoxid dismutdzy nachazime ve vSech burikach. Nejvice jich nalézdme v jatrech. Podstata
jejich funkce je katalyza premény reaktivnich superoxidovych radikald na peroxid vodiku a
molekulovy kyslik, diky ¢emuz zastavaji podstatnou roli v kontrole hladiny superoxidd uvnitf

buriky (Oztiirk-Urek a kol., 2001).

Podstatou metody je schopnost SOD inhibovat reakce, které jsou fizené superoxidy. K
produkci superoxidd vyuzivdme systéma NADH a phenazin nethosulfonat (PMS). Superoxidy,
které jsme takto ziskali, Ize stanovit za vyuZziti NBT (nitrobluetetrazolium), u kterého dojde po
reakci k preméné na stabilni formazonovy produkt, ktery jiz dokazeme spektrofotometricky
méfit. Za vyuZiti této metody urc¢ime pokles NBT. VSe provadime podle metody Marklund a

Marklund (1974).

Rozmrzly vzorek homogenatu byl centrifugovan po dobu 30 minut (30 000 rpm, 4 2C).
Vzorek jsme pfripravili prepipetovanim 25 pl supernatantu z celotélniho homogendatu do

mikrodesti¢ky. Do tohoto vzorku byl dodan homogenizacni pufr, NADH s NBT o objemu
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200 pl. Poté jsme provedli spektrofotometrické méreni o celkové délce 2 minut
s dvacetisekundovymi intervaly pfi 560 nm. Nasledné vlivem po pfidani 25 pl PMS byla
zahdjena reakce a poté provedeno 5minutové mérenikinetické reakce v intervalech 20 sekund

pfi 560 nm. Vysledky byly vyjadreny jako aktivita SOD v nmol NVT/min/mg protein(.

3.5.6. Stanoveni lipidni prooxidace (TBARS)

Lipidni peroxidaci zjistujeme za vyuZiti TBARS testu (thiobarbituricacid reactive substance
= latky, které dokazou reagovat s kyselinou thiobariturovou — TBA). Tato metoda je zaloZzena
na stanoveni barevnych aduktl, které mérime. Barevné adukty vznikaji pfi reakcich produktt
lipidni peroxidace a kyseliny barbiturové. Pro toto stanoveni bylo vychazeno z metodiky

Luschak a kol. (2005).

Lipidni peroxidace byla stanovena z necentrifugovaného vzorku homogenatu (250 ul), ke
kterému jsme pridali 12,5 pl FeSO4 a ponechali 30 minut pfi 37 C. Nasledné ke vzorku byl
pridan roztok TCA-BHT (kyselina trichloroctova — butylovany hydrotoluen) v poméru 250 pl :
75 ul. Takto pfipraveny vzorek byl po dobu 20 minut centrifugovan pti 4000 rpm a teploté
4 °C. Po centrifugaci jsme prepipetovali 250 pl vzorku do mikrozkumavky, kam jsme dale
pridali 200 ul TRIS — TBA a 50 ul HCI. Takto upraveny vzorek jsme umistili do termobloku na 45
minut pfi teploté 90 2C. Po uplynuti 45 minut jsme nechali vzorek vychladit a nasledné
prepipetovali 250 ul do mikrotitracnich desticek a provedli méreni na spektrofotometru, kde
jsme meéfili pti 550 nm a pfi 590 nm vzniklé zbarveni. Zjisténé hodnoty jsme vyjadfili jako nmol

TBARS/mg protein(.

3.5.7. Metoda stanoveni koncentrace proteinti (metoda BCA)

Koncentrace protein( byla stanovena podle metodiky Lowry a kol. (1951). Nejdfive bylo
zfedéno 30 pl kazdého vzorku pomoci 0,1 M NaOH (1:20). Ptipraveny vzorek byl po dobu 24
hodin ponechan pfi pokojové teploté. Z kazdého vzorku bylo prepipetovdano 10 ul do
mikrotitracni desticky a priddno 200 ul A (roztok sodné soli kyseliny bicinchoninové) + B
(CuS04) pufru (v poméru 26,54 ml A pufru ku 0,54 ml B pufru). Desticka byla poté pretazena

plastickou félii a umisténa na 30 minut do termoboxu s teplotou 37 2C. Poté byla okamzité
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pfemisténa do spektrofotometru a mérena pti 562 nm oproti blanku. Z namérenych hodnot
jsme z kalibraéniho grafu zjistili hodnotu trendu a z ni vypocitali hodnotu proteinu pro vzorek

vyjadfenou v mg/ml.

3.6. Statistické vyhodnoceni testu

Rozdil v kumulativni mortalité jedinci zkoumanych skupin a kontrolnich skupin jsme
vyhodnotili za vyuziti tzv. kontingencnich tabulek. Pfed zahdjenim analyzy bylo nezbytné
provést u veskerych zjisténych proménnych kontrolu normality (Kolmogoroviv — Smirnovu
test) a homoscedasticitu rozptylu (Bartlettlv test). Po splnéni téchto podminek byla vyuzita
jednosmérna ANOVA, diky které jsme vyhodnotili moznou existenci vyznamnych rozdild
analyzovanych proménnych mezi zkoumanymi skupinami a kontrolni skupinou. Vyskytl-li se
rozdil, byl vyuzit test Tukey Unequal N HSD. Pokud nebylo mozné vyuzit ANOVU, vyuZilo se

neparametrického testu (Kruskal — Wallis).
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4. \Vysledky

4.1. Kumulativni mortalita

Kumulativni mortalita zjiStovand mezi skupinami nevykazovala Zadné statisticky
vyznamné rozdily. U skupin raku, které byly vystaveny chloridazonu, byla zaznamenana
umrtnost pfi koncentracich: E1 = 2,7 ug/l (16,5 %), E2 = 27 pg/l (13,5 %), E3 = 135 pg/l (12 %),
E4 = 270 pg/l (13 %) a v kontrolni skupiné ¢inila 14 %.

4.2. Chovani raku

Na konci testu (50. den expozice) byla sledovana pohybova aktivita, rychlost chize a
celkové usla vzddlenost ranych vyvojovych stadii raka mramorovaného v jednotlivych
experimentalnich skupinach exponovanych ¢tyfem koncentracim chloridazonu (E1 = 2,7 pg/I,
E2 = 27 pg/l, E3 = 135 pg/l, E4 = 270 pg/l) ve srovnani s kontrolou. U rakd vystavenych
chloridazonu nebyly zjistény Zadné signifikantné vyznamné zmény v chovani ve srovnani s
kontrolou. Statisticky vyznamny (P < 0,05) rozdil byl zaznamenam pouze u skupiny E4, kde
doslo ke snizeni celkové pohybové vzdalenosti (graf €. 1), aktivité (graf ¢. 2) a rychlosti chlze

(graf €. 3) oproti skupindm E1 a E2 .
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Graf ¢. 1. Celkova pohybovd vzddlenost (cm) raka mramorovaného (Procambarus virginalis), ktery byl
vystaven padesdtidenni expozici chloridazonu (2,7 ug/l, 27 ug/l, 135 ug/l a 270 ug/l). Indexy a, b

popisuji shodu, nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami.
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Graf ¢. 2. Aktivita (%) raka mramorovaného (Porcambarus virginalis), ktery byl vystaven
padesdtidenni expozici chloridazonu (2,7 ug/l, 27 ug/l, 135 ug/! a 270 ug/l). Indexy a, b popisuji

shodu, nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami.

38



0.6 i
a
0.5
ab
-
T
E_ 0.4 ab
=
=
=
z
0.3
0.2
Kontrola EZ

Testované skupiny

Graf ¢. 3. Zména rychlosti pohybu v (cm/s) raka mramorovaného (Procambarus virginalis), ktery byl
vystaven padesdtidenni expozici chloridazonu (2,7 ug/l, 27 ug/l, 135 ug/l a 270 ug/l). Indexy a, b

popisuji shodu, nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami.

4.3. Makroskopické morfologické anomalie

V prlibéhu padesatidenniho testu jsme nezaznamenali Zadné makroskopicky viditelné

morfologické anomalie u rannych vyvojovych stadii rakd mramorovanych vystavenych

chloridazonu.
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4.4. Rlstové parametry

Porovnani télesné hmotnosti tél ranych vyvojovych stadiich raki béhem expozice
chloridazonu je popséna v grafu ¢. 4. Redlna koncentrace chloridazonu E1 = 2,7 pg/l neméla
statisticky vyznamny (P < 0,05) vliv na rlst rakd mramorovanych. U zbylych tfi sledovanych
koncentraci nastalo od 4. stadia vyvoje vyznamné snizeni hmotnosti (P < 0,01) oproti kontrole

(100 %). U koncentrace E2 byly zjiStény snizené hodnoty na 75 %, u E3 na 68 % a u E4 na 63 %.

Specificka rychlost rlstu (SRG) a inhibice rlstu (I) u sledovanych skupin, které byly
vystaveny padesatidennimu pUsobeni chloridazonu, je zaznamenano v tabulce ¢ 1. Inhibice

rastu rakd oproti kontrole byly u E1 =9,03 %, E2 = 12,85 %, E3 = 14,07 % a u E4 = 19,28 %.
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Graf C. 4. Srovnadni télesnych hmotnosti raka mramorovaného (Procambarus virginalis) vystaveného

chloridazonu (2,7 ug/l, 27 ug/l, 135 ug/l, 270 ug/l) po dobu 50 dn.
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Tabulka €. 1. Specificka rychlost rlstu a inhibice rdstu ranych vyvojovych stadii raka mramorovaného (Procambarus virginalis) po expozici chloridazonen.

Skupina Kontrola E1l E2 E3 E4
Chloridazon (pg/L) 0 2.7 27 135 270

M1z (X + SD, mg) 7,04 + 1,097 6,97 + 0,85 6,82 +0,61° 6,25 +0,52° 6,10 + 0,55°
Mso (X £ SD, mg) 45,40 + 7,822 38,68 + 3,92% 36,61+ 7,96° 32,37 +5,91° 29,01+ 7,37°
SGR 4,98 +0,23° 4,53 +0,31% 4,34+0,2° 4,28 +0,41° 4,02 +0,38°

I (%) 0,0° 9,03 +£0,42% 12,85 + 0,39° 14,06 + 0,58° 19,28 +0,71°

Pozndmka: M1z, mse = priimérnd hmotnost raki vybrané skupiny 12 a 50 den expozice; SGR = specifickd rychlost ristu vybrané skupiny po 50 dnech expozice;

I = inhibice specifické rychlosti ristu vybrané skupiny po 50 dnech expozice; SD =smérodatnd odchylka. Horni indexy a,b vyznacuji rozdil, nebo shodu u hodnot

mezi jednotlivymi skupinami (P < 0,05).
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4.5. Ontogeneticky vyvoj

Redlna koncentrace chloridazonu vyskytujici se v Zivotnim prostredi E1 = 2,7 ug/l neméla
vliv na ontogeneticky vyvoj rakd. Pocinaje 13. dnem jsme zaznamenali signifikantné vyznamné
(P < 0,01) opozdéni ontogenetického vyvoje rakl vystavenych tfem nejvyssim koncentracim
(E2 =27 pg/l, E3 =135 pg/l, E4 = 270 pg/l) chloridazonu oproti kontrole. Na konci testu bylo
93 % jedincd v kontrolni skupiné a 85 % jedincl ve skupiné E1 v Sestém stupni vyvoje. U
skupiny E2 se nachazelo 27 % jedinc(i v patém stupni vyvoje a 50 % v Sestém stupni vyvoje, u
E3 bylo 25 % jedincl v patém stupni a 32 % jedincd v Sestém stupni vyvoje. U skupiny E4 bylo
30 % jedincl v patém stupni a 25 % v Sestém stupni vyvoje. Ontogeneticky vyvoj rakl béhem

testu je znazornén v grafu €. 5.
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Graf ¢. 5. Vliv chloridazonu na ontogenicky vyvoj raka mramorovaného (Procambarus virginalis).
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4.6. Biomarker oxidacniho stresu

4.6.1. Lipidni peroxiace (TBARS)

Vliv chronického plsobeni chloridazonu na hladinu TBARS v celotélnim homogenatu raka
mramorovaného je zaznamenan v grafu ¢. 6. Expozice chloridazonu neméla statisticky

vyznamny (P < 0,05) vliv na hladinu TBARS v celotélnim homogenatu rakli mramorovanych.
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Graf ¢. 6. Vliv padesdtidenniho ptsobeni chloridazonu v koncentracich: 2,7 ug/l, 27 ug/l, 135 ug/l a
270 ug/l, na hladinu lipidni peroxidace v celotélnim homogendtu raka mramorovaného (Procambarus

virginalis). Indexy a, b popisuji shodu, nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (P < 0,05).
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4.7. Antioxidacni biomarkery

4.7.1. Superoxid dismutaza (SOD)

Vliv chronického plsobeni chloridazonu na aktivitu superoxid dismutdzi je zaznamenan
v grafu €. 7. Expozice chloridazonu neméla statisticky vyznamny (P < 0,05) vliv na aktivitu SOD

v celotéInim homogenatu rakl mramorovanych.

SOD nmolNBT/min/mg proteinu

Kontrola E1l E2 E3 E4
Testované skupiny

Graf ¢. 7. Vliv padesdtidenniho pisobeni chloridazonu v koncentracich: 2,7 ug/l, 27 ug/l, 135 ug/l a
270 ug/l, na aktivitu superoxid dismutadzi v celotélnim homogendtu raka mramorovaného
(Procambarus virginalis). Indexy a, b popisuji shodu, nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami

(P < 0,01).
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4.7.2. Katalaza (CAT)

Vliv chronického pusobeni chloridazonu na aktivitu CAT v celotéinim homogenatu raka
mramorovaného je zaznamenan v grafu ¢. 8. Expozice chloridazonu neméla statisticky

vyznamny (P < 0,05) vliv na aktivitu CAT v celotélnim homogenatu rak mramorovanych.
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Graf ¢. 8. Vliv padesdtidenniho ptsobeni chloridazonu v koncentracich: 2,7 ug/l, 27 ug/l, 135 ug/! a
270 ug/l, na aktivitu kataldzy v celotélnim homogendtu raka mramorovaného (Procambarus

virginalis). Indexy a, b popisuji shodu, nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (P < 0,05).
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4.7.3. Glutathion S-tranferaza (GST)

Vliv expozice chloridazonu na aktivitu GST je zaznamenan v grafu ¢. 9. U jedincud, které
jsme vystavili pUsobeni chloridazonu, po padesatidenni expozici ve vSech testovanych
koncentracich doslo v celotélnim homogenatu rak( k signifikantnimu (P < 0,01) zvySeni

aktivity GST oproti kontrolni skupiné.
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Graf ¢. 9. Vliv padesdtidenniho ptsobeni chloridazonu v koncentracich: 2,7 ug/l, 27 ug/l, 135 ug/l a
270 ug/l, na aktivitu glutathion S-transferdzy v celotélnim homogendtu raka mramorovaného
(Procambarus virginalis). Indexy a, b, ¢, d popisuji shodu, nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami

(P < 0,01).
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4.7.4. Glutathion reduktaza (GR)

Vliv chloridazonu na hladinu glutathion reduktdzy v celotélnim homogenatu raka
mramorovaného je zaznamendn v grafu €. 10. Expozice chloridazonu neméla statisticky

vyznamny (P < 0,05) vliv na hladinu GR v celotélnim homogenatu raki mramorovanych.
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Graf ¢. 10. Vliv padesdtidenniho pusobeni chloridazonu v koncentracich: 2,7 ug/l, 27 ug/l, 135 ug/l a
270 ug/l, na aktivitu glutathion reduktdzy v celotélnim homogendtu raka mramorovaného
(Procambarus virginalis). Indexy a, b popisuji shodu, nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami

(P < 0,05).
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4.7.5. Redukovany glutathion (GSH)

Vliv chloridazonu na hladinu GSH v celotélnim homogenatu raka mramorovaného je
znazornén v grafu €. 11. Po padesatidenni expozici chloridazonu ve vSech testovanych
koncentracich doslo v celotélnim homogenatu rak( k signifikantnimu (P < 0,01) zvySeni

hladiny GSH oproti kontrolni skupiné.
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Graf ¢. 11. Vliv padesdtidenniho pusobeni herbicidu chloridazonu v koncentracich: 2,7 ug/l, 27 ug/l,
135 ug/l a 270 ug/l, na hladinu redukovaného glutathionu v celotéinim homogendtu raka
mramorovaného (Procambarus virginalis). Indexy a, b popisuji shodu, nebo rozdilnost hodnot mezi

skupinami (P < 0,01).
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5. Diskuze

Tato bakalarska prace méla za cil posouzeni vlivu herbicidu chloridazonu na rana vyvojova
stadia raka mramorovaného (Procambarus virginalis). Diky tomuto vyzkumu se nam podafilo
rozsifit data o vlivu chloridazonu na vodni ekosystémy, predevsim na raky jakoZzto zastupce
vodnich korysu a jejich vyvojova stadia. Vliv herbicidu chloridazonu jsme stanovovali za vyuZiti
embryolarvalnich testd toxicity, které jsme provadéli v laboratofi toxikologie a ichtyopatologie

VURH Vodnany.

Pro embryolarvalni test jsme zvolili raka mramorovaného, jelikoz raky fadime do skupiny
bezobratlych Zivocichl vyskytujicich se ve stojatych, ale i v tekoucich vodach. Jsou velkymi
bentickymi makrofagy se Sirokym spektrem pfijimani potravy a jsou velice dobfre
pozorovatelni a snadno se odlisi od jinych Zivocichu. To je fadi do skupiny organism0 indikujici
kvalitu vod. Rak mramorovany se velice ¢asto vyuZiva v testech toxicity, jakozto druh koryse
splnujici kritéria principu 3R (Kozadk a kol.,, 2013). Partenogenetické rozmnoZovani samic
zajistuje geneticky identické jedince, které mGzeme nasledné vyuzivat v pokusech (Scholz

a kol., 2003; Vogt a kol., 2004b; Martin a kol., 2007).

Dal$im hodnocenym parametrem, ktery se u exponovanych organismu sleduje, je vyvoj
jedincq, ktery velice dobte reaguje na pesticidni pripravky (Hayes, 2007). Jedinci, ktefi byli
vystaveni koncentraci vyskytujici se realné v Zivotnim prostredi (2,7 pg/l), nijak chloridazon
vyznamné neovlivnil, naopak u zbylych tfech koncentraci (27 pg/l, 135 pg/l a 270 pg/l) jsme
zaznamendvali od 13. dne signifikantné vyrazné opozdéni ve vyvoji. Na zavér testu po 50
dnech expozice se do Sestého stupné vyvoje dostalo v koncentracich 27 pg/l 50 % jedincu, u
koncentrace 135 pg/l 32 % jedincl a u nejvyssi koncentrace 270 pg/l se vyvinulo pouze 26 %
jedinca.

Primdrné je herbicid chloridazon urcen k likvidaci plevell na fepnych polich, predchozi
studie ukazaly, Ze chloridazon vykazuje mirnou toxicitu pro vodni organismy. Velice citlivym
druhem byly vodni fasy Pseudokirchneriella subcapitata 72 hEC 50 0,6 mg/| a pstruh duhovy
(Oncorhynchus mykiss) 96hLC50 41,3 mg/l (PED, 2000). U rak(i je prokazané, Ze juvenilni
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jedinci nejsou tak odolni oproti dospélym stadiim (Vogt, 2008a). Kumulativni umrtnost

v exponovanych skupinach se pohybovala v rozmezi 13 - 16 %.

Dal$im vyznamnym faktorem je chovani, jehoZz zmény mohou byt zplsobeny pritomnosti
znecistujicich latek. U jedinca, které jsme vystavili expozici béhem embryolarvalniho testu
pUsobeni chloridazonu, jsme dosli k zavérim, Ze vysoké koncentrace (137 ug/l a 270 ug/l)
pasobi na raky utlumovymi ucinky, naopak nizké koncentrace maji snahu navySovat
pohybovou aktivitu. Vlivem dlouhodobého poloc¢asu rozpadu chloridazonu (Schuhmann a kol.,
2016, Chiaia-Hernandez a kol., 2017), se da predpokladat, Ze se mohou projevit zmény
v chovani zplisobené dlouhodobéjsi expozici herbicidu (Roberts a Croucher, 2007), v nasem

pfipadé chloridazonu.

Inhibice rychlosti rstu muaze vést k radé problémi. U jedincd mUzZe dojit k opozdéni
schopnosti reprodukce a v krajnim pripadé muize dojit i v brzkych fazich Zivota rakd k predaci
(Bengtsson, 1974). V nasem pripadé skupina rakd, kterou jsme vystavili plsobeni koncentraci
chloridazonu 2,7 pg/l, coZz je koncentrace vyskytujici se v Zivotnim prostfedi, nezpUsobila
v nasem experimentu 7adné prokazatelné negativni ucinky, které by ovlivnily rdst jedincd
rakd. Naopak jedinci raka mramorovaného, ktefi byli vystaveni plsobeni vyssich koncentraci
chloridazonu (27 pg/l, 135 pg/l a 270 pg/l), ovlivnila expozice snizenim schopnosti ristu od 25
do 30 %. Ke snizeni rlistu dochazi vlivem toho, Ze organismus raka vynakladd vétsi mnozstvi
energie do antioxidacniho systému a diky tomu se nedostava energie k vyvoji jedince. | podle
dalSich studii je znamo, Ze pesticidy ovliviuji rychlost rlstu juvenilnich jedinc( rakd (VeliSek a

kol., 2014, 2019).

Pesticidni pfipravky velice vyrazné navysuji hladinu reaktivnich forem kysliku ROS, diky
¢emuz muze dochazet k poskozovani bunécéného systému, nasledné az k oxida¢nimu stresu a
oxidacnim poskozenim (Lushchak, 2011; Yan a kol., 2016, Narra a kol., 2017). ROS se vyskytuji
v burikdch organismU pfirozené a na jejich rovnovahu dohliZeji antioxidacni systémy, které
pusobi na principu volnych lapaci ROS. Mezi antioxidacni systémy patfi naptiklad SOD, CAT,
GR, GST, GSH, vitaminy a mnoho dalSich (Lushchak a kol., 2010; Lushchak, 2011). Vysledkem

nasi prace je zjisténi, Ze nedoslo k ovlivnéni aktivity SOD, CAT a GR biomarkerua.

Doslo vsak ke zvySeni hladiny GSH a aktivity GST u vSech koncentraci chloridazonu, které
jsme testovali, ale toto zvySeni hodnot nevedlo k dalSim zménam. Zmény jako poskozeni nebo

vyCerpdani antioxidacniho systému mnohdy zpUsobuji nadprodukci ROS (Lushchak, 2011; Stara
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a kol., 2014), ktera je indikovana peroxidaci lipid( (Stard a kol., 2012; Poley a kol., 2016; Yuan
a kol., 2019). V nasem pripadé nedoslo ke statisticky vyznamnym zménam v lipidni peroxidaci,
diky ¢emuz nebyla zaznamendna Zadnd oxidacni poskozeni u jedincl rak(. D3 se tedy
predpokladat, Ze zvySena hladina GSH a aktivita GST zpusobila, Ze se stali hlavnimi
detoxikacnimi antioxidanty herbicidu chloridazonu v organismech rakd mramorovanych, coz
vedlo k dostatecné oxidacni rovnovaze. Jiz je znama fada studii, kde byl zaznamenan velice
identicky rozdil v biomarkerech antioxidacnich systém, ale zaroven nebyla narusena bunécna
rovnovaha peroxidace lipidd vranych fazich Zivota rak( (Stara a kol., 2013; Velisek a

kol.,2017,2019,2020).
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6. Zaver

Cilem prace bylo vyhodnotit vliv herbicidu chloridazonu na rana vyvojova stadia raka
mramorovaného (Procambarus virginalis). Ke zjisténi vlivu chloridazonu jsme wvyuzili
embryolarvalniho testu toxicity. Pro test bylo vyuzito 210 vaji¢ek, které jsme rozdélili do 4
skupin po 42 kusech. Ctyfi skupiny jsme vystavili expozici chloridazonu a patd skupina slouzila
jako kontrola. Chloridazon jsme pouzili ve 4 koncentracich: 2,7 pg/l, 27 pg/l, 135 pg/l a 270
ug/l. Test probihal po dobu 50 dn(i a poté jsme ze zjisténych dat vyhodnocovali vliv této latky
na mortalitu, rychlost rdstu, ontogeneticky vyvoj, chovani a oxidacni a antioxidacni

biomarkery.

Chloridazon ve vsech testovanych koncentracich zpusobil signifikantni zvyseni (P < 0,05)
aktivity glutathion S-transferdzy a hladiny redukovaného glutathionu v celotélnim
homogenatu rakl. U rakd vystavenych vyssim koncentracim chloridazonu (27 pg/l, 135 pg/l a

270 pg/l) doslo ke zpomaleni ontogenetického vyvoje a rychlosti rlistu.

Ziskané vysledky prace poslouzi k rozsifeni informaci o vlivech tohoto pfipravku na vodni
organismy. Na zakladé této prace lze fict, Ze rak mramorovany je vhodny modelovy

organismus pro testy toxicity.
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8. Abstrakt

Vliv chloridazonu na rana vyvojova stadia raka mramorovaného

Chloridazon (CioHsCIN3p) rfadime mezi herbicidy vyuzivané v zemédélstvi predevsim

k likvidaci pleveld. Chloridazon patfi do pyridazinonové tridy pesticidd.

Cilem této bakalarské prace bylo zjistit, jaké ucinky mize mit pripravek chloridazon na
rana vyvojova stadia raka mramorovaného (Procambarus viriginalis). K vyhodnoceni vlivu
chloridazonu na rand vyvojova stadia jsme vyuzili embryolarvalniho testu toxicity, ve kterém
jsme vystavili raky po dobu 50 dnd 4 koncentracim (2,7 pg/l, 27 pg/l, 135 pg/l, 270 pg/l)

chloridazonu.

Chloridazon ve vsech testovanych koncentracich zpUsobil signifikantni zvySeni (P < 0,05)
aktivity glutathion S-transferdzy a hladiny redukovaného glutathionu v celotélnim
homogenatu rakd. U rakd vystavenych vyssim koncentracim chloridazonu (27 pg/l, 135 pg/l,

a 270 pg/l) doslo ke zpomaleni ontogenetického vyvoje a rychlosti ristu.

Na zakladé téchto vysledk( Ize predpokladat, Ze chloridazon v redlnych koncentracich
vyskytujici se v Ceskych vodach muizie mit negativni vliv na randa vyvojovd stadia rakl

mramorovanych.

Klicova slova: embryolarvalni test toxicity, chloridazonu, ontogeneticky vyvoj, oxidativni stres,

rak mramorovany.

62



9. Abstract

The effect of chloridazon on the early developmental stages of the marbled crayfish

Chloridazon (C10HsCIN3o) is a herbicide used in agriculture, primarily for weed control.

Chloridazon belongs to the pyridazinone class of pesticides.

The aim of this bachelor's thesis was to determine the effects of chloridazon on the early
developmental stages of the marbled crayfish (Procambarus viriginalis). To evaluate the effect
of chloridazon on early developmental stages, we used embryolarval toxicity test in which we
exposed crayfish for 50 days to 4 concentrations (2.7 pg/l, 27 pg/l, 135 pg/l, 270 pg/l) of

chloridazon.

Chloridazon at all concentrations tested caused a significant increase (P < 0.05) in
glutathione S-transferase activity and reduced glutathione levels in whole-body crayfish
homogenate. Crayfish exposed to higher concentrations of chloridazon (27 pg/l, 135 pg/l and

270 pg/l) displayed a retarded ontogenetic development and growth rate.

Based on the results of this work, it can be assumed that chloradazon in concentrations
known to occur in Czech waters may have a negative effect on the early developmental stages

of the marbled crayfish.

Key words: embryo-larval toxicity test, chloridazonu, marbled crayfish, ntogenetic

development, oxidative stress.
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